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INSTRUCOES AOS AUTORES

Revista de Microbiologia (editada pela Sociedade Brasileira de Microbiologia) publica artigos
originais, notas breves e ocasionalmente, revisoes, abrangendo todos os aspectos da Microbiologia. Um
artigo original é uma contribui¢fio substancial a um assunto; a nota breve é um achado restrito de uma
descoberta nova e significante e uma revisio é um apanhado critico feito por um especialista que ji tenha
se destacado no assunto da revisdo.

Todos os trabalhos submetidos devem ser escritos em portugués ou preferencialmente, em inglés. A
decisio de aceitar o manuscrito é feita por um corpo de Revisores.

A submissdo de um trabalho a esta Revista implica que o mesmo néo foi previamente publicado e
nem foi enviado concomitante para publicaciio em outra revista.

ORGANIZACAO E FORMACAO DOS MANUSCRITOS: Datilografe com espago duplo
deixando margens de 2,0 cm e as paginas devem ser numeradas sequencialmente. Os artigos originais estao
restritos a um méximo de 15 paginas impressas incluindo figuras e tabelas (isto corresponde a
aproximadamente 25 paginas datilografadas). A primeira pagina deve incluir o titulo, nome(s) do(s) autor
(es), instituigio e enderego completo do(s) autor(es). Trés a cinco palavras chaves devem ser incluidas. O
artigo deve ser dividido em Resumo e Summary, Introdug@o, Material e Métodos, Resultados, Discussdo,
Agradecimentos e Referéncias Bibliogréficas. Resultados e Discussdo podem ser combinados num titulo
s6. O resumo deve conter no maximo 250 palavras, mas se o artigo for redigido em portugués, o Summary
(Resumo) deve ser mais extenso, 300 palavras no minimo.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendagdes da IUPAC-IUB e as medidas, o sistema
métrico. : '

Cite cada referéncia por nimero, no texto. As referéncias deverdo ser numeradas ¢ ordenadas
alfabeticamente, de acordo com os exemplos abaixo:

Ingram, L. O. & Conway, T. - Expression of different levels of the ethanologenic enzymes from
Zymomonas mobilis in recombinant strains of Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol., 54:397-404,
1988.

Fleming, H. P. - Fermented Vegetables. - In: Rose, A. H., ed. - Economic Microbiology. London,
Academic Press, p. 228-258, 1982,

Krieg, N. R. & Holt, J. C., eds. - Bergey's manual of systematic bacteriology. Baltimore, Williams
& Wilkins, v. 1. 1984.

Somente aquelas fotografias que sdo estritamente necessdrias para o entendimento do trabalho € que
devem ser incluidas. O material utilizado para este fim deve ser de qualidade suficientemente boa para
assegurar boa reprodugio. Devem ser numeradas no verso, a ldpis e identificadas com o nome dos autores.
As legendas de gréficos e tabelas devem ser datilografadas em folhas separadas. Gréficos, figuras, e tabelas
devem ser apresentados de tal forma que possam ser reduzidos, se necessdrio. Nao sio aceitas ilustragdes
coloridas. Indicar no texto o local aproximado onde devem ser inseridos tabelas, figuras e graficos.

As Notas devem conter no maximo seis paginas datilografadas. Devem ser escritas de acordo com
as instrugdes dadas acima, porém sem as divisdes em capitulos ¢ o resumo ndo deve exceder 50 palavras.
Figuras ou tabelas estfo restritas a duas, no méximo, podendo no entanto ser uma tabela e uma figura.

As Revisoes devem ser de assuntos amplos e de interesse geral. Somente especialistas devem
apresentar este tipo de publicagfo. Além do Resumo, pode conter um indice do contéudo da revisio.

Uma vez aceito o trabalho, uma prova tipografica serd remetida ao autor principal a fim de comrigir
os erros. As provas devem ser devolvidas no prazo maximo de dez dias. Em caso de atraso, as provas serdo
corrigidas pelos editores e publicadas. Modificagdes que impliquem em recomposi¢io do texto nfo serfo
permitidas.

Quinze separatas de cada artigo serdo fornecidas gratuitamente. Cépias adicionais poderdo ser
requisitadas, mas os Autores deverdo pagi-las.

Os artigos deverfio ser remetidos em triplicata e enviados para o Diretor Executivo.
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XVI - CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA
IX - SINAFERM

22 a 26 de Setembro de 1991

Parque Balneario Hotel - Santos - SP

Informagoes: Sociedade Brasileira de Microbiologia
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374
05508 — Sao Paulo — SP
Fone — (011) 813-9647

PROGRAMACAO

Conferéncias

« Evolugfo e problemas da producfio de insulina por fermentago.

+ Epidemiologia molecular de leveduras.

» Recentes avangos no conhecimento da fisiologia da simbiose das leguminosas.

» Determinantes de viruldncia bacteriana.

» Utiliza¢fio de sondas genéticas na identificaciio de patégenos veiculados por ali-
mentos. '

» Recentes avangos na elucidagdo de associagdes de bactérias diazotréficas com
gramineas ¢ plantas tubérculos.

« A microbiologia e o controle das infecgoes hospitalares no Brasil.

« Genética de microrganismos ¢ biotecnologia.

» Técnicas imunoquimicas para o diagndstico das micoses.

» Problemas ligados a avaliagfio da transferéncia de oxigénio em processos fermen-
tativos.

» Importincia do estudo dos fatores de viruléncia de enteropatégenos de interesse
médico-veterindrio, com vistas ao controle de gastroenterites dos animais jovens.

« Aspectos atuais sobre taxonomia ¢ identificagfio de cocos gram positivos.

« Associagio micorrizica.

» Regulagfio metabdlica microbiana.

» Genética da viruléncia bacteriana.

« Avaliacfo critica das técnicas de ELISA para o diagndstico de viroses de interesse
médico-veterindrio.

« Procedimentos atuais na prevencgio ¢ controle de micotoxinas.

» Importincia da andlise das dguas de esgoto na vigilincia epidemioldgica de Salmo-
nelas resistentes a antibidticos.

» Ocorréncia de Legionella spp em amostras ambientais.

« The bacteria of Lower Respiratory Tract Infections, Incidence and Identification,

» The bacteria of Upper Respiratory Tract Infections, Incidence and Identification.

+ Molecular systematics of yeasts.

+ Patégenos emergentes em infecgfio hospitalar.

+ Mecanismos da viruléncia de bactérias enteropatogénicas: adesdo bacteriana.

» Utilizagfio de sondas genéticas na identificacfio de patdgenos veiculados por alimen-
tos — perspectivas.

« Importancia das técnicas de Biologia Molecular na detecgfio de patdgenos em amos-
tras ambientais.

» Micotoxinas produzidas pelo género Fusarium.

» Substancias indutoras de radicais livres ¢ seu efeito antimicrobiano.
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MESAS REDONDAS — PAINEIS

» Meningite meningocécica.

+ Controle de processos fermentativos.

* Microbiologia ambiental: aspectos atuais ¢ perspectivas.

* Leveduras patog@nicas: fatores de viruléncia, de aderéncia e marcadores epidemioldgicos.

* Disponibilidade e controle de qualidade dos reativos para o diagndstico de doengas infecciosas
de interesse médico-veterindrio.

* Ensino de tecnologia de fermentagdes e engenharia bioquimicaem graduagio e pds-graduagio.

+ Técnicas de biotecnologia para o desenvolvimento de vacinas.

+ Crescimento microbiano.

* Ensino da microbiologia: formagfio basica ou aplicada & profissio?

* Pesquisa em microbiologia na década de 90.

» Colegdes de culturas e seus servigos & biotecnologia.

* Formagio de profissionais em microbiologia do solo.

* Avaliagiio dos métodos analiticos para caracterizagio e dosagem de micotoxinas.

* Microrganismos deteriorantes de alimentos — Controle e aspectos econdmicos

* Genética microbiana na investigagiio das infec¢des hospitalares.

* Aspectos da sensibilidade bacteriana a antimicrobianos.

* Novas técenicas para identificagio e classificagio dos microrganismos. Consisténcia e estabili-
dade em nomenclatura.

* O papel da microbiologia na politica de desenvolvimento cientifico e tecnolé gico do pafs.

* Abordagem multidisciplinar para o desenvolvimento da microbiolo gia.

s Vibrio cholerae — um emergente desafio.

REUNIAO DOS GRUPOS PARA ESTABELECIMENTO DA ATUACAO CIENTIFICA
DA SBM

Microbiologia Médica Humana e Veterindria; Ambiental; Industrial; Micologia; Agricola; Ge-
nética de Microrganismos; Infec¢Ses Hospitalares; Alimentos; Taxonomia e Colegdes de Cultu-
ras; Solo; Micotoxinas.

ASSEMBLEIA GERAL DA SBM
Propostas dos grupos de trabalho.
Elei¢do da nova diretoria.

APRESENTACAO DE TRABALHOS CIENTIFICOS

Serfio apresentados sob a forma de "posters”. Os resumos devem ser enviados até 30/07/
91, datilografados em folha branca de 21,5 cm x 28 ¢m, deixando 4 cm de cada lado da margem.
O espago reservado para o resumo sers, em conseqliéncia, de 13,5 x 20 cm. Utilizar méquina IBM
ou similar, esfera tipo "prestige de elite”, espago de 1,5 & para nomes cientificos esfera tipo "light
italic”. Titulo do trabalho em letras maitisculas, sobrenome dos autores e iniciais do nome; em li-
nha separada, a instituigfio de origem. O resumo deve conter: pequena introdugdo justificando os
objetivos do trabalho; metodologia e resultados. Enviar o resumo em 2 vias, sem dobras, para:

Sociedade Brasileira de Microbiolo gia

(XVI Congresso Brasileiro de Microbiolo gia)
Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

Cidade Universitaria — USP

05508 SAO PAULO SP
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CURSOS PRE E POS- CONGRESSO

METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR APLICADOS A PESQUISA DE MICROR-
GANISMOS PATOGENICOS EM AGUAS

Dra. Elisabeth Marques (CETESB)

Data: 20/09/91 (14 as 18h.) — Curso Tedrico-Demonstrativo

Local: CETESB — Sio Paulo

ENGENHARIA GENETICA EM MICRORGANISMOS
Dra. Ana Clara G. Schenberg (USP)
Data:
Local: Depto. de Microbiologia — ICBUSP — Sdo Paulo

CICLO DE ESTUDOS SOBRE AGENTES ETIOLOGICOS DE INFECCOES DE IN-
TERESSE MEDICO-VETERINARIO (EM CONJUNTO COM A SOCIEDADE PAULIS-
TA DE MEDICINA VETERINARIA)

Dr. Silvio Arruda Vasconcelos (USP)

Data: 30/09 a 11/10/91 (19:30 as 22:30)

Local: Faculdade de Med. Vet. e Zootec. — USP

APLICACAO DE TECNICAS MOLECULARES PARA: IDENTIFICACAO DE LEVE-
DURAS

Dra. Sally A. Meyer (USA)

Data: 19 e 20/09/91 (8 as 12:00)

Local: Depto. de Microbiologia — ICBUSP — Sio Paulo

TECNICAS USUAIS PARA IDENTIFICACAO DE FUNGOS TOXICOGENICOS
Dr. Benedito Correa (USP)
Data: 19 ¢ 20/09/91
Local: Depto de Microbiologia — ICBUSP — Sé&o Paulo

TECNICAS USUAIS PARA IDENTIFICACAO DE FUNGOS PATOGENICOS
Dr. Benedito Correa; Dra. Claudete R. Paula; Dra. Valéria R. S. Framil; Dr. Walderez
Gambale (USP)
Data: 16 a 17/09/91 — (Integral)
Local: Depto. de Microbiologia ~ ICBUSP — S#o Paulo

METODOS FLUORESCENTES PARA DETECCAO E VIABILIDADE DE FUNGOS
EM MATERIAIS CLINICOS
Dr. Benedito Corréia; Dra. Claudete R. Paula Dra. Valéria M. S. Framil; Dr. Walderez
Gambale (USP)
Data: 18/09/91 (Integral)
Local: Depto de Microbiologia ~— ICBUSP — S#o Paulo

AVALIACAO ECONOMICA DE PROCESSOS FERMENTATIVOS
Dr. Jodo Manuel Cabral de S. Dias (EMBRAPA)
Data: 19 e 20/09/91 — (8 &s 12:00)
Local: Instituto de Tecnologia Maud — S#o Caetano do Sul — S&o Paulo — SP

AIDS NA PRATICA ODONTOLOGICA
Dr. Cesar A. Migliorati (USA)
Data: 18 a 20/09/91
Local: Depto de Microbiologia — ICBUSP — S#o Paulo

APLICACOES INDUSTRIAIS DE CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS
Dr. Otto Jesu Crocomo (ESALQ — USP)
Dr. Enio Tiago de Oliveira (ESALQ — USP)
Data: 19 e 20/09/91 (8 as 12:00)
Local: Instituto de Tecnologia Maud — S3o Caetano do Sul — SP

ANALISE DO DESEMPENHO DE FERMENTADORES
Dra. Maria Candida R. Facciotti (Poli-USP)
Data: 19 e 20/09/91 (14 as 18:00)
Local: Instituto de Tecnologia Maud — S3o Caetano do Sul — SP

METODOS QUIMICOS E FISICOS DE EST ERILIZACAO INDUSTRIAL
Dr. Augusto M. Ferraz (Johnson & Johnson)
Data: 19 e 20/09/91 (14 as 18:00)
Local: Instituto de Tecnologia Maud — S#o Caetano do Sul — SP
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IDENTIFICACAO LABORATORIAL DE ESTREPTOCOCOS E ENTEROCOCOS
Dra. Liicia Martins Teixeira (UFRT) — Richard Facklam (USA)
Data : 9/09/91 a 12/09/91
Niimero de vagas: 10
Local: Dept® de Microbiologia Médica — Instituto de Microbiologia
Universidade Federal do Rio de Janeiro

METODOS DE ESTUDO DA VIRULENCIA DE ENTEROPATOGENOS BACTE-
RIANOS

Dra. Ténia T. Gomes; Dra. Rosa M. Silva; Dra. Beatriz C. Guch (EPM)

Data: 30/09/91 a 1/10/91

N@ de vagas: 20

Local: Depto. de Microbiologia

Escola Paulista de Medicina

TESTES DE SENSIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
Dra. Angela C. D. de Castro; Dr. Sérgio E. L. Fracalanzza; Dra. Licia Martins
Teixeira (UFRI)
Data: 11/09/91 a 13/09/091
N2 de vagas: 10
Local: Depto. de Microbiologia Médica — Instituto de Microbiologia
Universidade Federal do Rio de Janeiro

FISIOLOGIA E BIOQUIMICA DAS BACTERIAS FIXADORAS DE HIDROGENIO
Dra. Eliana G. Lemos; Dr. Manoel V. F. Lemos
Data: 16 a 19/09/91
Local: Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindria — UNESP
Campus de Jaboticabal :

SOLUBILIZAGCAO _E  MINERALIZACAO MICROBIANA DOS COMPOSTOS
INSOLUVEIS DO FOSFORO

Dr. Ely Nahas

Data: 16 a 19/09/91

Local: Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindria — UNESP

Campus de Jaboticabal

ENCONTRO E CURSO EM BIODEGRADACAO E BIODETERIORACAO
Dr. Jodo Ruy Jardim Freire
Data: 29/07 a 9/08/91
Local: Depto. de Microbiologia de Solos — Faculdade de Agronomia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre

ENCONTRO E CURSO EM BIOTECNOLOGIA E MICROBIOLOGIA DE ALIMEN-
TOS

Dr. Jodo Ruy Jardim Freire

Data: 14/10 a 25/10 /91

Local: Depto. de Microbiologia de Solos — Faculdade de Agronomia

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Porto Alegre

InformagBes (0512) 36-2011 / 5011 /4944 R. 58

NOVOSMETODOSPARA D ETECCAODE COLIFORMES EM AGUAS DE CONSUMO
Dra. Vivian Helena Pellizari; Dra. Débora Midori Myaki (USP)
Data: 19/09/91 — (8 as 12 h.) — Curso Tedrico-Demonstrativo
Local: Depto de Microbiologia — Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP

UTILIZACAO DO SISTEMA MICROTOX NO CONTROLE DE CONTAMINANTES
TOXICOS AMBIENTAIS

Dra. Maria In&s Z. Sato; Dra. Eloisa de V. Furlan (CETESB)

Data: 20/09/91 (8 as 12h.) — Curso Tedrico-Demonstrativo

Local: CETESB — Sio Paulo
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S.B.M. - SOCIEDADE BRASILEIRA DE MICROBIOLOGIA
BALANCO PATRIMONIAL ENCERRADO EM 31 DE DEZEMBRO DE 1990

ATIVO
DISPONIVEL
CIRCULANTE
Banco Econdmico S/A 589.000,10
Banco do Brasil S/A - Jaguaré 72.600,00
Banco do Brasil S/A - Jabaquara 118,07 :
661.718,17
APLICACAO FINANCEIRA
Aplic. Financ. Créd. Imob. Econdmico 3.966.644,14
Aplic. Financ. Open Econdmico 820.000,00
Total Circulante 5.448.362,31
IMOBILIZADO
Migs. aparlhs. e eqptos. 838.589,87
Mbéveis e utensilios 68.928,19
Direitos de uso da linha telef. 97.193,06
(-)Depreciagioacumulada 396.707,90
Total do Imobilizado 608.012,22
TOTAL DO ATIVO 6.056.374,53
P ASSIVO
CIRCULANTE
TAPAS arecolher 22.320,00
FGTS a recolher 4.200,00
Total do Circulante 26.520,00
PATRIMONIO LIQUIDO '
Superavit anterior 262.661,14
Correc. s/ saldo anterior superavit 3.892.342,25
(-)Déficit dos exrcs. anteriores 99.670,01
(-)Correc. s/ saldo ant. déficit 842.335,25
Superavit do exercicio 2.816.856,40
Total do Patriménio liquido 6.029.854,53

TOTAL DO PASSIVO 6.056.374,53
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S.B.M. - SOCIEDADE BRASILEIRA DE MICROBIOLOGIA
BALANCO PATRIMONIAL ENCERRADO EM 31 DE DEZEMBRO DE 1990

RECEITAS
Receita de anuidades e verbas 1.068.128,34
Receita ¢/ verbas revista/90 1.909.877,50
ENAMA 691.628,37
‘ 3.669.634,21
RECEITAS FINANCEIRAS 3.916.537,08
Total das Receitas 7.586.171,29
DESPESAS ADMINISTRATIVAS
Assisténcia contdbil 138.415,77
Condug#o e transporte 2.566,00 \
Servigos de datilografia _ 26.980,53
Manutencido e conservagio 94.350,23
Impressos e mats. de escritdrio 44.100,00
Lanches e refei¢bes 3.112,98
Impostos e taxas 34.850,14
Total do Grupo (344.375,65)
DESPESAS C/ REVISTA
Despesas ¢/ telefone 75.109,03
Impressos e mats. de escritério 875,00
Correio 203.063,28
Impressio de revista 878.553,39
Saldrios 307.472,50
132 saldrio 26.903,09
Previdéncia social 102.721,39
F.G.T.S. 34.358,79
Assist. contdbil 121.962,00
Despesas ¢/ combustiveis 520,00
Xerox 102.951,72
Total do Grupo (1.854.490,19)
DESPESAS FINANCEIRAS
Despesas bancdrias 18.166,34
Juros, multas, corr. monet. 686,56
Total do Grupo (18.802,90)
DESPESAS C! ENAMA (126.500,00)
IUMS (95.783,93)
Lucro Operacional 5.146.218,62
(-YCORRECAO MONETARIA DO BALANCO (2.329.362,22)
Superavit do Exercicio 2.816.856,40
——————— RUY ANGELO CATANZARO

CRC. 104.268 - TEC. - S.P.
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CONTEUDO-CONTENTS

Magalhies, M.; Magalhies, V.; Antas, M. G.; Tateno, S.

Caracterizagfio bacteriolégica e sorolégica de linhagens de Vibrio parahaemolyticus isoladas de
humanos e de ostras no Recife, Brasil

Bacteriological and serological characterization of Vibrio parahaemolyticus strains isolated from
humans and oysters in Recife, BraZil .......coveiiniceniesnniinennisesessiesiesses e sessessnssessssssssessssnnes

Siqueira, A. M. de; Silva, D. O. da
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CARACTERIZACAO BACTERIOLOGICA E SOROLOGICA DE
LINHAGENS DE VIBRIO PARAHAEMOLYTICUS ISOLADAS DE HUMANOS
E DE OSTRAS NO RECIFE, BRASIL
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RESUMO

O presente estudo compara as caracteristicas bioquimicas, sorolégicas, produgfo de
hemolisina e resisténcia as drogas antimicrobianas de 20 linhagens de Vibrio
parahaemolyticus isoladas de casos clinicos e de 24 obtidas de ostras. As caracteristicas
bioquimicas foram compativeis com as esperadas, €xceto no que conceme A produgdo de
urease, observada em sete linhagens de origem humana. Quatro dessas culturas ndo
produziram hemélise no 4gar de Wagatsuma. Nenhum dos isolados de ostras produziu
urease ou hemolisina. A tipagem soroldgica, empregando-se 68 antisoros K, mostrou
que cinco (25%) dos isolados clinicos € 10 (41,7%) dos isolados de ostras ndo puderam
ser tipados. O sorovar predominante entre as cepas de origem humana foi 03:K58,
encontrado em seis amostras, seguido dos sorovars 04:K53 e 04:K4 presentes em trés e
duas linhagens, respectivamente. Nenhum desses sorovars foi encontrado entre as cepas
provenientes de ostras. Todas as culturas, exceto uma, isolada de ostra, foram resistentes
3 ampicilina. No que concerne s outras drogas: cefalotina, estreptomicina, neomicina,
gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, cotrimoxazol, nitrofurantoina e lomefloxacina
observou-se uniforme susceptibilidade.

Palavras-chave: Vibrio parahaemolyticus, diarréia a vibrio, vibrios ambientais,

fendbmeno Kanagawa

INTRODUCAO

O Vibrio parahaemolyticus, bactéria halofilica
encontrada em dguas costeiras e estuarinas (7), é ca-
paz de causar gastroenterite humana, geralmente
apds o consumo de marisco ou peixe (2). O micror-
ganismo tem distribui¢fio cosmopolita (3) e, no Bra-
sil, variados estudos evidenciaram sua presenca em
4guas e animais marinhos (4, 11, 12, 13, 15, 23).
Além disso, dois casos incidentais de infecgfo in-
testinal humana foram também relatados (11, 14).

No Recife, recente investigacfio prospectiva
(25) mostrou que o V. parahaemolyticus & impor-
tante causa da diarréia do paciente adulto, concor-
rendo para a etiologia de 7,1% dos casos, e que 85%
das ostras coletadas no estudrio do Capibaribe, rio
que margeia a cidade e que recebe seus esgotos, en-
contram-sc contaminadas pelo microrganismo.

Desde que a ocorréncia das infeccdes relacio-
nadas com V. parahaemolyticus s8o intimamente
associadas & presenga da bactéria no ambiente
(20), decidiu-se comparar as caracteristicas bio-

1. Laboratério Keizo Asami, UFPE. Cidade Universitaria, 50739, Recife, Brasil.

2. Departamento de Medicina Tropical, UFPE.
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quimicas, sorologicas ¢ produgfio da hemolisina
direta termoestdvel (HDT) entre as cepas de V.
parahaemolyticus isoladas dos casos clinicos e
aquelas recuperadas das ostras.

MATERIAL E METODOS

Bactérias - Incluiram-se no estudo 20 cultu-
ras de V. parahaemolyticus, isoladas em labo-
ratério privado de microbiologia, entre marco
1989 e maio de 1990, de casos humanos de gas-
troenterite, e outras 24 isoladas de ostras. As cultu-
ras foram mantidas em sangue desfibrinado de co-
elho, a -70°C, até o momento do estudo.

Testes bioquimicos - As caracterfsticas bio-
quimicas das linhagens de V. parahaemolyticus
foram determinadas usando-se testes padronizados
(9). Tais testes incluiram: crescimento em caldo
nufritivo na presenga de 8% de cloreto de sédio e
na auséncia do sal; descarboxilagfio da lisina e or-
nitina; arginina desidrolase; produgfio de citocro-
moxidase e beta-galactosidase; rea¢fio de Voges-
Proskauer; produgfo de urease, indol e fermen-
tacdio de glicose, sacarose, lactose, arabinose, ino-
sitol, manitol, salicina e esculina. Os testes bio-
quimicos foram realizados em meios suplementa-
dos com 1% de cloreto de sédio e avaliados apds
48h de incubagfo, exceto o teste da oxidase, que
foi avaliado imediatamente, ¢ o da beta-
galactosidase, ap6s 12h,

Caracterizaciio soroldgica - No estudo so-
rolégico seguiram-se recomendagdes técnicas pre-
viamente publicadas (8,10). Em resumo: as linha-
gens de V. parahaemolyticus foram cultivadas em
dgar soja tripticase durante 18h, suspensas em sali-
na ¢ fervidas durante 1h. Em scguida, centrifuga-
das ¢ o sedimento bacteriano usado nos testes de
aglutinagdo, em 1amina, contra os antissoros O (de
01 a 011) para a determinagfo do sorogrupo. Cul-
turas bacterianas ndo fervidas foram aglutinadas
frente aos antissoros K (de K1 a K71) para a iden-
tificagdo do sorovar. Na andlise antigénica em-
pregaram-se antissoros polivalentes ¢ monova-
lentes comerciais (Denka Seiken, Co. Japio).

Detecciio e titulagio da HDT - A capacidade
de produzir HDT foi pesquisada em dgar de Wa-
gatsuma (9,24), segundo Kelly & Stroh (21). Em
linhas gerais, o teste consistiu em depositar na su-
perficie do 4gar, contendo eritrécitos humanos ou
de cavalo, 1 da cultura bacteriana, em caldo nu-
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tritivo. As placas foram incubadas a 35°C, durante
24h, e as reag0es positivas traduzidas pelo apareci-
mento de estreito halo de hemdlise beta, ao redor
do in6culo, apenas nas placas contendo eritrécitos
humanos. Hemdlise em ambos os meios foi evi-
déncia de reacdo inespecifica. Além desse método,
a HDT foi ainda titulada empregando-se um teste
de aglutinac@io envolvendo particulas de ldtex re-
vestidas com anticorpo especifico antiHDT (Den-
ka Seiken Co.). Na realiza¢fio do teste obedece-
ram-se as instrugdes do fabricante,

Antibiograma - Os isolados de V. parahae-
molyticus foram submetidos ao teste de suscepti-
bilidade a 10 drogas antimicrobianas pelo método
de Bauer & col. (5). As drogas e respectivas con-
ceniragdes em pg/disco foram as seguintes: ampi-
cilina (10), cefalotina (30), estreptomicina (10),
ncomicina (30), gentamicina (10), tetraciclina
(30), cloranfenicol (30), cotrimoxazol (25), nitro-
furantoina (300) ¢ lomefloxacina, uma nova fluor-
quinolona (10). Os antibiogramas foram realizados
em meio de Mueller-Hinton (Difco) ndo suple-
mentado com cloreto de sédio.

RESULTADOS

Todas as cepas de V. parahaemolyticus isola-
das, independentemente da proveniéncia, mostra-
ram uniformidade de comportamento frente aos
testes bioquimicos utilizados, exceto no que con-
cerne a produgfio de urcase. Esse cardter, todavia,
restringiu-se as linhagens de origem humana (Ta-
bela 1).

As sete cepas urease positivas distribuiram-se
em cinco diferentes sorovars; o mais freqiiente dos
quais, o sorovar 04:K53, abrigou trés delas. As ce-
pas urease positivas, salvo uma, em coniraste com
as linhagens urease negativas, demonstraram fraca
ou nenhuma atividade hemolitica (Tabela 3).

As 44 linhagens de V. parahaemolyticus so-
rotipadas foram repartidas entre 22 sorovars. En-
tretanto, nilo se pdde determinar o tipo de antigeno
K em cinco (25%) cepas de origem clinica e em
10 (41,7%) das ccpas de ostras. Apenas oS SOro-
vars 03:KNT; 05:KNT e 010:KNT (NT = ndo
tipavel) foram simultancamentc encontrados nas
linhagens provenicntes dos casos clinicos e das o0s-
tras. Todos os outros sorovars foram excludentes
no que concerne a origem, isto é, ou foram encon-
trados em humanos ou ¢m ostras (Tabela 2).

Houve absoluta concordancia entre 0s méto-
dos utilizados na detecgdo da HDT. Isto é, todas as
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TABELA 1 - Caracteristicas bioquimicas das linhagens de
V. parahaemolyticus isoladas de humanos e de outras.
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TABELA 3 - Associagio entre sorovar, produgio de urease e
de HDT em cepas humanas de V. parahaemolyticus.

% de linhagens positivas Sorovar No. cepas Urease  Hemdlise Latex
Teste Previstos* Humanas Ostras 01: X56 1 + +- 18
n=20) (=29 03: K5 1 - + 1:32
03: K58 6 - + 1:16 - 1:128
Oxidase 100 100 100 M: KNT 1 + - 0
Arabinose 80 90 79.2 M:K4 2 . + 1:32
Esculina 1 0 0 04:K10 1 - + 1:64
Glicose 100 100 100 M:K12 1 - + 1:32
Inositol 0 0 0 04: K53 3 + - 0
Lactose 1 0 0 04 KNT 1 + + 14
Manitol 100 100 100 05: KNT 1 . + 1:32
Sacarose 1 0 0 010:KNT 1 + +f- 12
Salicina 1 0 0 010:KNT i - - 0
Arginina 0 0 0
Lisina 100 100 100 HDT = hemolisiria direta termoestdvel.
Omitina 95 100 100 NI = nio tipivel.
Indol 98 100 100 + = positivo.
Beta-galactosidase 5 0 0 - = negativo.
Urease 15 35 0 +/- = positivo fraco.
Voges-Proskauer 0 0 0
Cresc. em caldo conten-
do CiNa: ‘culturas que produziram hemolise no agar de Wa-
0% 0 0 0 gatsuma foram capazes de aglutinar as particulas
8% 80 95 95,8

* Porcentagen de reagbes positivas para V. parahaemolyticus
usando-se os métodos de Farmer & col. [9]

TABELA 2 - Sorovars de V. parahaemolyticus isolados de hu-
manos e de ostras.

Ostras Total

n=24

Sorovar Humanos
O:K n=20

01: K25
01: K32
01: K56
01: K64
01: KNT*
02: K22
B:K5
03: K58
03: KNT
04: K4
04: K10
0 K12
o: K53
04: KNT
05: K17
05: K30
05: KNT
08: K39
010:K42
010: KNT
011:K19
011:KX22

OONOO»*OO»—‘W»—‘»—-N»—-G\HOOONOO
'—‘F—'—‘NHF'HNOOOOOUJOONUIHONH

[ N T R O N e 2 ANl SR Rl e

*  NT = ndo tipdvel

de latex sensibilizadas com antiHDT, porém ndo
se observou correlacfio entre faixa de hemoélise ¢
titulo aglutinante. Nenhuma das linhagens, isola-
das de ostras, produziu hemdlise no dgar de Wa-
gatsuma ou aglutinou as particulas de ltex, sensi-
bilizadas pelo anticorpo antiHDT. Por outro lado,
as linhagens de origem humana, exceto trés urcase
positivas e uma ouira urease negativa, foram reati-
vas no dgar de Wagatsuma ou mostraram titulos
aglutinantes, ao teste do litex, variando de 1:2 e
1:128 (Tabela 3).

Em relacfio a susceptibilidade as drogas anti-
microbianas, todas as linhagens examinadas, exce-
to uma, provenienie de ostra, foram resistentes a
ampicilina. Quanto as outras drogas testadas, ob-
servou-se uniforme susceptibilidade.

DISCUSSAO

Do ponto de vista dos caracteres bioquimicos,
nossos resultados mostraram que as cepas de V.
parahaemolyticus, isoladas tanto dos ¢€asos
clinicos como das ostras, exibiram, frente & maio-
ria dos testes, comportamento semelhante ao pre-
visto (9), exceto no que se refere & produgdo de
urease, observada em sete cepas de origem huma-
na pertencentes a cinco diferentes sorovars.

Linhagens urease positivas de V. parahaemo-
Iyticus vém sendo reconhecidas, em variadas
regides, nos Gltimos anos. Assim, clas representa-
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ram 50% das cepas clinicas isoladas na Colimbia
Britinica, Canadd (21), e o biosorovar 04:K12
urease positivo foi o sorovar mais frequentemente
encontrado na Costa Oeste dos Estados Unidos e
México (1). O sorovar 04:K12 foi também detecta-
do no Recife; a linhagem brasileira, todavia, foi
urease negativa. As cepas americanas e mexicanas,
diferentemente das nossas e das isoladas no Cana-
dé (21), sdo Kanagawa positivas (1).

Os autores canadenses (21) sugeriram que a
aquisi¢do das cepas Kanagawa positivas ocorreu
nos pacientes que viajaram aos trépicos. Entretan-
to, a regifio climética parece carecer de im-
portdncia no que concerne aquele cardter, visto
que algumas de nossas linhagens ¢ outras isoladas
no surto ocorrido nas ilhas Maldivas foram Kana-
gawa negativas (17). O que pareceu ocorrer nas
nossas cepas e talvez naquelas isoladas no No-
roeste do Pacifico (21) foi uma certa incompati-
bilidade entre produgfio da HDT e urease. Desde
que os genes, responsdveis pela sintese da urease
¢ da HDT, sio cromossdmicos (19, 21), é
possivel que em certas situacdes pudesse haver
eventual bloqueio da expressio dos genes res-
ponsdveis pela sintese da HDT.

Em contraste com o que ocorre na Costa
Oeste dos Estados Unidos e México (1), as cepas
urease positivas de V. parahaemolyticus, isoladas
no Recife, distribuiram-se em diferentes sorovars
¢ rés ndo puderam ser sorotipadas, apesar de ter-
mos empregado 68 anti-soros K. Isso indica que
ndo houve aqui a disseminagiio de um tnico clone.

A inexisténcia de correlagiio entre os sorovars
isolados dos pacientes e das osiras, agora observa-
da, é fato comum na epidemiologia do V. para-
haemolyuticus, mesmo quando se procura estabe-
lecer uma ligagdo entre determinado surio e o
alimento responsabilizado como origem da doenga
(10). Na presente série, apenas linhagens perten-
centes aos sorogrupos 03, 05 e 010 ocorreram si-
multaneamente em casos clinicos e em ostras. To-
das elas, todavia, nfio tiveram seus antigenos K
determinados, o que indica que elas podem nfio per-
tencer a idénticos sorovars. Ademais, a cepa de ori-
gem humana, do sorogrupo 03, e uma outra perten-
cente ao sorogrupo 010 foram ureoliticas, enquanto
as isoladas das ostras foram urease negativas. Per-
tenceram, portanto, a diferentes biogrupos. Isso, as-
sociado ao fato de que todas as cepas isoladas das
ostras ndo produziram HDT, sugere que a fonte de
infecgio dos moluscos ndo foi humana, mas am-
biental, e que as ostras coletadas no estusrio do Ca-
pibaribe ndo veicularam o V. parahaemolyticus
para 0s nossos casos de gastroenterite.
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O elevado niimero de linhagens (34%) cujos
sorovars ndo puderam ser determinados, com os
68 antissoros K disponiveis, mostra a complexi-
dade e diversidade antigénicas das cepas de V.
parahaemolyticus ocorrentes nos trépicos e sugere
a utilidade de novos estudos.

Diferentemente do que foi observado na Coréia
(6) e Estados Unidos (21, 26, 27) ¢ em concordancia
com as publicagbes japonesas (22, 24), nenhuma de
nossascepas isoladas de ostras produziu HDT.

Por outro lado, o encontro de quatro cepas
Kanagawa negativas, ¢ de duas outras exibindo
‘baixa produgio de HDT, confirma observagdes an-
teriores (16, 21) de que a HDT, responsdvel pelo
fendmeno Kanagawa, nio é indicador absoluto da
patogenicidade do V. parahaemolyticus. Na ver-
dade, 0 mecanismo de produgfio de doenca pelo V.
parahaemolyticus permanece ainda uma incognita.
Recentemente, demonstrou-se em cepa Kanagawa
negativa, oriunda da epidemia ocorrida na
Republica Maldivas, a produgfio de uma outra he-
molisina, relacionada antigenicamente com a HDT,
porém diferente do ponto de vista genético amn.

Concluindo: embora prevalente como causa
de diarréia de adultos, no Recife, e eventualmente
disseminado no rio Capibaribe com os esgotos, o
V. parahaemolyticus nio parcce infectar as ostras
ubiquas no estudrio daquele rio. Na verdade, a dis-
similitude de sorovars ocorrentes nas linhagens
isoladas dos casos clinicos e das ostras aponta para
uma provavel diversidade de origem.

SUMMARY

Bacteriological and serological
characterization of Vibrio parahaemolyticus
strains isolated from humans and oysters in

Recife, Brazil

We previously reported that Vibrio parahae-
molyticus is an important cause of adult gastroen-
teritis in Recife. The present study compares the
biochemical characteristics, serologic properties (0
and K antigens), Kanagawa hemolysin production
(using Wagatsuma agar and a latex test), and resis-
tance to antimicrobial drugs of 20 clinical and 24
oyster cultares of that organism. Biochemical be-
havior of the clinical and oyster isolates was as ex-
pected and exhibited similar reactions, except with
regards to urcasc. Seven (35%) of the human
strains showed urcase activity. There was some re-
lationship between urease production and absence
of hemolysis on Wagaisuma agar, that is, four
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(57%) of urease positive strains were Kanagawa
negative, whereas only one (7.7%) of the urease
negative isolates did not show hemolysis. None of
the oyster isolates produced urease or hemolysin.
Typability into K antigen types showed that five
(25%) human isolates and 10 (41.7%) strains re-
covered from oysters were untypable, despite 68 K
antisera have been used. Observation of serovar
distribution revealed that 03:K58 was most pre-
dominant with six strains among 15 typable hu-
man isolates, followed by 04:K53 (three strains)
and 04:K4 (two strains). These three serovars were
not recovered from oysters. In contrast with what
has been observed elsewhere, the urease positive
strains from Recife belonged to five different sero-
vars. This suggests that here there was not the
spreading of a single urease positive clone. The 44
strains of V. parahaemolyticus, recovered from hu-
man and oysters, were distributed among 22 dif-
ferent serovars. None of them were simultancous-
ly identified in human and oyster isolates. This
points out that the oyster collected in Capibaribe
estuary were contaminated with environmental V.
parahaemolyticus strains. All but one isolate, re-
covered from oyster, were resistant to ampicillin.
Concerning the other drugs (cephalothin; strepto-
mycin; neomycin; gentamicin; tetracycline; chlo-
ramphenicol; cotrimoxazole; nitrofurantoin; and
lomefloxacin) there was uniform susceptibility.

Key Words: Vibrio parahaemolyticus, vibrio
linked diarrhea, environmental vibrios, Kanagawa
phenomenon.
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IMMUNOIDENTIFICATION OF PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS BY
DEMONSTRATION OF ITS SPECIFIC ANTIGEN

Antonio Martins de Siqueira *
Délvia Olimpio da Silva *

SUMMARY

Cultures of Paracoccidioides brasiliensis were serologically identified by the
double immunodiffusion method by the demonstration of E, specific exoantigen. Five
different media of cultures were used in order to select the best to produce the fungus
specific exoantigen. Eighteen strains of P. brasiliensis were used. The exoantigen was
extracted with physiological solution 20 days after the cultivation in solid medium at
room temperature. The antigenic extracts were concentrated and analyzed by the
double immunodiffusion method using rabbit antiserum specific for the E, antigen.
The positivity of the isolates in relation to the antigen demonstration was the.
following: 100% for those cultivated in neopeptone agar, 61,1% in Sabouraud agar,
55,5% in BHI agar, 50,0% in tripticasein soy agar and 38,8% in potato agar. '

Key Words: Paracoccidioides brasiliensis, immunoidentification, E, specific antigen,

exoantigen.

INTRODUCTION

The mycological diagnosis of paracoccidioi-
domycosis is made by the Paracoccidioides brasi-
liensis demonstration in patients suspected of the
disease. After microscopic examinations of tissues
fragments or any other clinical material, not treat-
ed or after coloration, including the direct immu-
nofluorescence method one can visualize the etio-
logical agent (4,5).

Paracoccidioides brasiliensis identification is
usually made by the association of its micromor-
phology in parasitary form or in a 37°C culture
with macroscopic and microscopic aspects of the
cultures placed at room temperature and the term-
dependent dimorphism. The correct characteriza-
tion of the fungus may offer some difficulties for a

not very experient laboratory technician, Macro-
scopic aspect of the cultures as well as its growing
speed may vary according to the isolate and the
composition of the culture medium. The mycelial
form has septated hypha that can produce interca-
lary clamidospores, artrospores and artroaleurios-
pores. In some situations P. brasiliensis presents
no aerial mycelium or spores (1,5,8,11).

The possibility of fungi identification by the
serological identification of their antigens, was in-
vestigated for the first time by Manych and Sourek
in 1966 (6). The methodology presented some limi-
tations, as an exemple, cross-reactions. Standard

-and Kaufman (12, 13) made use of the double im-

munodiffusion in order to characterize some patho-
genic fungi with basis on the demonstrations of their
specific exoantigens. The same authors (14) study-
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37130 Alfenas, MG, Brasil.
Research supported by FINEP and CNPq.
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ing this method for P. brasiliensis identification
were able to demonstrate the occurrence of specific
exoantigens in the total of 78 isolates of the fungi.

In this paper we are presenting the serological
identification of P. brasiliensis specific E, antigen
after the fungus cultivation at room temperature in
different culture media.,

MATERIAL AND METHODS

Cultures of P. brasiliensis - Eighteen isolates of
P. brasiliensis were used in this study. They came
from the fungus collection of the Tropical Medi-
cine Institute of the Faculty of Medicine of Sio
Paulo University. The isolates were kept in Sabou-
raud agar through periodical cultivations.

Conditions to the exoantigen production and ex-
traction - Every P. brasiliensis isolates were culti-
vated in Sabouraud agar, potato agar, tripticassein
soy agar, brain heart infusion agar (B.H. I agar) and
neopeptone agar. The latter is constituted by 2,4% of

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

neopeptone, 2% of glucose, 0,15% of asparagine,
0,01% of thiamin and 1,4% of agar. Small debris of
the fungus samples were inoculated in all media of
culture presented in inclinated tubes (15mm x
150mm), and kept at room temperature during 20
days. Afterthis period of time, the cultures were cov-
ered with 5 ml of physiological solution containing
merthiolate in the concentration of 1:5000. After 48
hours the supernatant solution was collected, frozen
and liophylized. The liophylization process went on
until the momentit wasreached a concentration from
20 times smaller than original volume (0,25 m1).

Antiserum production - Rabbit immune serum
against the E, antigen was produced according to
Green et al. (3). Briefly, 90 precipiti arcs obtained
by immunoclectrophoreis using rabbit immune
serum, related to the complex E, anti-E, antigen
were cut, washed, and intradermically inoculated
in 30 different sites on the dorsal region of adult
male rabbits. The animals bloodletting were made
when the antibodies titers were equal or superior
to 1:32, using the double inmunodiffusion method.

TABLE 1 - Distribuition of the results obtained with the filtrates of mycelial cultures of 18 P. bralisiensis isolates as about the E,
antigen presence demostrated by the double immunodiffusion.

P. brasiliensis

Cultures media

*

Isolates NA 2 sab BHIA © stad PA®
01 Positive Positive Positive Positive Negative
002 Positive Positive Positive Negative Positive
004 Positive Negative Positive Negative Negative
006 Positive Negative - Positive Positive Negative
012 Positive Negative Negative Negative Negative
018 Positive Negative Negative Negative Positive
w1 Positive Positive Negative Negative Negative
04 Positive Positive Negative Negative Negative
ns Positive Negative Positive Negative Negative
060 Positive Positive Positive Positive Positive
101 © Positive Negative Positive Negative Negative
113 Positive Positive Negative Positive Negative
130 Positive Positive Positive Positive Negative
150 Positive Positive Positive Positive Positive
339 Positive Positive Negative Positive Positive
352 Positive Negative Negative Positive Positive
665 Positive Positive Positive Positive Positive
666 Positive Positive Negative Negative Negative

Relation between .
Positivity/Isolates 18/18 11/18 10/18 9/18 7/18

Studied

*

a - Neopeptone agar

b - Sabouraud agar

¢ - Brain Hearth Infusion Agar
d - Soy Tripticasein Agar

e - Potato Agar

90
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Serological method - The micromethod of double
immunodiffusion in agar gel was used. 3 ml agar,
dissolved in 1% physiological solution, was dis-
tributed in glass slides (26mm x 76mm). One cen-
tral and six peripherical, wells with 2mm of diame-
ter were cut in the gel. All the wells were separated,
one to other, by Smm. The E,-specific immune ser-
um was dispensed through capilary tube in the cen-
tral well and the peripherical ones were filled with
the different antigenic extracts of P. brasiliensis
cultures. The slides were incubated in wet chamber
for 24 hours then immersed in a physiological solu-
tion overnight. Afterwards, they were dried,
stained for 10 minutes in amido black 10B solution
0,4g in 100 m1 10% acetid acid), and destained in
5% acetic acid solution for 10 minutes.

RESULTS

The E, exoantigen was present in all 18 iso-
lates of P. brasiliensis (Table 1). This result was
demonstrated by the characterization of the immu-
nocomplex formed in the double immunodiffusion.
There were variations in the positivity related to
the origin of the antigenic extracts. All the cultures
made in neopeptone agar were positive in the iden-
tification of the specific antigen (100%), in Saubo-
raud agar the positivity was observed in 11 sam-
ples (61,1%), in BHI agar in 10 samples (55.5%),
in tripticasein soy agar in 9 samples (50%), and in
potato agar only 7 samples (38,8%) were positive.

From the 18 isolates of P. brasiliensis included
in this study, the positivity of all extracts obtained
from five different media or culture, can be observed
only in three samples (numbers 60,150 and 665).

DISCUSSION

The correct identification of P. brasiliensis
depends on the demonstration of its term-
dependent dimorphism as well as the microscopic
and macroscopic aspect of the cultures in the my-
celial and yeast-like forms. The process of rever-
sion in. the growing phase conditioned to tempera-
ture may be longer in some cases. There are
strains of P. brasilliensis that not assume the char-
acteristic morphology of growing mycelial, even
under favourable temperature (7).

The demonstration of specific antigens by the
double immunodiffusion method has been consid-
ered very efficient in the identification of patho-

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

genic fungi. The method is pratical and can be eas-
ily executed even by people who do not have great
experience in mycology and immunology.

The identification of P. brasiliensis by the
characterization of specific antigen made by Stan-
dard and Kaufmam (14) was based on the pres-
ence of three antigenic fractions before described
by Restrepo (10). Standard and Kaufmam in some
cases found difficulties to individualize the three
antigens (fractions 1,2 and 3) when analysed by
double immunodiffusion. The immunoelectropho-
retic caracterization of P. brasiliensis antigens
showed the presence of a specific fraction denom-
ined E,, which presents a remarkable immunogen-
ic activity (15,16). The mentioned specific antigen
seems to be the same as the one which takes part
in the band 1 formation, identified by Restrepo
(10) and the one described by Conti-Diaz et al (2).

Investigations made in poliacrilamide gel fol-
lowed by autoradiography (9), reveal that the E,
antigen can react with serum of patients with his-
toplasmosis and lobomycosis (glicoprotein 43
KD). The concept of antigenic specificity is asso-
ciated with the sensibility of the method em-
ployed, since the reactions of precipitation in gel
of agar, this sensibility is not enough to demon-
strate cross-reactions.

According to the results presented in this

‘paper one can conclude that the cultivation of P.

brasiliensis, at room temperature in neopeptone
agar, followed by analysis of their exoantigen us-
ing the double immunodiffusion method make
possible the correct identification of the fungus in
period of 21 days. The method efficiency is asso-
ciated with the utilization of the monospecific ref-
erence antiserum for the antigen.

RESUMO

Imunoidentificaciio do Paracoccidioides
brasiliensis através da demonstracio de
exoantigeno especifico.

Culturas de Paracoccidioides brasiliensis fo—
ram sorologicamente identificadas através do méto-
do da imunodifusio dupla, bascando-se¢ na
demonstragio do exoantigeno especifico E,. Cinco
diferentes meios de culturas foram utilizados com o
propésito de selecionar o melhor para a produgéo
do antigeno especifico do fungo. Empregou-se 18
amostras do P. brasilliensis, sendo 0 exoantigeno
extraido com solugdo salina apGs 20 dias de cultivo
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em meijo s6lido & temperatura ambiente. Os extra-
tos antigénicos foram concentrados e analisados
pela imunodifusdo dupla frente a soro de coelho,
especifico para o antigeno E,. A positividade das
amostras em relagio a demons—tragio do antigeno
foi de 100% para aquelas cultivadas em 4gar neo-

peptona, 61,1% em 4gar Sabouraud, 55,5% em 4gar

infusdo de cérebro e coragfio, 50,0% em Agar soja
tripticaseina ¢ 38,8% para o cultivo em 4gar batata.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis,
imunoidentifica¢do, antigeno E, especifico, exo-
antigeno
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SUMMARY

The resistance of the Bacteroides fragilis group bacteria to heavy metals, particu-
larly to mercury, is rarely reported. As a preliminary investigation on aspects of mer-
cury resistance among these anaerobic bacteria, the present study has evaluated the
stability of mercuric chloride resistance in human and marmoset Callithrix penicillata
strains. It was shown that the resistance of all five tested strains were very stable ci-

ther after ten successive subcultures or when each one of the 32 individual clones was
submitted to the action of mercuric chloride. All the strains maintained in incubation
for ten days, after the last subculture, showed MICs values twofold lower. This MICs
decreasing observed could be related to the gradual loss of cellular viability, or to an
increasing in cell vulnerability. CFU on that subculture determined by colony count

show a decrease in the original cell number from 108to 109, approximately.

Key Words: Bacteroides fragilis group, Mercuric chloride, Resistance stability.

INTRODUCTION

The equilibrium of complex ecosystems, like
the primate gastrointestinal tract, is intimately de-
pendent on a diversified resident microbiota. In
those ecosystems, species of the Bacteroides fragi-
lis group represent an enormous population of the
lumen microbiota from the large intestine (13),
where they reach 30% of the fecal isolates in the
human colon (14). These microorganisms show a
great metabolic versatility, for they can use a va-
riety of carbohydrates and proteins, produce muta-
genic substances, inactive others, and produce bac-
teriocins.

It's well known that the majority of anaerobic
infections is characterized by a complex flora that

is present in the infections sites from which spe-
cies of the B. fragilis group are the anaerobic bac-
teria more frequently isolated (2,13).

B. fragilis group bacteria has been studied for
their pathogenic potential and, principally, for
their unusual multiple resistance to several antimi-
crobial drugs (1), and heavy metals (22), that can
be transferred, intra and inter-specics to other in-
testinal bacteria including Gram-negative faculta-
tively anacrobic ones, ¢.g. Escherichia coli (19).

In facultative anacrobic organisms, heavy
metal resistance mediated by plasmid have been
extensively studied. In these organisms mercury
resistance is usually present on plasmid carrying
multiple antibiotic resistance genes (9). These ge-
netic markers have been observed among the nor-

1. Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios, Depto. de Microbiologia ¢
2. Laboratério de Genética, Depto. de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de Minas Gerais,

CP. 2486, CEP. 30.161, Belo Horizonte, MG, Brazil.
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mal amphibiotic microbiota as well as in clinical
isolates.

Mercurial compounds resistance is a common
plasmid-dependent property of both environmental
and nosocomial bacteria (3,4,6). Broad-spectrum
plasmids confer both organic and inorganic mercu-
ry resistance, while narrow-spectrum plasmids en-
code for Hg?* resistance (5).

Several studies have demonstrated that trans-
ferable plasmids involved in antibiotics resistance
could be carried by Bacteroides spp., but resis-
tance of these microorganisms to heavy metals,
particularly to mercury, is rarely reported in the
literature (11, 12). In spite of that Riley & Mee
(11) admitted that resistance to heavy metals in
Bacteroides spp. would be intrinsic. Thus, as a
preliminary investigation on aspects of mercury
resistance among these Gram-negative anaerobic
bacteria, the purpose of the present study was to
evaluaie the stability of mercuric chloride resis-
tance in five human and non-human primate
strains of the Bacteroides fragilis group.

MATERIAL AND METHODS

Microorganisms - Five strains of the B. Sragilis
group: two B. fragilis and one B. distasonis recov-
ered, respectively, from human and marmoset
(Callithrix penicillata) intestine and two reference
ones, B. fragilis ATCC 23745 and B. vulgatus
ATCC 8482, were used for the experiments. The
isolates were identified according to Holdeman et
al. (8) and Sutter et al. (18).

Susceptibility testing - The minimal inhibitory
concentration (MIC) was determined by an agar
dilution method, described by Sutter et al (17)
with a modification of the growth medium, by us-
ing a brain-heart infusion agar supplemented with
hemin (0.5 ug/ml) and yeast extract (0.5%).

Stock solution of mercuric chloride (10 mg/
ml) (INLAB, S#o Paulo, Brazil) were prepared in
destilled water and sterilized in Millipore 0.25 um,
before performing the tests. Metal dilutions ranged
from 128 to 0.25 ug/ml. Before use, the agar
plates, in duplicate, were dried at 37° C for 30
minutes,

The agar dilution test plates were inoculated
with a Steers' replicator (15) resulting in a final in-
oculum of approximately 105 cell per spot. Plates
without the metalic ion were used as control. The
plates were incubated in anaerobic conditions (N2
- 90%/COz2 - 10%), at 37°C, for 48 h. The MIC
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was defined as the lowest mercuric chloride con-
centration resulting in the absence of visible
growth after 48 h of incubation at 37°C.

Stability testing - Both two human and one non-
human tested strains, and also the two reference
ones, were subcultured in brain-heart infusion
broth supplemented with hemin (0.5 ug/ml) and
yeast extract (0.5%) in the absence of selective
pressure, using the same incubation condition, for
24 h, for another MIC determination. This proce-
dure was repeated ten-fold, each 24 or 48 h, as vis-
ible growth occurred.

Then, the MIC for each strain (last subcul-
ture) was again determined, and, with a platinum
loop, aliquots were streaked on brain-heart infu-
sion agar supplemented in the absence of selective
pressure to obtain isolated colonies. After growth

.on BHI agar, 32 clones of each tested strain were

grown in tubes with BHI broth, supplemented with
hemin (0.5 ug/ml) plus yeast extract (0.5%), and
they all were individually submitted to MICs de-
termination, using the same agar dilution method.
On the other hand, those last broth subcultures
were maintained in anaerobic conditions for more
ten days, when another MIC determination was
performed to observe the effects of a long term in-
cubation period on mercuric ion susceptibility of
the tested strains.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the MICs values as determined
at the beginning, after ten successive subcultures,

TABLE 1 - "In vitro" activity of mercuric ion* against five pa-
renteral B. fragilis group bacteria, and against 32 clones reco-
vered from cach tested strain.

Tested MIC (ug/mti)

Strain Initial After ten 32 clones®
subcultures

B. fragilisb

B. fragilis®

B. distasonis

B. fragilis ATCC 23745
B.vulgatus ATCC 8482

£ 0 ®© ® ™
H o ® ® w
A 0 0 o

Breakpoint for mercuric jon, 2 ug/ml.

MICs for 32 clones recovered from each tested strains.
Human strains.

Non-human strain.

o o » %
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and also the MICs for 32 clones recovered from
each tested strain.

B. fragilis ATCC 23745 showed greater resis-
tance when compared to B. vulgatus ATCC 8482
that was twofold more susceptible to the action of
mercuric chloride.

On the other hand, all the strains maintained
in incubation for ten days, after the last subcul-
tures, showed MICs values twofold lower (data
not shown). This MIC decreasing observed could
be related to the gradual loss of cellular viability,
or to an increasing in cell vulnerability. CFU on
that subculture determined by colony count show
a decrease in the original cell number from 108 to
108, approximately.

1t was also observed that the 32 clones, recov-
ered from each tested strain, after the last growth
(ten subcultures), showed MICs values similar to
those initially determined. These data indicate that
the resistance of the tested strains was very stable
either after the ten successive subcultures or when
each one of the individual 32 clones was tested for
the action of mercuric chloride.

Studies on the stability of microbial resis-
tance, including heavy metals, scems not to be re-
ported in the literature. It is mentioned that bacte-
ria  that posses antimicrobial  resistance
mechanisms are eventually able to grow and mul-
tiply in the presence of gradually higher concen-
trations of antibiotics and heavy metals. It is sug-
gest that both genetic and physiological bacterial
factors could selectively suppress the susceptibili-
ty to the killing action of antibiotics (21). Since a
bacterial population consists of different subpopu-
lation of cells, there is much to be clucidate on
these phenomena among B. fragilis group bacteria.
These indigenous microorganisms in study, in
their usual habitats, are constantly exposed to vari-
ous antimicrobial agents, including heavy metals.

Genetic factors and ecological conditions can
influence the survival of bacteria during treatment
with beta-lactam antibiotics. It is to be established
whether cyclic exposure to antibiotics selects "in
vivo" tolerant mutants as it does "in vitro” (21).
This phenomenon has, certainly, a great practical
importance, and the studies must be extended to
the heavy metals.

The literature on biochemical-physiological
mechanisms of susceptibility and resistance of mi-
croorganisms (o some chemical agents, such as
heavy metals, is not convincing, but it is suggested
that the phenomena could be mediated by chromo-
somes or by plasmids (10,12).

A variety of Gram-negative bacteria such as
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Escherichia coli, Salmonella typhimurium, and
Pseudomonas sp., carrying transferable plasmids,
have showed resistance to mercuric ion (3,16).

Several studies have shown that Bacteroides
spp. contain transferable plasmids associated with
drug resistance (7,20) but whether or not heavy
metal tesistance in Bacteroides spp. is plasmid
mediated, remains to be investigated, being possi-
ble, according to Riley & Mee (11) data, that
heavy metals resistance in this microbial group
‘would be intrinsic, rather than plasmid borne.

Certainly, although the stability of plasmids is
a complex phenomenon, sensitive and resistant
mutant strains could be used for the clucidation of
genetic and physiologic aspects of this phenome-
non, with taxonomic value.

These preliminary data are the basis for the
evaluation of the presence and for the characteri-
zation of plasmids coding for mercury resistance
in B. fragilis group bacteria, that are under way,
and the stability of plasmids in plasmid-carrying
cells.

RESUMO

Estabilidade populacional em espécies do grupo
Bacteroides fragilis, sob a acio do bicloreto de

mercdario.
A resisténcia  de bactérias do  grupo
Bacteroides  fragilis a  metais  pesados,

particularmente ao mercidrio, é pouco relatada.
Como uma investiga¢gio preliminar sobre os
aspectos da resisténcia ao merclric nessas
bactérias anacrdbias, o presente cstudo avalion a
estabilidade de resisiéncia ao bicloreto de
mercirio em cepas humanas e de saguis Callithrix
penicillata. A resisténcia de todas as cinco cepas
testadas foi muito estdvel, apés 10 subculturas
sucessivas ou quando cada um dos 32 clones foi
sutbmetido 2 acfio do bicloreto de merciirio. Todas
as cepas incubadas por 10 dias, apds a dltima
subcultura, mostraram os valores das CIMs duas
vezes mais baixos. Este fato foi devido
provavelmente, a uma perda gradual da
viabilidade ou a um aumento na vulnerabilidade
celular. UFCs nestas subculturas dcterminadas
pela contagem do ndmero de coldnias, mostraram
uma diminui¢do do nimero original de células de
108 para 10, aproximadamente.

Palavras-chave: Grupo Bacieroides fragilis, biclo-
reto de merciirio, estabilidade da resisténcia.
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ESTUDO DA ULTRAESTRUTURA DAS CEPAS R e CONN-F DE
MYCOPLASMA GALLISEPTICUM
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RESUMO

A morfologia ultraestrutural celular foi'estudada em duas cepas de Mycoplasma
gallisepticum; a patogénica R e vacinal CONN-F. Muitas células da cepa R
apresentaram formagfio de duas a trés estruturas terminais tipo "bleb"”, por sua vez, a
cultura de cepa vacinal, mostrou apenas uma dessa estrutura em cada célula.
Comparativamente, foi observado 4reas mais eletrodensas na superficie da membrana
celular da cepa patogénica. O molibdato de ambnio a 2,5%, permitiu melhor contraste
negativo ao microscGpio eletronico de trasmissao quando comparado com o acetato de
uranila a 2,0% e fosfotungstato de potdssio a 2,0%.

Palavras-chave: Mycoplasma gallisepticum, ultra-estrutura.

INTRODUCAO

O Micoplasma gallisepticum (M. gallisepti-
cum) apresenta a nivel de ultraestrutura celular,
uma formagfo externa com aspecto de uma bolha
("bleb™). Esta estrutura é constituida de fibrilas
que se estendem ao longo da célula formando
uma espécie de citoesqueleto primitivo (1 ¢ 18).
Além de se relacionar com a mobilidade do orga-
nismo (1, 3, 6 ¢ 20), tem funcfio no mecanismo de
aderéncia (sitio) as células do hospedeiro (19 ¢
25). Outro aspecto que chama a atencfio, a nivel de
ultraestrutura, nas células do M. gallisepticum é
uma camada membranosa com aspecto de "lanu-
gem", cobrindo total ou parcialmente a superficie
celular. Embora a natureza quimica deste material
ainda nfo totalmente elucidada, é provavel que
exerca papel na patogenicidade, por inibir a fago-
citose ou facilitar a aderéncia & superficie das célu-

las do hospedeiro (20, 24 e 25). A viruléncia do
M. gallisepticum pode estar relacionada com os
sitios de aderéncia e a estrutura com aspecto de
"lanugem"” na superficie celular e a perda, total ou
parcial deste cardter, pode ser acompanhada por
modificagGes nestas cstruturas. Neste trabalho sdo
discutidos a nivel de ultraestrutura, aspectos da
morfologia celular das cepas: patogénica R e vaci-
nal CONN-F de M. gallisepticum.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas duas cepas; a vacinal
CONN-F 4, 5,7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 21),
e a padriio patogénica R (8, 11, 15, 16, 21 e 22),
ambas com nimero desconhecido de repicagem
em laboratério. Foram cultivadas nos meios de
cultura caldo e dgar Frey (10) conforme formu-

1. Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA) da EMBRAPA, Caixa Postal 21, CEP 89700 - Concérdia - SC.
2. Fac. de Med. Vet. e Zoot. da USP, Depto. de Patologia, CEP 05340 - Sdo Paulo - SP
3. Inst. Bioldgico - Secgio de Microscopia Eletrénica, CEP 04014 - Sdo Paulo, SP.
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lagfo descrita por Yoder (23).

As cepas eram mantidas em geladeira (= 5°C)
na forma liofilizada. Foram reativadas pela semea-
dura em placa de petri contendo dgar de Frey e in-
cubadas a 37°C em microerofilia por cinco dias.
Cinco coldnias isoladas foram clonadas ¢ transferi-
das para tubos tamanho 13 X 100 mm com tampas
rosqueadas de baquelite contendo trés ml de caldo
Frey. O cultivo foi adaptado ao meio de cultura
através de passagens sucessivas., O experimento
foi realizado com as culturas na fase logaritmica
de crescimento (cultura de 24 horas).

A microscopia eletrbnica de transmissiio
(MET) foi realizada no microscépio marca Phil-
lips EM 300*, na voltagem de 80kv. O método
utilizado foi o da observaciio direta da cultura, por
coloracfo negativa. O material foi preparado com
telas de cobre "mesh", previamente cobertas por
filme de colédio a 0,5% e estabilizadas por micro-
pulverizagio de carbono. Trés corantes foram tes-
tados para a coloracio negativa: molibdato de
amonio a 2,5%; e fosfotungstato de potdssio a 2%.
O preparo de cada tela foi feito colocando-se uma
telinha para flutnar sobre uma gota de material,
por um periodo de 10 minutos, sendo a seguir con-
trastadas, gotejando-se 8 gotas de corante; apds a
secagem , em estufa a 37°C, as preparagdes foram
examinadas ao microcépio eletrdnico.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Este procedimento permitiu evidenciar duas
ou tr8s estruturas terminais (sitios de aderéncia) na
maioria das células da cepa patogénica R (Figuras
1, 2 e 3). Nas células da cepa vacinal CONN-F
nfo foram observadas células com mais de uma
destas estruturas (Figura 4).

Também ficou evidenciado nas células da
cepa patogénica R, nas dreas eletrodensas da
por¢do externa da membrana, a presenca de "lanu-
gem" (Figura 1). Esta estrutura apresentava menor
intensidade na cepa vacinal CONN-F (Figura 4).

A presenga de "bleb” e estruturas eletrodensas
tipo "lanugem" j4 tinham sido sugeridas como fa-
tores de viruléncia de Mycoplasma (1, 6, 10, 18 ¢
23). Os resultados deste trabalho ratificam os
achados destes autores em relagio a presenca de
"bleb" e estrutura tipo "lanugem" nas células.

A ocorréncia de mais de um "bleb" observado

*  Secgdo de Microscopia Eletronica do Instituto Biolégico de

Sio Paulo, Sdo Paulo, SP.
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FIGURAS 1, 2,3 - Células de M. gallisepticum cepa R mos-
trando duas e trés estruturas do tipo " bleb", A = 81.100,
71.200 e 64.700 respectivamente.




Balen, L. et al.

Obs.: A foto impressa possui 88,8% do tamanho da foto original
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FIGURA 4 - Células de M. gallisepticum cepa CONN-F mos-
trando uma tinica estrutura tipo "bleb" e dreas eletrodensas me-
nos pronunciadas. A = 128.500.
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‘somente nas células da cepa R neste trabalho,

pode ser um dos fatores que determina sua maior
patogenicidade, tendo em vista a sua maior capaci-
dade de adesdo nos tecidos do hospedeiro (19).
Deve-se ressaltar no entanto, que isto pode ser
uma expressdo fenotipica ou um estado de pré-
divisdo celularconforme sugere estudos anteriores
(2). A presenga nas células dos micoplasmas pa-
rece também ser importante na propriedade hema-
glutinante deste microorganismos, visto que, sfo
estes sitios que aderem nos eritrécitos (19).

Os achados anteriores (6, 10 e18) sobre a pre-
senga da estrutura com aspecto de "lanugem" no
M. gallisepticum foi ratificada neste estudo. Esta
estrutura foi visualizada nitidamente nas 4rcas
eletrodensas da superficie externa da membrana
das células da cepa patogénica R. A pouca evidén-
cia desta estrutura observada na cepa CONN-F,
vem reforcar o argumento que a "lanugem" tam-
bém contribui no grau de determinagiio de virulén-
cia das cepas de M. gallisepticum. E importante
ressaliar que outros fatores devem contribuir na
determinagfio do grau de viruléncia destes micro-
organismos como a participagfo de toxinas.

A melhor constatagiio negativa foi obtida com
o molibdato de amdnio. O acetato de uranila € 0
fosfotungstato de potdssio ndo permitiu imagens
satisfatorias das células na microscopia eletrdnica.

O fato do molibdato de amOnio ter possibilitado
melhorara contrastagfo negativa, secomparado com
0 acetato de uranila e fosfotungstato de potdssio, su-
gere que estes corantes atuam de forma diferenciada
sobreamembrana celular destes microrganismos.

Concluindo podemos afirmar que a maioria
das células da cepa patogénica R de M. gallisepti-
cum mostrou duas ou tr€s estruturas tipo "bleb”,
enquanto que nas células da cepa vacinal CONN-F
foi observado somente uma destas estruturas. As
cClulas da cepa patogénica R apresentam drcas
cletrodensas na membrana externa de maior inten-
sidade da ultracstrutura tipo "lanugem" se compa-
rada com as células da cepa vacinal CONN-F.

O corante molibdato de amonio a 2,5% ofere-
ceu a melhor contrastagio negativa da ultracstrutu-
ra cclular do M. gallisepticum.

SUMMARY

Ultrastructure studies of R and F strains of
Mycoplasma gallisepticum

The cellular ultrastructure of R and F strains
was studied using transmission clectron microsco-
py. Cells from the pathogenic R strain showed two
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or three bullbous tipped structures with bleb ap-
pearence. The vacines non-patogenic F strain on
the average had only one these structures on the
cell. Both strains showed an electron-dense thick-
ening associated with the cell membrane. The
thickening was more pronouncied in the R strain.
Amonium molibdate negative straining at a 2,5%
concentration was the preferred technique as op-
posed the either uranil acetate or potassium pho-
photungstate at 2,0% concentrations.

Key Words: Mycoplasma gallisepticum, ultra-
structure
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NEISSERIA MENINGITIDIS GROUP B SEROTYPE 2a, 2¢, 1:
CROSS-REACTIVITY OF MOUSE ANTIBODY IgG, IgM AND IgA RESPONSE
IN IMMUNOBLOT TECHNIQUE

Elizabeth Natal De Gaspari!
Angela Cristina Rodrigues Ghillardi?

SUMMARY

Group B meningococci have been subdivided into a series of serotypes based
upon the antigenic specificity of protein present in their outer membranes. Antigens of
N. meningitidis B serotypes 2a, 2¢, 1 were extracted with 0,2 M LiCl. The antigens

were analyzed by sodium

(SDS-PAGE), and by the specific antibod
antigens from the outer membrane or
polipeptides from the N. meningitidis was

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electroforesis
y raised in Balb/c mice immunized with
whole organisms. The reactivity against
determined by immunoblot, and the level of

antibodies to bacterium outer membrane in the serum by immunodot. The

immunonblot technique showed that antig

ens from outer membrane of N. meningitidis

B induced the production of IgG, IgM and IgA antibodies which cross-reacted with
epitopes present in N. meningitidis serogroups C, and A, both isolated from patients

with meningococcal septicemia.

Key Words: Neisseria meningitidis, Immunoblot, Cross reactivity, Outer Membrane

Components.

INTRODUCTION

In spite of considerable sucess in the develop-
ment of drugs and vaccines, the problem of dis-
ease due to Neisseria meningitidis is far from bee-
ing solved.

The continuing incidence of life-threatening
meningococcal infections in both developed and
developing countries emphasizes the need for an
effective vaccine against N. meningitidis. Observa-
tions that meningococcal infections or carriages
elict protective antibodies directed against surface
components such as capsule and outer membrane
proteins (OMP) (7) point out these antigens as po-

1. Laboratérios de Imunologia
2. Colegdo de Cultura

Instituto Adolfo Lutz, Avenida Dr. Amaldo 351, 112 anda

tential vaccine candidates. Polysaccharide cap-
sules responsible for serogroup specificity of me-
ningococci and purified capsular vaccines have
proven to be of same value against most meningo-
cocci serogroups (10). However, the immunoge-
nicity of these polysaccharides is reduced in in-
fants (11), who arc most susceptible to infection.
Group B polysaccharides are poorly immunogenic
even in adults (17), constituting a particalar prob-
lem since group B strain is the most common
cause of meningococcal meningitis.

The chemical nature of N. meningitidis sero-
type antigens was determined by a combination of
immunodiffusion and sodium dodecyl sulfate gel

r, CP 7027, 01246 Sio Paulo-SP, Brasil.
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electroforesis (6, 15), and recently with monoclonal
antibodies (9). Serotype 2 can be divided into three
related types called 2a (originally serotype 2), 2b
and 2c. The specific antigens being proteins have
molecular weights of 41,000, 41,500 and 41,500,
respectively. Serotype 2b was presente in about half
of the serogroup B and small part of serogroup C
strains isolated from patients with meningitis, but
absent in serogroup B and C strains from carriers.

Invasive group B meningococcal disease in-
duces the formation of bactericidal antibodies di-
rected against the cell surface outer membrane pro-
teins (6). Although serogroups B and C have been
divided into 20 different serotypes based upon im-
munological differences in the class 2 or 3 major
outer membrane proteins (6), most outbreaks of
group B disease have been caused by relatively few
serotypes (3,5). Zollinger (18) found most of the
bactericidal antibodies resulting from carriage of
group B meningococci was directed against the cell
membrane proteins, and little against the polysac-
charides or capsular polysaccharides.

When the antiserum against a N. meningitidis
serotype reaches a satisfactory precipitating anti-
body titer, preabsorption becomes necessary with
an equivalent volume of packed meningococci of
others serotypes in order to remove all the cross
reacting antibodies found in this antiseram .

The objective of the present study was to define
antibody specificity in the sera of immune mice on
the basis of their reactivity with bacterial antigens,
in an attempt to obtain better basis about bacterial
antigens, with potential interest for vaccines. The
complex polypeptide mixture of each V. meningiti-
dis group was separeted into individual polypep-
tides by electrophoresis on sodium dodecyl sulfate-
polyacylamide gels, and transfering these onto a ni-
trocellulose paper (immunoblot). Antibodies that
bound to individual polypeptides were visualized
with peroxidase-labelled IgG, IgM and IgA antisera.

MATERIALS AND METHODS
Strains and growth conditions

The prototype meningococcal B strains M1080
(serotype 1), B16B6 (serotype 2a), M 2396 (sero-
type 2¢), were kindly provided by Dr. Carl Frasch
FDA, USA. Meningococci serogroups B, C and A
were isolated from patients with meningococcal
septicemia and kept freeze drying at culture collec-
tion of Adolfo Lutz Institute. Meningococci were
thawed and cultured on agar plates at 37° C in at-
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mosphere with, 5% CO? and 80% humidity, for 18
h. Large masses of cells (6) were then inoculated in
1 litre og Trypticase Soybroth (TSB), and incubated
at37° C with shaking during 18 hours.

Preparation of antisera

Two month old Balb/c mice were first immu-
nized by subcutaneous injection with 20 ug of anti-
gen of outer membrane of meningococcal strains
M1080 (serotype 1), B16B6 (serotype 2a), M2396
(serotype 2c) suspended in Freund complete adju-
vant. Afterwards the immunization was repeated
twice in fifteen days of intervals with 20 ug of the
same inoculum in PBS (0.01 M phosphate buffered
saline pH 7.2, with no adjuvant, intraveneously.

Fourty five days alter immunizatio the mice
were bled from the axilar plexus. The sera was
pooled inativated at 56° C for 1h and kept frozen
in small aliquots at 70° C.

Isolation of bacterial outer membrane antigens

Wet weight cells aproximately 1g, grown
overnight in TSB mediun were washed once with
0.15 M NaCl, resuspended in 10 ml 0,2 M LiCl,
and extracted at 45°C for 2h. Glass beads (6mm
diameter) were added to maintain an uniform cell
suspension during agitation process on a rotary
shaker. The cell suspension was centrifuged at
12,000 g at 4°C for 20 min, and the supernatant
centrifuged again at 30,000 g at 4°C for 40 min to
pellet any large membranous material. The outer
membrane antigens were recovered by centrifug-
ing the supernatant at 100.000 g for 2h, The result-
ing pellet was washed twice in destilled water, re-
pelleted by centrifugation at 100,000 g, and
resuspended in 0,5 ml distilled water, Protein con-
tent of distilled water suspension was determined
by the method of Lowry (12).

Dot immunobinding assay

The antibody titer against outer membrane an-
tigens were quantified by an enzymatic dot immu-
nobinding assay. The application of antigen was
done as a spot onto nitrocellulose filters 0,45 ue
(Millipore). The amount of antigen in 1ul corre-
sponded to 1pg protein of bacterial outer mem-
brane. All the procedures were carried out at room
temperature and all working solutions were made
using TBS [50 mM NaCl buffered with Tris (hy-
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droxymethyl) aminomethane, pH 7.5]. Nitrocellu-
lose sheets were blocked with 5% (w/v) skimmed
milk (Nestlé do Brasil) for 2h and rinsed twice in
TBS. Serum samples were diluted in 96 plastic
plate wells, to which dotted antigens strips were
firmly clamped and incubated on a rocking plat-
form for 2h. The strips were rinsed in TBS and
covered with peroxidase labelled goat anti-mouse
IgG, IgM and IgA (Cappel, Cooper Bio Medical
Inc., Malvern, PA) at 1/1000 (v/v) dilution for 2h.
After rinsing in PBS, the strips were visualized by
adding freshly prepared solution containing H,0,
(30%) and 4 chloro-1-naftol in TBS. The strips
were rinsed, dried and scored according to the in-
tensity of reaction. The last serum dilution still
provinding a discernible blue spot was considered
its titre. Normal mouse sera (pooled) from the
studied strains were consistently negative at dilu-
tions as low as 1/5.

SDS-PAGE and western transfer

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed as de-
scribe by Laemmli (13) on 10% (w/v) of acryla-
mide. For immunoblot, whole bacteria were recov-
ered and suspended in phosphate buffered saline
(PBS) pH 7.2, to an optical density of 0.6 at 540 nm
(1). Samples containing 1.5 ml this standardized
suspension were transferred to microfuge tubes and
centrifuged for 5 minutes and the pellets ressus-
pended in 10011 of PBS. This concentrated suspen-
sion was added to a solubilization buffer compris-
ing 4% sodium dodecyl sulfate, 4% 2-
mercaptethanol, 20% glycerol and 1.25 M Trishy-
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drochloride (pH 6.8), (v/v).

Apparent molecular weights of separeted cell
componentes were determined by comparing mi-
grations of these with that of molecular weight
markers (Pharmacia Fine Chemicals, Inc.). Transfer
of eletrophoretically separeted proteins to the nitro-
cellulose was performed as reported by Towbin
(16). Briefly, nitrocellulose was cut into vertical
strips, blocked with 5% (w/v) skimmed milk (Nes-
11é of Brasil) at room temperature (RT) for Zh, over-
laid with mouse serum in TBS at4°C for 12h and in-
cubated with peroxidase -labelled goat anti-mouse
IgG, IgM and IgA (Cappel, Cooper Biomedical
Inc., Molven, PA) for 2h. After rinsing in PBS, the
strips were incubated with 4 - chloro-1-napthol and
H,0, in TBS, dried and read by visual inspection.

RESULTS
Antibody levels to Neisseria meningitidis B

IgG, IgM and IgA antibodies against N. me-
ningitidis B, were detected by a sensitive dot-
immunobinding assay (Tablel).

SDS-PAGE and immunoblot

The antigens present in outer membrane of N.
meningitidis B uscd in immunization of Balb/c
mice can be scen in the (Figure 1), where the poly-
peptides was separcted by SDS-PAGE. Gels were
stained with Coomassie brillant blue (4).

The figure 2 shows the patterns of recognition
obtained for IgG, IgM and IgA isotypes from mice

TABLE 1 - Antibody levels in the sera of Balb/c mice immunized with Neisseria meningitidis B.

Reciprocal titre of serum dilution asayed on dot immunobinding assay outer membrane antigen*

Balb/c**
mouse Strains
immunized
with TG IgM TeA
B16B6 2a 640 320
o ﬁ?ggo 2¢ 320 320 —
1 160 320
)
§ ,?09 B16B6 2a 640 320 20
2396 2c 320 320 20
M1080 1 160 320 20

*  Quter membrane antigens isolated with LiCl
** Day after immunization 45°
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FIGURE 1 - SDS polyacrilamide gel electrophoresis. Approxi-
mate 10 pig of outer membrane antigens from in Neisseria me-
nigitidis B using for immunizes Balb/c mice 30 ul sample buf-
fer were run and each track of a 10% acrylamide gel. Lane 1
(B16B6) serotype 1; Lane 2 M (2396) serotype 2a; Lane 3
(M1080) serotype 2¢; Lane 4 Apparent molecular weights
markers.

immunized with N. meningitidis serotypes 1, 2a and
2c reacted by immunoblot after SDS-PAGE separa-
tion of N. meningitidis B, isolated from patients;
whereas the figures 3 and 4 correspond to those rec-
ognized with same IgG and IgM antibodies applied
to N. meningitidis Cand A antigenic bands.

The reactivity of IgM antibodies to N. menin-
gitidis B, C and A was less complex than that ob-
tained with IgG of the same sera. The résults are
consistent with the titres (Table 1) of IgM and IgA
as compared with IgG antibodies after immuniza-
tion with outer membrane antigens or whole anti-
genic preparation of N. meningitidis B. The analy-
sis of IgG reactivity against M. meningitidis B
shows a complex antigenic recognition. The anti-
gen of 70 KDa is recognized by antibodies IgG,
IgM and IgA in N.meningitidis B, C and A.
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FIGURE 2 - A) Imunoblot of Neisseria meningidis (sero-
group B) lysates reacted with pooled sera from Balb/c mice
imunized with outer membrane antigens of N. meningidis B.
A) lane A serotype 1 (B16B6); Lane B serotype 2a (M2396);
Lane C serotype 2¢ (M1080), and whole organisms; Lane D
serotype 1 (B16B6); Lane E serotype 2a (M2396); Lane F sero-
type 2¢ (M1080) developed with peroxidase labelled anti-
mouse IgG: B) lane G (B16B6); lane I (M2396); lane I
(M1080) ande whole organisns lane J (B16B6); lane K (M
2396); lane L (M1080) developed with peroxidase labelled
anti-mouse IgM: C) lane M (B16B6); lane N (M2396); lane O
(M1080) and whole organisms lane P (B16B6); lane Q
(M2396); lane R (M1080) developed with peroxidase labelled
anti-mouse IgA.
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FIGURE 3 - A) Immunoblot of SDS-PAGE of Neisseria me-
ningitidis (serogroup C lysates reacted with pooled from immu-
nized Balb/c mice with outer membrane antigens of Neisseria
menigitidis B Lane A trough E as in Fig. 2, developed with per-
oxidase labelled anti-mouse IgG and IgM respectively.



De Gaspari, E. N. & Ghillardi, A. C.R.

ABGCDEF BHIJ KL

-94
67
43
1-30

o -20

IO}

-

=

FIGURE 4 - A) Immunoblot of SDS-PAGE of Neisseria me-
ningitidis (serogroup A) lysates reacted with pooled sera from
immunized Balb/c mice with outer membrane antigens of N.
menigitidis B Lane A through E as in Fig. 2., developed with
peroxidase labelled anti-mouse IgG and IgM respectively.

The antibodies produced against serotype 2a
recognized specifically polypeptides in the range
between 34 to 64 KDa. IgM antibodies recognized
antigens of 45,70 and 84 KDa int the three sero-
types used for immunization. Whereas IgA anti-
bodies only recognized the polypeptide of 70 KDa
when immunized with outer membrane antigens of
serotype 1.

The comparative analyses of IgG, IgM and
IgA isotype reactivities among the sera from Balb/c
mouse immunized with N. meningitidis serotype B
showed the most complex spectra of antigen recog-
nition was provided by IgG antibodies followed by
IgM and IgA as can be seen in the Table 2.

DISCUSSION

The extensive cross reactivity of hyperim-
mune antisera prepared against outer membrane
antigens of N. meningitidis B is due to common
antigens present among its serotypes as reported
(8). When hyperimmune antisera were adsorved
at 37°C for lh with one of the cross reacting
heterologous group B strains, the precipitins reac-
tions against the heterologous strains were re-
moved and the homologous types specific precip-
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itin reaction remained.

The current understanding of the stru¢ture and
function of N. meningitidis cell antigens is at fairly
basic level, and this understanding should increase
in the future with tecnical developments which
will include the identification of new antigens of
potential interest.

This work aims to analyze the antibody iso-
types induced during immunization of mice with
bacterial outer membrane of the serotypes 1, 2a
and 2b, the patterns of polypeptides recognized by
these, and the cross reactivity with N. meningitidis
C, A isolated from patients. It is interesting to note
that antigens recognized by IgG antibodies to N.
meningitidis give cross reactivities with the poly-
peptide of 70 and 84 Kda of serogroup C and A.
Whereas only the antigen of 43 KDa protein class
2 cross reacted with IgM antibodies. '

The recognition of the antigen of 70 and 84
KDa by antibodies against outer membrane sug-
gest that this protein is exposed on the surface
membrane of the bacteria and could be the target
for bactericidal antibodies. Whether the common
antigens of 70 and 84 KDa are related with bacte-
ricidal antibodies or other immunological mecha-
nisms are under investigation. This antigen ap-
peared to be highly immunogenic in mice infected
with N. meningitidis as described (14).

Thus the polypeptides here analized by immu-
noblot seem to be relevant, and helps to find the
polypeptides that are envolved in protections, as
well as the study of common antigens present in
N. meningitidis A, B and C, for the future produc-
tion of polyvalent vaccines against Neisseria me-
ningitidis.

Keeping in mind the reported developments
in the fields of peptide immunochemistry and re-
combinant DNA, synthetic vaccines may be a real-
ity in the medium or long term, It is important (o
remember that while such successful vaccines
need to be of high antigenic specificity adequatly
built in adjuvant, investigations should also enco-
pass the genetic background of the recipients, in
order to best insure long lasting protection, as well
as to cope with antigenic competitions, for the out
come of efficient vaccines made of molecules con-
taining several protective specilicities.

RESUMO
Neisseria meningitidis B sorotipos 2a, 2¢, 1:

Reatividade cruzada de anticorpos IgG, IgM e
IgA de camundongos por "Immunoblot".
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Neisseria meningitidis do grupo B subdivide-
se em sorotipos baseando-se na especificidade an-
tigénica de antigenos protéicos presentes na mem-
brana externa deste microrganismo. Antigenos
presentes na membrana exterma de bactérias dos
sorotipos 1, 2a, 2c foram obtidos apés tratamento
com LiC10.2 M.

Os antigenos foram analisados por eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), e a
resposta imune especifica frente a estes antigenos
foi obtida por imunizagio de camundongos iso-
génicos (Balb/c). A reatividade de anticorpos dire-
cionados para antigenos presentes em N. meningi-
tidis foi analisado por "Immunoblot” e o nivel de
anticorpos presentes determinado por "Immuno-
dot". Os resultados mostraram que anticorpes dos
isotipos IgG, IgM e IgA especificos para antigenos
de membrana externa de N. meningitidis B apre-
sentam reatividade cruzada para antigenos de
Neisseria meningitidis dos sorogrupos C e A, iso-
lados de pacientes durante a fase aguda da in-
fecgdo.

Palavras-chave: Neisseria meningitidis, "imuno-
blot", reatividade cruzada, membrana externa.
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CELL CULTURE PROPAGATION OF ROTAVIRUS FROM FECES OF
DIARRHEIC PIGLETS
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SUMMARY

Isolation of rotavirus (RV) from feces of diarrheic piglets of southeastern Brazil is
described. Five RV isolates were obtained in cell cultures (MA-104 cells) out of 103
tield samples. Typical rotaviral cytopathic effect (CPE) was observed at different pas-
sages and viral antigen was also detected in the cytoplasm of the infected cells by im-

munofluorescent antibody (IF) staining. Adaptation of RV in cell cultures was also
monitored by electron microscopy (EM), poliacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

and enzyme immunoassay (EIA).

Key Words: Porcine rotavirus, diarrhea, cell culture, isolation.

INTRODUCTION

Rotavirus has been known as cause of diar-
rhea in suckling or weaned pigs since the seventies
(2,9, 10, 18). Infection seems to be prevalent and
most animals become infected during the first few
weeks of life (1, 2, 17). Rotaviruses are also in-
criminated as a major cause of diarrhea in other
species (4),

The isolation procedure of porcine rotavirus
in different cell cultures is well established (1, 4,
11, 16). In Brazil, data on the prevalence of rotavi-
ral infection in pigs are scarce and at our knowl-
edge virus isolation in cell culture has not been re-
ported yet. In Sdo Paulo State a prevalence of
rotaviral infection of 20.5 and 18.2% was reported
(15) based on EIA and PAGE, respectively, These
data was later confirmed, in the same area (5, 6)
when a prevalence of 19,5% was found by PAGE,
EIA and immune electron microscopy (IEM).

In the present work we report on the isolation
of five porcine rotavirus from feces of diarrheic
piglets in our country. The cell culture adaptation
was monitored by the appearance of CPE, IF,
PAGE, EM and EIA.

MATERIAL AND METHODS

Reference viruses - group A OSU strain (por-
cine rotavirus) kindly supplied by Dr. L. J. Saif
(Ohio State University), and SA-11 (simian rotavi-
rus) from the collection of the Department of Vi-
rology IM-UFRJ were used as reference viruses
for PAGE. They all were grown in MA-104 cell
cultures as mentioned before.

Fecal samples - 103 fecal samples were col-
lected during 1987 and 1988 from 1- to 8-week
old piglets at the acute phase of diarrhea from

1. Escc.>1a de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais, Caixa Postal 567 - CEP 30161 - Belo Horizonte - MG - Brazil.
2. Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Caixa Postal 68040 - CEP 21944 - Rio de Janeiro - RJ -

Brazil.

3. Fundagdo Oswaldo Cruz, Departamento de Virologia - Caixa Postal 926 - CEP 20001 - Rio de Janeiro - RT - Brazil.
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herds located in Minas Gerais and Rio de Janeiro
States, southeastern Brazil. Approximately 20%
(v/v) suspension of fecal samples made in Eagle's
Minimal Essential Medium (MEM), containing
1000 IU of penicillin/ml, 1000 ug of streptomycin/
ml and 5 ug of fungizone/ml were kept at 4°C
overnight. Suspensions were clarified by centrifu-
gation at 3,000g for 20 min. at 4°C. Supernatants
were separated and frozen at - 20°C for cell cul-
ture inoculation, PAGE and EIA, when not pro-
cessed immediately.

Viral isolation in cell cultures - Monolayers
of MA-104 cell line (fetal Rhesus monkey kidney
cells) were grown in Leighton tubes and in 13 x
100 mm tubes, in Eagle's MEM supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS) (Lab. Bruch, Sdo
Paulo, Brazil) and antibiotics.

Inocula were treated at 37°C for 1 h. with
crystalline trypsin (Merck, W. Germany), at a final
concentration of 50 ug/ml., before adsorption to
cell monolayers. Cultures were maintained in me-
dium free of FCS added of 10 ug/ml of trypsin.
Cultures were daily examined for CPE. When
CPE developed coverslips were harvested and pro-
cessed for IF staining, PAGE, EIA and EM as de-
scribed next. At least six blind passages were al-
ways performed at the 7th day post-inoculation
(p..) before excluding any fecal sample.

Electron Microscopy (EM) - Infected tissue
culture homogenates obtained after three cycles of
freeze and thaw were prepared in 300 mesh copper
grid precoated with formvar-carbon, negatively
stained with 2% phosphotungstate pH 6.5 by super-
direct method (12) and observed in a Philips EM-
301 electron microscope throughout,

Poliacrylamide gel electrophoresis (PAGE) -
Either clarified homogenates of infected cell cul-
tures or 50% (v/v) fecal suspensions in PBS were
subjected to PAGE, according to Laemmli (8) with
adaptations. Viral RNA extraction was performed as
previously described (13). The continuous slab gel
consisted of 7,5% acrylamide, measuring 7.5 cm
long, 6.5 cm wide and 0.1 cm thick. After the electro-
phoresis, at 25mA for approximately 2 h. at room
temperature, gels were stained with silver nitrate (7).

Enzyme-immunoassay (EIA) - The com-
bined peroxidase-immunocassay (double antibody
sandwich) for rotavirus and adenovirus (EIARA
Test) reagents were kindly provided by Dr. H. G.
Pereira and the test was performed at the Instituto

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

Oswaldo Cruz, as previously described (13). Con-
firmatory EIA tests were carried out whenever nec-
essary with pre-and post-immune goat capture sera.

Immunofiuorescent antibody (IF) staining -
When CPE developed, coverslips containing in-
fected cells were 'collected. Cells were washed
with PBS, fixed with cold acctone (-20°C) for 30
min., and incubated with guinea pig anti-simian
rotavirus serum for 60 min. at 37°C. An aditional
incubation for 60 min. at 37°C was followed, with
rabbit anti-guinea pig immunoglobulin FITC-
conjugate. Coverslips were washed several times
with PBS, mounted in 50% (v/v) buffered-glycerol
and examined in an UV Leitz microscope (14).

RESULTS

Five of 103 fecal samples showed typical ro-
taviral CPE after 3-6 passages. Patches of round
and refringent cells were obscrved in the monolay-
er as well as filamentous cells were found as CPE
developed (Fig. 1). Viral antigen was found in the
cytoplasm of infected cells examined by IF stain-
ing, as typical granular fluorescence.

Infected cell culture homogenate contained vi-
ral particles with typical morphology of both sin-
.gle- and double- shelled rotavirus.

FIGURE 1 - Cywopathic effect in infected MA-104 cell culture
five days after inoculation with virus # 3/011 (4th passage) ob-
served by phase contrast (160x).
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FIGURE 2 - Diagram of the electrophoretic migration patterns of ds RNA preparations extracted from infected MA-104 cells. (A)
Porcine rotavirus isolate 3/010. (B) Porcine rotavirus isolate 3/011. (C) Porcine rotavirus isolate 13/038. (D) Porcine rotavirus iso-
late 16/081. (E) Porcine rotavirus isolate 21/102. (F) Porcine rotavirus OSU strain. (G) Human rotavirus 3052, (I) Simian rotavirus

SA-11 strain,

Upon electrophoretic analysis, the five cell
culture isolates showed eleven segments of
dsRNA in a 4-2-3-2 pattern, therefore classified as
group A (Fig. 2). All the isolates were also
considered positive when tested by EIA.,

The initial analysis of 103 fecal samples by
PAGE and EIA showed that 23 and 22 samples
were positive for rotavirus respectively.

DISCUSSION

Primary pig kidney cells and PK-15 an estab-
lished porcine cell line are useful for porcine rota-
virus isolation (14) but MA-104 cell line seems to
be more suitable for this purpose (3) and were
used throughout our study. Out of 103 fecal sam-
ples we were able to isolate five rotaviruses. Two
of them were originated from the same herd, and
the others were originated from different herds.

CPE was observed after three to six passages
in MA-104 cells, initially at the periphery of the
monolayer and later in most of its extension, sug-
gesting that replicating cells were more suscepti-
ble to infection and apt to express CPE earlier than
others. With sucessive passages, the ability to pro-
duce CPE gradually improved. Cells showed CPE
5 to 7 days p.i. Clarified supernatants of infected
cells which developed CPE were positive to rota-
virus by EIA and PAGE. Additionally PAGE
showed that adapted viruses presented similar
electrophoretypes to those of their respective field
samples, demonstrating the stability of the virus
during cell culture passages, as suggested else-

110

'where (3) using porcine rotaviras and the same es-

tablished cell line.

Viral preparation examined by EM particles
detected after cell culture adaptation showed typi-
cal rotavirus morphology. It is therefore concluded
that cell cultures adapted viruses are group-A rota-
virus since they were detected by IF and EIA and
showed a 4-2-3-2 electrophoretic pattern.

Further work is on progress to determine the
serotypes of the isolates.
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RESUMO

Propagaciio de rotavirus em cultura células a
partir de fezes de leitdes com diarréia

O trabalho descreve o isolamento no Brasil de
rotavirus (RV) em fezes de leitdes com diarréia,
provenientes de rchanhos da regifio sudeste brasi-
leira. Cinco isolamentos foram obtidos em cultu-
ras de células MA-104, a partir de 103 amostras de
campo. Efcito citopitico (ECP) caracteristico de
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RV foi observado em diferentes passagens, € O
antigeno viral foi demonstrado no citoplasma das
células infectadas, por imunofluorescéncia (IF). A
adaptaciio do RV em cultura de células foi ainda
monitorada por microscopia eletrbnica (EM), ele-
troforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e en-
saio imunoenzimatico (EIA).

Palavras-chave: Rotavirus suino, diarréia, cultura
de células, isolamento.
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RESUMO

Suspensdo de fezes e raspado de mucosa de intestino delgado de 100 animais, 75
doentes ¢ 25 sadios, foram submetidos a exame bacteriolégico para isolamento e
identificagdo de Campylobacter spp. Procurou-se realizar diagndstico diferencial com
enterobactérias patogénicas e Treponema hyodysenteriae. Entre os animais doentes,
43(57,3%) foram positivos para Campylobacter spp, sendo isolados C. coli, C. jejuni,
C. fetos e C. hyointestinalis. Dos animais sadios 15(60,0%) foram positivos para
Campylobacter coli e C. jejuni. Apenas do grupo dos animais doentes foram isoladas
enterobactérias como E. coli (hemolitica) e Salmonella choleraesuis. Treponema
hyodysenteriae foi observado em 5(9,1%) dos animais docntes através da
Imunofluorescéncia Direta. Os autores discutem a presenga de diferentes espécies de
Campylobacter em suinos doentes e aparentemente sadios.

Palavras-chave: Campylobacter spp, isolamento e identificacfio, diarréia suina,

Treponema hyodysenteriae.

INTRODUCAO

O género Campylobacter apresenta-se ampla-
mente distribuido na natureza (8), sendo isolado
de diversas espécies animais, domésticas (17) e
silvestres (14), assim como, do homem (22). C.
coli e C. jejuni t8m sido isolados de carcacas e
de fezes de suinos aparentemente sadios abatidos
em matadouros (24), como também de animais
com sintomas clinicos de distiirbios entéricos
manifestados sob forma de diarréia (2,22,26). O
presente trabalho tem por objetivo pesquisar e
analisar a ocorréncia de diferentes espécies do
género Campylobacter no intestino de sufnos

Instituto Bioldgico
1 Secdo de Doengas de Bovinos
2 Se¢do de Doengas de Suinos
Caixa Postal 7119, 04014 Sdo Paulo SP, Brasil
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doentes e compard-las aquelas encontradas em
suinos aparentemente sadios encaminhados ao
abate.

MATERIAL E METODOS

Amostras de intestino delgado e grosso cole-
tados de 100 sufnos, 75 doentes apresentando
sintomas como prostra¢fio, inapciéncia ou ano-
rexia, baixo ganho de peso ou emagrecimento
progressivo, diarréia aquosa amarclada ou muco-
hemorrdgica, febre (sendo que 40 vieram a Gbito
¢ 35 foram sacrificadas) e 25 aparentemente sa-
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dios abatidos em matadouro. Foram processadas
segundo adaptagfio do método proposto por Law-
son & Roland, 1974 (13). Resumidamente, este
método baseia-se na obtengfio do epitélio glandu-
lar do intestino delgado através da raspagem da
mucosa e suspensdo em 10 ml de solugdo salina
tamponada estéril (pH 7,2). Apds agitagdo vigo-
rosa, uma al¢ada do sobrenadante da suspensdo
foi cultivada diretamente em Agar Brucella (DIF-
CO) acrescida de 10% de sangue desfibinado de
carneiro e de mistura antibidtica ocomposta de
15.000 U/l de Bacitracina, 10.000 Ul/l de Poli-
mixina B, 0,005 g/l de Novobiocina ¢ 0,02 g/l de
Actidione (1).

Uma aliquota do restante foi filtrada em Milli-
pore 0,65 um e cultivado em Agar Brucella
Sangue e em Tioglicolato acrescido de 0,16% de
Bacto - Agar (DIFCO).

Amostras de fezes foram obtidas diretamente
do intestino grosso ou por "swab” retal ¢ um gra-
ma suspenso em 10 ml de solugdo salina tampo-
nada estéril, sendo esta suspensdo submetida ao
mesmo processo efetuado para o raspado de
mucosa.

As placas foram colocadas em jarra adapta-
da*, onde onde o ar era retirado através de bom-
ba vdcuo até - 600 mmHG e incubadas a 37°C
por 96 horas sob atmosfera de 90% de N, 5% de
CO, e O, residual. As culturas suspeitas foram
submetidas a coloragdo pelo método de Gram,
motilidade em campo escuro e oxidase. Para
identificagdo, foram empregadas as seguintes pro-
vas bioquimicas: catalase, sensibilidade ao 4cido
nalidixico (30 mg) e a cefalotina (30 mg), pro-
dugdo de H,S em TSI, hidrélise do hipurato e
crescimento a 25 e 42°C (15,21). Visando o
diagnéstico diferencial com outras causas bacte-
rianas de enterite, amostras de fezes foram tam-
bém submetidas ao processamento usual para iso-
lamento e identificacio de enterobactérias
(19,28), utilizando-se Caldo Enriquecimento para
Salmonella segundo Rappaport, Agar Triptose
sangue e EMB-Levine (DIFCO). Para
diagnéstico de T. hyodysenteriae foram emprega-
das as técnicas de coloragdo de Ryu (18)(exame
direto) e de imunofluorescéncia direta*t sobre a
suspensio de fezes (5).

+ Panela de Pressdo "Eterna”- Nigro

++ Conjugado gentilmente cedido pelo Dr. Sérgio J. de Oli-
veira, Instituto de Pesquisas Veterindrias "Desidério Fin-
amor” -R. S.
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RESULTADOS

Dos 100 animais examinados, 58 apresenta-
ram microrganismos compativeis com o género
Campylobacter, sendo 43(57,3%) dos 75 doentes e
15(60,0%) dos 25 suinos de abate. Apenas as espé-
cies C. coli e C. jejuni estavam presentes no grupo
dos n7o doentes sem associagdes com outras bac-
térias, enquanto que vdrias interagGes bacterianas
foram observadas nos suinos com problemas en-
téricos, como mostra a Tabela 1. Apesar da Técni-
ca de raspado de mucosa ter sido empregada, as
estirpes de C. hyointestinalis foram isoladas a par-
tir das fezes. Campylobacter sputorum subsp. mu-
cosalis nfo foi detectados por ambas as técnicas.

Para o isolamento de C. coli e C. jejuni ndo
houve diferenga significativa entre o emprego do
raspado de mucosa (35/100) e o exame das fezes
(38/100) (X2 = 1,94 para X2 crit. = 3,84 p < 0,05).

A técnica de filtragio em Millipore 0,65um
apresentou resultados superiores & inoculagdo dire-
ta em meio seletivo, proporcionando uma
freqiiéneia de isolamento de Campylobacier spp
de 86,2% contra 13,8% de positividade para o
meio com mistura antibidtica.

Pela coloragfio de Ryu (18) constatou-se que 26
(473%) dos 55 animais examinados para
diagnéstico da Disenteria Suina, apresentaram es-
piroquetas no material fecal compativeis com Tre-
ponema hyodysenteriae, sendo que apenas 5(9,1%)
foram confirmados pela imunofluorescéncia direta.

TABELA 1 - Diagndstico bacteriano obtido a partir de fezes e
raspado de mucosa intestinal de 75 suinos doentes.

Espécie Freq. %
C.coli 19 253
C. jejuni 6 80
C. coli + C. jejuni 3 40
C. hyointestinalis 1 13
C. jejuni + C. hyointestinalis 1 13
C. coli + L. coli (hemolitica) 4 53
C. jejuni + E. coli (hemolitica) 1 13
C. coli + Salmonella choleraesuis 1 13
C. jejuni + C. coli + C. fetus subsp. fetus 1 13
+ C. coli + Clostridium perfringens 1 13
C.coli + C. jejuni + E. coli (hemolitica) 1 13
Treponema hyodysenteriae 1 13
T. hyodysenteriae + Salmonella sp 1 13
T. hyodysenteriae + C. jejuni 3 4:0
T. hyodysenteriae + C. fetus subsp. fetus + C. hyo. 1 13
E. coli (hemolitica) 5 67
Salmonella sp 1 13
Positivos para Campylobacter e outras bactérias 50 66,6
Negativos para bactérias patogénicas 25 333
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DISCUSSAO

A grande dificuldade na diferenciacdio entre
as espécies de Campylobacter refere-se a padro-
nizacfo das provas bioquimicas (10). Duas es-
tirpes classificadas como C. hyointestinalis, apre-
sentaram pequena quantidade de H,S em TSI,
visualizada apenas na linha de picada. Embora
esta prova tenha sido considerada como funda-
mental na diferenciagfio entre as espécies C. fefus
subsp. fetus (H,S) e C. hyointestinalis (H,S*),
estd sujeita a alteracBes dependentes do enve-
lhecimento do meio e ou das condi¢Bes atmosfé-
ricas utilizadas, como a atmosfera de N, empre-
gada (3,11,15,21).

Duas estirpes de C. jejuni também apresen-
taram variagio no comportamento bioquimico,
ndo hidrolisando o hipurato de sédio, contrarian-
do assim o modelo cldssico de biotipagem (21).
Semelhantes descrigbes foram relatadas por ou-
tros autores, onde 20% das estirpes de Campylo-
bacter ndo hidrolisam o hipurato pelo método
usual (6). Estas estirpes puderam ser confirmadas
como sendo C. jejuni através de técnicas
avangadas de hibridizagio de DNA (7), ou por
cromatografia gés-liquida que detecta quanti-
dades diminutas de glicina (16,27). Este
patGgeno, importante causador de diarréias, pos-
sui mecanismos de agdo ainda pouco conhecidos.
Devido a sua participagfio na diarréia tipo infla-
matdria, tem sido postulada a producfio de uma
toxina semelhante a de outros microrganismos
bem conhecidos como E. coli enterotoxigénica ¢
Shigella dysenteriae (9,20).

O fato do C. jejuni ter sido isolado com a mes-
ma freqiiéncia de animais doentes (21,3%) e sadios
(12,0%) (X% =1,33 para X crit. = 3,84 p < 0,05) pde
em diivida o estado sanitdrio dos suinos de abate,

Neste estudo, verificou-se que 58,0% dos
suinos portavam ao menos uma espécie do géne-
ro Campylobacter, ndo havendo diferenga signifi-
cativa entre o isolamento de enfermos (57,3%) e
dos aparentemente sadios (60,0%) (X2 = 0,054
para X2 crit. = 3,84 p < 0,05). Apenas C. coli e
C. jejuni estavam presentes no grupo dos sadios,
sem associagdes com outras bactérias patogéni-
cas, enquanto vérias interagbes potencialmente
patogtnicas foram observadas nos animais diar-
réicos (Tabela 1). Segundo Sojka (23), é fre-
quente o isolamento de estirpes de E. coli he-
molitica associado a gastroenterites, septicemias
¢ Doenga do Edema em suinos. As bactérias
classificadas como E. coli (hemoliticas) foram
consideradas como potencialmente patogénicas,
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uma vez que foram isoladas em cultura pura ou
associadas a Campylobacter spp.

O papel do C. coli nas enterites de suinos ou
nos distirbios entéricos em pacientes humanos é
ainda questiondvel (10). Este agente pode causar
lesdes no intestinos delgados de leitdes ndo desma-
mados ou recém desmamados quando submetidos a
agfio de certas drogas ou entfio por agfio oportunista
priméria, Dessa forma, pode propiciar intera¢des
com outros agentes bacterianos ¢ estender sua a¢io
ao intestino grosso, determinando o aparecimento
de episédios diarréicos mais severos (2,26).

Campylobacter coli foi isolado de sufnos de
abate (48,0%) ¢ dos enfermos (41,3%) ndo haven-
do diferenca significativa entre os dois grupos (X2
= 0,49 para X2 crit. = 3,84 p < 0,05) e ainda foi ob-
servado em associagio com E. coli, Salmonella
spp, Treponema hyodysenteriae ¢ outras espécies
de Campylobacter (Tabela 1).

Sintomatologia compativel com o quadro de en-
terite proliferativa suina (13), foi observada nos ani-
mais onde C. hyointestinalis pdde ser isolado; contu-
do segundo Lawson (12), o simples encontro deste
agente até mesmo associado ao C. sputorum subsp.
mucosalis, ndo permite confirmar a presenca da en-
fermidade sem o auxilio do exame histopatolégico.

Campylobacter fetus subsp. fetus foi isolado

de dois suinos doentes juntamente com outras espé-
cies de Campylobacter. Embora esta bactéria tenha
um importante papel como patdégeno causador de
abortamentos nas espécies bovina e ovina e até
mesmo para 0 homem (25): em suinos seu poder
patogénico ndo esta claramente definido (14,25).
Assim sendo, os suinos portadores de C. fetus
subsp. fetus podem comportar-se como dissemina-
dores desse agente,
' O diagnéstico da Disenteria Sufna por meio da
imunofluorescéncia dircta mostrou-se especifico e
deve ser precedido pela téenica de coloragfio de Ryu
(18) como prova de triagem. Dos cinco animais
com quadro de diarréia mucohemorrigica e ema-
grecimento progressivo identificados como porta-
dores de Treponema hyodysenteriae, tr@s apresenta-
ram também C. jejuni, o que concorda com as
observagdes de outros autores onde a enfermidade
seria decorrente da associagfio de Treponema hyo-
dysenteriae a oulros agentes (2,4,5).

A clevada freqiiéncia das diversas espéeies do
género Campylobacter isoladas das amosiras in-
testinais de suinos, confirma scu papel como po-
tencial fonte de infec¢fio para o homem como con-
sumidor através da contamina¢do de carcagas e
sub-produtos, além de configurar o suino como
portador assintomatico do microrganismo.
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SUMMARY

Evaluation of the presence of Campylobacter
spp in swine: its relation with occurence of
enteric disorders.

Suspension of feces and scraped small intes-
tine mucosa from 100 animals, 75 sick and 25 ap-
parenty healthy, were cultured for Campylobacter
spp. Differencial diagnosis for enterobacterias and
Treponema hyodysenteriae was also carried out.
Among the sick animals, 43 (57,3%) were found
positive to Campylobacter and the following spe-
cies were isolated: C. coli, C. jejuni, C. fetus
subsp. fetus e C. hyointestinales. From the appar-
ently heathy animals 15(60,0%) were found posi-
tive to Campylobacter coli and C. jejuni.

Only from the group of the sick animals, were
isolated enterobacterias such as: E. coli (hemoli-
tic) and Salmonella choleraesuis.

Treponema hyodysenteriae was detected in 5
(9,1%) sick animals (Direct Immunofluorescence).
The authors discuss the role of bacterias found in
sick and apparent healthy pigs.

Key Words: Campylobacter spp, isolation and
identification, swine diarrhea, Treponema hyody-
senteriae.
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INFLUENCIA DO pH, MEIO DE CULTURA E INOCULO NO NiVEL DE
RESISTENCIA AO BICLORETO DE MERCURIO EM ESCHERICHIA COLI

Laura Maria Guimaraes Carneiro
Laura Silviano Brandio Vianna
Edmar Chartone de Souza

RESUMO

Investigou-se a influéncia simultfinea do pH, meio de cultura e efeito de indculo
na determinagio do nivel de resisténcia ao mercirio, na linhagem selvagem
Escherichia coli BH 100. Culturas de E. coli BH 100, apresentando resisténcia
plasmidial ao mercirio, foram diluidas e aliquotas semeadas em quatro meios de
cultura (Agar Nutriente — AN; Meio de Antibiético — MA; Agar de Mucller Hinton
— MH ¢ Agar Eosina Azul de Metileno — EMB), nos pHs 6,0 7,0 ¢ 8,0, adicionados
de diversas concentragdes de bicloreto de mercirio. Observou-se uma grande
influéncia dos trés parmetros sobre os niveis de resisténcia ao bicloreto de mercdrio,
que aumentaram com o pH ¢ o indculo. Obscrvaram-se niveis mais altos em Agar
EMB e Agar MH que em MA e AN. A partir destes resultados, optou-se pelo uso de
Agar ou Caldo Nutriente, pH 7,0, adicionado de cloreto de s6dio na concentragio de
0,5% (p/V), uma vez que se verificou que a osmolaridade do meio de cultura também

afetava o nivel de resisténcia ao bicloreto de mercirio.

Palavras-chave: Escherichia coli, resisténcia ao HgCl,

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana ao mercirio é geral-
mente codificada por genes plasmidiais (20, 25),
embora, recentemente, variantes cromossdmicos
resistentes a este elemento ja tenham sido obtidos
(LM.V. Guinarfies & E. Chartone-Souza, Resu-
mos da 36* Reunifio Anual da SBPC, 1984) ¢ o
gene para resisténeia cromossdmica ao mercdrio
em Bacillus sp ja tenha a sua sequéncia de nuclco-
tideos determinada (28). O mecanismo e a genética
da resisténcia plasmidial ao merciirio estfio bem es-
tabelecidos (20,25): a presenga do merciirio induz
a sintese de proteinas que se ligam a ele, transpor-
tando-o para o interior da célula. No citoplasma, os
fons Hg?* ¢ Hg* sdo reduzidos a Hg® pela enzima

mercirico-redutase, também  induzida pelo
merciirio, ¢ 0 Hge é volatilizado. No caso da resis-
téncia a organomercuriais, inicialmente hd uma
quebra da ligaciio C-Hg destes compostos, catali-
zada pela organomercurial-liase. A regulacfio dos
genes envolvidos também ja estd em parte, com-
preendida (25).

Os genes que conferem resisténeia plasmidial
ao mercirio sfio amplamente disseminados na na-
turcza ¢ se encontram quase sempre associados a
genes para resisténeia a antibidticos. Esta dissemi-
nagio ¢ facilitada pela frequente localizagfio dos
genes de resisiéncia a0 mercirio em transposons
(12). A alta frequéncia com que estes genes ocor-
rem em populagdes bacterianas pode ser devida 2
alta pressiio scletiva ambiental causada pela po-

Laboratério de Genética Molecular e de Microrganismos, Departamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
UFMG — Campus Universitirio — Pamputha, 30.161 Belo Horizonte, MG, Brasil.
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Jui¢fo pelo mercirio ¢/ou pelo uso inadequado de
antibioticos, ji que os respectivos genes de resis-
téncia estdio associados nos mesmos plasmidios
(25). Em Escherichia coli e Salmonella typhimu-
rium tem sido encontrada uma frequéncia de resis-
téncia ao mercdrio igual ou mais alta que a fre-
quéncia de resisténcia a certos antibiGticos 9, 22).

Alguns fatores ambientais influem na toxici-
dade dos metais pesados, como a sua ligagéo a
constituintes do ambiente, o pH, e interagGes
ionicas que podem interferir na disponibilidade do
merciirio (20). A influéncia da complexidade de
meios de cultura sobre o nivel de resisténcia ao
merciirio na linhagem E. coli B também j4 foi obser-
vada (24). Outro fator que pode interferir na resis-
téncia ao mercirio é o tamanho do inéculo (1), fato
amplamente conhecido em relagio a antibidticos
beta-lactdmicos (20) e aminoglicosideos (5).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de investigar e acrescentar a literatura dados sobre a
influéncia simultdnea do pH, tamanho do indculo ¢
de quatro meios de cultura, sendo trés deles usados
internacionalmente na determinagfio de niveis de
resisténcia bacteriana a drogas, usando a E. coli BH
100, uma linhagem selvagem com resisiéncia ao
merciirioinorganicocodificadaemum plasmidioR.

MATERIAL DE METODOS

Linhagens Bacterianas - Escherichia coli
BH 100, fermentadora de lactose e portadora de
plasmidio de resisténcia a drogas (plasmidio R
conjugativo, com 60 megadaltons, com marca-
dores de resisténcia para cloranfenicol, canamici-
na, tetraciclina, estreptomicina e bicloreto de
merciirio; plasmidio R com 10 Mdal, com marca-
dor para resisténcia a ampicilina) (9, 17); E. coli
K12 Sy, ndo fermentadora de lactose, ndo porta-
dora de plasmidio, sensivel ao merciirio € as ou-
tras drogas mencionadas para a E. coli BH 100, ¢
resistente a altas concentragdes de estreptomicina,
pela presenga de gene cromossomico.

Meios e condicoes de crescimento - as li-
nhagens eram mantidas a 4°C em meio de
lignieres (g/L de dgua destilada: Agar Agar Difco
- 7,0, Caldo Nutriente Difco - 8,0 e gelatina Riedel
de Hagn - 5,0 conforme Bier (6), pH 7.4) e cultiva-
das em tubos com 4,5 ml de Caldo Nutriente
(Difco), pH 7,0, a 37°C, por 24 horas.

Determinaciio do Titulo - o titulo foi deter-
minado através de dilui¢oes seriadas a partir da cul-
tura original, sendo aliquotas de 0,1 ml semeadas
com alga de Drigalski em cada um dos meios, nos
diversos pHs.

se como controle a
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Determinaciio do nivel de resisténcia -
uma cultura de E. coli BH 100 crescida por 24
horas, a 37°C, em Caldo Nutriente, com cerca de
5 X 108 células por mililitro, era diluida (101,
102...107) em solugdo fisiologica (cloreto de
s6dio Reagen 0,85%). Os niveis de resisténcia ao
mercirio eram determinados pelo método da di-
luigdo em placa: aliquotas de 0,01 ml da cultura
original e suas diluigSes eram inoculadas com
algas de niquel-cromo (multialga) em placas con-
tendo Caldo Nutriente (Difco) adicionado de
Agar - Agar 1,5% (Difco), Agar de Mueller Hin-
ton (Difco), Meio de Antibidtico (Difco) ¢ Agar
Eosina Azul de Metileno - Teague (Difco), nos
pHs 6,0, 7,0 e 8,0, adicionados de bicloreto de
mercirio (Merck) e em placas sem droga, para
controle. Ap6s incubagfio a 37°C por 24 horas,
os niveis de resisténcia eram determinados, con-
siderando-sc a maior concentragio de mercirio
em que houve crescimento bacteriano. Utilizou-
linhagem sensivel ao
mercirio, E. coli K12 Snt.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em experimento prévio & determinagfio dos
niveis de resisténcia da E. coli BH 100 ao biclore-
to de mercdrio, determinou-se 0 nimero de uni-
dades formadoras de coldnias nos quatro meios de
cultura e nos trés pHs, na auséncia da droga, com
o objetivo de se estimar a populagfio que estava
sendo exposta ao mercirio, nas diversas diluigdes,
e de se investigar o efcito do meio de cultura ¢ do
pH no crescimento bacteriano. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 1.

Efeito do indculo - A Figura 1-A apresenta os
niveis de resisténeia ao bicloreto de merciirio da
linhagem E. coli BH 100, usando diversos inculos,

TABELA 1 - Unidades formadoras de coldnias de E. Coli
BH 100 presentes em cultura em caldo nutriente, incubada a
37°C por 24 horas, em diferentes meios de cultura e pHs.

gl Coldnias em diversos meios de cultura** (x 107
AN EMB MH MA
6,0 49% 46 85 72
70 52 72 91 74
80 49 63 80 74

*  Valor médio do nimero de UFC de 3 placas por mililitro

#* AN — Agar Nutriente; EMB — Agar Eosina Azul de
Metileno; MH — Agar de Mueller Hinton; MA — Meio
de Antibidtico.
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FIGURA 1 - Niveis de resisténcia ao bicloreto de merciirio da linhagem E. coli BH 100 usando diversos inéculos em meios de cul-

tura sélidos, nos pHs 6,0 (A), 7,0 (B) e 8,0 (C).

nos quatro meios de cultura (Agar Eosina Azul de
Metileno - EMB, Agar Mueller Hinton - MH, Meio
de Antibidtico - MA e Agar Nutriente - AN), no pH
6.0. As Figuras 1-B e 1-C apresentam os niveis de
resisténcia nos mesmos meios, nos pHs 7,0 e 8,0,
respectivamente. Os graficos mostram que quanto
maior o inéculo, maior o nivel de resisténcia ao
merciirio, € que as curvas sdo diferentes para os di-
versos meios de cultura. A linhagem E. coli K12
Sm?, utilizada como controle, sensivel ao merciirio
¢ néo portadora de plasmidio, nfio foi submetida as
diluigdes mencionadas paraa E. coli BH 100.

O efeito de inéculo observado no nivel de re-
sisténcia a0 merciirio pode ser devido a uma maior
protegiio contra a droga, fato j4 conhecido em
relago a antibi6ticos beta-lactAmicos (15) e ami-
noglicosideos (5). Enquanto o efeito de inéculo
para os beta-lactdmicos pode ser decorrente da se-
cregdo de lactamases, principalmente em gram-
positivos, a mesma hipdtese ndo é vilida para os
aminoglicosideos, cujas enzimas envolvidas com a
resistiéncia sdo intracelulares, como ocorre também
com as enzimas responséveis pela resisténcia plas-
midial ao merctirio.

O efeito protetor de um inéculo maior na re-
sisténcia ao merciirio foi observado inicialmente
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em linhagens de E. coli ¢ Pseudomonas aerugino-
sa (1): determinaram-se concentragdes inibitérias
niinimas (MIC) de HgCl, para indculos de 106 e
102 células/ml de ambas as linhagens e constatou-
se que as MIC eram mais altas quando os inculos
eram maiores. No entanto, outros pesquisadores
nfo observaram diferengas significativas nos
niveis de resisténcia em E. coli, quando utilizaram
diferentes inéculos (16, 24).

A protecio conferida aos microrganismos
através da inativagdo dos fons de mercirio por
compostos sulfidrilicos (-SH) é conhecida na lite-
ratura. A adi¢fio de compostos sulfidrilicos, como
a cisteina e a glutationa, ao meio de cultura confe-
riu certo aumento de resisténcia 2 linhagem Pseu-
domonas K-62 (11) e a linhagens de E. coli (16).
Este efeito protetor da cistefna foi observado tam-
bém em relaglio & E. coli K12 Sm* sensivel ao
merciirio (10). Além disso, dados da literatura
atestam  a - necessidade  destes  compostos
sufidrilicos e outros, como o tioglicolato, em
excesso em relagiio a concentragiio do composto
de mercirio, para que ocorra a atividade
enzimética da permease, mercirio-redutase e
organomercurial-liase, em sistcmas livres de
células (20).
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Sabe-se que bactérias e outros microrganis-
mos produzem naturalmente compostos inativa-
dores de mercirio (21). Portanto, uma cultura
mais densa poderia produzir maior quantidade de
tiis, levando a uma protecdo contra 0 merciirio do
ambiente, pela ligagdo destes grupos com o fon de
mercirio, inativando-o. Além disso, numa maior
concentragio de células, a quantidade de merciirio
que vai interagir com cada célula é menor, 0 que
pode aparentar um aumento de resisténcia. A pre-
senga de mutantes resistentes ao mercdrio em cul-
turas mais densas também pode influir na determi-
nagio do nivel de resisténcia, ou seja, uma
resisténcia mais alta pode ser devida ao crescimen-
to de variantes ou mutantes, nfo correspondendo a
resposta da populagio como um todo.

Efeito do pH - A Figura 2 apresenta as curvas
dos niveis de resisténcia ao bicloreto de mercirio
da linhagem E. coli BH 100, cuja cultura original
foi dilufda 100 vezes, em diversos pHs e meios de
cultura. A diluigio 102 foi escolhida por ser a me-
nos afetada pelo efeito de indculo; nesta diluigfio,
o nivel de resisténcia é semelhante ao das di-
luicdes mais préximas, como pode ser obervado
nas Figuras 1-A, 1-B e 1-C, além de corresponder
a uma populagio adequada para a realizac¢io de
antibiogramas, incluindo antibidticos ¢ outras dro-
gas. Para os trés pHs ensaiados, o nivel de resis-
téncia aumentou com o pH, qualquer que fosse o
meio. Pode-se observar através da Tabela 1, que a
E. coli BH 100 é pouco afetada pela variagdo do
pH, quanto ao nimero de unidades formadoras de
coldnias, quando cultivada num mesmo meio sem
a adic@o de merciirio, ocorrendo o contrério quan-
do o mercirio esta presente.

Uma possivel causa do efeito do pH na resis-
téncia ao mercirio, observado na Figura 2, € a espe-
ciagdo deste fon e, consequentemente, sua disponi-
bilidade em diferentes pHs. Ja se observou que a
volatilizag#o abitica do mercirio de meios de cul-
tura & proporcional ao pH (2; P.P. Magalhfes, Co-
funicago Pessoal). A taxa de metilagfo do ion
mercitirico sofre uma queda quando hd uma redugfo
do pH de sedimentos, possivelmente pela menor
disponibilidade deste fon em pHs baixos; a taxa de
desmetilagio (degradagfio do metilmerciirio) tam-
bém sofre a influéncia do pH, apesar de sua menor
extensdo (19). Sabe-se que o pH das solugdes nor-
malmente afeta a quimica dos metais, a atividade
de grupos funcionais da biomassa ¢ a competicio
entre fons meté-licos por sitios ativos (13).

Outra possivel causa do efeito do pH na resis-
téncia ao mercirio é o pH 6timo das enzimas
merciirico-redutase e organomercurial-liase. O pH
6timo da enzima mercirico-redutase isolada de E.
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FIGURA 2 - Niveis de resisténcia ao bicloreto de mercirio da
linhagem E. coli BH 100, cultivada em caldo nutriente, a 37°C,
por 24 horas ¢ diluida a 10-2, ecm diversos meios de cultura
sélidos e pHs.

coli 67,5 (23), 0 mesmo determinado para a enzima
de Thiobacillus ferrooxidans (7). Encontrou-se um
pH 6timo igual a 7,0 para a organomercurial-liase
S-1 da Pseudomonas K-62 (26) ¢ determinou-se um
pH 6timo igual a 5,0 para a organomercurial-liase
S-2 da mesma linhagem (27). Os resultados obtidos
neste trabalho concordam parcialmente com estas
informagdes, uma vez que os niveis de resisténcia
mais altos foram encontrados nos pHs 7,0 e 8,0,
préximos do Gtimo 7,5; no pH 6,0, onde se observa-
ram niveis mais baixos, certamente as enzimas en-
volvidas nfio estavam na sua atividade 6tima.

Efeito de meio de cultura - Neste trabalho, 0
meio de cultura que possibilitou o maior nivel de
resisténcia da E. coli BH 100, no pH 6,0, foi o
Agar MH, seguido de MA, EMB ¢ AN; nos pHs
7.0 e 8,0, os niveis mais altos foram encontrados
em EMB, scguido de MH, MA ¢ AN. O cresci-
mento desta linhagem bacteriana na auséncia da
droga, determinado através da frequéncia da UFC/
ml apds 24 horas de cullivo, foi afetado pela com-
plexidade do meio de cultura (Tabela 1). A maior
frequéncia de crescimento da E. coli BH 100 foi ob-
servada no MH, seguido de MA, EMB e AN. Néo se

observou uma associaciio direta entre a frequéncia

de crescimento bacteriano ¢ nivel de resisténcia ao
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mercirio, nos diversos meios. A composi¢ao destes
meios apresenta diferentes complexidades. O Agar
Nutriente é o meio, entre os usados neste trabalho,
que apresenta composi¢do mais simples, permitin-
do menor frequéncia de crescimento e menor nivel
de resisténcia para E. coli BH 100. Os meios mais
complexos, Agar EMB ¢ Agar MH foram os que
levaram ao maior nivel de resisténcia, indicando
uma associagio positiva. Estes meios t8m um teor
mais alto em radicais capazes de se ligar ao
merciirio, inativando-o, e desta forma dando uma re-
sisténcia aparentemente aumentada aeste fon (18).

O Agar Nutriente, juntamente com o Agar
MH, apresentou menor variagio dos niveis de
resisténcia, nos diferentes pHs. Por isso ¢ por ter
levado a um menor nivel de resisténcia, e, portan-
to, ter afetado menos a atividade do merciirio, o
Agar Nutriente foi escolhido para o desenvolvi-
mento de ensaios subsequentes. Foi escolhido tam-
bém o pH 7,0, por situar-se préximo do pH indica-
do para diversas solugdes e meios de cultura para
bactérias ¢ também para se efetuar antibiogramas
para a maioria dos antimicrobianos,

A influéncia da composig¢io do meio de cultu-
rano nivel de resisténcia a0 mercirio j4 havia sido
observada em linhagens de E. coli B (27): em meio
minimo, determinou-se uma concentracio inibi-
téria minima de 3 X 106 moles de merciirio por li-
tro, e em meio enriquecido, 2,5 X 104 moles/litro.
Encontrou-se também, para uma linhagem de P.
aeruginosa, um nivel de resisténcia a0 mercirio
mais alto em Brain Heart Agar (BHI), um meio
rico, que em meio minimo (14): linhagens de E.
coli apresentaram niveis de resisténcia mais alios
em Agar Nutriente que em meio quimicamente de-
finido (16). Outro fator que pode interferir é a con-
centragiio de fonte de carbono; metais absorvidos
por microrganismos através de um sistema de trans-
porte ativo, com gasto de energia, podem ser menos
toxicos sob condigdes de escassez de carbono (8).

A osmolaridade também parece interferir na
variagfio do nivel de resisténcia ao mercirio. En-
conirou-se¢ uma variagfo relativa no nivel de resis-
téncia de todas as linhagens ensaiadas (dados niio
apresentados), o que também tem sido observado
em relagdo a antibiGticos aminoglicosideos (S.0.P.
Costa, Comunicagio Pessoal). Estes antibi6ticos
sdo dotados de carga positiva, como o on Hg?t,
em pH préximo da neutralidade (4).

Muitos estudos mostraram que sais inorgé-
nicos podem suprimir as atividades inibidoras de
antibidticos aminoglicosideos contra virias espé-
cies bacterianas. Tanto cétions divalentes, como
monovalentes, podem estar envolvidos. Estes sais
podem interferir com a absorgfio da estreptomicina
€ outros aminoglicosideos pelas bactérias (4;
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S.0.P. Costa, Comunicagio Pessoal).

A osmolaridade parece interferir também com a
especiagiio do mercirio: na dgua doce encontra-se
este metal na forma de Hg(OH)?, enquanto que em
4gua salgada ¢ encontrado nas formas de HgCl3- ¢
HgClL%, sendosua toxidade maiorem dguadoce (3).

A adigfio de cloreto de sGdio na proporgio de
0,5% a0 Caldo ¢ a0 Agar Nutriente, no presente
trabalho, favoreceu a obtengdio de niveis de resis-
téncia ao mercirio mais estdveis ¢ uma maior re-
produtibilidade dos resultados. Esta é a concen-
tragdo de cloreto de sédio utilizada no meio de
Luria, indicada para se obter maior estabilidade
nos resultados com antibiGticos aminoglicosideos
(5.0.P. Costa, Comunicagio Pessoal).

Portanto, conclui-se que é essencial se levar
em consideragdo os parimetros pesquisados neste
trabalho, quando se pretende determinar concen-
tragOes inibit6rias minimas ou niveis de resisténcia
de microrganismos ao mercirio. Além disso, para
Se comparar dados da literatura, é necessério ava-
liar os efeitos das condigdes de trabalho de modo
que estas comparagdes sejam validas.
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SUMMARY

Influence of pH, culture medium and inoculum
size on mercuric chloride resistance in
Escherichia coli,

Heavy-metal toxicity is influenced by a number
of environmental factors such as binding to environ-
mental constituents, pH and ion interactions, which
influence its form and availability to microorgan-
isms. The simulianecous influence of pH, culture
medium and inoculum size on mercuric chloride re-
sistance in the indigincous strain Escherichia coli
BH 100 was investigated. Cultures of E. coli BH
100 showing plasmidial mercuric chloride resis-

‘tance and dilutions were inoculated in different me-

dia (Nutrient Agar, Antibiotic Medium, Mueller
Hinton Agar and Eosin Methilen Blue Agar) and pH
(6,0, 7,0 and 8,0) to which different concentrations
of mercuric chloride were added, through the agar
dilution plate method. A culture of the pasmidless
and streptomycin resistant strain E. coli K12 Smr
was used as control. The higher mercury concentra-
tion which permitted bacterial growth after 24 hours
incubation at 37°C was considered as the resistance
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level. A great influence of these three parameters on
mercuric chloride resistance was observed although
influence of culture medium and pH on bacterial
growth was not significant; mercuric chloride resis-
tance increased with inoculum size and raise in pH,
and was higher in Eosin Methilen Blue Agar and
Mueller Hinton Agar than in Antibiotic Medium and
Nutrient Agar. Nutrient Agar, pH 7,0, was chosen
and used in the research continuation; sodium chlo-
ride 0,5% (w/V) was added since the effect of cul-
ture medium salt concentration on mercury resis-
tance was also observed. This study concluded that
the appreciation of these parameters during the de-
termination of mercury minimal inhibitory concen-
trations or resistance levels is relevant and essential
in the confrontation of data obtained in different
conditions.

Key words: Escherichia coli, mercuric chloride
resistance.
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EMPREGO DA MEMBRANA FILTRANTE PARA ENUMERACAO RAPIDA DE

'ESCHERICHIA COLI NA CLARA E NO OVO LIQUIDO

Clarice Queico Fujimura Leite !
Pedro Magalhies Lacava 2
Fumio Yokoya 3

RESUMO

Desenvolveu-se um método rédpido para identifica¢@io e enumeragsio de E. coli no
ovo (clara e ovo liquido) através do uso da membrana filtrante. Trataram-se 5,0 ml de
clara ¢ 2,5 ml de ovo liquido, contaminados artificialmente com E. coli, com protease
bacteriana, alcalase, e em seguida submetendo 2 filtragfio através da membrana
HAWG 47 mm da marca Millipore, sob védcuo de 300 mm de Hg. O ovo liquido apés
a hidrélise e antes da filtragfio foi acrescido de solugfio de hidréxido de s6dio e Tween
80. As membranas, apés lavagens sucessivas com 4gua destilada esterilizada, foram
transferidas para placa contendo filtro absorvente embebido em caldo lauril sulfato,
incubadas por 1,5 h a 35°C; transferidas para o meio de 4gar m-Endo e incubadas por
18 h a 35°C; onde se desenvolveram as colonias de E. coli. A técnica da membrana
filtrante foi comparada a técnica da semeadura em profundidade ¢ aquela do Namero
Mais Provével.

Palavras-chave: Escherichia coli; técnica da membrana filtrante, clara de ovo, ovo
liquido. :

INTRODUCAO

O controle microbiol6gico de alimentos tem,
como objetivo principal, fornecer um produto em
condigdes higiénico sanitdrias adequadas, livre de
contaminantes capazes de causar riscos & sadde do
consumidor. Os microrganismos patogénicos fre-
quentemente encontrados nos alimentos, em
nimero varidvel, podem tornar-se respons4veis por
casos de toxiinfecgdes de origem alimentar. Devi-
do as dificuldades na determinagfio de patdgenos,
costuma-se pesquisar grupos de microrganismos
conhecidos como indicadores, entre os quais estio
os indicadores de contaminagfio fecal. Muitos sdo

PR
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os trabathos que discutem a importincia da utili-
zaglio de coliformes fecais e de E. coli como
indicadores de contaminagdio fecal (2,4,6,9) e tem
sido consenso que a presenga de elevado nimero
de coliformes sugere falta de limpeza, manuseio e
estocagem imprdprios dos alimentos ¢ a eventual
presenga de microrganismos patogénicos.

Para a cnumeragfio desses contaminantes fe-
cais, utiliza-sc a técnica do Nimero Mais
Provdvel, que é a descrita e aceita pelas Co-
missdes Internacionais pertinentes (1,3,4,11). Re-
sultado positivo, segundo a técnica do Nimero
Mais Provivel, consiste na obtengfio de microrga-
nismos que fermentam a lactose, com produgiio de

Departamento de Ciéncias Biolgicas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP - 14.800 - Araraquara - SP.
Departamento de Bioquimica e Microbiologia - Instituto de Biociéncias - UNESP - 13.500 - Rio Claro -SP.
Departamento de Ciéncia de Alimentos - Faculdade de Engenharia de Alimentos e Agricola - UNICAMP -13.100 - Cam-
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gés 48h de incubagio a 35-37°C. A auséncia de
gds ap6s 48h de incubagdio (teste negativo, exclui
alguns coliformes que fermentam lactose com len-
tiddo (24) e até mesmo algumas cepas de E. coli
enteropatogénicas ndo fermentadoras de lactose
(15). Dentre as desvantagens da técnica do NMP
estd, por exemplo, a obtengdo de um resultado fal-
so positivo pela introdugfio de alimentos ricos em
sacarose no meio de cultura e, consegiientemente,
produgdo de gds por bactérias néo fermentadoras
de lactose, mas que fermentam sacarose; ou, ain-
da, resultados falso negativos pela presenga de
inibidores naturais ou artificiais nos alimentos,
que irdo limitar o crescimento dos microrganis-
mos, mesmo quando cultivados em meios apro-
priados (23). Ainda, sendo esse método um teste
de ndmero mais provével, ou seja, uma estimativa
baseada em férmulas de probabilidade (24) a
exatiddo estd na dependéncia do nimero de tubos
usados.

O presente trabatho teve como finalidade de-
senvolver uma metodologia rdpida e prética para
enumerar a E. coli presente no ovo de galinha (cla-
ra e ovo liquido). As amostras, apds tratamento
prévio adequado, foram submetidas & filtragdo
através da membrana filtrante e cultivadas em
meios de enriquecimento, meios seletivos e dife-
renciadores.

MATERIAIS E METODOS

O ovo de galinha, por ser alimento rico em
nutrientes (12) com alto teor de proteinas ¢ de
lipidios (8,12,17,19,20), torna sua filtragdo muito
dificil. Foram estudados diferentes métodos, no
sentido de reduzir a viscosidade das amostras, dis-
criminados na Tabela 1, possibilitando a passagem
adequada desse alimento através da membrana
com poros de 0,45 pm.

O emprego da protease bacteriana "Alcalase"
(Novo Industri do Brasil) (16) foi o tratamento de
eleicdo, sendo estudadas as cinéticas dessa enzima
em fungdo de tempo ¢ concentragdo para as proteinas
daclarae dagema. A atividade daalcalase foi avalia-
da através da dosagem da tirosina liberada, segundo
ométodo preconizado por Anson (5).

Ap6s tais estudos prévios, foram determina-
das como 6timas as concentragdes de 0,045 PA de
alcalase por grama de clara ¢ 0,09 uA de alcalase
por grama de ovo liquido e um tempo de digestdo
de 45 min. A temperatura.de digestio foi fixada
em 40°C, segundo as recomendagdes de Kirkhan e
Hartman!4, sem provocar injiria aos microrganis-
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TABELA 1 - Tratamentos efetuados para aumentar filtrabi-
lidade do ovo liquido e da clara

a- adsorventes: alumina e terra diatomécea, na proporgio
(m/v) de amostra previamente diluida de 100 vezes o seu
peso com #gua destilada

b- surfactante: Tween 80 a 5%, na proporgdo (v/v) de 5,0 ml
em 10,0 ml de amostra diluida de 100 vezes o seu peso
com 4dgua destilada.

¢ - precipitante: acetato de chumbo, na proporgio (m/v) de
1,0 g em 3,0 ml de amostra diluida de 10 vezes o seu peso
com 4gua destilada.

d- associagdo dos tratamentos &, b e c.

e- floculante: polictinoglicol a 20%, na proporgio (v/v) de
1,0 ml em 10,0 ml de amostra diluida de 10 vezes o seu
peso com 4gua destilada.

f - variagdo de pH: acidificaglio da amostra com dcido
cloridrico 0,1 N (aproximadamente 1,0 ml), apés 10 min.,
a mistura foi filtrada através do papel de filtro Watman
n? 1 e lavada com 4gua destilada esterilizada,

g- protedlise: utilizagio de diversas proteases como bromeli-
na, papaina, pepsina, neutrase, alcalase, em concentragses
varidveis, de acordo com a atividade enzimdtica, em tem-
po e temperatura de incubagdo de 40°C durante 45 minu-
tos.

mos presentes. Pretendendo-se a dispersdo dos
lipidios, as amostras de ovo liquido foram tratadas
com solugfio de hidréxido de s6dio e de Tween 80.

Ficou estabelecido o seguinte procedimento
para a clara: 5,0 g de amostra contaminada artifi-
cialmente com E. coli (ATCC - 25922), ressuspen-
sa em solucfio salina esterilizada, numa concen-
tragdo final de 1-100 células/g da amosira;
incubagfio por 45 minutos a temperatura de 40°C,
em banho-maria acrescido de 0,046 uA/g de alca-
lase (esterilizada em membrana filtrante) com agi-
tagdio intermitente; filtragio em condigfo de assep-
sia através da membrana HAWG 47 mm marca
Millipore, sob vicuo de 300 mm de Hg; lavagem
da membrana com 4gua destilada esterilizada; pré-
enriquecimento da membrana em Caldo Lauril
Sulfat (concentragdo dupla) por 1,5 h a 35°C;
transferéncia da membrana para Agar Endo e incu-
bagio a 35°C por 18 h. Os meios de cultura utili-
zados foram aqueles sugeridos por Grabow e
Preez (10). No caso do ovo liquido, a conduta foi
semelhante ao procedimento para a clara, diferin-
do na quantidade de amostra, que foi de 2,5 g, na
concentragiio de alcalase de 0,09 pA/g, e na
adi¢iio apds agitacdo intermitente de 2,0 ml de
solugo de hidréxido de sédio (0,05N) e de 5 ml
de solugio de Tween 80 a 0,5%. Seguindo-se
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posteriormente 0s passos empregados para a clara.

Paralelamente, foram feitos ensaios de recu-
peraglio da E. coli através do método de semeadu-
ra em profundidade, utilizando-se o Agar Endo ¢ a
técnica do Niimero Mais Provavel, empregando-se
Caldo Lauril Sulfato, para comparar os resultados
de ambas as técnicas com a da membrana filtrante.

RESULTADOS

Os efeitos do tempo e da concentracio en-
zimdtica na digestfio protéica foram avaliados pela
dosagem da tirosina liberada na hidrélise (Figs. le
2). Comrelagfio A concentracio de alcalase acima de
0,0456 Unidade Anson/g de amostra, nfo houve au-
mento de liberagfo de tirosina, ocorrendo o mesmo
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com o tempo deréagfio maior do que4 5 minutos.

Na Tabela 2 estdo os resultados da recupe-
raglo da E. coli da clara ¢ do ovo liquido contami-
nados artificialmente, através dos métodos de se-
meadura em profundidade e membrana filtrante. A
reta de regressdo dos niimeros de microrganismos
recuperados da clara pelo método da membrana
filtrante, em fungfio dos recuperados pelo método
da semeadura, mostra uma equivaléncia entre os
dois procedimentos, fornecendo cocficiente de
correlagio de 0,95, coeficiente angular de 0,99 e
linear de 0,50. A mesma andlise de correlagio fei-
ta na experiéncia com o ovo liquido mostra um co-
eficiente de correlagdo de 0,98, porém um coefi-
ciente angular baixo de 0,39. O decréscimo
porcentual na recupera¢io dos microrganismos do
ovo liquido pelo método da membrana filtrante,
em relagdo a recuperagdo na semeadura, ¢
constante, 0 que permite que seja proposto um fa-
tor multiplicativo de 2,6 para melhorar o resultado
obtido com a membrana filtrante.

A Tabela 3 apresenta resuliados quanto 2 re-
cuperagio da E. coli pela técnica do Niimero Mais
Provéivel (NMP) e da membrana filtrante, Fazendo
a regressio linear dos valores experimentais foram
obtidos, para a clara e o ovo liquido respectiva-
mente, coeficientes de correlagdo de 0,70 e 0,85,
coeficientes lincares de 3,7 a 0,21 e coeficientes
angulares de 0,48 a 0,58. Para a regressiio, 0s re-
sultados dos dois tltimos experimentos da clara

TABELA 2 - Recuperagio da E. coli inoculada artificial-
mente pelos métodos da semeadura e do membrana filtrante

(ME).

Clara (bactérias recuperadas/g) Ovo liquido (bactérias re-
cuperadas/g)

Membrana  Semeadura

Membrana Semeadura
filtrante filtrante

12 18 9,6 28
13 11 10 21
15 18 11 17
18 17 11 21
32 30 21 60
40 45 22 55
40 30 23 30
48 52 25 50
50 45 25 39
54 53 38 59
- 300 114 280

Condigdes empregadas - quantidade de clara na técnica de ME:
5,0g; quantidade de ovo liquido na
técnica de MF: 2,5g; quantidade de
clara no método de semeadura: 1,0g e
quantidade de ovo liquido no método
de semeadura: 1,0g.
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TABELA 3 - Recuperagio de E. coli, inoculada artificial-
mente, pelos métodos de nimero mais provavel (NMP) e de
membrana filtrante (ME).

Clara (bactérias recuperadas/fg) ~ Ovo liquido (bactérias recu-

peradas/g)
MF NMP LI IS MF NMP LI IS
40 33 1,1 93 1 130 35 300
51 49 17 126 1 240 68 - 734
60 7223 184 2 79 23 187
6,0 79 23 187 2 49 17 126
70 33 1,1 93 2 109 31 251
80 94 28 219 60 46 16 120

91 13,0 35 30,0 80 172 41 484
100 94 28 219 19 212 53 669
100 79 23 484 400 278 90 849

ficont. 33 Lt 93 500 920 210 3000
800 1609 800 - - 109 31 251
950 1609 80,0 - ficont. 109 31 251

ficont. :ndo contével, quando ocorreu sobreposigdo das
col6nias ou delimitagfo imprecisa das mesmas
: quando ndo houve crescimento de coldnias com ca-
racteristica de E. coli sobre a MF.
LI : limite inferior
IS : limite superior

foram exclufdos, pois o nimero de coldnias recu-
peradas na membrana filtrante estava muito além
do recomendado (4), prejudicando a contagem e
fornecendo resultados mais baixos do que o NMP,
porém nfio abaixo do limite inferior do intervalo.

DISCUSSAO

Com relago aos resultados expressos nas Ta-
belas 2 e 3, foi verificado que é possivel a filtragdo
de volumes aprecidveis da amostra, da ordem de
5,0 g de clara, através da membrana filtrante, apos
tratamento adequado, sem contudo reduzir ©
nimero de microrganismos varidveis. Oufros au-
tores, desenvolvendo trabalhos similares, verifica-
ram a possibilidade de filtrar até 5,0 g de leite em
p6 desnatado (18) 0,5 g de carne moida (22), 0,7 g
de ervilha (22) e 5,0 g de gelatina (7), desmistifi-
cando, assim, a crenga da impossibilidade do uso
da membrana filtrante em alimentos.

Observando ainda as Tabelas mencionadas,
verifica-se que a introdugio de alcali e detergente
no ovo liquido tem efeito prejudicial na recupe-
ragio da E. coli. Por outro lado, os resultados de-
monstram que uma protedlise de 45 minutos a
40°C com a alcalase nfio afeta a viabilidade da E.
coli presente na clara, fornecendo coeficiente de
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correlagdo de 0,95, coeficiente angular de 0,99 e
linear de 0,50 na reta de regressdo dos niimeros de
microrganismos recuperados da clara pelo método
da membrana filtrante em fungfio dos recuperados
pela semeadura. O ovo liquido com alto teor de
material graxo (20), além da digestdo protéica, ne-
cessitou de outros tratamentos, como elevacio do
pH e emprego de detergente; para favorecer a fil-
tragio; porém tais procedimentos sfo prejudiciais
4s bactérias Gram negativas. Em experimentos
prévios, haviamos verificado a menor recuperagao
da E. coli quando mantida em um pH acima de 10,
mesmo que somente por 10 minutos.

Quanto ao ndmero de microrganismos
recuperéveis na membrana, a Tabela 3 mostra que
num material com densidade alta de E. coli a con-
tagem ¢ prejudicada, fornecendo resultados mais
baixos do que os dos métodos tradicionais. Este
fato estd de acordo com a recomendagio da Amer-
ican Public Health Association (4), a qual diz que
o niimero de coliformes recuperados na membrana
nfo deve ultrapassar o de 80, exatamente por cau-
sa da dificuldade de contagem quando a densidade
populacional é alta. Para contornar esse inconve-
niente, Sharpe e Michau (21) propuseram a utili-
zagdo da "Hidrofobic Grid Membrane Filter", que
permite contagens de até 10* microrganismos, de-
vido aos intimeros reticulos de cera impressos so-
bre a membrana, Fazendo a regresséo linear dos
valores experimentais da Tabela 3, foram obtidos,
para a clara e o ovo liquido respectivamente,
coeficientes de correlacfio de 0,70 e 0,83. A baixa
correlagio entre os resultados obtidos pelo método
da membrana filtrante e pelo Numero Mais
Provdvel (NMP), acreditamos seja devido ao fato
de os valores fornecidos pelo NMP ja se tratarem
de resultados estatisticos, eles préprios afetados de
uma razodvel dispersdo. Mesmo assim, todos 0s
resultados fornecidos pela técnica da membrana
filtrante na clara situaram-se dentro dos intervalos
da densidade de populagfio bacteriana (nivel de
confianga de 95%) obtidos pelo método de NMP.

Desta forma concluimos que a utilizagfo da téc-
nica da membrana filtrante na clara é perfeitamente
vidvel paraaidentificagio da E. coli, mesmo emcon-
centragdes baixas, da ordem de um microrganismo
por grama de clara, utilizando a protease bacteriana
"Alcalase” na concentragfio de 0,045 Unidades An-
son/g e submetida a digestdo por 45 minutos a40°C.
A contagem das colbnias sobre amembrana com ca-
racteristicasdaE. coli pode serrealizadaapds 16a 18
h de crescimento nos meios seletivos diferenciais
(13); aobtengiio de coldniasisoladas permite a trans-
feréncia direta dos microrganismos para 0s meios
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apropriados para a realizagio das provas bio-
quimicas. A utilizagfo da técnica da membrana fil-
trante paraidentificagfio e aenumeragfo da E. colino
ovoliquidoé vidvel, com limitacdesem termos de re-
cuperagao, sendo necessdria a introdugio de um fa-
torde correcio.

SUMMARY

Membrane filtration technique for rapid enu-
meration of Escherichia coli in egg white and
whole liquid egg.

A fast method for identification and enumera-
tionof E. coli in whole liquid egg and egg white using
membrane filter (MF) technique was developed.
Sample were treated with bacterial protease (Alca-

lase) and filtered through membrane filter 0.45 um _

pore size for microbial cell retention. Trentments of
whole liquid egg, with sodium hydroxide and Tween
80 were carried out prior to the filtration. Colonics on
membrane filter were counted after 18 hr. incubation
at 35°C on m-Endo agar. This technique was com-
pared with plate count and MPN techniques. The re-
sults indicated that MF techniques were suitable for
enumeration and identification of E. coli in egg
white at a concentration as low as one cell per gram
of sample. With whole liquid eggs, the results must
be corrected by afactor 2.6,

Key Words: E. coli, membrane filter technique;
egg white; whole liquid egg.
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ISOLAMENTO DE SALMONELLA EM DIFERENTES MEIOQOS SELETIVOS DE
ENRIQUECIMENTO, TEMPOS E TEMPERATURAS DE INCUBACAO

Dariela Flores Calderon®
Sirdéia Maura Perrone Furlanetto®

RESUMO

A pesquisa visou estudar a eficdcia de meios seletivos de enriquecimento,tempos
e temperaturas de incubagio no isolamento de salmonelas. Partindo-se de amostras de
carne de suino naturalmente contaminadas, foram utilizados trés meios scletivos de
enriquecimento, selenito cistina (SC), tetrationato (TT) adicionado de novo biocina € 0
meio de Rappaport modificado (R10) a35°Ce 43°C, todos mantidos em estufa por 24

¢ 48 horas. Das 30 amostras analisadas, 3 (1

0%) foram positivas tendo sido isolados

os sorotipos S. derby, S. agona e S. oranienburg. O caldo TT incubado a 43°C por 48

horas permitiu maior grau de positividade.

Palavras-chave: meios de enriquecimento para Salmonella; Salmonella; Salmonella

em carne suina.

INTRODUCAO

A procura de uma metodologia ideal para o
isolamento de salmonelas a partir de alimentos,
tem sido uma constante entre os pesquisadores que
militam na 4drea de Microbiologia de Alimentos.

Virios autores (1, 6, 9, 11, 14, 20) t&m sugeri-
do a utilizagiio de diferentes meios seletivos de
enriquecimento combinados a uma séri¢ de tem-
peraturas e tempos de incubagfo. Dependendo do
tipo de alimento e de suas condi¢des de preparo €

estocagem, determina-se qual a melhor técnica a

ser utilizada.

Com a finalidade de poder contribuir com
alguns dados a respeito da eficdcia de meios de
enriquecimento, tempos e temperaturas de
incubacfio ideais A recuperagfio de salmonelas a
partir de alimentos, propusemo-nos a comparar a
eficicia dos caldos selenito-cistina (SC) incubados
a 35°C, tetrationato-novobiocina (TT) e meio de
Rappaport modificado  (R10) incubados a

temperaturas de 35°C e 43°C, todos mantidos em
estufa por 24 horas e 48 horas.

Para esta pesquisa, elegemos como alimento a
ser analisado a carne de sufno que, segundo a
literatura compilada, apresenta uma positividade
para Salmonella compreendida entre 4.8% e
87.5% (5, 14,21,22). '

MATERIAL E METODOS

Na comparagio da eficdcia entre trés meios de
enriquecimento para salmonelas , foram utilizadas
30 amostras dc carne suina adquiridas em agougues
do Municipio de Sio Paulo. Asamostras foram leva-
das ao laboratério, em caixas de material isotérmico,
e a andlise bacteriol6gica iniciada imediatamente.

Cada amostra de carne suina foi dividida em
cinco porgdes de 25 gramas que foram colocadas
respectivamente em frasco contendo 225 ml de
caldo SC (Merck, art. 7709), dois frascos de caldo

* Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas USP, Av. Prof. Lineu Prestes, 1374

05508 Sdo Paulo SP, Brasil
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TT (Merck, art. 5285) (8) e dois frascos contendo
meio R10 (19). O caldo SC foi incubado 2 tempe-
ratura de 35°C, dois frascos contendo caldo TT e
RIO foram incubados a 35°C, outros dois frascos
contendo os caldos TT e R10 foram incubados 3
temperatura de 43°C. Os meios de enriquecimento
foram incubados por 24 horas e 48 horas.

Ap6s incubago e a partir dos caldos de enri-
quecimento foram inoculadas placas de agar Salmo-
nella-Shigella e dgar verde brilhante, as quais foram
incubadas a temperatura de 35°C durante 24 horas.

Apbs aincubagio selecionavam-se de cada pla-
ca algumas coldnias nfo fermentadas da lactose, as
quais foram semeadas em #gar riplice-agticar-ferro
e incubadas por 24 horas & 37PC. As culturas quere-
velaram um comportamento bioquimico seme-
lhante ao de Salmonella, foram submentidas 2 série
de provas bioquimicas de identificacfio a saber: pro-
dugdode desaminase de fenilalanina, urease, descar-
boxilase da lisina, fermentagfo de carbohidratos,
utilizagdo de malonato e citrato, prova de motili-
dade, produgfio de indol ¢ reagfio de VM-VP.

Apds as provas bioquimicas, as cepas que se
aprésentavam com caracteristicas das de Salmo-
nella, foram submetidas as provas de soro-
aglutinacfo em placa de Huddleson para antigenos
somdticos "O" ¢ flagelares "H". As cepas, reve-
lando-se positivas nas provas de soro-aglutinagio,
foram enviadas 2 Scgfio de Bacteriologia do Insti-
tuto Adolfo Lutz, da Secretaria de Sadde do
Estado de Sao Paulo, onde foi realizada a identifi-
cagdo dos sorotipos.

DISCUSSAO

Das 30 amostras de carne sufna examinadas 3
(10%) revelaram-se positivas para bactérias do gb-
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nero Salmonella. A §. derby mostrou-se presente
em 2 (6,6%) das amostras ¢ a S. agona ¢ S. ora-
nienburg cm 1 (3,3%). Deve-se ressaltar que em
uma das amostras, foram isolados os sorotipos S.
derby e 8. oranienburg. A positividade para sal-
monelas por nés obtida foi semelhante ao observa-
do por outros autores (2,14), que evidenciaram,
em carcagas de suinos, positividade para salmone-
las da ordem de 10% e 10,25% respectivamente.
Por outro lado, foi superior aos observados por al-
guns pesquisadores (16, 18, 22), que evidenciaram
positividade para esta bactéria da ordem de 4,5% a
8%, ao analisarem 0 mesmo tipo de alimento.

Pesquisando-se dados existentes na literatura,
verifica-se que virios autores 4,5,10,12, 13) a0
analisarem carne de suino obtiveram resultados
para a pesquisa de Salmonella superiores, aos por
nés encontrados, sendo que a porcentagem de po-
sitividade variou de 13,3% a 87,5%.

Para a pesquisa de bactérias do género Salmo-
nella utilizamos como meios seletivos de enrique-
cimento, o caldo SC incubado a temperatura de
35°C ¢ os caldos TT + novobiocina e R10 incuba-
dos as temperaturas de 35°C ¢ 43°C. Utilizamos o
caldo SC incubado somente a temperatura de
35°C, uma vez que , segundo Gomes & Furlanetto
(7), a incubagiio do caldo SC a temperatura de
35°C ¢ 43°C por 24 horas ou 48 horas, parece néo
influir nos niveis de recuperagfio de salmonelas.

Van Schothorst & Renaud (19), coordenando
pesquisa realizada em vérios laboratérios, con-
cluiram pela recomendagio da utilizag@o da tem-
peratura de 43°C para a incubaciio dos caldos R10
¢ TT e a incubagfio a 37°C para o caldo SC.

No presente estudo, analisando-se a Tabela 1
quanto aos resulitados obtidos com relagfio aos cal-
dos scletivos de enriquecimento e temperaturas de
incubagfio verilica-se que a partir dos caldos R10

TABELA 1 - Efeito da temperatura e tempo de incubagfo no isolamento de salmonelas a partir de 30 amostras de carne sufna,

Meios de Eariquecimento

Amostra SC* TIx R1 Qs
35°C 35°C 43°C 35°C 43°C
24h 48 h 24h 48h 24h 48 h 24h 48h 24h 48h
1 - S. agona - - - S. agona - - -
- - - - S.derby S. derby - - -
3 - - - - S.derby S.derby - - -
S. oranienburg
Total - 1(33,3%) - - 2(66,7%) 3 (100,0%) - - -

* SC = caldo selenito-cistina (Merck, art. 7709)

*¥ TT' = caldo tetrationato + novobiocina (Merck, art. 5285) (8)

**  RI10 =meio de Rapapport modificado (19)
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incubados a 35°C e 43°C por 24 ¢ 48 horas, nflo se
obteve positividade para o isolamento de salmone-
las, o que estd em discordéncia com Van Scho-
thorst & Renaud (19) que sugerem a superioridade
deste meio quando comparado com o caldo TT.

A partir do caldo SC incubado a 35°C por 48
horas, foi isolada uma cepa de S. agona (33,3%),
das amostras positivas, enquanto que a temperatura
de 35°C por 24 horas, nfo se obteve positividade.
Com relagfio ao caldo seletivo de enriquecimento
TT + novo biocina nfio se obteve isolamento da bac-
téria A temperatura de 35°C, quer por um periodo de
incubagio de 24 horas, quer por 48 horas

Analisando-se os resultados obtidos com o cal-
do TT + novobiocina incubado 2 temperatura de
43°C por 24 horas (Tabela 1), verifica-se que de 2
amostras foi possivel o isolamento da bactéria, po-
rém foi & temperatura de 43C por um periodo de in-
cubagfio de 48 horas que as 3 amostras se revelaram
positivas. Pode-se verificar, que de uma das amos-
tras foram isolados dois sorotipos diferentes de Sal-
monella,aS. derbye S. oranienburg. Vale apenaas-
sinalar que considerando-se essa mesma amostra
(Tabela 1), foram isoladas salmonelas somente a par-
tir do caldo seletivo de enriquecimento de TT +
novobiocina. Apenasas. derby foi isoladaatempe-
raturade 43°C apds 24 horas de incubagéo, enquanto
quea S.oranienburg s6o foiapds48horas.

Em estudos semelhantes, Gomes & Furlanetto
(7) obtiveram maior positividade para salmonelas, a
partir de figado de bovino, para amostras semeadas
em caldo TT + novobiocina incubado a temperatura
de 43°C por 48 horas. O mesmo foi observado por
Fernindez e cols. (4) com relagéo ao caldo TT incu-
bado a43° C, estudando a frequéncia de salmonelas
em carnes cruas de suino, bovino e de frango.

Por outro lado, Swaminathan e cols. (17) em-
pregando somente a temperatura de incubagio a
37°C, verificaram que as percentagens de positivi-
dade para Salmonella, em carne ¢ aves cruas, eram
iguais tanto para o caldo TT quanto para o SC.

Diante disto recomendamos, a exemplo de al-
guns autores (1,3,10,11,15), o emprego de duas
temperaturas de incubacgfio 35°C-37°C e 43°C bem
como o emprego de, pelo menos, dois caldos sele-
tivos para se obter um maior isolamento de Salmo-
nella a partir de alimentos.

Acreditamos que a maior positividade no iso-
lamento de salmonelas nfo esta na dependéncia de
apenas um fator isolado, mas de vérios fatores que
interagem mutuamente. A interacfo do meio sele-
tivo de enriquecimento, temperatura ¢ tempo de
incubag¢fio seriam determinantes, fundamentais,
para melhor isolamento da bactéria.
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SUMMARY

Dynamics of Salmonella isolation with
tetrationate-novobiocin selenite cistine
enrichment broth and modified Rappaport's
medium.

Enhanced growth of salmonellae in tetrathion-
ate (TT) with novobiocin enrichment broth was ob-
tained when compared to selenite cystine (SC) and
modified Rappaport's medium (R10). SC was incu-
bated at 35°C whereas TT and R10 were incubated
at 35°C and 43°C. All media were incubated for 24
and 48 hours. For this experiment, we utilized 30
samples of fresh acquired in various markets at the
city of Sfo Paulo, Brazil. Three (10%) samples
were positive for Salmonella serotypes as S. agona,
S. derby and S. oranienburg. Results suggest that
TT enrichment at 43°C for 24 and 48 hours showed
more positive results than 35°C and superior to that
obtained with SC broth enrichment. None isolation
was obtained with R10 medium.

Key Words: Enrichment broth for Salmonella;
Salmonella, Salmonella in fresh pork.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem & Maria Alice Oliveira
da Silva e Rosa de Carvalho Gamba, pela colabo-
ragdo técnica.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Andrews, W. H. Resuscitation of injured Salmonella spp
and coliforms from foods. J. Food Prot., 49: 62-75, 1986.

2. Childers, A.B.; Keahey, E.E.; Vicent, P.G. Sources of sal-
monellae contamination of meat following approved live-
stock slaughtering procedures. IL. J. Milk Food Technol.,
36: 635-638, 1973.

3. D’Aoust, 1.Y. Effective enrichment-plating conditions for
detection of Salmonella in foods. J. Food Prot., 47: 588-
590, 1984.

4.  Ferndndez, E.E.; Saldaiia, L.J.; Mirfifs, H.C. Incidencia
de Salmonella en cames crudas. Influencia del enriqueci-
miento en la recuperacién del microorganismo. Rev. Lati-
noam. Microbiol., 25: 263-269, 1983.

5. Fukushima, H.; Hoshina, K.; Nakamura, R.; Tto, Y. Raw
beef, pork and chicken in Japan contaminated with Sal-
monella sp., Campylobacter sp, Yersinia enterocolitica
and Clostridium perfringens. A comparative Study. Zbl.
Bakt. Hyg., 184: 60-70, 1987.

6.  Georgala, D.C. & Boothroyd, M. A system for detecting
salmonellae in meat and meat products. J. Appl. Bacteri-
ol.,28: 206-212, 1965.

7.  Gomes, M.F.F.F. & Furlanetto, S.M.P. Salmonelas em

129




Calderon, D. F. & Furlanetto, S. M. P.

10,

1L

12,
13.

14.

130

amostras de figado bovino e avaliagio da eficiéncia de
meios de enriquecimento seletivo, tempo e temperatura de
incubag¢fio no seu isolamento. Rev. Microbiol., 16: 211-
221, 1985.

International Commission on Microbiological Specifica-
tions for Foods. Their significance and methods of enu-
meration, 2™ ed. Toronto, University of Toronto Press,
1978, 434p.

International Commission on Microbiological Specifica-
tions for Foods. Microorganismos de los alimentos, 2 ed.
Zaragoza, Acribia, 1983. v.1, 431p.

Lammerding, A.; Garcia, M.; Mann, E.; Robinson, Y.
Prevalence of Salmonella and thermophilic Campylobact-
er in fresh pork, beef, veal and poultry in Canada. J.
Food Prot., 51: 47-52, 1988.

Madden, R.; Hough, B., Gillespie, C. Occurence of Sal-
monella in porcine liver in Northem Ireland. J. Food
Prot., 49: 893-894, 1986.

Morgan, L; Krautil, F.; Craven. J. Bacterial populations on
dressed pig carcasses. Epidemiol. Infect., 98: 15-24, 1987,
Nakanishi, H.; Murase, M.; Nukina, M.; Takizawa, K.;
Asakawa, Y.; Sakazaki, R. Present aspects of Salmonella
contamination of meat in Japan, In: CONTROL of the mi-
crobial contamination of foods and feeds in international
trade: microbial standards and specifications, 1982. p.
121-123. apud Food Sci. Technol., 16: 128, 2381, 1984,
Sharma, V.; Singh, S.; Taku, A. Salmonella from commer-
cial pork preparations: isolation, drug-resistance and en-
terotoxigenicity. Int. J. Food Microbiol., 5: 57-62, 1987.

15.

16.

17.

18,

19.

20.

21.

22,

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

Sinell, H.; Klingbeil, H.; Benner, M. Microflora of edible
offal with particular reference to Salmonella. J. Food
Prot., 47: 481-484, 1984.

Schmidt, U. Occurrence and behaviour of salmonellae in
minced pork. Fleischwirtschaft, 68: 43-46, 1988 apud
Food Sci. Technol., 20: 6S-76, 1988.

Swaminathan, B.; Link, M.; Ayres, . Incidence of salmo-
nellae in raw meat and pouliry samples in retail stores. J.
Food Prot., 41: 518-520, 1978.

Tumbull, P.C. & Rose, P. Campylobacter jejuni and Sal-
monella in raw red meats. J. Hyg., 88: 29-37, 1983.

van Schothorst, M. & Renaud, A.M. Dynamics of Salmo-
nellg isolation with modified Rappaport's medium (R10).
J. Appl. Bacteriol., 54: 209-215, 1983.

Vassiliadis, P.; Kalapothaki, V.; Trichopoulos, D.; Mav-
rommatti, C.; Serie, C. Improved isolation of Salmonellae
from naturally contaminated meat products by using Rap-
paport-Vassiliadis enrichment broth. Appl. Environ. Mi-
crobiol., 42: 615-618, 1981.

Weissman, M.A. & Carpenter, LA, Incidence of Salmo-
nella in meat and producis. Appl. Microbiol., 17: 899-
902, 1969.

Zimmermann, T. & Schulze, K. Salmonella in minced
pork. Archiv fur Lebensmittihygiene, 37:79, 1986 apud
Food Sci. Technol.,20: abstract 28-90, 163, 1988.

Recebido para publicagio em 20/12/90.



Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2): 131-135, 1991

CRESCIMENTO DE CLOSTRIDIUM BOTULINUM EM MEIOS DE CULTURA
DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS, EM DIFERENTES ;
ATMOSFERAS ANAEROBIAS E TEMPERATURAS DE INCUBACAO

Antodnio de Melo Serrano!
Valéria Christina Amstalden Junqueira?

RESUMO

O crescimento e a produgio de toxina de Clostridium botulinum tipos A, B ¢ E em
meios de cultura recomendados para o isolamento de Clostridium perfringens (dgar
triptose-sulfito-cicloserina e 4gar sulfito-polimixina-sulfadiazina) foram examinados
neste trabalho. As temperaturas de incubagfio de 35C e 45°C ¢ trés difercntes atmosferas
anaerébias (mistura de gés nitrogénio e didxido de carbono na proporgfo de 9:1; gés
hidrogénioe dispositivo de anacrobiose Gaspak) também foram avaliadas.

Os resultados demonstraram que pode haver crescimento e produgdo de toxina de C.
botulinumem algumas das condigdes testadas.

Palavras-chave: Clostridium perfringens;, Clostridium botulinum; Toxina.

INTRODUCAO

No Brasil, os laboratérios oficiais ou privados
que analisam alimentos, espalhados por todo o
pafs, realizam constantemente pesquisas de
clostridios-sulfito-redutores, ji que os alimentos
admitem limites desses microrganismos, fixados
pela Portaria n® 1, de 28 de janeiro de 1987, da Di-
visfo Nacional de Vigilancia Sanitdria (DINAL),
do Ministério da Satide (10).

A citada Portaria estabelece que "no que se re-
fere a metodologia para clostridios-sulfito-redutores,
adota-se o descrito para Clostridium perfringens
quanto aos meios de cultura e métodos de semeadu-
ra" contido no "Compendium of Methods for the Mi-
crobiological Examination of Foods", elaboradopela
American Public Health Association e editado por
Speck (13). Estabelece ainda que "a caracterizagfio
de clostridios-sulfito-redutores é feita.pela incu-
bagd0a46°C, por 24 horas,em anaerobiose”.

Apesar dessas determinagdes, o que se obser-
va é que o0s técnicos laboratoristas admitem e pra-
ticam modilicagOes ncsses métodos, nascidas de
sua experiéncia particular ou impostas pelas carén-
cias dos laboratdrios.

O pesquisador, quando delibera trabalhar com
C. perfringens ou clostridios-sulfito-redutores,
adotando quer a metodologia recomendada, quer a
modificada por ele, ao fazer enriquecimento em
meios nfio seletivos, transferéncias de meios
liquidos, isolamentos e contagens em placas (até
mesmo seletivas), descartes dos meios € outras
operagdes, nfio s¢ lembra que pode estar ocorren-
do o risco de deparar-se com a presenga de Clos-
tridium botulinum ncsses meios ¢ até mesmo de
correr o risco de contaminagfio pela perigosa toxi-
na deste microrganismo.

A diferenciag@io entre as coldnias de C. per-
fringens e C. botulinum nfio é imediata. O meio
de 4gar triptose-sulfito-cicloserina (TSC), reco-

1. Faculdade de Engenharia de Alimentos Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Caixa Postal 6121

13081 - Campinas - SP.

2. Instituto de Tecnologia de Alimentos - ITAL, Av. Brasil, 2880, Caixa Posta 139

13073 - Campinas - SP.
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mendado em Speck (13) para C. perfringens, ji
vem sendo usado pelos laboratérios (embora haja
dificuldade de aquisi¢fio da cicloserina); o meio
de 4gar sulfito-polimixina-sulfafiazina (SPS), de
Angelotti (1), era muito usado no passado e hoje
-ainda é empregado em muitos laboratérios. A co-
loracdo negra das coldnias nestes dois meios de
sulfito ocorre regularmente quando se trata de C.
perfringens ou de C. botulinum. Porém a primeira
destas bactérias pode nfo dar tal coloragdo (6, 11)
e fato similar pode ocorrer, quando a coldnia é de
C. botulinum (nossa observagfio). A reacfio de le-
citinase que usualmente ocorre com o C. per-
fringens em meio que contém gema de ovo
(como é o caso do TSC) e é negativa nos tipos A,
B ¢ E de C. botulinum, pode nio aparecer no pri-
meiro microrganismo (13) pelo que as duas espé-
cies podem ndo se diferenciar através desta
reacfio. A reacfio da lipase, propria do C. botuli-
num, pode ser confundida com a de lecitinase por
um tcnico menos familiarizado com estas
reagoes.

A conclusfio a que se chega ¢ que nfio h4 dis-
tingdo segura entre as duas espécies de
clostridios, quando se usam como caracteristicas
iniciais de diferenciagfio estes parimetros.

A temperatura de 46°C recomendada para
clostridios-sulfito-redutores na citada _ Portaria
nem sempre € usada nos laboratérios. E comum
os técnicos usarem a temperatura de 35°C, como
se recomenda em Speck (13), porque nfio #8m dis-
ponibilidade de incubadora regulada 4 temperatu-
ra de 46°C. Algumas incubadoras tém grandes
variagGes de temperaturas ao longo do dia e ainda
mesmo entre os diversos locais do seu interior. A
melhor temperatura de incubagfio de C. perfrin-
gens € 45°C (9, 12), e esta temperatura ou 46°C,
mencionada na citada legislagio, ou mesmo 48°C
(2), também permitem o crescimento de algumas
estirpes de C. botulinum.

Quanto s atmosferas de incubagfio, parcce-
nos ser mais comum o uso de Gaspak (H, e CO,
produzido depois do jarro de anacrobiose ser fe-
chado e remogio do oxigénio cataliticamente). As
atmosferas mais econdOmicas, resultantes da
exaustdo dos jarros, seguidos da inje¢io de hi-
drogénio (4), parecem-nos virem a ser mais usa-
dos no futuro. Estes dois tipos de incubagfio sfio
recomendados em Speck (13).

Na presente pesquisa, procuramos veriflicar,
se, adotada alguma varidvel das metodologias de
isolamento de C. perfringens, pode ocorrer o cres-
cimento de C. botulinum e haver produgfio da to-
xina desta bactéria,
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MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi constituida de dois experimen-
tos: inoculagfio em camundongos de dgares conten-
do coldnias de C. botulinum provenientes da se-
meadura de meios de enriquecimento (experimento
I) e inoculagfio em camundongos de dgares conten-
do coldnias provenientes da semeadura de células
lavadas (experimento II),

Experimento I - Dilui¢Ges decimais em dgua
peptonada estéril de cada cultura de Clostridium
botulinum tipo A (ATCC 25763), B proteolitico
(ATCC 7949) ¢ E (ATCC 9564) (mantidas em meio
de tioglicolato fluido por 24 horas de incubagio,
ap6s duas transferéncias nas mesmas circunstancias
¢ com aproximadamente 107 microrganismos por

‘ml), foram semeados em triplicata, em placas de Pe-
tri contendo dgar triptose-sulfito-cicloserina (TSC)

segundo método descrito em Speck (13) e também
em 4gar sulfito-polimixina-sulfadiazina (SPS) de
acordo com o método de Hall (5).

As placas foram incubadas a 35°C durante 24
horas em 3 atmosferas anaerdbias diferentes: mis-
tura de nitrogtnio (gds nitrogénio U, com pureza
de 99,995%) e CO, (CO, comercial com oxigénio
residual varidvel de remessa para remessa, mas
nunca muito baixo) nas proporgdes de 9:1; hidro-
g€nio (gds hidrogtnio, com pureza de 99,999%);
dispositivo de anaerobiose Gaspak. '

O mesmo procedimento foi usado em uma se-
gunda experiéncia semelhante, porém com incu-
bagfio & temperatura de 45°C.

De forma andloga foram semeadas, nos mecios
acima, culturas de C. perfringens, utilizadas como
controle,

ApOs 24 horas de incubagfio a 35°C e a 45°C,
as placas foram examinadas quanto ao crescimen-
to dos microrganismos ¢ a scguir os dgares de
cada placa de Petri com indicios de crescimento de
C. botulinum foram pesados e homogeneizados
em homogeneizador de pistoes ("Stomaker”), com
igual quantidade de tampdo fosfato-gelatina em
pH 6,6. Os homogencizados foram centrifugados
por duas vezes a 12,000 x g, durante 20 minutos, i
temperatura de 4°C.

Para evidenciar sc houve produgiio de toxina,
os sobrenadantes obtidos pela centrifugaciio foram
injetados intraperitoncalmente em pares de camun-
dongos, conforme a metodologia descrita pelo
"Centers for Disease Control” - CDC (3).

No caso de haver apenas uma morte no par de
inoculados (1/2), mais dois camundongos foram
injetados e o resultado foi considerado positivo
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quando pelo menos dois camundongos morriam
dos quatro inoculados (= 2/4).

A pesquisa incluiu 3 repetigdes.

Experimento IT - Cada uma das culturas de C.
botulinum utilizadas no experimento I, foram ativa-
das e esporuladas pelo método de Hauschild et alii
(7). A seguir, as culturas esporuladas foram trans-
feridas para tubos de centrifuga rosqueados, esté-
reis e centrifugadas a 10.000 x g, durante 10 minu-
tos, & temperatura de 4°C. Os sedimentos foram
suspendidos em 4dgua destilada estéril e centrifuga-
dos. Ap6s mais duas resuspensdes e novas centrifu-
gagdes, as células de cada tipo da bactéria foram es-
tocadas a 4°C em dgua destilada estéril. Para
confirmar a inexisténcia de toxina de C. botulinum
nestas suspensoes, foram injetados dois camundon-
gos com a parte liquida da dltima centrifugagéo.

Para a contagem de C. botulinum vidvel nas
suspensdes em estoque, usou-se 0 método de Haus-
child & Hilsheimer (8). Em continuagfo, foram se-
meadas em placas de dgar TSC e em dgar SPS, em
triplicata, aproximadamente 102 células/ml das
suspensdes de cada tipo de C. botulinum, seguin-
do-se o procedimento descrito no experimento 1,
para incubagfo e inoculagio em camundongos.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

RESULTADOS E DISCUSSAQ

1. A temperatura de incubag@o de 35°C (Quadro
1), no meio de dgar TSC, nos tipos A, B e Ede C. bo-
tulinum sempre houve crescimento do C. botulinum,
quer no experimento I, quer no IL. Porém, observou-
se no laboratério, nas placas de Petri contendo
aquele meio, que a atmosfera de incubagdo de N, +
CO, (de potencial de 6xido-redugdo mais alto que 0s
das atmosferas de H, e Gaspak) era a que dificultava
'mais o crescimento do C. botulinum: as colOnias
eram difusas, indefinidas, sem coloragfo preta, sob
um brilho tipico de reagfio de lipase, enquanto que
eram mais comumente negras se provindas da at-
mosferade H , do que quando de Gaspak.

A produgio de toxina do tipo A de C. botuli-
num, nas placas de dgar TSC (Quadro 1), sempre
ocorreu (o par de camundongos injetados sempre
morria com sintomas de botulismo). No tipo B,
s6 nfio se detectou toxina em dgar TSC quando a
atmosfera tinha sido N, + CO,, no experimento
II. E de admitir que no caso citado, em que nio
se denunciou a presenga de toxina, esta existisse
em pequena quantidade e viesse a aumentar com
incubag@io mais longa que a usada, de 24 horas, ji
que houve crescimento de células na placa. O
tipo B de C. botulinum nos casos deste experi-

QUADRO 1 - Crescimento e produgfo de toxina de Clostridium botulinum em dois meios proprios para C. perfringens inoculados
com culturas provenientes de meio de tioglicolato fluido (experimento I) e com células lavadas (experimento II), incubados em dife-

rentes atmosferas anaerébias, & temperatura de 35°C.

Simbolos: H, = incubagfo com hidrogénio;
N,+CO,  =incubagio com nitrogénio e didxido de carbono;
GP = incubagio com Gaspak;
TSC = 4gar triptose - sulfito - cicloserina;
SPS = 4gar sulfito - polimixina - sulfodiazina;
+ = crescimento em pelo menos uma das repeti¢des;
- = N3o crescimento;
*) = ntimero de camundongos mortos/ niimero de camundongos inoculados.

Tipos de C. botulinum

Atmosfera de incubagio Experimento A B E
TSC SPS TSC SPS TSC SPS

N, +CO, I +(2/2%) +(2/2) +(2/2) +(2/2) +(0/2) +(072)

II +(2/2) - +(0/2) - +(2/2) +(0/2)

H, I +(2/2) +(212) +(212) +(2/2) +(072) +(0/2)

11 +2/2) - +(2/4) - +Q212) +072)

GP I +(2/2) +(2/2) +(2/2) +(2/2) +(072) +(0/2)

11 +(2/2) .- +(3/4) - +(2/2) +(0/2)
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mento II ¢ 4gar TSC (Quadro 1), nas primeiras
inoculagdes do par de camundongos, s6 um mor-
ria com os sintomas (pelo que se tinha de inocu-
lar novo par), fato que se pode justificar por ha-
ver pouca toxina nos 4gares. A produgio de
toxina do tipo E ocorreu também em dgares de
TSC, no experimento II.

Concluindo sobre o meio de dgar TSC a 35°C,
pode-se dizer que houve crescimento de C. botuli-
num ¢ produgfio de sua toxina na maioria das con-
di¢Ges da pesquisa.

2. Quanto ao meio de dgar SPS, os tipos A e
B cresceram nas placas de Petri no caso do expe-
rimento I, enquanto que o tipo E cresceu nos dois
tipos de experimentos, I e II (Quadro 1). Obser-
vando-se as placas, distinguiam-se colbnias, no
tipo E, de limites definidos, brancas, &s vezes
mesmo negras, enquanto que eram indefinidas,
como se houvesse uma turvagfio branca no 4gar,
no caso dos outros dois tipos, A ¢ B, fatos que
evidenciavam um methor crescimento celular do
tipo E em 4gar SPS.

A existéncia de toxina, nas placas de 4gar
SPS, foi detectada as vezes nos tipos A ¢ B, mas
nunca se detectou no tipo E em quantidades sufi-
cientes para matar camundongos, embora hou-
vesse crescimento de células, como se disse
(Quadro 1). O meio de SPS parece entfio ser mais
inibidor para produgfio de toxina que o de TSC.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

Concluindo sobre 0 meio de dgar SPS, incu-

bado a 35°C, se dird que pode haver também cres-
cimento de C. botulinum nesse meio.

s

3. Nas incubagGes & temperatura de 45°C
(Quadro 2), o meio dgar TSC permitiu o cresci-
mento de C. botulinum tipo A em quaisquer incu-
bagbes ¢ experimentos, mas com os tipos B e E s6
se verificou nas atmosferas de potencial de 6xido
redugfo mais baixo (H, ¢ GP) ¢ nfio se manifestou
com a atmosfera de N, + CO,, imprépria a um
microrganismo exigente em condi¢des de anae-
robiose, como o C. botulinum. O exame das pla-
cas de Petri manifestou sempre um crescimento
dificil, com coldnias difusas, indefinidas ¢ man-
chas brilhantes da reacfio de lipase.

A toxina foi detectada no meio de dgar TSC
s6 em duas situacdes (Quadro 2); nas outras si-
tuagbes, porque houve crescimento, talvez hou-
vesse pouca toxina. .

Conclui-se sobre 0 meio de 4gar TSC 2 inclu-
bagdo a 45°C, nas condi¢des da pesquisa, que
pode haver crescimento de C. botulinum nesse
meio, principalmente do tipo A, e pode haver pro-
duciio de toxina.

4. O meio de SPS, nunca permitiu o crescimen-
to do C. botulinum, quando a incubagfo foi de 45°C.

5. Como conclusiio final, deve-se alertar aos
técnicos que € possivel haver crescimento e pro-
dugdo de toxina de C. botulinum em 4dgar TSC e

QUADRO 2 - Crescimento e produgio de toxina de Clostridium botulinum em dois meios préprios para C. perfringens inoculados
com culturas provenientes de meio de tioglicolato fluido {experimento I) e com células lavadas (experimento II), incubados em dife-

rentes atmosferas anaerdbias, 4 temperaturra de 45°C,

Simbolos: H, =incubagfo com hidrogénio;

N;+CO,  =incubago com nitrogénio e diéxido de carbono;

GP = incubagio com Gaspak;

TSC = dgar triptose - sulfito - cicloserina;

SPS = dgar sulfito - polimixina - sulfodiazina;

+ = crescimento em pelo menos uma das repetigdes;

- = Nio crescimento;

(*) =ndmero de camundongos mortos/ nimero de camundongos inoculados.

Tipos de C. botulinum

Atmosfera de incubagio Experimento A B C
TSC SPS TSC SPS TSC SPS

N,+CO, 1 +(2/2) - - - - -

11 +012) ] . ) : )

H, I +(0/2) - +(0/2) - +(0r2) -

11 Ry - - ; . :

GP I +(02) - +(0/2) - +(0/2) -

11 +OR) . - . : :
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4gar SPS, 2 temperatura de incubagfio de 35°C. A
temperatura de 45°C também & possivel haver
crescimento e produgdo de toxina em dgar TSC.

O meio de SPS, em desuso atnalmente no
Brasil, indubitavelmente pior que o dgar TSC para
isolamento de C. perfringens, ¢ mais inibidor para
C. botulinum.

Deve-se admitir, porém, que pode haver ainda
condigdes mais favoréaveis ao crescimento de C. bo-
tulinum, se usadas culturas diferentes, incubagtes
mais prolongadas, etc.

Torna-se, por isto, necessério alertar os técni-
cos que pesquisam C. perfringens e clostridios-
sulfito-redutores, que precisam admitir a possibili-
dade de também terem C. botulinum e mesmo a
sua toxina nos meios em que pesquisam C. per-
fringens, pelo que necessitam tomar cuidados para
nfo se contaminarem, principalmente desinfetando
superficies com solugdes alcalinas e ndo pipetando
com a boca.
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SUMMARY

Growth and toxin production of Clostridium
botulinum in media and conditions recomended
for isolation of Clostridium perfringens.

The growth and toxin production of Clostrd-
ium botulinum types A (ATCC 25763), B (ATCC
7949) and E (ATCC 9564) in two culture media
recomended for the isolation of Clostridium per-
fringens (tryptose-sulfite-cycloserine agar and sul-
fite-polymyxin-sulfadiazine agar) were examined.
Temperatures of 35-45°C with three different an-
aerobic incubation atmospheres (mixture of 90%
nitrogen and 10% carbon dioxide gases; gas hy-
drogen and Gaspak system) were also evaluated.

The results showed that growth of C. botuli-
num and toxin production could occur in both cul-
ture media under the incubation temperature of
35°C, mainly with hydrogen and Gaspak anacro-
bic atmospheres. At 45°C incubation temperature,
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growth and toxin production were observed only
in tryptose-sulfite-cycloserine agar, especially
with type A Clostridium botulinum.

Key Words: Clostridium perfringens; Clostridium
botulinum; Toxin.
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VARIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS
DAS SALMOURAS DURANTE SUA UTILIZACAO NA
SALGA DE QUELJOS TIPO MINAS "FRESCAL".

Luiz Augusto do Amarall
Antonio Nader Filho!
Sebastiio Timo Iaria2

RESUMO

Foram estudadas 40 amostras de salmoura empregadas na salga de queijos tipo
Minas "frescal” em uma Indiistria de Lacticinios do Estado de Sfio Paulo, com o
objetivo de conhecer a variagio das caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas,
durante o periodo de sua utilizagfo. Os valores médios do pH, da concentragio de
cloreto de s6dio e de proteinas, desde o preparo até o 21° dia de utilizagfio, variaram de
7,55 a 4,73, 15,0% a 9,1% ¢ de zero a 3,756% respectivamente. Por outro lado, os
valores médios das contagens de microrganismos meséfilos e do N. M. P. de bactérias
coliformes totais ¢ de origem fecal, variaram de 2,1 X 10¥ml a 2,9 X 10'/ml, zero a
7,8 X 10'%/100ml, e de zero a 7,8 X 10'%/100m! respectivamente. Além disso, 0s
valores médios das contagens de valores e leveduras e de Staphylococcus aureus
variaram entre 1,3 X 10%/ml e 2,4 X 10 e de zero a 2,3 X 10¥/ml, respectivamente.
Tais achados sugerem a existéncia de condi¢es higitnicas insatisfatérias durante o
preparo e utilizagdo das salmouras, de modo a representar uma importante fonte de
contaminagdo para os queijos. Em decorréncia deste fato, existe a possibilidade do
comprometimento da qualidade deste produto, de modo a representar um risco
potencial para a saide da populagio consumidora.

Palavras-chave: queijo de Minas, salmouras, caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas.

INTRODUCAQ

A utilizagdo do sal na fabricagfio de queijos
constitui-se numa pratica bastante comum, um vez
que este produto é capaz de proporcionar melhor
sabor, além de completar a dessoragem e de au-
mentar o tempo de conservagdo dos diferentes ti-
pos de queijos (16).

- Dentre as vérias maneiras de se proceder a
salga dos queijos, destaca-se a imersdo do produto
em salmoura, cujo periodo de tempo varia em
fungdo do tipo de queijo (3). No caso especitico

do queijo Minas frescal, este periodo situa-se em
torno de 5 horas (17).

A qualidade microbiolégica das salmouras ad-
quire fundamental importincia, uma vez que esta
solugfio pode constituir-se em fonte de contami-
nacdo para os queijos. Especial atengfio deve ser
dispensada s caracteristicas microbioldgicas da
dgua e do sal utilizado no preparo das salmouras. A
¢sse respeilo, Santiago (15) ¢ Silva et alii (18) veri-
ficaram a ocorréncia de bactérias aerébias ou facul-
tativas vidveis, estafilococos, bacilos anaerdbios,
bolores, leveduras ¢ bactérias do género Clostri-

1. . Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterinarias - UNESP.
Campus de Jaboticabal. Rodovia Carlos Tonnani Km 5 - 14870, Jaboticabal - SP, Brasil.
2. Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP - Sio Paulo.
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dium em amostras de sal de origem marinha.

A reutilizagsio das salmouras na indistria de
queijos representa, também, motivo de preocu-
pagdo. Sabe-se que este procedimento determina
alteragdes na composicio fisico quimica das
salmouras, alteracbes estas que propiciam maior
sobrevivéncia efou proliferagio de microrganis-
mos (4).

Mansour & Alais (13) investigando a quali-
dade microbiol6gica das salmouras durante a sua
reutilizagfo, verificaram a ocorréncia de um
rapido aumento do nimero de bactérias aerdbias
ou facultativas vidveis, cujas contagens passavam
de 105 para 107, bem como a elevaglo gradual do
nimero de leveduras.

O Regulamento de Inspegdo Industrial e Sa-
nitéria dos Produtos de Origem Animal (14), ndo
faz referéncias aos tipos e niimeros de microrga-
nismos que poderiam ser tolerados nas salmouras
utilizadas na inddstria de alimentos. O artigo 785
do referido Regulamento, determina apenas a
“proibigfo do uso de salmouras turvas, sujas, alca-
linas, com cheiro amoniacal, fermentadas ou ina-
dequadas por qualquer razio”,

Tendo em vista o exposto e considerando a
auséncia de informagdes sobre a qualidade das sal-
mouras utilizadas nas inddstrias de queijos situadas
em nosso meio, idealizou-se o presente trabalho
com o objetivo de conhecer as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolégicas salmouras durante a sua
utilizagfio na salga de queijo Minas "frescal”.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 5 (cinco) partidas de sal-
moura utilizada no processo de salga por imersdo
de queijos tipo Minas "frescal”, em uma inddstria
de lacticinios situada no Estado de Sdo Paulo, su-
bordinada 2 fiscalizagfio do Servigo de Inspegio
Federal do Ministério da Agriculiura.

Colheita e transporte das amostras de sal-
mouras - Para cada uma das 5 partidas estudadas,
foram colhidas amostras de salmoura logo apds o
seu preparo, dia zero, assim como no 3¢, 6°, 9%
129, 159, 18° e 212 dias de utilizagfo, de modo a to-
talizar 40 amostras.

As referidas colheitas foram efetuadas direta-
mente dos tanques de salga, ap6s a homogenei-
zagfio das salmouras, sendo utilizados frascos este-
rilizados com capacidade de 500 ml. Em seguida,
as amostras foram colocadas em caixa de material
isotérmico contendo cubos de gelo e transportadas
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para o laboratério, onde, imediatamente apds a sua
chegada, foram realizadas as andlises fisico-
quimicas e microbiolégicas.

Analises fisico-quimicas - As amostras de
salmouras foram submetidas as determinagdes do
valor do pH, através da utilizagio de poten-
cidbmetro (pH METER HM 7A), assim como as
determinagBes de proteinas soliveis (9) e das con-
centragdes de cloreto de sédio, utilizando-se
aredmetro Baume.

Anilises microbiolégicas - Para a realizagio
das andlises microbioldgicas, tomou-se 1 ml da
amostra da salmoura considerada e transferiu-se
para um tubo de ensaio contendo 9 ml de 4gua
peptonada a 0,1% estéril. A seguir, preparou-se di-
luigoes decimais consecutivas até 10°15.

Assim sendo, a contagem de Staphylococcus
aureus foi efetuada a partir de diluigGes de até a
103, a contagem de microrganismos meséfilos
acrGbios ou facultativos vidveis e de bolores ¢ le-
veduras a partir de diluigdes de até 106 e a deter-
minagdo do niimero mais provdvel de baciérias
coliformes totais ¢ de origem fecal a partir de di-

lui¢es de até 1015 (1).

Contagem de microrganismos mesofilos
aerdbios ou facultativos vidveis (1) - As contagens
de microrganismos meséfilos acrébios ou facultati-
vos vidveis foram realizadas em dgar padrdo para
contagem, ap0s a incubagio a 35°C por 48 horas.

Determinaciio do ndmero mais provavel de
bactérias coliformes totais (1) - Para execugfo de-
sta prova, foi utilizado o caldo lauril sulfato com tu-
bos de Durham e incubagfio a 35°C por 24 - 48 ho-
ras. Nas provas confirmatérias foi empregado o
caldo lactose-bile-verde brilhante a 2% com tubos
de Durham e incubag#o a 35°C por 24 - 48 horas.

Determinac¢io do niimero mais provéavel de
bactérias coliformes de origem fecal (1) - Nesta
determinagdo, foi utilizado o caldo lauril sulfato
com tubos de Durham e incubagfio por 24 - 48 ho-
ras. Nas provas confirmatérias foi empregado o
caldo E. C. com tubos de Durham ¢ incubagfio em
banho-maria a 44,5°C por 24 + 2 horas.

Contagem de bolores e leveduras (1) - As
contagens dos bolores ¢ leveduras foram realiza-
das em 4gar malte adicionado de solugdo de anti-
bidticos com clortetraciclina e cloranfenicol ¢ in-
cubagfio a 25°C por S dias.
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Contagem de Staphylococcus aureus (1) -
Estas contagens foram realizadas em 4gar Baird-
Parker e incubagfio a 35°C por 48 horas. As provas
confirmatérias foram realizadas através da pro-
dugdo de catalase (2), fermentacfio e oxidagfio da
glicose (1), produgdo de Dnase (8), coagulase livre
(10) e termonuclease (11).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a distribui¢io das médias
aritméticas dos valores obtidos nas andlises fisico-
quimicas das 5 partidas de salmouras empregadas
na salga de queijo tipo Minas "frescal”, de acordo
com os dias de utilizacfo. Verificou-se que as mé-
dias aritméticas dos valores de pH apresentaram
uma queda mais acentuada no 3° dia de utilizagfo.
Lacrampe et alii (12) obtiveram resultados seme-
lhantes, tendo atribuido este fato ao aporte inicial
de 4cido l4ctico liberado do soro dos queijos du-
rante o processo de salga. Por outro lado, a grada-
tiva redugfio dos valores de pH verificada até o 212
dia de utilizacfo, pode ser atribuida a capacidade
tamponante da caseina incorporada a salmoura (6).

Os dados constantes da Tabela 1 evidencia-
ram, ainda, que as médias aritméticas dos valores
das concentragdes de cloreto de s6dio, apresenta-
ram uma diminui¢iio de 39,3% ao longo dos 21
dias de utilizagao. Casalis et alii (4) obtiveram re-
sultados semelhantes, tendo atribuido este fato a
penetrag@io do sal no interior dos queijos e 2 di-
lui¢do da salmoura pelo soro liberado destes pro-
dutos durante o processo de salga.

A Tabela 1 amostra, também, que as médias
aritméticas dos valores das concentractes de
proteinas soliiveis, apresentaram um aumento
gradativo no decorrer da utilizagfio das salmouras.

TABELA 1 - Médias aritméticas das andlises fisico-quimicas
de salmouras utilizadas na salga de queijos Minas frescal,
segundo os dias de utilizagfo.

Pardmetros fisico-quimicos

Dias de jes! NaCl% Protefnas
utilizagfo ' mg/ml

0 755 150 —

3 5,58 14,1 0,545

6 544 12,5 1,230

9 513 12,1 1,681
12 495 11,0 2,229
15 494 106 2,605
18 4,89 96 3,329
21 4,73 9,1 3,756
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Resultados semelhantes foram obtidos por Casalis
et alii (4), os quais foram atribuidos & presencga de
proteinas no soro liberado dos queijos e/ou a frag-
mentos de queijo desprendidos por ocasifio das
manipulagdes a que sfio submetidos durante o
processo de salga. :

A Tabela 2 evidencia a distribuicdo das mé-
dias geométricas das contagens de microrganis-
mos das 5 partidas de salmouras empregadas na
salga de queijo tipo Minas "frescal", de acordo
com os dias de utiliza¢fo. Verifica-se que as médi-
as geoméiricas das contagens de microrganismos
meséfilos variaram de 2,1 X 102 22,9 X 101! des-
de o dia zero até o 21° dia de utilizagfo, respectiv-
amente. Acredita-se que este aumento nio deva
ser atribuido & multiplicagfio bacteriana, uma vez
que durante a utilizagéo das salmouras, os valores
de temperaturas ¢ pH afastam-se cada vez mais da-
‘queles considerados ideais para a referida multipli-
caglio. Segundo Santos (16), 0 aumento de micror-
ganismos mesofilos durante a utilizagio das
salmouras decorre da transferéncia dos microrga-
nismos dos queijos para salmoura. A presenga
destes microrganismos nos queijos pode ser justifi-
cada pela md qualidade da matéria-prima utilizada
no seu preparo e/ou pelas falhas higiénicas ocorri-
das durante o seu processamento. Deve-se assina-
lar, ainda, que 0s microrganismos meséfilos exis-
tentes no fermento licteo empregado na fabricacfo
dos queijos, podem ser transferidos para as sal-
mouras (17).

Os valores das médias geométricas do ndmero
mais provdvel (NMP) de bactérias coliformes
totais ¢ de origem fecal constantes da Tabela 2,
variaram de zero a 7,8 X 10'2 desde o dia zero até
0 21° dia de utilizagdo, respectivamente. A
contaminagdo por bactérias coliformes totais foi,

TABELA 2 - Médias geométricas das analises microbiolGgicas
das salmouras utilizadas na salga de queijos tipo Minas frescal
segundo os dias de utilizagdo.

Dias  Meséfitos Coliformes Coliformes Bolores e S. aureus
de (UFC/ml)  1otais de origem leveduras (UFC/ml)

utili- (INMP/ fecal (UFC/ml)
zagio 100ml) (NMP/
100ml)
2,1x102 <3 <3 1,2x 107 -

0

3 25x107 1,2X10° 82x10°
6 68x10° 12X10% 1,1x108
9  49x10° 1,5X 10" 14x1010
12 52x10° 1,3X 10" 8,6x 10"
15 9,1x10° 12X 1012 57x 10"
18 9.8x10° 1,9X 10 12x 102
21 29x10" 78X 102 78x 10"

4,0x 10 2,3x 10°
1,6 x 10° 3,5x 10?
1,7x10° 2,4x 10
24x10°29x10
2,1x10° 1,2x 10
1,5x 10° 2,3x 10?
74x10° 85x 10
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também, constatada por Viard & Deveau (19) e
Centelegue et alii (5), enquanto que a
contaminagfio por bactérias coliformes de origem
fecal foi observada por Dempster & Codi (7).
Acredita-se que o aumento gradativo do NMP de
bactérias coliformes totais e de origem fecal ao
longo do periodo de utilizagdo das salmouras
possa ser atribuido @ transferéncia destes
microrganismos dos queijos para as salmouras
(16), bem como 2 contamina¢do decorrente da
constante manipula¢do dos queijos submersos.

A Tabela 2 evidencia, ainda, a contaminago
das salmouras por bolores e leveduras, cujas con-
tagens situaram-se entre 1,2 X 102 ¢ 2,4 X 108 De
acordo com Santiago (15), a presenga destes mi-
crorganismos nas salmouras antes mesmo de sua
utilizagfo, pode estar relacionada ao sal contami-
nado pelos referidos microrganismos. Acredita-se,
também, que os equipamentos mal higienizados e
o préprio meio ambiente possam contribuir para a
contaminacio das salmouras.

A Tabela 2 mostra, também, que as médias
geométricas das contagens de Staphylococcus au-
reus variaram entre zero ¢ 2,3 X 103%/ml. A exis-
téncia destas bactérias nas salmouras pode ser atri-
buida a contaminagfio decorrente da constante
manipulagdo do queijos submersos ¢/ou pela trans-
feréncia destes microrganismos dos queijos para a
salmoura. Este achado é preocupante, um vez que
estes queijos podem representar um risco potencial
de intoxicagfio alimentar estafilocdcica para a po-
pulagfio consumidora destes produtos.

Em conclusfio podemos afirmar que os valores
médios do pH, da concentragfio de cloreto de s6dio
¢ da concentragdo de proteinas soliveis, obtidos
nas andlises das salmouras empregadas na salga de
queijo tipo Minas "frescal”, desde o dia zero até€ o
21° dia de utilizagdo, variaram de 7,55 a 4,73, 15,0
a9,1% e de zero a 3,756%, respectivamente.

Os valores médios das contagens de microrga-
nismos mesdfilos aerdbios ou facultativos vidveis
¢ do NMP de bactérias coliformes totais e de ori-
gem fecal, obtidos nas andlises das salmouras cm-
pregadas na salga de queijo tipo Minas "frescal”,
desde o dia zero até o 212 dia de utilizacfo, varia-
ram de 2,1 X 10¥ml a 2,9 X 10Y/mi, zeroa 7,8 X
10'%/ml, respectivamente.

As médias geométricas das contagens de bo-
lores e leveduras e de Staphylococcus aureus efetu-
adas nas amostras de salmoura empregadas na sal-
ga de queijos tipo Minas "frescal”, ao longo do 21
dias de utilizagdio, variaram de 1,2 X 10¥mla24 X
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106/ml e de zero a 2,3 X 10 3/ml, respectivamente.
Tais achados sugerem a existéncia de con-
digGes higiénicas insatisfatorias durante o preparo €
a utilizagdo das salmouras empregadas na salga de
queijos tipo Minas "frescal”, de modo a representar
uma importante fonte de contaminagdo para este
produto. Em decorréneia deste fato, existe a possi-
bilidade do comprometimento da qualidade do quei-
jo, de modo a representar um risco potencial para a

satide da populagfio consumidora deste produto.

Acredita-se que sejam necessérias novas in-
vestigages desta natureza em nosso meio, com a
finalidade de trazer subsidios que permitam o apri-
moramento dos padrdes fisico-quimicos e micro-
biolégicos estabelecidos para as salmouras utiliza-
das na salga de queijos.

SUMMARY

Variation of the physical, chemical and
microbiological characteristics of brines during
their utilization for salting Minas cheese.

Forty brine samples used for salting Minas
cheese in a Dairy Industry in the State of Sdo
Paulo were analysed aiming at to know the
variation of the physical, chemical and
microbiological characteristics observed during
their utilization period. The pH, sodium chloride
and protein concentration mean values, since the
preparation up to the utilization, varied from 7,55
to 4,73, from 15,0% to 9,1% and from zero to
3,756%, respectively. The mean values of the
mesophylic microrganisms counts and of the total
and fecal coliforms MPN varied from 2,1 X
10%ml to 2,9 X 10'Y/ml, zero to 7,8 X 10'%/100ml,
and from zero to 7,8 X 10'%/100 ml respectively.
Moreover, the mean values of mould and yeast
and Staphylococcus aureus counts varied between
1,3 X 10%ml and 2,4 X 10%ml and from zero to
2.3 X 10%ml, respectively.

The results suggest that the hygienic condi-
tions during the brine preparation and utilization
are not satisfactory so that thcy may represent an
important contamination source for the cheeses.
Due to this fact the product quality may be preju-
diced so that it may represent a potential hazard
for the health of the consuming population.

Key Words: Minas cheese, brine, physical-
chemical and microbiological characteristics.
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ACAO ANTIFUNGICA DO PROPIONATO DE CALCIO CONTRA AMOSTRAS DE
ASPERGILLUS (GRUPO FLAVUS) ISOLADOS DE INGREDIENTES E RACOES
AVICOLAS EM SANTA CATARINA.

Laurimar Fiorentin
Waldomiro Barioni Janior

RESUMO

Nove amostras de fungos do grupo Aspergillus flavus, isolados de componentes ¢
ragoes avicolas em Santa Catarina, foram testadas quanto a sua sensibilidade ao
propionato de cdlcio. Os fungos foram cultivados em dgar contendo extrato de
coco-da-bahia (33,3%) e o antifingico em concentragdo de 6,4 até 261144 ug/ml
Aspergillus parasiticus NRRL 2999, foi utilizado como organismo de referéncia para
a comparagfo do didmetro das coldnias ao quinto dia de cultivo a 28°C. O propionato
de calcio foi ativado contra todas as amostras estudadas, sendo que as concentragoes
6timas para obtengfio de efeito maior com menor adi¢do do produto estiveram entre

0,65 (6500 ug/ml) e 1,31% (13100 ug/ml).

INTRODUCAO

A inibicio do crescimento fiingico em ingre-
dientes e ragdes avicolas é imprescindivel para a
garantia de que estes ndio venham a se contaminar
com micotoxinas. Enire os fungos produtores de
toxinas, as espécies do género Aspergillus, notada-
mente Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus
requerem atengfio ndo s& por serem muito
frequentes, em especial no milho, mas por produ-
zirem aflatoxinas. Além disso, podem alterar os
niveis nutricionais dos ingredientes e ragbes onde
crescem de forma exacerbada (15,16).

Virios métodos sdo utilizados no controle do
crescimento fingico nesses alimentos. O controle
natural, por restrigio da 4gua livre por meio da
secagem, é o método ideal. Entretanto, tal método
nfo oferece garantia quando as ra¢des sdo maneja-
das nas granjas em condigdes precdrias, porque hd
o perigo de se reumedecerem com O armazena-

mento prolongado. Como alternativa, surgiram
métodos que utilizam a adi¢io de substincias
quimicas que garantem a inibi¢fio do crescimento
fingico se aqueles alimentos se reumedecerem até
niveis de risco.

Entre essas substincias figura o propionato de
cilcio, que ¢ de larga utilizagdo em ragdes
avicolas por nflo ser corrosivo aos equipamentos
como o fcido propibnico, bem como ser menos
voldtil e, portanto, mais scguro para 0 manuseio
além de conscrvar os niveis aplicados (10).

No Brasil, o propionato de célcio também ¢é
largamente utilizado em ragGes, especialmente
avicolas, ¢ sua aplicagio scgue os moldes da
Europa ¢ Estados Unidos, ou seja, adi¢dio de uma
concentragiio estabelecida durante a formulagdo da
racfio. Este trabalho tem como objetivo a obtengio
de elementos indicativos de scnsibilidade de
fungos do grupo A. flavus isolados no Brasil, ao
propionato de célcio.

EMPRAPA — Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves (CNPSA)

Caixa Postal 21 - 89700 - Concordia, SC, Brasil
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MATERIAL E METODOS

Para os testes de sensibilidade ao propianato
de cdlcio foram utilizadas 10 amostras do grupo A.
flavus, produtoras de aflatoxinas. Com exceg¢fio da
amostra referencial A. parasiticus NRRL-2999, os
fungos (Tabela 1) foram classificados taxonica-
mente com base na metodologia descrita por
Christensen (6).

Todas as amostras foram conservadas em solo
autoclavado (8) para evitar repiques sucessivos em
meio sintéticos. As amostras foram recuperadas em
agar glicosado de Sabouraud (5), semeados em pla-
cas de pewri contendo meio diferencial para Asper-
gillus (ADM) (4) e incubadas a 28°C por 48 horas.

O teste de sensibilidade ao propionato de
cdlcio foi realizado de acordo com a técnica preco-
nizada por Aguiar et al.(2). Fragmentos de um
milimetro quadrado foram retirados das coldnias
mantidas em ADM e incubadas em 4gar contendo
extrato de coco-da-bahia(33,3%) (10) acrescido de

propionato de célcio em doses crescentes varidveis.

desde 6.4 até 261144 ug/ml. Este procedimento
foi sempre feito com 10 coldnias de cada fungo es-
tudado, para cada concentragio. Um grupo de
coldnias foi utilizado como controle mediante se-
meadura em meio isento de propionato de célcio.
Apds inoculagfo todas as placas foram incubadas
a 28°C por 5 dias, efetuando-se em seguida, a
medigdo do didmetro das coldnias em milimetros.
Na anilise estatistica dos resultados as con-
centragbes de propionato de cilcio, inicialmente
em logaritimo de base 10, foram transformados

TABELA 1 - Amostras de Aspergillus do grapo flavus avaliada.
Amostra

Espécie Origem

A. parasiticus
A. flavus var columnaris

NRRL-2999 Amendoim - EUA.
SC-121 Racfio Avicola-
Concérdia - SC.
Ragio Avicola-
Itapiranga - SC.
Farelo de miltho-
Itapiranga - SC.
CNPSA-298/84 Milho-Concérdia-SC.

A. flavus var columnaris STA-RAT-1
A. oryzae var. effusces STA-FM

A. parasiticus Speare

A. parasiticus Speare STA-FS Farelo de soja - Itapi-
ranga - SC.

A. parasiticus Speare STA-RAT  Farelo de soja - Cha-
pecé - SC.

A. parasiticus Speare STA-RAT-2 Raglo Avicola-
Itapiranga - SC,

A. parasiciticus Speare  STA-RAT  Ragdo Avicola -
Itapiranga - SC.

A. toxicarius Murakami STA-RAT  Ragfio Avicola -

Xanxeré - SC.
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em logarftimo natural com o objetivo de linearizar
a fungfo matemdtica dos didmetros obtidos das
colonias. Apds a transformagio, os dados foram
distribuidos em gréficos representativos do
didmetro médio das colbnias e do log da concen-
tragfio de propionato de cilcio, para identificar o
ajuste matemdtico necessario ao fendmeno.

O comportamento das representag®es graficas
foi compativel com a fungfio de Gompertz (3), que
foi entfio utilizada para ajuste de cada curva atra-
vés do método interativo de GAUSS-NEWTON
(9). O comportamento grafico dos resultados de
cada fungo foi ajustado mediante regressiio do li-
near utilizando-s¢ procedimento NLIN do SAS -
Statistical Analysis System - (14) ¢ 0 modelo:

Y: BO*EXP (-B1 * EXP (B2 * X) ei

onde:

Y = Diimetro médio das 10 coldnias.

X = log da concentragfio de propionato de

célcio.

BO, B1, B2 > 0 = Parimetros estimados
para cada modelo nfio linear, respectivo a cada
fungo, através do método de GAUSS-NEWTON

¢i =Y observado - Y ajustado.

RESULTADO E DISCUSSAO

As 10 amostras de Aspergillus apresentaram
diminui¢o no tamanho das coldnias quando culti-

, mm 50 T

~ = = « Ajustado
Observado

FIGURA 1 - Difmetro médio das coldnias da amostra A.
parasiticus Speare CNPSA - 298/84 submetidas a crescimento
em meio com varidveis concentragdes de propionato de cilcio.
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vadas em meios contendo doses crescentes de pro-
pionato de calcio. Nas condi¢es estabelecidas, as
amostras isoladas tiveram comportamento seme-
lhante aquele da amostra padrio A. parasiticus
NRRL 2999, onde o didmetro da coldnia diminui
com o aumento da concentra¢fio do antifingico,
desenhando uma curva sigméide.

Nas primeiras concentragdes, a diminui¢fo do
diametro foi muito suave, vindo em seguida uma
resposta de eficiéncia méxima e um  terceiro
segmento onde a diminui¢do do didmetro retomou
o comportamento inicial (Figara 1). Os diimetros
observados bem como aquele ajustado pelo mode-
1o matematico, para cada fungo avaliado, encon-
tra-se nas Tabelas 2 a 11. Esses resultados apre-
sentam um comportamento semethante 3 amostra
padrdo, quando submetidas ao crescimento nas
condigdes estabelecidas.

O comportamento sigmoide da curva, encon-
trada para cada fungo, teoricamente indica a
possibilidade de um controle total do fungo,
porque esta tocaré o eixo horizontal com tendéncia
ao infinito. Para exemplificar, a concentragfio de
inibigdo total calculada para A. parasiticus NRRL-
2999 foi de mais de 34 g/ml.; o que é um dado bio-
logicamente impossivel de ocorrer, uma vez que
nfio se pode dissolver 34 gramas de propionato de
célcio em 1 mililitro. Porém, esta mesma curva de-
monstra que hd um ponto 6timo para se estabelecer

TABELA 2 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias
do fungo A. parasiticus NRRL-2999 quando cultivado em 4gar
com extrato de coco-da-bahia em doses crescentes de
propionato de célcio.

Didmetro em milimetros

Meédia
Observada Ajustada

39,75 39,24
36,35 38,31
37,25 3793
37,60 3741
37,40 36,70
36,45 35,73
3435 3442
32,85 32,68
32,75 30,40
27,65 2749
22,50 - 2389
18,60 19,65
14,70 14,97
9,80 10,25
790 6,04
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TABELA 3 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias
do fungo A. parasiticus Speare CNPSA 298/84 quando cultiva-
do em Sgar com exirato de coco-da-bahia em doses crescentes
de propionato de célcio.

Didmetro em milimetros

Média
Observada Ajustada
38,25 38,36
35,70 37,19
36,55 36,78
35,35 36,23
35,65 35,52
36,15 34,92
3535 33,38
31,75 31,84
31,30 29,89
27,20 27,47
23,10 24,54
20,55 21,11
16,85 17,27
11,20 13,21
12,20 9,23

TABELA 4 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias
do fungo A. parasiticus Speare SA-FS quando cultivado em
dgar com extrato de coco-da-bahia em doses crescentes de
propionato de célcio.

Difmetro em milimetros

Média
Observada Ajustada
43,05 40,33
41,60 40,27
41,80 40,23
40,45 40,16
39,30 40,05
38,65 39,86
3755 39,56
38,05 39,07
34,40 38,26
38,20 3697
34,75 3493
33,50 31,80
29,05 2724
19,50 21,09
13,65 13,82
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TABELA 5 - Difmetro médio em milimetros das 10 coldnias TABELA 7 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias
do fungo A. toxicarius Marakami SI-RAI quando culivado em do fungo A. flavus STA-RAT-1 quando culiivado em 4gar com

dgar com extrato de coco-da-bahia em doses crescentes de extralo de coco-da-bahia em doses crescentes de propionato de
propionato de cdlcio. cilcio.
Di2metro em milimetros Didmetro em milimetros
Média Média
Observada Ajustada Observada Ajustada

44,55 43,11 44,45 40,40

41,15 41,63 40,90 40,40

41,65 41,15 41,15 40,40

39,90 40,54 40,10 40,40

38,50 39,75 40,65 40,39

3175 38,75 40,15 40,37

38,70 3748 41,10 40,33

35,05 3590 ’ 39,35 40,23

34,15 33,93 38,95 - 40,01

30,30 35,53 37,05 39,49

30,25 28,66 36,30 38,32

2825 25,31 35,50 35,75

20,45 25,52 28,85 30,46

15,50 1743 24,35 21,05

13,75 13,25 6,65 8,90
TABELA 6 - Didmetro médio em milfmetros das 10 colénias do TABELA 8 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias do
fungo A. flavus SC-L21 quando cultivodo em 4gar com extrato fungo A. oryzae STA-FM quando cultivado em 4gar com extrato
de coco-da-bahia em doses crescentes de propionato de calcio. de coco-da-bahia em doses crescentes de propionato de célcio.

Diamet ) T e
idmetro em milimetros Didmetro em milimetros

Média Média
Observada Ajustada Observada Ajustada
38,40 37,86 42,85 4225
37,20 37,84 42,60 42,16
39,15 37,82 42,80 42,10
39,25 37,78 40,45 42’01
37,75 371 41,70 41'87
34,95 37,60 42,00 41 ,65
3585 37,39 41,65 41,31
35,70 37,01 40,10 40,77
38,60 36,36 39,70 39,95
34,60 35,21 38,30 38,68
34,90 33,24 37,45 36,77
29,80 29,98 33,95 33 ,94
2675 2495 2980 2994
13,70 179 24,90 24,56
1235 991 17,75 17,99
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TABELA 9 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias
do fungo A. parasiticus Spare STA-RAI quando cultivado em
dgar com extrato de coco-da-bahia em doses crescentes de
propionato de cilcio.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

TABELA 11 - Difmetro médio em milfmetros das 10 coldnias
do fungo A. parasiticus Speare STA-RAT-2 quando cultivado
em 4gar com extrato de coco-da-bahia em doses crescentes de
propionato de cilcio.

Didmetro em milimetros

Meédia
Observada Ajustada
43,90 42,83
42,80 42,62
42,55 42,50
41,65 42,32
41,50 42,06
41,80 41,65
41,65 41,04
39,70 40,13
36,85 38,77
37,30 36,79
34,55 33,95
30,75 30,05
26,80 24,94
15,05 18,76
13,75 12,15

TABELA 10 - Didmetro médio em milimetros das 10 coldnias
do fungo A. parasiticus Speare STA-FS quando cultivado em
4gar com extrato de coco-da-bahia em doses crescentes de
propionato de célcio.

Didmetro em milimetros

Meédia
Observada Ajustada

37,15 3491
33,80 3424
34,65 33,96
33,80 33,57
33,50 33,04
30,70 32,30
29,75 31,29
28,90 2992
25,40 28,10
26,85 25,73
24,25 22,73
21,10 19,10
15,70 14,96
10,80 10,61

3,85 6,55

Didmetro em milimetros

Média
Observada Ajustada
42,10 49,17
40,15 39,87
39,10 39,73
40,55 39,23
38,05 38,80
38,40 38,17
34,45 37,26
37,28 3445
36,00 33,65
34,22 33,80
31,77 33,10
28,49 34,40
24,29 26,70
19,24 16,33
13,68 13,59

uma concentra¢iio que proporcione maior inibi¢fo
com menor adi¢fio de propionato de cdlcio. Esta
concentracfio encontra-se no final da queda da cur-
va, anles que ela assuma o comportamento de
acompanhar o eixo horizontal com inclinagdo
minima, e varia entre 6553,6 ug/ml e 13107,2 ug/
ml, o que corresponde a 0,6 ¢ 1,3%, respectiva-
mente (Tabelas 2 a 11). Doses menores que 0,5%
de propionato de cdlcio ou dcido propidnico tem
sido relatados como ineficazes no controle de fun-
gos contaminantes de ragdes, (7,10) e na alteragfio
do nimero de unidades formadoras de colonias de
fungos do duodeno, ceco e papo de galinhas (11).

Concentragbes iguais ou maiores que 0,5% ja
sfo relatadas como cficientes. Paster (11) estudan-
do reagdes contaminadas com Aspergillus ap0s a
adi¢fio de 0,5% de propionato de célcio, verificou
que nfio cram detectados aflatoxinas até pelo
menos, 12 dias apds a adigéio de fungos, indicando
que nfio houve atividade de Aspergillus produtores
dessa toxina. Concentragdes de 0,5% sdo tidas
como médias para uso em ragoes (1).

Os fungos testados neste trabalho, comporta-
ram-s¢ com um padrfio de sensibilidade que per-
mite esta inibi¢fio com a concentragdo de 0,5%
(Tabelas 2 a 11), porém que necessitam algum
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incremento na dose (0,6 até 1,3%) para que a
inibigdo atinja niveis de maior seguranga.
Concluindo podemos afirmar que as nove
amostras testadas possuem comportamento seme-
lhante aquele da amostra padrio A. parasiticus
NRRL 2999, sendo que o ponto 6timo da adiggo de
menores doses de propionato de célcio para a ob-
tengdo de maior inibigio situa-se entre 0,6 e 1,3%.

SUMMARY

Antifungal activity of calcium propionate
against Aspergillus strains (flavus group) isolat-
ed from poultry feeds and ingredients in Santa

Catarina State.

Nine samples of the Aspergillus flavus group
isolated from ingredients and poultry feed in Santa
Catarina state were tested for their sensivity to cal-
cium propionate. The fungi were cultivated in agar
medium with coconut extract (33.3%) and the anti-
fungal drug levels from 6.4 to 26144.4 ug/ml. The
tested isolates were compared to Aspergillus para-
siticus NRRL 2999 standard sample, for colony di-
ameter evaluations after a five-day culture at
28°C. All samples showed sensitivity to calcium
proprionate, and the drug levels which gave maxi-
mal inhibition with minimal drug addition ranged
from 0.65 (6500 ug/ml) to 1.31% (13100 ug/ml).
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ANTAGONISMO DE ESPECIES DE TRICHODERMA CONTRA SCLEROTINIA
MINOR AND S. SCLEROTIORUM IN VITRO

Itamar Soares de Melo*

RESUMO

Trinta e trés isolados de Trichoderma spp. foram avaliados em cultura a fim de
selecionar os mais eficientes contra Sclerotinia minor e §. Sclerotiorum, agentes
casuais da podriddo em alface (Lactuca sativa L.). Os testes iniciais foram feitos em
culturas parcadas para observagio do antagonismo e taxa de crescimento de
Trichoderma sobre os patégenos. Numa escala de notas de 1 a 5, com relagio ao
antagonismo, selecionaram-se os seis melhores isolados com nota = 1. Noventa
porcento dos isolados de Trichoderma obtiveram nota 1 quando se confrotou 0S
mesmos com §. minor e setenta porcento para S. Sclerotiorum. Com relagio 2
atividade dos metabélitos téxicos em meio liquido ficou comprovado que, mesmo
aqueles selecionados como antagbnicos, alguns ndo inibiram a germinagdo dos
esclerédios. Por outro lado, T. viride (2b) inibiu totalmente a germinacfio dos
esclerédios de ambos os patégenos, mesmo diluindo o filirado em 10 e 100 vezes.

Palavras-chave: antagonismo fingico. Trichoderma, Sclerotinia.

INTRODUCAO

A podriddo esclerotinia da alface causada pe-
los fungos Sclerotinia minor ¢ S. sclerotiorum ¢
uma das mais destrutivas doengas em todo o mun-
do. No Brasil, S. minor tem sido relatado como o
mais sério patGgeno, infectando rafzes de plantas
de alface diretamente através dos esclerddios que
germinam eruptivamente (1) e, um unico es-
clerédio pode infectar ¢ matar uma planta (9).
Tanto S. minor como S. Sclerotiorum pode infec-
tar plantas de alface através da germinacfo hifal
dos esclerédios. Em outras culturas S. sclerotio-
rum infecta tecidos senescentes pelos ascosporos.

O nimero de esclerédios de S. minor esti alta-
mente correlacionado com a incidéncia da doenga
(1), porém, a incidéncia da podriddo de alface cau-
sada pelo S. sclerotiorum néo.

Na regifio de Mogi das Cruzes, SP, a incidén-
cia desta doenca tem levado os alfacicultores a

rotagfio com outras olericolas ¢, a aplicagdo de
quimico é a (nica mancira, em alguns casos, de
controlar a docnga, Visando desta maneira, o con-
trole biolégico destes patdgenos, procedeu-se 0
isolamento do fungo antagbnico Trichoderma spp.
em meio seletivo de rizosfera de plantas de alface,
coletadas em dreas infectadas pelos patdgenos.
Outros isolados deste antagdnico, provenientes de
solo, também foram incluidos no ensaio.

Muitos pesquisadores t&m alertado para o en-

volvimento do fungo Trichoderma spp. mno
declinio de fungos formadores de esclerddios,

como 8. Sclerotiorum, S. minor, Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia tuliparum (4,7, 8, 11). Parasitismo de
T. harzianum sobre esclerédios de §. rolfsii foi
usado com bastante sucesso no controle biolégico
em condi¢des de campo (3). T. harzianum, isolado
do solo, excretou B-(1, 3)-glucanase e quitinase
quando desenvolvido sobre micélio ¢ parede celu-
lar de S. rolfsii ¢ R. solani.

* CNPDA/EMBRAPA , Cx. Postal 69 - 13820 Jaguaritina, SP, Brasil
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MATERIAIS E METODOS

Antagonismo de Trichoderma spp. contra S.
minor e 8. sclerotiorum in vitro - Trinta e trés iso-
lados selvagens de Trichoderma ssp. de solo, ri-
zosfera e esclerédios de S. minor foram avaliados
em culturas pareadas em meio de batata-dextrose-
dgar (BDA). Discos de cultura com abundante
crescimento dos fungos S. minor e S. Sclerotiorum
foram transferidos para a periferia de placas de Pe-
tri contendo BDA e incubados a 26°C por dois
dias; quando foram transferidos, desta feita, discos
de cultura com crescimento de Trichoderma spp.,
colocados no lado oposto da placa, 4 cercade 1 cm
das bordas. As culturas foram incubadas a 26°C e,
ap6s 8 dias, avaliadas por uma escala de notas que
variou de 1 a 5 (3), onde 1 = Trichoderma vence
completamente o patégeno e cobre a superficie de
toda placa ¢ 5 = o patégeno vence Trichoderma e
ocupa toda a placa. Para aqueles tratamentos que
receberam notas 1 € 2, os esclerddios foram desin-
fectados superficialmente ¢ plaqueados em 4gar-
4gua para observagfio da germinacfo dos mesmos.

Efeito de metabdlito de Trichoderma spp.
sobre a viabilidade de esclerédios de S. minoreS.
Sclerotiorum - Esclerddios de S. minor e S. Sclero-
tiorum foram produzidos em meio de aveia-4gar.

Producao de metabdélitos toxicos - Seis iso-
lados selecionados de Trichoderma foram desen-
volvidos em meio liquido (BD) sob agita¢io. Uma
suspensdo de esporos (1 X 10% conidios/ml de
cada micoparasita) foi preparada em dgua esterili-
zada ¢ aliquotas de 2 ml foram distribuidas em er-
lemeyers de 500 ml, contendo 100 ml de BD.
Apés 8 dias de incubagfio, a cultura foi filtrada,
primeiro em filtro buckner com trés camadas de
papel de filtro e depois em filtro milipore, ¢ 0 me-
tabdlito toxico obtido foi distribuido em vidros de
penicilina, onde procederam-se as dilui¢hes com
dgua esterilizada para 1:1, 1:10 e 1:100. O trata-
mento testemunha constou de BD obedecendo as
respectivas diluigdes.

Os esclerédios dos fitopatdgenos foram embe-
bidos no metabélito inibitério por 12 horas ¢ em se-
guida lavados em 4dgua esterilizada, secos em papel
de filtro e colocados em BDA ou 4dgar-4gua para
observagdo de germinagfio dos mesmos, & tempera-
tura de 26°C. ApOs 3-5 dias o nimero de es-
clerédios germinados foram contados sob um mi-
croscGpio esteroscdpico. O nimero de esclerédios
por placa variou de 12 a 20 para S. minor e de 8 a
12 para §. Sclerotiorum e 4 placas cada tratamento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Noventa por cento dos isolados de Trichoder-
ma spp. avaliados mostraram-se antagbnicos ao §.
minor € cerca de setenta porcento ao S. sclerotio-
rum . Destes, o isolado "2b" de T. viride mostrou-
se completamente eficiente como micoparasita dos
esclerédios formados que, quando desinfectados e
lavados com &dgua esterilizada, foram totalmente
invidveis quanto i germina¢fio em dgar-dgua. Esta
linhagem foi isolada da rizosfera de alface em
dreas de Mogi das Cruzes ndo infestadas pelos
patégenos. Em testes posteriores, esta linhagem foi
antagOnica aos fungos Rhizoctonia solani e Verti-
cillium dahliae.

A Figura 1 sumariza os resultados obtidos.
Houve diferenga na capacidade de antagonismo e
taxa de crescimento dos diferentes isolados de T7i-
choderma spp. S. minor foi mais sensivel ao anta-
gonismo do que S. sclerotiorum e, portanto, foram
selecionados seis isolados para comprovagdo de
seu antagonismo em testes com metabdlitos
téxicos, assim discriminados e classificados ao
nivel de espécie: T. hamatum, T. harzianum, T. vi-
ride (16 e 2b), T. koningii (32), e T. pseudokonin-
gii (21 - P).
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FIGURA 1 - ReagGes de antagonismo de Trichoderma spp.
contra S. minor e S. Sclerotiorum "in vitro".
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BELL et al. (1982) utilizando-se do mesmo
procedimento de avaliagfo, testaram o antagonis-
mo de espécies de Trichoderma contra seis fito-
patégenos. A avaliagfo feita por escalas de notas,
apesar de nfo ser eficiente para sclecionar antago-
nistas, é mais prética quando se trabaltha com mui-
tos isolados e/ou linhagens mutantes. Foram sele-
cinados como sendo mais eficientes os isolados de
Trichoderma que receberam notas 1 e 2, ou seja,
aqueles com maior velocidade de crescimento e
com halo de inibigfo tfpico, observado no reverso
da placa. A comprovacgfio antagdnica destes isola-
dos foi confirmada com a produgfio de metabdlitos
inibitérios em meio liquido.

Testes in vitro com metabdlitos inibitorios -
Esclerddios de S. minor € §. Sclerotiorum nio ger-
minaram quando submetidos ao filtrado de cultura
de T. viride (2b) crescido em BD por 8 dias. De
modo geral, S. minor foi mais sensivel aos me-
tabélitos toxicos produzidos por Trichoderma spp.
do que §. sclerotiorum (Tabelas le 2). Constatou-se
que a diluigfio de 1:1 foi mais eficiente em inibir a
germinacfo dos esclerédios de ambos 0s patégenos.
O metabdlito bruto, sem diluigfo, nfio foi testado o
que, com cerieza, seria mais potente. A exiracio ¢
caracterizagfio do antibiético devem ser analisadas.
Estas etapas serdo posteriormente desenvolvidas
juntamente com obtengfio de novos biétipos an-
tagOnicos mais eficientes e resistentes a fungicidas.

No presente trabalho, faz-se necessério obser-
var 0 tempo requerido para matar ou retardar a
germinagfio dos esclerddios, pois estes constituem
a principal fonte de inéculo no solo. Também, a
atividadde maxima do metabélito deve ser testada
em diferentes tempos de crescimento para cada
linhagem. No entanto, pelos resultados apresenta-
dos, observamos que houve isolados suficientes e
o tempo de crescimento em meio liquido de 8 dias
foi de certo modo, adequado para que alguns isola-
dos mostrassem atividade inibitéria.

Os esclerédios foram considerados mortos de-
pois de 10 dias, quando lavados em dgua destilada
esterilizada ¢ incubados a 26°C.

E evidente que Trichoderma spp. produz me-
tabolitos que matam esclerédios de muitos fungos.
Estas substdncias antibidticas podem ser voldteis
(5, 6, 10). A capacidadde para produzir tais
substancias varia entre isolados da mesma espécie,
bem como entre isolados de diferentes espécies.

T. koningii produz antibiftico que inibe o
crescimento in vitro de Gaeunamannomyces
graminis var. tritici ¢ vérios outros patégenos do

z

solo. A inibi¢iio ¢ causada pelo composto 6-n-
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TABELA 1 - Efeito de filtrado de cultura de Trichoderma
spp. na germinagio de Scherotinia minor (% de germinagdo).

Diluig6es do filtrado

Tratamentos Média
1:1 1:10 1:100%*
Controle-BD 100,00 100,00 100,00 100,00
T. viride-16 100,00 100,00 100,00 100,00
T. viride2b 0,00 0,00 0,00 0,00
T. koningii-32 0,00 16,00 62,00 26,00
T. pseudokoningii-21P 0,00 20,00 45,00 21,66
T. hamatum 4,50 5,50 5,00 3,16
T. harzianum 2,00 3,00 11,00 533

*  Diluigo do filtrado em 4gua destilada esterilizada.

TABELA 2 . Efeito de filtrado de cultura de Trichoderma
spp. na germinacdo de esclerdticos de Sclerotinia sclerotiorum.
% de genminagdo.

Dilui¢des do filirado

Tratamentos Média
1:1 1:10 1:100*

. Controle-BD 100,00 100,00 100,00 100,00
T. viride-16 100,00 100,00 100,00 100,00
T. viride2b 0,00 0,00 0,00 00,00
T. koningii-32 22,00 37,50 100,00 33,16
T. pseudokoningii-21P 0,00 50,00 100,00 50,00
T. hamatum 0,00 0,00 8,00 2,66
T. harzianum 100,00 100,00 100,00 100,00

*  Diluigfo do filtrado em dgua destilada esterilizada.

pentil-2H-pivano (11). Também, segundo SIMON
(1988), T. harzianum produz 0 mesmo composto
tem controlado o tombamento de plantulas de al-
face causado por Rhizoctonia solani (11).

SUMMARY

Antagonism of Trichoderma species against
Sclerotinia minor and S. sclerotiorum in vitro

Thirty three Trichoderma isolates were tested
in vitro in order to sclect the more efficient ones
against Sclerotinia minor and S. sclerotiorum, cau-
sal agents of drop in lettuce (Lactuca sativa
L.).The mycoparasitic competence of Trichoderma
spp.. was assessed by pairing with both pathogens
in solid culture medium,

It were sclected six Trichoderma isolates with
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relation to angatonism. It was noted that 90% of
the Trichoderma isolates were rated as 01 for §.
minor and 70% for S. sclerotiorum,where 1 = Tri-
choderma overgrows on the pathogens and sporu-
lates plentifully.

The culture filtrate of T. viride (2b) was toxic
to both S. minor and S. sclerotiorum. Sclerotia did
not germinate after a rinse in sterile distilled water
and incubation on PDA or water-agar for 10 days.
Other isolates did not inhibit the sclerotia germina-
tion.

Key Words: Fungal antagonism, Trichoderma,
Sclerotinia.
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TREHALOSE DIMYCOLATE AS THE MAJOR TOXIC LIPID FROM
RHODOCOCCUS BRONCHIALIS GROWN ON GLYCEROL

Thuioshi Ioneda*
Rogério Ubirajara Gameiro

SUMMARY

Diethyl ether soluble lipids (DESL) from chloroform/methanol extract of Rhodo-
coccus bronchialis accounted to 15.7 percent of the total weight. Intraperitoneal inoc-
ulation into Swiss female mice of 250 pg DESL or 10 mg killed cells of R. bronchi-
alis in paraffin oil caused drastic toxic effects with animals losing weight and dying.
In contrast, animals inoculated with paraffin oil did not show any of these effects.
On the other hand, the body weight of animals did not undergo any significant reduc-
tion at 48 hr after intraperitoneal inoculation into mice of 2 mg of the chloroform/
methanol extracted cells. The body weight remained unchanged following the inocu-
lation of four subsequent doses of 2 mg of chloroform/methanol extracted cells at
every 48 hr. After the 14th day of experiment there was an increase of mean body
weight. In order to isolate the toxic factor, the lipid extract was fractionated by col-
umn chromatography on silicic acid/silica gel into three fractions: 1) neutral lipids
and fatty acid (NFA); 2) glycolipids (GL) and phospholipids (PL).. From these three
fractions, only GL carried toxic properties. A further purification of GL gave a major
glycolipid GL1 accounting to 95 percent of that fraction. The purified glycolipid that -
represented about 1.4 percent of the total weight, migrated on thin layer chromatog-
raphy like 6,6'-di-C,-mycoloyl trehalose. The infrared spectrum exhibited a series of
characteristic absorptions at 994, 1022, 1052, 1095, 1109, 1148 and 1117 cml,
Moreover, the aqueous phase released from GL1 after alkaline hydrolysis contained
only a component identified as trehalose. In addition, the methyl ester derivative of
the fatty acid moiety of GL1 corresponded to approximately Cqy-mycolic acids as re-
vealed by mass spetrometry. By using female Swiss mice weighing 22.8 + 1.7 g, the
fifty percent of the lethal dosis (LDs,) of GL1 was 33 ug. It is believed that the ma-
jor trehalose lipid is trehalose di-C¢,-mycolate. In turn, this glycolipid responds for
the major toxic properties of DESL and cells ofR. bronchialis.

Key Words: Rhodococcus bronchialis, toxic lipid, trehalose dimycolate, glycolipid.

1. Instituto de Quimica C. Postal 20780 - 05508 - Sao Paulo - SP
* Corresponding author
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INTRODUCTION

Amongst lipid constituents of Mycobacterium
tuberculosis, a remarkable fraction is represented
by the so called "cord factor” (4), identified as 6,6'
- dimycoloyl trehalose (16). This glycolipid has
important toxic properties. A toxicity response to
dose is seen following intraperitoneal injection
into mice of this lipid dissolved in paraffin oil
with animals losing weight and dying. Similar
types of compounds, considered lower homologs,
have been found in Brevibacterium (15), Coryne-
bacterium (12), Nocardia (19), and Rhodococcus
(11). These lipids are also known as "cord factor"
or trehalose dimycolates (TDM) or dimycoloyl tre-
-halose (DMT). The fatty acid moieties of DMT
from the first two genera possess high molecular
weight branched-B -hydroxylated fatty acids cen-
tered in approximately C,,, known as corynomy-
colic acids (17). In case of Nocardia, the trehalose
molecule is esterified with approximately C.;-
mycolic acids (nocardic or nocardomycolic acids)
(5). In genus Rhodococcus two groups of represen-
tatives are considered: those containing approxi-
mately C,,-mycolic acids (short chain nocardomy-
colic acids) (11), as R. rhodochrous and R.
lentifragmentus (2), and those containing approxi-
mately Cqy-mycolic acids (long chain nocardomy-
colic acids), as R. bronchialis (2) and R. sputi
(26). Microorganisms belonging to genus Rhodo-
coccus have been described in many clinical cases.
For example, in pulmonary diseases (23,24), in
immunodepressed patients (3,9), in patient after
surgery (6), in case of necrotizing tenosynovitis
(25). These reports suggest obviously that organ-
isms of genus Rhodococcus deserve more investi-
gations. The rationale for the present studies on R.
bronchialis was based in the following points: a)
this organism- was isolated from a patient with pul-
monary disease (23); b) isolation and identifica-
tion of trehalose dimycolate from that organism in
the autor's laboratory was previously described
(19); ¢) trehalose dimycolate from M. tuberculosis
is endowed with toxic properties (4). It was there-
fore thought that in case of R. bronchialis investi-
gations on composition and toxicity of lipids
should be instructive.

In this communication we report that: 1) intra-
peritoneal inoculation into mice of a suspension of
killed cells of R. bronchialis in paraffin oil causes
toxic effects with animals losing weight and dying;
2) solvent extracts the factor that causes toxic ef-
fects; 3) the toxic effects are related to approxi-
mately Cgy-mycolic acid containing trehalose di-
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nycolate; 4) that compound constitutes the major
component of the glycolipid fraction and has LDy,
of 33 g using female Swiss mice.

MATERIAL AND METHODS

All reagents were of analytical grade and sol-
vents were distilled before use. The standard lipids
used were: palmitic acid and triolein (Sigma
Chemical Co., MO, USA); methyl palmitate (Pol-
yscience Corporation, Dempster, Evanston, IL.,
USA); C,y-nocardomycolic acid and 6,6' - di- C,, -
mycoloyl trehalose (DMT) were from R. rhodoch-
rous (11) and methyl C,,-mycolate was prepared
as described (11). Monocorynomycoloyl glycerol
was from C. pseudotuberculosis (14). Corynomy-
colic acid was isolated from C. diphtheriae (12). -

Column chromatography was carried cut by
using a mixture of silica gel H (E. Merck, Darm-
stadt, F.R.G.) and silicic acid (Carlo Erba, Milano,
Italy). Aluminium oxide (E. Merck) was also used.
Thin layer chromatography (TLC) was carried out
on glass plates coated in the laboratory with silica
gel H. The following developing solvents were
used: A) n-hexane/diethyl ether/acetone/acetic
acid (70/30/11/1, by vol.); B) chloroform/acetone/
methanol/water (50/60/2.5/3, by vol.). Paper
chromatography was carried out on Whatman No.
1 paper using the solvent C:toluene/pyridine/
butanol/water (5/3/3/4, by vol., upper phase). Li-
pids on TLC plates were revealed under an atmos-
phere of iodine vapours. Glycolipids were detect-
ed by using anthrone/sulfuric acid spray reagent
(21) and phospholipids were visualized with mo-
libdenum-blue spray reagent (27). Substances on
paper chromatogram were revealed with silver ni-
trate/sodium hydroxide dip reagent (22).

Alkaline hydrolysis was carried out as previ-
ously described (21). Fatty acids were methylated
with an ethereal solution of diazomethane (28).

Infrared (IR) spectrum was recorded on a Per-
kin Elmer FT 1750 IR spectrophotometer with the
lipid on a KBr disk as solvent free film. Refractive
indices were determined on an Abbe refractome-
ter. Mass spectrometry was carried out on a Hew-
lett Packard model 5988 mass spectrograph (Santa
Clara, CA, USA). The sample was deposited di-
rectly on the insertion probe and mass spectrum
was recorded using electron impact mode at 70eV.
R. bronchialis was a generous gift of Dr. M. Tsu-
kamura (Chubu Chest Hospital, Obu, Japan); it
was kept in solid Ogawa medium (9), and was
transferred into 125 ml Erlenmeyer flasks contain-
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ing 20 mL of a liquid medium with the following
composition: 1% peptone (Oxoid Ltd, Hants, Eng-
land), 0.5% yeast extract (Oxoid), 0.5% sodium
acetate, 1% glycerol and-0.1% sodium chloride.
After 4 days at 37°C under static conditions, the
cells suspension was vigorously shaken and 2 mL
of that suspension were transferred into 1 L Erlen-
meyer flask containing 200 mL of the same liquid
medium. Incubation was carried out statically at
37°C for 7 days. Formaldehyde was added into the
cells culture to a final 1% and the mixture was
shaken vigorously. After two days, 2 mL of this
suspension was taken and inoculated into Erlen-
meyer flask containing 200 mL of the medium;
this flask was incubated for sterilization control.

Cells of five flasks were collected by centrifu-
gation at 2000 g on a Beckman J2-21 refrigerated
centrifuge (Beckman Instruments Inc., Palo Alto,
CA, USA). Supernatant was discarded and the cell
paste was washed three times with distilled water.
Cells were dried by keeping the cell paste under re-
duced pressure in a dissecator until constant weight.
This preparation was kept in a freezer until use.

Diethyl ether soluble lipids (DESL) were pre-
pared as follows: the cell paste was extracted with
a mixture of chloroform/methanol (1/1, by vol.) in
a proportion of one volume of wet cells/four vol-
umes of solvents. Extraction was carried out for
30 min while stirring with magnetic stirrer.

The solvent phase was then separated by cen-
trifugation at 2000 g and the supernatant was col-
lected; the residue was re-extracted four times by
using the same procedure. Supernatants were
pooled and filtered through a sintered glass filter
and concentrated under reduced pressure on a ro-
tary evaporator. The concentrate was re-extracted
three times with diethyl ether; the pooled extracts
was dried on an anhydrous sodium sulfate, filtered
and finally concentrated. Chloroform/methanol
(1:1, by vol) extracted cells were refluxed with
chloroform/methanol (3:1, by vol) for 30 min; af-
ter cooling the mixture was filtered through a sin-
tered glass filter; the material retained on the filter
was re-extracted two times using the same proce-
dure. Finally the cell residue on the filter was
treated three times with acetone. The residue was
scrapped off into a pre-weighted flask and kept un-
der vacuum in a dissecator until constant weight.
This solvent extracted cells were mantained in a
freezer until use.

DESL were fractionated by column chroma-
tography as follows: 250 mg dissolved in 2 mL
chloroform were loaded onto a column (16 x 2
cm) of silicic acid equilibrated in chloroform. Elu-
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tion was performed with 210 mL (5 x 42 mL) each
of the following solvents: chloroform, 3% (V/V)
ethanol in chloroform, acetone and methanol. Sol-
vents were evaporated and the remaining materials
were analysed by TLC using solvents A and B.
The eluates corresponding to chloroform con-
tained neutral lipids and fatty acids (NFA).

Fractions eluted with 3% (V/V) ethanol in
chloroform and acetone contained a major glyco-
lipid component which behaved like DMT. These
fractions were pooled as glycolipid fraction (GL).
The methanol eluates contained phospholipids and
the pooled material was indicated as phospholipid
fraction (PL).

Monomycoloyl glycerol (MMGly), from R.
bronchialis was prepared as follows: each of 20 x
20 cm chromatoplate coated with silica gel H and
activated for 20 min at 110°C was loaded with ap-
proximately 40 mg DESL.. The plate was developed
in solvent A without a previous chamber saturation.
The band of MMGly was located by exposing the
chromatoplate to iodine vapours and by comparing
the migration rate to that of standard used. Iodine
was sublimated in a hood, then the band was
scraped off; lipid was eluted with chloroform/
methanol (3:1, by vol) and concentrated. This mate-
rial was dissolved in benzene and loaded onto a col-
umn (1.5 cm x 0.5 cm) of aluminum oxide. Elution
was performed with benzene, chloroform and 10%
(V/V) acetone in chloroform. Analytical TLC of el-
uates using solvent A showed that MMGly was
eluted with 10% (V/V) acetone in chloroform. GL
fraction (135 mg) was repurified by column chrom-
atography on silica gel H (6 cm x 1.7 cm) equili-
brated with chloroform. Elution was performed
with 70 mL (5 x 14 mL) each of the following sol-
vents: chloroform, 20, 30, 40, 50, 60, 70% (V/V)
acetone in chloroform and acetone. These fractions
were analyzed by TLC in solvent B. Materials elut-
ed with 40-50% (V/V) acetone in chloroform con-
tained only one component corresponding to DMT;
these eluates were pooled. The concentrate had 130
mg of glycolipid GL1. Identification of this lipid

~was carried out by determining its physicochemical

characteristics, and by characterizing the products
released after alkaline hydrolysis.

Cells and -solvent extracted cells were sus-
pended in paraffin oil (20 mg/mL) by adding 6 mL
of the solvent into a screw caped tube containing
120 mg of the corresponding material. These sus-
pensions were autoclaved for 15 minutes. Solu-
tions (500 pg/mL) of DESL, NFA, GL, PL and
GL1 were prepared by adding 6 mL of paraffin oil
of the corresponding lipid solution in chloroform.
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The control tube contained 6 mL of paraffin oil
and 0.5 mL of chloroform. Chloroform was evapo-
rated under a stream of nitrogen at 60°C, then
screw caped and kept at this temperature for 30
min. For LDs, evaluation, GL1 solutions in paraf-
fin oil containing 12.5 ug/mL, 25 pg/mL, and 50
pg/mL were used. Calculation of LD, was done
by the method of Reed and Munch as described in
reference (8).

Female Swiss mice weighing 22.8+ 1,7 g were
used. Ten animals of each group were mantained in
plastic cage; pelleted commercial food was used.
Each animal was inoculated intraperitonially with
0.1 mL paraffin oil (control group) or 0.1 mL of the
corresponding material in paraffin oil every 48 hr
in a total of five injections. Body weight and survi-
val were recorded every 48 hr for 30 days.

RESULTS
Inoculation into female Swiss mice of a sus-
pension of 2 mg in paraffin oil of killed cells of
Rhodococcus bronchialis caused a decrease

(17.8%) of the mean body weight (23.7+ 1.3 g at
the initial time to 19.5 + 1.6 g at the 48th hr, P <
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0.05). In addition, signal of diarrhea and bristling
fur were observed. This group showed a low activ-

ity. Four subsequent inoculations of the same

amount of whole cells every 48 hr did not increase
the loss of the mean body weight (19.5 + 1.6 g at
the 48th hr to 19.4 + 2.0 g at the 192 hr, p>0.05).
Manifestations of wasting symptons persisted, and
animals with intense cachetism died. A mortality

_of 10 and 30% was found at the fourth and eighth

day of experiment, respectively (Fig. 1). Moreo-
ver, there was no surviving animal at the 26th day.

In contrast, the control group had the mean
body weight increased by 57.2% during the time
course of experiment (21.5 £ 1.6 g at the initial
time to 33.8 + 2.4 g at the 30th day; P < 0.05). In
addition, this group had 100% surviving animals.
On the other hand, inoculation into mice of five
doses of 2 mg each of the solvent extracted cells
of R. bronchialis (2mg/0.1 ml paraffin oil) caused
no change of the mean body weight (22.6+1.8 g at
the initial time to 24.8 + 4.0 g at the 14th day, P >
0.05). At the 14th day on this group experienced
an increase in the mean body weight (26.7+34 g
at the 14th day to 31.6 = 2 g at the 30th day, P <
0.05). In addition, only 20% of mortality were re-
corded. These findings indicated that solvents ex-

Time (Days)

FIGURE 1 — Survival of female Swiss mice inoculated with killed whole cells and of the solvent extracted cells of Rhodococcus
bronchialis. As indicated by asterisks, tén mice in each group were inoculated intraperitonially every 48 hr either with 0.1 mL paraf-
fin oil (control group, A) or 0.1 mL solvent extracted cells (B, 20 mg/mL) or 0.1 mL killed whole cells (C, 20 mg/mL).
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FIGURE 2 — Survival of female Swiss mice inoculated with diethyl ether soluble lipids (DESL) from Rhodococcus bronchialis
and their fractions separated by column chromatography on silicic acid/silica gel H. The fractions were: neutral lipids and fatty acids
(NFA); glycolipids (GL) and phospholipids (PL). As indicated by asterisks, ten mice in each group were inoculated intraperitonially
every 48 hr either with 0.1 mL paraffin oil (control group, A) or 0.1 mL lipid solution in paraffin oil (500 pg/mL) of lipid fractions:

NFA, A; PL, A; DESL, B and GL, C, respectively.

tracted the majority of the toxic factor. In an at-
tempt to isolate that factor, DESL was fractionated
by column chromatography, and the lipid fractions
as well as DESL were inoculated into mice. DESL
accounting to 15.7 + 1.0% (n = 3) of the total
weight gave three main fractions: 1) neutral lipids
and fatty acids (NFA); 2) glycolipid fraction (GL);
and 3) phospholipids (PL.). These fractions repre-
sented 62.5 = 0.7%; 8.8 + 1.4% and 28.7 = 0.6%,
respectively (n = 3).

As shown in Fig. 2, 50% mortality were re-
corded in DESL treated group while 100% survi-
val was found in NFA and PL treated animals. In-
tense toxic effects were noted in GL treated group.
This observation suggested obviously that the tox-
ic factor was concentrated in GL fraction. Analyti-
cal TLC of the fractions revealed that: 1) NFA
contained triacyiglycerol, non-hydroxylated fatty
acids, mycolic acids and monomycoloylglycerol;
2) GL contained a major glycolipid exhibiting on
TLC a behaviour (Rg 0.64, solvent B) similar to
that of 6,6'-di-C,-mycoloyl trehalose (RF 0.53),
and 3) PL contained only phospholipids (RF 0.0).
Fractions NFA and PL were not further studied.

From NFA, mono-Cg-mycoloyl — glycerol
(MMGly) (20) was purified for inoculation experi-
ment. Repurification of GL by column chromatog-
raphy gave 95% of the glycolipid GL1. This mate-
rial showed a characteristic infrared spectrum
(Fig. 3, A). The fingerprint region between 1000
cm! and 1300 cm! showed a series of absorptions
typical to those of trehalose dimycolate.

The component of the aqueous phase released
from GL1 after alkaline hydrolysis was identified
as trehalose by paper chromatography in solvent C.
Moreover, the product of acid hydrolysis of the
aqueous phase was glucose in solvent C. In turn,
methyl ester derivative of the organic phase after
methylation with diazomethane showed a behavi-
our on TLC (RE 0.80) similar to that of methyl co-
rynomycolate, Rg 0.71 in solvent A. The IR spec-
trum (Fig. 3, B) showed an absorption at 3530 cm'!
corresponding to the hydroxy! group; stretching vi-
brations of methylene and methyl groups were
seen between 2800 cm-! and 2900 cm-!. The ester
carbonyl group was represented by an absorption
at 1720 cm-l. Absorptions at 1463 c¢cm! and 1375
cm! were corresponding to C-CH, and C-CH,, re-
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FIGURE 3 — Infrared spectra of glycolipid GL1 (A) purified from Rhodococcus bronchialis, and the methyl ester derivative (B) of
the fatty acid moiety released from GLI after alkaline hydrolysis. IR spectra were recorded on a Perkin Elmer model 1750 FT IR

spectrophotometer with the lipid on a KBr disk as solvent free film.

spectively. The absorption observed at 720 cm! rep-
resented the rocking vibration of the hydrocarbon
chain methylene groups. The region between 1000
cm’! and 1300 cm! showed a characteristic pattern
withamostintense absorptionat 1166cm-1.GL1 and
the methyl ester derivative of the corresponding fatty
acid moiety after alkaline hydrolysis had refractive
indices n,” = 1.4857 and nD26 =1.4694, respective-
ly. According to the McLafferty fragmentation pro-
cess of methyl mycolate (Fig. 4, structure I), the mass
spectrum showed peaks representing the o - subunit
(fatty acid methyl ester, structure IT) and B - subunit
(meroaldehyde, structure ITI).

The mass spectrum (Fig. 5) showed a peak at
m/z 653 corresponding to the molecular ion (M*)
of the meroaldehyde subunit after a loss of 29
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mass units of the aldehyde group (M* - CHO);
that peak indicated that the carbon chain length of
the fragment was C,5,. In turn, the peak repre-
senting the o - subunit was found at m/z 298
(M*), attributed to methyl octadecanoate, Cg..
This finding showed that the o - hydrocarbon side
chain R, corresponded to C,¢ H,,. In addition, a
peak at m/z 327 observed was due to the rupture
of methyl mycolate (Fig. 6, structure I) through
the area a between Cg - C, ; that rupture originat-
ed the structure IV with Igl representing C, H,,.
This spectrum corresponded to underivatized my-
colic acid in Cg 5 with the R, -saturated hydrocar-
bon chain in C,.

These results indicated that the glycolipid GL1
isolated from R. bronchialis was trehalose lipid
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FIGURE 4 — Fragmentation of methyl mycolate, according to the McLafferty rearrangement on mass spectrograph under electron
impact mode.

ABUNDANCE

653

100 200 300 400 500 600
m/z
FIGURE § — Mass spectrum of the methyl ester derivative of the fatty acid moiety released from glycolipid GL1 of Rhodococcus

bronchialis after alkaline hydrolysis, recorded on a Hewlett Packard model 5988 A mass spectrograph. The sample was deposited
directlyon the insertion probe, and recording was done at 70 eV.
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FIGURE 6 — Fragmentation of methyl mycolate through area a between CB - CY on a mass spectrograph under electron impact
mode.

with the major constituent mycolic acids centered  total of 150 g did not further affect the mean body
in Cy;4. In turn, when 50 pg of GL1 in paraffin oil ~ weight (P > 0.05). However, signals and wasting
was inoculated into mice intraperitonially, toxic ef-  symptons worsened with mice dying. At the 20®
fects were observed. The mean body weight de-  day, no surviving animal was found (Fig. 7). In
creased drastically (22.9 + 1.4 g, at the initial time  contrast, inoculation into mice of MMGly did not
10 18.7 £ 2.4 g, at the 27 day of inoculation, P < cause the effects promoted by injecting GL1.

0.05); this decrease was corresponding to a loss by Determination of LDy, of GL 1 using female
18.3% of the initial weight. Subsequent inocula-  Swiss mice weighing 22.8 + 1.7 g gave a value of
tions of 50 ug in 0.1 mL paraffin oil every48 hrina 33 ug.
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FIGURE 7 — Survival of female Swiss mice inoculated with monomycoloylglycerol MMGly and glycolipid GL1 isolated from
Rhodococcus bronchialis. As indicated by asterisks, ten mice in each group were inoculated intraperitonially every 48 hr with 0.1

mL lipid solution in paraffin oil (500 ug/mL).

DISCUSSION

A relationship between a lipid component and
the development of toxic properties in mice by in-
oculating lipid extract from Mycobacterium tuber-
culosis was reported by Bloch (4). These proper-
ties were: loss of body weight, diarrhea and
cachetism with animals dying. By using Rhodo-
coccus bronchialis, a microorganism producer of
approximately Cg-mycolic acid, extraction of a
major toxic factor with properties similar to those
described for "cord factor' from M. tuberculosis
(4,16) was achieved. Moreover, the solvent ex-
tracted cells of R. bronchialis did not develop tox-
icity in a degree such as found in animals treated
with unextracted cells. These findings suggested
unambigously that component bearing toxic prop-
erties was removed from cells by using solvents.
Furthermore, fractionation by’ column chromatog-
raphy of DESL on silicic acid/silica gel led to the
separation of that material indo three main frac-
tions: 1) neutral lipids and fatty acids (NFA); 2)
glycolipids (GL.) and 3) phospholipids (PL). More-
-over, it was found that NFA and PL were devoid
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of toxic effects when inoculated into mice intra-
peritonially while GL was the only fraction from
DESL that caused the loss of the mean body
weight with animals becoming cachetic and dying.

In turn, intraperitoneal inoculation into mice
of GL1, identified as trehalose dimycolate with the
trehalose molecule esterified essentially with
Cys.2-mycolic acids, promoted toxic effects similar
to those caused by inoculating the corresponding
unextracted cells.

It is believed that trehalose lipid is envolved
in the mechanism of nocardial pathogenesis. It is
worth mentioning that from two clinical nocardia
isolates, trehalose dimycolates were found as the
main toxic components (13). On the other hand, R.
rhodochrous, a producer of approximately C,,-
mycolic acids (11) grown on galactose or glucose
was able t0 produce glycolipid fractions; and in
those materials, trehalose dimycolate (7) and glu-
cose monomycolate (21) were the prominent li-
pids, respectively. Moreover, inoculation of the
corresponding lipid extracts caused the appearance
of toxic effects with animals losing weight and dy-
ing (1). These observations strongly suggest that
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there is an envolvement of glycolipids on the com-
plex process of pathogenesis caused by many my-
colic acid producing organisms. Furthermore, the
occurrence of trehalose dimycolates according to
genus and to the chain length of the constituent
mycolic acids (10) establishes a challenging ques-
tion about the role of the structural characteristic
of the fatty acid moieties of those lipids on the bio-
logical properties of these particular glycolipids.
Investigations are needed in order to under-
stand the dynamics of the interaction between tre-
halose -dimycolates of invasive organisms and the
host tissues. Regarding this particular situation, a
possible influence of other lipid components from
the causative agents such as acylglycerols, free fat-
ty acids and phospholipids may not be disregarded.

RESUMO

Dimicolato de Trealose: principal constituinte
lipidico toxico de Rhodococcus bronchialis

Os lipideos soliveis em éter dietilico do
material extraido com cloroférmio/metanol de
Rhodococcus bronchialis compreendem
aproximadamente 15,7 por cento do seu peso total.
A inoculagfo intraperitonial de 250 pg do extrato
lipidico ou de 10 mg de células mortas de R.
bronchialis em camundongas Swiss, usando-se
parafina liquida como veiculo, causou drésticos
efeitos téxicos, com animais perdendo peso e
morrendo. Ao contrdrio, animais inoculados com
parafina liquida nfio exibiram esses efeitos. Por
outro lado, o peso corpéreo dos animais nio sofreu
nenhuma diminuigfo significativa em 48 hr, apds a
inoculagfo intraperitonial de 2 mg de células
extraidas com cloroférmio/metanol. O peso
corpéreo manteve-se inalterado apds a inoculagdo
subseqiiente de quatro doses de 2 mg de células
com clorof6rmio/metanol a cada 48 hr. Depois do
142 dia do inicio do experimento, ocorreu aumento
do peso médio corpéreo. Com o intuito de isolar o
fator t6xico, o extrato lipidico foi fracionado por
cromatografia em coluna de 4cido silicico/silica
gel em trés fragdes: 1) lipideos neutros e 4cidos
graxos; 2 glicolipideos e 3) fosfolipideos. Das trés
fragOes, apenas a de glicolipideos manifestou
propriedades téxicas. A purificago "ulterior do
material forneceu um componente glicolipidico
principal GL1, representando 95 por cento da
fragdo. O glicolipideo purificado correspondeu a
cerca d¢ 1,4 por cento da massa total e migrou
semelhantemente ao  6,6'-di-C,y-micolato  de

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

trealose em cromatografia em camada delgada. O
seu espectro infravermelho exibiu uma sériec de
picos de absorgfio caracteristicos em 994, 1022,
1052, 1095, 1109, 1148 ¢ 1117 cm-!. Ademais, a
trealose foi o dnico componente encontrado na
fase aquosa proveniente da hidrélise alcalina do
glicolipideo. A espectrometria de massa do éster
metilico da fragio de dcidos graxos do glicolipideo
revelou a presenga de 4cidos micdlicos de
aproximadamente 60 4tomos de carbono.
Utilizando-se camundongas Swiss, pesando 22,8 +
1,7 g, a dose letal de GL1 para 50 por cento dos
animais (DLy,) foi de 33 microgramas. O
di-Cgp-micolato  de trealose constitui-se  no
principal lipideo derivado da trealose. Por sua vez,
esse glicolipideo respondeu pelas principais
propriedades toxicas do extrato lipidico e das
células de R. bronchialis.

Palavras-chave:  Rhodococcus  bronchialis,
lipideo téxico, dimicolato de trealose, glicolipideo.
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MYCOFLORA AND AFLATOXIGENIC SPECIES OF
ASPERGILLUS SPP ISOLATED FROM RICE

Rogéria Maria Alves de Almeida
Walderez Gambale

Benedito Corréa

Claudete Rodrigues Paula
Iremar Gongalves de Asevedo-

SUMMARY

The mycoflora and aflatoxigenic species of the Aspergillus genus were research, in
ninety samples of milled rice from different regions of Brazil. Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Rhizopus, Rhodotorula were isolated beside non sporulated fungi. From
the Aspergillus genus, A. parasiticus was the most frequent, isolated from samples with
moisture content between 14 and 17%. All the cultures were toxigenic whith B1, B2, G1
and G2 aflatoxins production. A. flavus was the second species most frequent, isolated in
samples with moisture of 14 to 16%. From this species, 22% were toxigenic with the

production of B1 or B1 and G1 aflatoxin.

Key Words: milled rice, mycoflora, mycotoxins, aflatoxins, aflatoxigenic species of

Aspergillus

INTRODUCTION

The study of the mycoflora, particularly of the
aflatoxins producers are of fundamental impor-
tance since the natural occurrence of this micotoxin
in basic food represents a serious risk to human and
animal health, and cause enormous finantial loses.

Researchers of various countries studied the en-
vironmental conditions which cause the develop-
ment of fungi in rice and observed that the most fre-
quent, belong to genera Asper gillus and Penicillium,
classified as storage fungi (3,4, 7, 8, 10). In relation
to the fungi producers of toxins, the studies are very
advanced and currently the most efficient method to
stop the production of aflatoxin is the storage of the
cereal in storage silos with temperature, humidity
and ventilation strictly controlled(10).

The climatic conditions of Brazil together

with the harvest technics and defficient storage are
suitable factors for the development of this toxi-
genic fungi and consequently the contamination of
food by aflatoxin. In spite of this, the measures to
avoid this contamination is deficient and the pa-
pers referring to these studies are restricted to the
detection of mycotoxins in foods.

Considering these aspects, the objectives were
to indentify the mycoflora in milled rice and the
occurrence of aflatoxigenic species of the Asper-
gillus genus.

MATERIAL AND METHODS

Samples analysed - Ninety samples of milled rice
negative to aflatoxins were used. The samples
came from Rio Grande do Sul (63); Sio Paulo

University of $3o Paulo, Institute of Biomedical Sciences, Department of Microbiology, 05508 Sio Paulo, SP, Brasil
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{18) and Parani (9), all states of south of Brasil, in
the period from January 1987 to January 1988.

Moisture content (mc) - Moisture content determi-
nations were made by Elotest instrumentmodel 777.

Isolation and identification of the fungi (Busta-

etti alii, 1984) - From each sample, 10 grams of the
product previously grained was diluted in 90 ml of
sterilized distilled water (dilution of 10). From
this were prepared decimal dilutions and succes-
sive until 10 using the same diluent. One ml of
each dilution was deposited in Petri dish and then
pour 15 ml of sabouraud-dextrose agar (DIFCO)
acidified, melted and cooled to nearly 45°C, fol-
lowed by an homogeneization. After the agar so-
lidification, the Petri dishes were incubated at
25°C for 5 days. The identificaton of the fungi was
performed through the usual techniques (2, 5, 12).

Screening for aflatoxins - For screening of Asper-
gillus spp isolates, 250 ml of 2% yeast extract plus
20% sucrose (Yes Medium, (9) in a 11 Roux Flask
was inoculated with spores, incubated at room tem-
perature for 10 days, and extracted with three 25 ml
portions of clhoroform (CHCL,) on a giratory shak-
er. The pooled extracts were filtered and evaporat-
ed to dryness on a flash evaporator; the residue was
cooled and resuspended in 5 ml of CHCl,. The afla-
toxins standards (B1, B2, G1, G2) used were ob-
tained from Sigma Chemical Company, U. S. A.

Thin-layer chromatograms (TLC) were devel-
oped in benzene: ethilacetate: ethanol (60:38:2).

TLC results indicated that analysis could be
performed casily and accurately without further
purification,

With the positive qualitate analysis the fol-
lowing confirmatory tests were performed: devel-
opment of the ethilic ether in the chromatographic
plaque, aspersion of sulphuric acid solution (50%)
on the spots to observe the change in the blue fluo-
rescence (aflatoxin B1) to yellow, and two-
dimensional TLC spotting pattern,

RESULTS

The following fungi genera were isolated in de-
crescent order of frequence: Aspergillus (42.2%),
Penicillium (35.3%), Cladosporium (18.8%), Rhiz-
opus (6.6%), Rhodotorula (4.4%) and non sporulat-
ed fungi (26.6%).

Seven specics of the Aspergillus genus were
isolated: A. parasiticus (17.7%), A. flavus
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(10.0%), A. candidus (10.0%), A. chevalieri

(6.6%), A. amstelodami (1.1%), A. ruber (1.1%)
and A. sydowi (1.1%).

In regard to the frequency of the Aspergillus
species with the moisture content (mc) of the rice
samples (Table 1), it was observed that the A. pa-
rasiticus (A. flavus group) predominated in rice
grains with mc of 14% to 17%, followed by A. fla-
vus (A. flavus group), present in rice grains with
mc which varies from 13% to 17%, A. chevalieri,
A. amstelodami and A. ruber (A. glaucus group)
isolated with mc of 16% to 17% and A, ruber (A.
glaucus group) isolated with mc of 15% to 16%.

TABLE 1 - Absolute (AF) and relative (%) frequency of A
parasiticus , A. Flavus, A. candidus, A. chevalieri, A .
amstelodami, A. ruber and A. sydowi isolated from 90 samples
of milled rice from various regions fo Brazil, in relation to the
moisture content of these samples.

Moisture content in the rice samples (%)

Fungi 1314 | 1415 | 1516 |_1617 oW
A. parasiticus

AF - 2 5 9 16

% _ - 125 3125 5625 100
A. flavus

AF - 4 5 - 9

% - 4.4 556 - 100
A. candidus

AF 1 1 1 2 2

% 11.1 11.1 22 556 100
A. chevalieri

2 - - - 6 6

% - - - 100 100

A. amstelodami
8 - - - 1 1

% - - - 100 100
A. ruber

AF - - - 1 1

% - - - 100 100
A. sydowi

AR - - 1 - 1

% - - 100 - 100

(-) Absence of fungi

The species of the genera Penicillium, Cla-
dosporium, Rhizopous, Rhodotorula and not spor-
ulated fungi were found in samples 0f2
rice with mc of 13% to 17%.

The totality of the culturies of A. parasiticus
were toxigenic, with the production of B1, B2, G1,
G2 aflatoxins, From the A. flavus cultare, 22%
were producers of B1 or Bl and G1 -aflatoxin,
none other specics of Aspergillus isolated pro-
duced aflatoxins.

DISCUSSION

Christensen and Kaufman (1965) and Wogan
(1965) classified the fungi which contaminate the
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cereal grains in two groups: field fungi and storage
fungi. The field fungi invade the grains or seeds be-
fore the harvest, or after it is cut, but before the peel-
ing of the grains. The most frequent field fungi
found in rice belong to the genera Alternaria, Cla-
dosporium, Helminthosporium and Fusarium, re-
quiring moisture levels in the grains of approximate-
1y 22% to 25%. The storage fungi are mainly species
of the genera Aspergillus e Penicillium which pre-
dominate in grains with mc between 13% and 18%.

The high prevalence of the genera Aspergillus,
Penicillium and Cladosporium in our experiment
agreed with other authors (3, 7, 8, 10), except for the
genus Cladosporium classified by Christensen &
Kaufman (1965) and Wogan (1965) as ficld fungi.

From the Aspergillus genus, the species A.
parasiticus, A. flavus, A. candidus and A. cheva-
lieri were the most frequent, since the two first are
potential producers of aflatoxin (12). Other isolat-
ed species are involved with deterioration process
of the stored grains.

According to Christensen & Kaufman (1965),
the species from the Aspergillus genus which pre-
dominate in the stored cereal grains were A. am-
stelodami, A. chevalieri, A. repens and A. ruber,
which are present in grains with 15% moisture and
A. flavus isolated in grains with mc between 17%
and 18%. Nevertheless these results differ from
the values of mc of the grains of some fungi isolat-
ed (table 1) provenient from the use of different
mc measure instruments used, climatic conditions
and the types of substrate used.

In relation to the production of aflatoxin by
the species form the genus Aspergillus, the results
obtained are in agreement with the ones obtained
by other authors (1,11) according to whom all
strains of A. flavus have this capacity.

Our results suggest that the fungi from the gen-
era Aspergillus and Penicillium, isolated with great-
er frequency, were obtained during the period of
storage and its mycelia, and even after the milling,
they continued inside the grains. This possibility
has already been mentioned by other authors (7,10).

These facts lcad us to conclude that these spe-
cies are part the mycoflora of milled rice and that in
favourable environmental conditions, they can graw
and produce aflatoxin, becoming inadequate for
consume. We suggest that a more effcctive control
of the moisture levels and temperatare should be per-
formed during the storage process in order to avoid
the proliferation of fungi producers of mycotoxins.

RESUMO

Pesquisou-se a microbiota fiingica ¢ espéeies
aflatoxigénicas em noventa amostras de arroz be-
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neliciado provenientes de vérias regides do Brasil.
Foram isolados 5 géneros flingicos: Aspergillus,
Penicillium, Clodosporium, Rhizopus, Rhodotoru-
la, além de fungos néio esporulados. Do género As-
pergillus, a espécie A. parasiticus foi a mais fre-
quente, isolada de amostras com umidade entre 14
e 17%. Todas as suas culturas foram toxigé€nicas
com producio de aflatoxinas By, By, Gy e Gj. A.
flavus foi a segunda espécic mais frequente, isola-
da de amostras com umidade entre 14 e 16%. De-
sta espécie, 22% foram toxigénicas com produgio
de aflatoxinas By ou By e G;.

Palavras-chave: arroz beneficiado, microbiologia
fangica, aflatoxinas, fungos toxigénicos.
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PRODUCAO DE BIOMASSA PROTEICA DE TRICHODERMA REESEI E
RHIZOPUS OLIGOSPORUS EM BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

Josefina Bressan Resende Monteiro!
Daison Olzany Silva?
Célia Alencar de Moraes?

RESUMO

A utilizagfio do bagaco de cana-de-aglicar como substrato para o crescimento
misto de Trichoderma reesei ¢ Rhizopus oligosporus, microrganismos de reconhecida
auséncia de patogenicidade, pareceu particularmente adequado. A produgio de
biomassa foi conduzida em fermentador piloto, em duas etapas: produgio de in6culo
vegetativo ¢ fermentacio propriamente dita. Cultura de T. reesei BF 1207, com 62
horas de crescimento, foi inoculada no fermentador de produgdc no tempo zero,
contendo 600 litros de meio Czapeck-Dox modificado. O inéculo vegetativo de R.
oligosporus, com 40 horas de cultivo, foi transferido para o fermentador de produgdo
com 40 horas de funcionamento. A biomassa fiingica obtida apresentou um teor
protéico de 7,7% cujo aminodcido limitante & o triptofano, seguido pelos sulfurados,
sendo os demais encontrados em niveis compativeis com a proteina de referéncia da
FAO. Em relagdo a protefna do ovo, a proteina da biomassa apresentou um indice de
aminoécidos essenciais igual a 56,6, sugerindo ser a mesma de baixo valor nutritivo. O
teor de 4cidos nucléicos totais de 1,4% revelou uma reduzida taxa de crescimento dos
microrganismos. A fragdo de nitrogénio de 4cidos nucléicos, expressa como
porcentagem de nitrogénio total foi igual a 16,3%. Esse valor é decorrente de um
baixo contelido em nitrogénio protéico e ndio de grandes teores em nitrogénio de
4cidos nucléicos.

Palavras-chave: biomassa proteica, bagago de cana de aglcar, Trichoderma reesei,
Rhizoplus oligosporus.

INTRODUCAO

Os organismos internacionais de assisténcia
20s pafses subdesenvolvidos sfio unfinimes em
suas preocupagdes quanto ao problema de caréncia
de alimentos bésicos de origem animal e vegetal,
principalmente fontes de proteina.

' A populagdo infantil no Brasil estd estimadaem
cerca de 25 milhdes. Uma parcela considerivel

desse contingente ¢ acometida de desnutrigfio, com
suas trigicas consequéncias. A taxa de mortalidade
nos primeiros anos de vida é bastantc alta e a maioria
das criangas que sobrevivem tem scu desenvolvi-
mento fisico e intelectual comprometidos (6).

Na tentativa de solucionar a caréncia de ali-
mentos, cspecialmente de proteinas de alto valor
bioldgico, vérios processos ndo convencionais tém
sido desenvolvidos, dentre 0os quais a produgdo de

1. Departamento de Nutrigio e Satide. Universidade Federal de Vigosa - 36570 - Vigosa - MG.
2. Departamento de Biologia Geral. Universidade Federal de Vigosa - 36570 - Vigosa - MG. Endereco para pedido de

separatas.
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proteinas a partir de microrganismos, sendo esta
denominada Single Cell Protein (SCP) ou proteina
de unicelutares (5, 11, 18). A partir dos microrga-
nismos podem se obter os aminodcidos essenciais,
através da sintese controlada das proteinas, € ainda
os demais nutrientes lipideos, carboidratos, vita-
minas e sais minerais. A biomassa produzida pode
ser incorporada em concentrados para animais e
em formulagdes de alimento humano (17, 14).

No Brasil, um dos subprodutos da agroindiistria
alcooleira é o bagago de cana-de-agiicar, onde nas
destilarias a sua utilizagfo racional estd em torno de
50%. O excedente pode ser uma opgio de substrato
celul6sico para a produgdio de proteina a partir de
Trichodermareesei € Rhizopusoligosporus.

Apesar de serem inimeros os microrganismos
que hidrolisam a celulose, o T. reesei foi empregado
neste trabalho por apresentar caracteristicas promis-
soras devido ao seu complexo celulase ser bastante
estdvel, sendo excretado no meio, com adequada
mistura de enzimas, em grandes quantidades (12,19,
1). Enquanto que o R. oligosporus foi utilizado por
sua capacidade decrescer em glicose, por ser um fun-
go testado na alimentagfio humana e por apresentar
em sua massa fiingica protefna com bom perfil de
aminodcidos essenciais, muitas vezes compardveis 2
proteina dereferénciadaFAO (14,8, 13,26).

O objetivo deste trabatho foi estudar a viabili-
dade do bagaco de cana-de-agiicar como substrato
para o desenvolvimento de T. reesei ¢ R. oligos-
porus através da quantificacdio dos componenies
quimicos da biomassa, dando &nfase aos dcidos
nucléicos, proteinas e aminoécidos.

MATERIAL E METODOS

A produgio de biomassa foi conduzida em
fermentador piloto em duas etapas, sendo a pro-
dugfio de inéculo e o processo fermentativo pro-
priamente dito.

Os parAmetros tempo, temperatura, pH,
aeragfio, agitagfio, composi¢io do meio e pré-
tratamentos foram determinados em experimentos
preliminares.

Producéo de Indeulo - O inéculo foi obtido
por germinagfio dos esporos de Trichoderma ree-
sei BF 1207 e Rhizopus oligosporus NRRL 2710,
em fermentador com capacidade de 100 litros, pro-
vido de linhas de inje¢fio de vapor para esterili-
zagdo in situ ¢ de controle de agitagfio, pressdo,
temperatura, espuma e aeracao.

Para a germinagfio dos esporos de T. reesei
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BF 1207 foi utilizado 0 meio Czapeck-Dox modi-
ficado em 0,5% de bagago de cana pré-tratado por
moagem a 60 "mesh” em substituigdo a sacarose,
NaN0; 0,2%, K,HPO,, 0,1%, MgS04/7H0 0,05%,
KC10,05%, FeS04 0,001% e ainda extrato de leve-
dura a 0,1%. O fermentador foi carregado com 70
litros de meio, esterilizado a 120° C. A suspens&o
de esporos foi preparada em 400 ml de solugdo fi-
siolégica contendo 0,1% de Tween 80, a partir de
cinco tubos de meio Potato Dextrose Agar (PDA).
Ap6s a inoculagfio, a temperatura, a agitaglo ¢ a
aeracdo foram controladas a 30°C, 200 rpm ¢ 0,5
vvm, respectivamente. O pH inicial foi de 5,5 ¢
ndo foi controlado durante o processo. Apés 62
horas de cultivo, o inéculo em fase vegetativa foi
transferido para o fermentador piloto para o inicio
da fermentagfo propriamente dita.

A germinagfio de esporos de R. oligosporus
NRRL 2710 foi conduzida nas mesmas condigdes
utilizadas para o T reesei BF 1207, excetuando-se 0
bagago de cana, que foi substituido por glicose a
0,5% e aredugfio do tempo de cultivo para40 horas.

Processo Fermentativo - Foi utilizado para o

processo fermentativo propriamente dito, um fer-

mentador piloto com capacidade de 1000 litros,
carregado com 600 litros de meio nas mesmas
condigoes empregadas para a produgfo de in6culo
de T. reesei BF 1207. A acidificagdio do meio (pH
4,0) foi necessdria como forma de controlar o cres-
cimento de contaminagOes bacterianas. Efetuada a
esterilizagdo do meio a 120°C, por 30 minutos, &
resfriamento a 30°C, o fermentador recebeu o
in6culo em fase vegetativa de T. reesei BF 1207
no tempo zero ¢ o de R. oligosporus NRRL 2710,
ap6s 40 horas de fermentagio.

Apbs 100 horas de fermentagfo, o sobrenadante
foi descartado por decantagfo, ¢ o residuo consti-
tuido de bagaco de cana ndo digerido e micélio foi
separado utilizando tamis 140 "mesh". Em seguidao
material foi lavado com 4gua destilada eliminando
desta maneira residuos do meio de fermentagao, de-
sidratadoa 70°C, por 36 horas, e moido a 60 "mesh”,
obtendo-se assim a biomassa fangica.

Anilise da Biomassa - O bagago de cana
moido a 60 "mcsh" e a biomassa fingica foram
analisados quanto aos teores de:

« Protefna bruta, Umidade, Extrato etéreo, Cinzas
(2); Fibra brata, Celulose ¢ Lignina (21); Acidos
nucléicos totais (25); Calcio ¢ Magnésio (20);
Ferro, Potissio, Sédio e Mangangs (3); Fosforo
(4); Zinco (16).

» Aminograma (23).
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RESULTADOS

Os valores obtidos com relagiio & composigio
quimica do bagago de cana moido a 60 "mesh” e a
biomassa flingica se encontram na Tabela 1. Os re-

TABELA 1 - Composigio do bagago de cana moido ¢ da
biomassa fingica.

Componentes Bagagode Biomassa®

g/100 g Cana Moido  Fiingica
Protefna Bruta 1,58 7,70
Extrato Etéreo 1,40 0,69
Cinzas 3,30 2,86
Fibra Detergente Acido (F. D. AP 60,1 62,1
Extrato Nao Nitrogenado (E. N. N.¥ 336 256
Umidade 9.0 7,1
Celulose 44,7 472
Lignina 154 159
Fésforo 0,05 0,26
Potissio 0,20 0,12
Cilcio 0,08 0,06
Magnésio 0,06 0,03
Sédio tragos tragos
Manganés 0,006 0,006
Ferro 0,05 0,18
Zinco 0,001 0,008

a. Constituida por bagago de cana nio digerido e micglio.

b Constituida por lignina e celulose.

c. Engloba a hemicelulose. Diferenga entre a soma dos teores
decinza, extrato etéreo, protéina e . D, A. e o valor 100.

TABELA 2 - Aminograma do bagago de cana moido e da
biomassa fiingica
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TABELA 3 - Teores de aminodcidos essenciais da proteina do
bagago de cana mofdo, da biomassa flngica, da proteina de
referéncia da FAO e do ovo.

Aminodcidos . . Proteina de
Essenciais C]?aﬁidl\q/ﬁ) ?;o B};grrlx;(s::a Referéncia  Ovo2/
g/100 g FAO/WHO V/

Lisina 20 39 55 70
Leucina 72 97 70 88
Isoleucina 28 39 40 6,3
Arométicos 43 65 60 99
Sulfurados 05 038 35 58
Treonina 31 39 40 5,1
Valina 35 48 50 638
Triptofano tragos tragos 10 15
Total 234 335 36,0 51,2
Cémputo

- Quimico I 3/ 3/ —_— 100
Computo
Quimico II 86 138
Aminodcido
Limitante I Triptofano Triptofano Nenhum  Nenhum
Aminodcido
Limitante I Sulfurados Sulfurados
ndice de
Aminodcidos
Essenciais
(Indice AAE) 383 566 — 100

1/ Pellet & Young (1980) (15)
2/ Pellet & Young (1980) (15)
3/ Valores nfio determinados

TABELA 4 - Fragoes nitrogenadas no bagago de cana mofdo e
biomassa fingica

Bagago de Cana Moido Biomassa Fingica®

Aminodcidos Proteina  Matéria Proteina  Matéria
8/100g  Seca g/100g  Seca
g/100 g g/100 g

Lisina 2,04 0,06 3,87 0,25
Histidina 0,86 0,02 1,31 0,08
Arginina 241 0,07 3,15 0,20
Acido Aspértico 9,77 028 5,61 0,36
Treonina 3,11 0,11 3,88 0,20
Serina 4,08 0,12 2,88 0,18
Acido GlutAmico 12,79 0,36 6,93 044
Prolina 4,40 0,12 2,82 0,18
Glicina 4,40 0,12 3,13 0,20
Alanina - 490 0,14 3,77 0,24
Cistina tragos tragos tracos tragos
Valina 3,55 0,14 481 0,23
Metionina 0,55 0,02 0,78 0,03
Isoleucina 2,84 0,11 391 0,18
Leucina 725 0,21 9,68 0,62
Tirosina 1,68 0,07 2,32 0,11
Fenilalanina 2,60 0,12 4,17 0,17
Triptofano tragos tragos tracos tragos
Total —_ 2,07 — 3,67
Amdnia 0,03 0,16

a. Constituida por bagago de cana ndo digerido e micélio.
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N Bagago de Biomassa
Fragdes Cana Mofdo  Fiingica *
Nitrogenadas g/100¢ g/100g
N Total® 025 123
Protefna Bruta® 1,56 7,70
NAN Totais 0,09 0,20
Acidos Nugléicos Totais’ 0,61 1,36
N proteico 0,16 1,40
N Protefco® 0,33 0,59
N de Purinas 0,06 0,14
NAN: N Proteico 1:1,78 1:5,15
1:3,67 1:2,95
N de Purinas: N Proteico 1:1,5 1:7,35
1:5,5 1:4,21
NAN . X 100 36,0 16,30
N Total
a. Constituida por bagago de cana nio digerido e micélio.
b Nitrogénio total (AOAC) 2
¢. NToul X625
d Dosado pelo método descrito por VANANUVAT (1973)
(25)
NAN X 6,8

Diferenga entre N Total ¢ NAN
Total de aminodcidos/6,25
NAN/1 4

TR e
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ferentes & composicdo em aminodcidos ¢ amdnia
na Tabela 2 e na Tabela 3 se encontram 0S valores
referentes ao conteiido em aminodcidos essenciais,
indice de aminodcidos essenciais € cOmputo
quimico nesta dltima, exercendo um paralelo com
a proteina de referéncia da FAO/WHO ¢ do ovo (g
de aminodcido por 100 g de proteina). Na Tabela
4, encontram-se¢ as proporgoes de nitrogénio de
protefnas e nitrogénio de purinas ou de 4cidos nu-
cléicos totais.

DISCUSSAO

O crescimento da cultura mista de fungos em
bagago de cana proporcionou um aumento de
387% no teor de proteina bruta deste residuo (Ta-
bela 1). Este resultado pode ser explicado pelo
teor de protefna bruta presente nos fungos, em tor-
no de 30 - 60% do peso seco do micélio, como re-
latado por Kosaric & Miyata (9). A redugdo no
teor de extrato etéreo no material fermentado pode
ser, segundo Sorenson & Hesseltine (22), o resul-
tado da intensa atividade lipolitica do R. oligos-
porus, que tem a capacidade de utilizar acidos
graxos como o linolénico, como fonte de carbono.
Ainda com relagfio a Tabela 1, observa-se um pe-
queno aumento no teor de fibra em detergente
4cido na biomassa fiingica. Isto é devido provavel-
mente a0 aumento no teor de celulose, visto que 0
teor de lignina foi mantido. Wang & col. (27) re-
latam um aumento no teor de fibras, devido ao
micélio de R. oligosporus. Griffin (7) salienta que
a rigidez da célula fiingica & devida A parede ser
composta de polissacarideos de natureza cCe-
lulésica e pela quitina, além de protcinas e
lipideos.

Quanto ao teor de extrato nado nitrogenado
(Tabela 1) verifica-se uma leve redugiio na bio-
massa féngica, indicando uma utilizagdo de ape-
nas 23,8% dos carboidratos disponiveis no
residuo, para seu crescimento.

A reducfio no teor de cinzas na biomassa
fangica (Tabela 1) tem relativamente pouco valor,
uma vez que sdo vérios fatores que interferem na
sua quantificagdo (21). Dentre 08 vérios elementos
metilicos e no metilicos encontrados, o fésforo
apresenta um aumento porcentual no residuo mi-
neral, justificado pois o referido elemento é um
componente essencial dos dcidos nucléicos.

A porcentagem de proteinas na biomassa,
baseadas na soma das porcentagens dos residuos
de amino4cidos, foi de 3,67% (Tabela 2) e € bas-
tante inferior ao resultado de 7,7%, obtido pelo
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'método de nitrogénio total observado na Tabela 1.

Esse resultado se explica, pois nesse dltimo méto-
do, determinou-se o nitrogénio protéico propria-
mente dito ¢ outros compostos nitrogenados ndo
protéicos, tais como aminas, amidas, nitrilas e
aminodcidos, resultando a proteina bruta. Dos
compostos nitrogenados nio protéicos, apenas a
dosagem de amonia foi realizada. Os altos teores
em 4cido glutAmico e aspértico observados na Ta-
bela 2, se justificam tendo em vista que a maior
parte das proteinas estruturais e enzimdticas de
fungos sdo conhecidas como de natureza acida (7).
Quanto ao aminograma do bagago de cana mofido,
os teores encontrados sdo superiores aos obtidos
por Toit & col. (24).

Com relagfio aos dados apresentados na Tabe-
la 3, observa-se que a proteina da biomassa
fingica apresentou deficiéncia em triptofano ¢
aminodcidos sulfurados. A simples determinagdo
do teor de aminodcidos de uma protcina ndo indica
sua disponibilidade e seu valor nutritivo. Através
do computo de aminodcidos essenciais ¢ indice de
aminodcidos essenciais (indice AAE), a qualidade
de uma proteina é avaliada quimicamente. O
computo de aminodcidos essenciais ¢ a porcenta-
gem de cada um desses aminodcidos, em relagao
a0 mesmo aminodcido numa proteina de referén-
cia, geralmente 0 ovo. A mcnor porcentagem é
chamada compato quimico e o aminodcido corres-
pondente é o aminodcido limitante. O indice AAE
é a média geoméirica dos cOmputos de ami-
nodcidos essenciais, em relagfio & proteina de refe-
réncia, nesse caso, o ovo (15). A Tabela 3 apresen-
ta esses calculos, utilizando o ovo como
referéneia. Tendo como padrio a proteina da
FAO/WHO, seguramente o cOmputo € 0 indice
AAE seriio maiores. O padrio FAO/WHO ¢ uma
proteina tedrica, em proporgdes aminoacidicas
6timas, com 100% de utilizagdo. Indiferente a
proteina de referéneia utilizada, os aminoécidos
triptofano e sulfurados [oram os limitantes na bio-
massa fangica. Entretanto, Krause & Mahan (10)
mostraram que muitos alimentos convencionais,
possiveis fontes de proteinas, também apresentam
deficiéncias de um ou vérios aminodcidos essen-
ciais. Sdo os casos, da lisina para os cereais, a me-
tionina para o leite de vaca, fcijao e soja e isoleu-
cina para a mandioca.

O reduzido teor em 4cidos nucléicos totais,
detectado na biomassa fiingica, foi devido ao cres-
cimento lento dos fungos (Tabela 4). Moraes (13)
em seus cstudos com R, oligosporus encontrou um
teor em 4cidos nucléicos totais variando entre 7 €
10%. Pode-se observar também na Tabela 4, uma
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alta relagfio N de purinas: N protéico, devido o N
protéico ter sido superestimado e a concentragfio
de purina ser realmente baixa. Provavelmente,
com essas concentragdes em dcidos nucléicos to-
tais e purinas, 147 gramas de biomassa poderiio
ser ingeridos por dia, assegurando o nivel normal
de 3 - 6 mg/100 ml de 4cido trico no soro.

A fragdo de N de lcidos nucléicos, expressa
como porcentagem de N total, varia de 14-16%
para fungos; 17-21% em leveduras e 30% ou mais
em bactérias. Como estd referido na Tabela 4, os
valores de 16,3% encontrados na biomassa
fingica ndo foram devidos a altos teores em nitro-
génio de 4cidos nucléicos, mas a um conteido
menor em nitrogénio protéico.

Deve-se reconhecer que nio é suficiente pro-
duzir uma biomassa protéica, mas também desco-
brir como fazé-la um produto aceitdvel, de baixo
custo e adequado para o uso em dictas animais e hy-
manas. Ainda, s30 necessdrios estudos que avaliem
a viabilidade econdmica tanto dos pré-tratamentos
aplicados ao bagaco de cana como também, da
relagdio carbono/nitrogénio na composi¢io do meio
de fermentagdo, frente ao teor protéico da biomassa
fingica. As barreiras tecnoldgicas e socioldgicas
sdo talvez os maiores obsticulos para o uso desse
produto como alimento.
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SUMMARY

Trichoderma reesei and Rhizopus
oligosporus growth in sugar cane bagasse for
protein production

The use of sugar cane bagasse as substrate for
a mixed culture of Trichoderma reesei and Rhizo-
pus oligosporus, both non phathogenic microor-
ganisms, seemed to be adequate. A high bulk bio-
mass production was conducted in a pilot
fermentor in two phases: vegetative inoculum pro-
duction and fermentation. Culture of T. reesei BF
1207, growth during 62 hours, was inoculated in
the production fermentor at zero time with 600 1i-
ters Czapeck-Dox modified medium, The R. oli-
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gosporus inoculum was added after 40 hours of
fermentation to production fermentor with 40
hours in activity, The biomass protein content was
7.7%, with the tryptophan as the limiting aminoac-
id, followed by the sulfur aminoacids being the
other aminoacids very similar to those from FAO
reference protein. The biomass presented an essen-
tial aminoacids index equal to 56.6, suggesting
that its protein have low nutritional value when
compared to egg protein. The total nucleic acid
content equal to 1.4% revealed a very slow fungi
growth. The nitrogen fraction of the nucleic acid,
expressed as total N percentage was 16.3% and
showed that value was not due to great nucleic
acid nitrogen content but to a lower content of pro-
tein nitrogen.

Key Words: Biomass, sugar cane bagasse, Tricho-
derma reesei, Rhizopus oligosporus.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Allen, AL & Mortensen, R.E. - Production of cellulase
from Trichoderma reesei in fed-baich fermentation from
soluble carbon sources. Biotechnol. Bioeng. 23: 2641-
2645, 1981.

2. Association of Official Analytical Chemists, eds. - Offi-
cial Methods of Analysis of the AQAC., Washington,
D.C., The Association, 1980,

3. Braga, IM. - Avaliagdo da Fertilidade do Solo. Vigosa,
Imprensa Universitdria. 1980, p- 45-86.

4. Braga,IM. & Defelipo, BV, - Detenminagio espectrofo-
tométrica de f6sforo em extrato de solo e material vege-
tal. Rev. Ceres, 21: 73-85, 1974.

5. Carter, G.B. - Is biotechnology feeding the russian? New
Scientist, 90: 216-218, 1981,

6.  Ferrari, B.T. - Desnutrigio: A tragédia da fome. Rev.
Bras. Clin. Terap. 15; 41-48, 1986.

7. Griffin, D.H. - Fungal Physiologoy. New York, John Wi-
ley & Sons Inc., 383 p, 1981,

8.  Jurus, AM. & Sundberg, W.J. - Penetration of Rhizopus
oligosporus into soybeans in tempeh. Appl. Environ. Mi-
crobiol. 32: 284, 1976,

9. Kosaric, N. & Miyata, N. - Growth of morel mushroom

mycelium in cheese whey. J. Dairy Res. 48: 149-162,
1981.

10. Krause, M.V, & Mahan, LK. - Alimentos, Nutrigio e
Dietoterapia. Sio Paulo, Roca, 1052 p, 1985.

11, Litchfield, 1.1, - Single cell proteins. Science, 219: 740-
746, 1983,

12.  Menczes, T.J.B.; Duchini, LA, & Figueiredo, I.B. - Pro-
dugio em laboratério de proteina fingica em bagaco de
cana. Rev. Bras. Tecnol, 7: 439-446, 1976.

13. Moraes, CA. - Utilizagiio do soro de queijo para pro-
dugiio de protefna microbiana, Vigosa, Universidade Fe-
deral de Vigosa. (Tese M.S.), 1981.

14. Nicoli, IR, Produgio de proteina fingica em residuos in-
dustriais agroalimentares. Belo Horizonte, Universidade
Federal de Minas Gerais. (Tese D.S.), 1986.

15. Pellet, P.L. & Young, V.R. - Nutritional Evaluation of



Monteiro, J. B.R. et al

16.
17.

18.

19.

20.
2L
22.

Protein Foods. Tokyo, The United Nations University,
153 p, 1980.

Price, W.J. - Analytical atomic absorption spectrometry.
Londres, Heydeu & Son Ltd., 239 p, 1972.

Rao, R.R.; Deshmukh, S.S. & Srinivasan, M.C. - Biomass
protein formation by filamentous fungi on woody sub-
strates. Biotechnol. Letters, 6: 461-464, 1984,
Rimmington, A. - Single cell protein. The soviet revolu-
tion? New Scientist, 146: 12-15, 1985.

Ryu, D.D.Y. & Mandels, M. - Cellulases: biosynthesis
and application. Enzyme Microbiol. Technol. 2: 91-102,
1980.

Sarruge, J.R. & Haag, H.P. - Anélise quimica em plantas.
Piracicaba, Imprensa Universitdria, ESALQ. 1974. p. 56.
Silva, D.J. - Andlise de Alimentos: métodos quimicos e
biolégicos. Vigosa, Imprensa Universitdria. 1981. p. 166.
Sorenson, W.G. & Hesseltine, C.W. - Cargon and nitro-
gen utilization by Rhizopus oligosporus. Mycologia, 58:
681-689, 1966.

23.

24.

25.

26.

27.

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

Spackmann, O.H.; Stein, W.H. & Moore, F. - Automatic
recording apparatus for use in the chromatography of
amino acids. Anal. Chem. 30: 1190-1206, 1958.

Toit, P.J.; Oliver, S.P. & Van Biljon, P.L. - Sugar cane
bagasse as a possible source of fermentable carbohy-
drates: Characterization of bagasse with regard to mono-
saccharide, hemicellulose, and aminoacid composition.
Biotechnol. Bioeng. 26: 1071-1078, 1984.

Vananuvat, P. - Production, composition and properties
of protein from Saccharomyces fragilis from on crude
lactose. Comell University. (Tese Ph.D.), 1973,
Waliszewska, A.; Garcia, 11.S. & Waliszewska, K. - Nu-
tritional evaluation of Rhizopus oligosporus biomass
propagated on potato. Nutr. Rep. Int. 28: 197-202, 1983.
Wang, H.L.; Ruttle, D.I. & Hesseltine, C.W. - Protein
quality of wheat and soybeans after Rhizopus oligosporus
fermentation. J. Nutrition, 96: 109-114, 1968.

Recebido para publicagdo em 15/12/89

169




Rev, Microbiol., Sdo Paulo, 22(2): 170-178, 1991

EFEITO DA REMOCAO_DE CELULAS SOBRE O RENDIMENTO DA
FERMENTACAO ALCOOLICA POR LEVEDURA

Valentina de Fatima De Martin Orelli!
Henrique Vianna de Amorim!
Alessandro Antonio Orelli Jinior!
Antonio Joaquim de Oliveira?

RESUMO

O presente trabalho visou estudar o efeito da remogio de quantidades crescentes
de células de levedura do processo (sangria) sobre o rendimento da fermentagiio
alcodlica. As fermentagdes foram conduzidas com a levedura de panificagfio
(Saccharomyces cerevisiae) em mosto de xarope a 30°C ¢ mosto de melago a 33°C.
Apo6s cada ciclo fermentativo foram removidos 5%, 10%, 15% e 20% (v/v) de células,
durante sete ciclos. A remogfio de 5% a 20% (v/v) provocou uma diminui¢fio no teor
de matéria seca, proporcional a porcentagem removida em ambas as condigdes
testadas. A viabilidade celular aumentou com a aplica¢lio de 5% a 20% (v/v) de
sangria, sendo este aumento significativo no ciclo 7 para sangria de 5% e nos ciclos 5,
6 ¢ 7 para sangrias de 10%, 15% e 20% (v/v), em mosto de xarope a 30°C. Em mosto
de melago a 33°C também ocorreu aumento da viabilidade, porém as sangrias de 5% e
10%, 10% € 15%, 15% e 20% (v/v) ndo diferiram significativamente entre si. A
aplicagdo de 5% a 20% (v/v) de sangria diminuiu os rendimentos das fermentagoes
conduzidas tanto em xarope como em melago. Rendimentos relativos as sangrias de
5% ¢ 10%, e entre 15% e 20% (v/v) ndo diferiram significativamente entre si quando
em mosto de xarope a 30°C. O mesmo efeito foi observado entre as sangrias de 15% e
20% (v/v) em mosto de melago a 33°C.

Palavras-chave: fermentagfio alcodlica, remogfo de células, "sangria”

INTRODUCAOQ

Devido ao grande valor proteico e vi-
taminico da levedura é de interesse das inddstrias
alcooleiras do Brasil a produgfio de levedura
como subproduto da fermentacfio alcodlica para
utilizd-1a na alimentagdio animal.

Embora indiscutivel a utilizagfio deste sub-
produto no arragoamento de gado bovino, é po-
lémica a pratica da sangria de levedura no

processo de fermentacio alcodlica.

No processo de fermentagiio de Melle-Boinot,
sistema mais utilizado no Brasil, as células de leve-
dura sio recuperadas através de uma total recircu-
lagio das mesmas, de mancira a tornar minima a
formagfo de novas células pela manutengiio de alta
concentragdio celular e assim conseguir um aumen-
to do rendimento alcodlico através de um consumo
menor de aglicar que seria cmpregado na formagiio
de componentes celulares da levedura (9, 18). En-

1. Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz” - USP, Dept® de Quimica, Caixa Postal 09, 13.400 - Piracicaba-SP, Brasil.
2. Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" - USP, Depto. de Tecnologia Rural, Caixa Postal 09, 13.400 Piracicaba-

SP, Brasil.

170



Orelli, V.F. M. et al

tretanto vdrias usinas e destilarias, baseadas em
evidéncias préticas, contestam essa teoria mostran-
do que o desvio de parte do leite-de-levedura a ser
recirculado ndo compromete a produgfo de etanol.
A remogfio de 15% do fermento do mosto fermen-
tado (5), 20 a 40 gramas de matéria seca por litro
de 4lcool produzido (15) ou 10% do leite-de-
levedura (6), sdo alguns dos niveis de sangria prati-
cados em destilarias brasileiras.

De um modo geral nfio parece possivel fazer
uma generalizagfio do nivel de levedura a ser re-
movido pelas inddstrias de dlcool face aos
indmeros fatores envolvidos, dentre os quais pode-
mos destacar 0 processo de fermentagfio usado
(continuo ou descontinuo), as condig¢des de fer-
mentagdo, e o desempenho das centrifugas.

Este trabalho foi desenvolvido, em escala de
laboratério, com o objetivo de estudar o efeito da
remogio de quantidades crescentes de fermento,
entre um ciclo fermentativo e outro, sobre o rendi-
mento da fermentagfo alcodlica.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo - O microrganismo utilizado
foi a levedura de panifica¢do Fleischmann (Sac-
charomyces cerevisiae).

Meio de Fermentacgio - Xarope de cana-de-
agicar (62,7% acicares redutores totais; 1250
ppm N total; 69 ppm P; 6885 ppm K; 1188 ppm
Ca; 669 ppm Mg; 1,5 ppm Zn; 421 ppm SO,) ¢
melago de cana-de-aglicar (66,8% agtcares redu-
tores totais; 2910 ppm N; 443 ppm P; 19890 ppm
K; 1918 ppm Ca; 2320 ppm Mg; 5,1 ppm Zn; 52
ppm SO,) foram diluidos a uma concentragio de
150 g/l e 152 g/l em agicares redutores totais
(ART) respectivamente. Os mostos foram entfio
ajustados a pH 3,60 com &cido sulftirico e autocla-
vados a 121°C/1 atm durante 20 minutos.

Fermentaciio e remocio de células - De uma
suspensdo aquosa de células de levedura de con-
cenfragfio conhecida foram transferidos volumes
correspondentes a 10 ml de células (cerca de 3,46
g de matéria seca) para tubos de fermentagio gra-
duados de 45 mm x 170 mm. As células foram
separadas por centrifugacfio a 1900 rpm (686 x g)
durante 20 minutos e o seu volume completado a
cerca de 19 ml com &4gua destilada esterilizada
afim de manter constante o volume de inéculo em
todos os tubos sujeitos & remogdo de células no
decorrer dos ciclos fermentativos. Em seguida fez-
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se a adigfio do mosto em 4 aliquotas de 20 ml, em
intervalos de 2 horas. O indculo inicial foi de cer-
ca de 109 células/ml. As fermentagdes foram con-
duzidas a 30°C ou 33°C e, para maior facilidade
dos trabalhos em laboratério, por um tempo
minimo de 20 horas.

O 3lcool desprendido da fermentagio e arras-
tado pelo gés carbodnico foi recuperado pelo bor-
bulhamento em erlenmeyers contendo dgua desti-
lada gelada e determinado posteriormente.

Ao final da fermentagfio, caracterizada pela
paralisagio (visual) da liberagiio de gés carbdnico
determinou-se a viabilidade celular e completou-
se o volume a 100 ml com 4gua. A suspensdo foi
centrifugada ¢ no vinho foram determinados o
grau alcodlico, pH e o teor de aglicares residuais

{(AR) cujo valor médio ndo excedeu 0,09% em to-

dos os tratamentos, indicando um consumo de
agticar quase que total durante as fermentag0es.

As células foram lavadas por ressuspensdo em
dgua 4cida a pH 2,5 ¢ o seu volume final comple-
tado a 100 ml. Desta suspensio rctirou-se 1 ml
para determinagfio da matéria seca e 5, 10, 15 ¢ 20
ml equivalentes a 5, 10, 15 e 20% (v/v) de células
(sangria) conforme descrito em (4). A suspensdo
remanescente no tubo foi centrifugada ¢ o sobre-
nadante descartado. A massa celalar foi ressuspen-
dida até cerca de 19 ml com dgua destilada dando
infcio a um novo ciclo fermentativo. O mesmo
procedimento foi repetido durante 7 ciclos.

Métodos analiticos - As concentragbes de
AR ¢ ART foram determinadas pelo método de
Somogyi e Nelson adaptado (1).

Nitrogénio total foi determinado pelo método
micro-Kjeldhal (16), apés digestdo sulldrica das
amostras. Fosforo foi analisado apds digestdo nitro-
perclérica das amostras (3). Célcio, magnésio,
potdssio ¢ zinco foram determinados por absor¢fio
atdmica ap6s digestfo nitropercldrica das amostras
(16).

O nivel de sulfito no mosto foi determinado co-
lorimetricamente através darcagfio com p-rosanilina
ap6s destilagio da amostraem meiodcido (21).

Na determinagfio de ctanol, o vinho delevura-
do foi destilado em microdestilador Kjedhal adap-
tado para dlcool ¢ a densidade da mistura hidroal-
codlica medida em densimetro digital Anton-Paar
mod. DMA-46 (1).

A viabilidade celular foi determinada com
azul de metileno e citrato de sédio (14).

O teor de matéria scca [oi determinado (13)
relacionando-se a turbidez da suspensfio aquosa de
levedura com o peso da massa celular.
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Os resultados foram analisados estatistica-
mente utilizando-se o delineamento "split-plot” em
blocos casualizados (8). As curvas foram ajustadas
por andlises de regressdo.

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

1. Efeito da sangria de levedura sobre a
fermentagdo alcodlica em mosto de xarope a 30°C

Matéria seca - A remogfio de células provo-
cou uma diminui¢do do teor de matéria seca (g/
100 ml) proporcional & porcentagem de células re-
movidas, conforme mostra a Figura 1.

Verificou-se que ciclo a ciclo o teor de maté-
ria seca aumentou para a testemunha (sem
remogdo de células) e diminuiu para as sangrias de
5%, 10%, 15% e 20% (v/v) mostrando uma ten-
déncia A estabiliza¢fo nos dois ciclos finais.

Embora tenha ocorrido crescimento celular
entre os ciclos, verificou-se que este ficou abaixo
dos niveis de sangria aplicados, resultando na
queda do teor de matéria seca com os ciclos.

A— Testemunha

O0---5% {v/v) sangria
[o REERE 10%6 (v/v) sangria
B-—-15°.{v/v}sangria
- 20%s{v/vlsangria
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Este resultado pode provavelmente ser explicado
pela deficiéncia de nutrientes do mosto de xa-
rope, principalmente com relagfio a N ¢ P. Do N-
total do mosto, apcnas 40-50% fica disponivel
para a levedura (12), o que corresponde a 125-
175 ppm de N no presente trabalho. Esta concen-
traglio estd abaixo de 500 - 600 ppm N total que
€ considerada uma concentragfio 6tima (2). O P,

celemento essencial ao crescimento celular, & re-

querido a uma concentragfio de 55-65 ppm (17)
ou 186 ppm/10 g células (9), concentragdes estas
muito superiores a encontrada no mosto utilizado
(cerca de 17 ppm).

Viabilidade celular - Os resultados apresen-
tados na Figura 2 demonstraram que a viabilidade
celular da testemunha foi significativamente me-
nor a partir do ciclo 6 em relagfio a sangria de 5%
(v/v) e a partir do ciclo 4 relativamente 3s sangrias
de 10%, 15% e 20% (v/v). Ciclo a ciclo, verificou-
s¢ uma diminui¢fo da viabilidade celular em todos
os niveis de sangria. Entretanto quanto maior a
porcentagem de células removidas do processo,
menos acentuada [oi a queda da viabilidade.

Y7 379-0065X +0018X RE88% %%

Y273.69-0,237 X+ 0,025X 2 R%= 85 %0 % %
Y373,60-0379 X +0,030X? R2=96%0 % %
Y, #3.58-0,545X +0,043X% R2:98 /e% ¥
Y5=3,36-0636X+0052X% R%=98% %%
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FIGURA 1 - Matéria seca (2/100 m!) em fungio dos diferentes niveis de sangria de células para levedura de panificagio

Fleischmann em mosto xarope a 30° C.
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A—— Testemunho Y, <112 =8,92X  R=90%0 XX
D--- 5%{w/vlsangrio Y,2 107,87 - 777X REz96% %%
0+ 10%{¥/v)sangria Y35109.04-7.42X R%=86%% %
B--—- 15%.{v/v)sangria Y4=|09,45—7.05X Re=83%. %%
10300 ®--— 20%.(v/v)sangria Y5°106,49-584X RZ=81%: %%

CELULAS VIVAS (%)

4330 ‘ '
\ 2 3
cicLos

1 1 1 1
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FERMENTATIVOS

FIGURA 2 - Viabilidade celular (%) em fungdo dos diferentes niveis de sangria de células para levedura de panificagio

Fleischmann em mosto de xarope a 30° C.

Em escala de laboratdrio, a aplica¢fio da san-
gria no final do ciclo fermentativo causou uma di-
minuigfio significativa da concentragfio celular.
Desse modo a competi¢do do microrganismo pelos
nutrientes e o efeito de inibi¢io pelo produto tor-
naram-se menores favorecendo a multiplicagdo ¢
consequentemente a viabilidade celular, resultados
esses concordantes com os encontrados na literatu-
ra (7). Essa condigio aumentou também a disponi-
bilidade de oxigénio dissolvido no meio, 0 qual
em quantidades trago favorece o aumento da via-
bilidade celular e a produtividade de etanol (19).

Portanto, a remogfio de células do processo
favoreceu a multiplicagio e consequentemenie a
viabilidade celular coincidindo com observagles
feitas em unidades industriais brasileiras, onde uma
perda elevada de levedura no vinho centrifugado
resulta em alta viabilidade celular no processo.

Rendimento de fermentacio - Os resultados
apresentados na Figura 3 demonstram que 08 rendi-
mentos das fermentagdes diminuiram com aplicagéo
de 5% a 20% (v/v) de sangria quando comparados a
testemunha. Entretanto, as diferencas de rendimento

obtidas entreassangriasde 15% ¢ 10%, eentre 15%e
20% (v/v) nio foram significativas. Cicloaciclo, ve-
rificou-se uma tendéncia de diminuigo no rendi-
mento, em todos os niveis de sangria.

O tempo de fermentagio variou igualmente
para testemunha e sangria de 5% (v/v) (21 a 22 ho-
ras), porém foi maior para as sangrias de 10% e
15% (v/v) (21 a 28 horas) e 20% (v/v) (21 a 43 ho-
ras). Verificou-se que o tempo de fermentagdo foi
igual a 21 horas até o ciclo 4 em todos os trata-
mentos. A partir deste ciclo observou-se uma di-
minuigfo significaliva no teor de matéria seca €
aumento da viabilidade celular para as sangrias de
10%, 15% ¢ 20% (v/v). O tempo de fermentagéo
aumentou com o aumento correspondente de
remogio de células, confirmando observagdes fei-
tas por outros autores (11).

Considerando que com 5% (v/v) de sangria ja

ocorren diminuigio da matéria seca, estimulo para

multiplicagio ¢ consequentemente aumento da
viabilidade celular, pode-se concluir que a dimi-
nui¢fio no rendimento estd dirctamente relacionada
com o uso de ART para a produgfio de massa celu-
lar em detrimento da produg@o de dlcool.
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A~ Testemunha Yy =92,97+0,666 X-O.IOSX2 R%z 500 %
O--- 5% (v/v)sangria Y, 593,03+0,352X-0087X2 R2= 68% %
0+ 10%(v/v)sangria Y3=92,25+0,647X-0128X2 Rz 77 %3
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FIGURA 3 - Rendimento de fermentagiio (%) em fungiio
panificagio Fleischmann em mosto de xarope a 30° C.

2. Efeito da sangria de levedura sobre a fermen-
tagdo alcodlica em mosto de melago a 33°C.

Matéria seca - A remogdo de 5% a 20% (v/v)
de células do processo provocou uma diminuicfo
no teor de matéria seca em todos os niveis de san-
gria. A massa celular diminuiu proporcionalmente
ao nivel de sangria aplicado.

As curvas apresentadas na Figura 4 mostram
0 comportamento da matéria seca, ciclo a ciclo,
para todos os tratamentos. O teor de maiéria seca
da testemunha aumentou com os ciclos. Verificou-
se recuperago do fermento para as sangrias de 5%
e 10% (v/v), o que niio foi observado para 15% ¢
20% (v/v) por tratar-se de niveis de sangria mais
dristicos para os quais é necessdrio uma multipli-
cagdo celular mais intensa para repor o fermento
retirado do processo.

Com a utilizagfo de melago o teor de matéria
seca ndio decresceu nos ciclos sucessivos como o
fez em xarope, o que pode ser explicado pela pre-
senca de maior quantidade de sais e outros compo-
nentes para a multiplicacio das células presentes no
primeiro substrato. Com cerca de 675 ppmde N to-
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dos diferentes niveis de sangria de células para levedura de

tal e 103 ppm de P total, 0 mosto de melago consti-
tuiu-se em meio mais adequado 2s fermentagdes.

Embora 30°C seja a temperatura mais indica-
da (20,10) obeteve-se maior rendimento em célu-
las a 33°C como consequéncia da utilizagdo de um
substrato mais rico em nutrientes.

Viabilidade celular - Os resultados apresenta-
dos na Figura 5 demonstram que a remogiio de 5%
a 20% (v/v) de células aumentou a viabilidade ce-
lular em relagfio 2 testemunha. Entretanto as san-
grias de 5% ¢ 10%, 10% ¢ 15%, 15% e 20% (v/v)
nio apresentaram diferengas significativas entre si.

Uma andlise da viabilidade celular ciclo a ci-
clo demonstrou um decréscimo da mesma durante
o0s 7 ciclos, cm todos os niveis de sangria. Nesse
experimento  (melago, 33°C) nio ocorreu ate-
nuagéo da queda da viabilidade entre os ciclos cor-
respondente a0 aumento do nivel de sangria apli-
cado, comportamento este semelhante a0 obtido
em mosto de xarope a 33°C (4). Esse fato deveu-
s¢ provavelmente A temperatura de 33°C que favo-
rcceu uma multiplicagfio mais intensa, porém mais
rdpida com conscquente aumento na taxa de morte
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das células o que mascarou o efeito positivo da
sangria sobre a viabilidade no decorrer dos ciclos.

Rendimento de fermentacio - Os resulta-
dos apresentados na Figura 6 demonstram que o
rendimento da fermentagfio diminuiu em conse-
quéncia da aplicagfio de 5% a 20% (v/v) de san-
gria. A queda no rendimento foi proporcional ao
nivel de sangria, exceto para 15% e 20% (v/v)
cujos rendimentos ndo diferiram significativa-
mente entre si,

A andlise das curvas 3s quais os dados me-
lhor se ajustaram demonstram que a testemunha
apresentou um decréscimo pouco acentuado du-
rante os 7 ciclos fermentativos. Com as sangrias
5%, 10%, 15% e 20% (v/v) observou-se que o
rendimento decresceu até o ciclo 5 com tendén-
cia a recuperar-se nos ciclos 6 ¢ 7. Ciclos poste-
riores ao ciclo 7 provavelmente mostrariam mais
claramente o comportamento do rendimento neste
experimento,

Os tempos de fermentagio foram constantes e
iguais a 20 horas em todos os ciclos ¢ em todos os
niveis de sangria, fato este que corroborou com as
observagdes feitas com relagio a rccuperacfio da
massa celular,
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A aplicagiio de sangria aliada ao aumento da
temperatura da fermentagfo e utilizagiio de um
meio mais rico em nutricntes provocou uma multi-
plicagfio mais intensa e consequentemente um gas-
to maior de ART para a manutengfio da concen-
tracio celalar. Em escala de laboratério, a
remogio de 5% (v/v) de células sob ambas as con-
di¢des j4 foi suficiente para diminuir o rendimento
da fermentagio.

SUMMARY

Effect of the cells removal on the yield of
alcoholic fermentation by yeast

Due to the high value of protein and vitamin
from ycasts it is interesting for the alcohol indus-
tries in Brazil producing that kind of microorgan-
ism, as a by-product of alcoholic fermentation, to
use it as animal feeding. Although the utilization
of such by-product for cattle feed preparation is
accepled, the practice of yeast cell removal (bleed-
ing) from the fermentation process is a subject of
controverse, The present work was undertaken to
study the effect of yeast ccll removal on the yield
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of alcoholic fermentation in laboratory scale. The
experiments were performed with baker's yeast
Fleischmann (Saccharomyces cerevisiae) in sugar
cane syrup diluted to 150g/1 of total reducing sug-
ars at 30°C and in molasses diluted to 152 g/l of
total reducing sugars at 33°C. The worts had the
pH adjusted to 3,6 with H,SO, and were sterilized
at 120°C/1 atm for 20 minutes.

From a water suspension of known yeast cells
content, 10 ml (about 3,46 g of dry matter) were
transferred to graduated fermentation tubes of 45
mm x 170 mm. Cells were scparated by centrifuga-
tion at 1900 rpm (686 x g) for 20 minutes and the
volume made up to about 19 ml with sterilized wa-
ter. The wort was added in four parts of 20 ml at in-
tervals of two hours. The alcohol evaporated from
the fermentation was collected for further yield cal-
culations. At the end of fermentation, characterized
by no gas carbonic liberation, a sample was with-
draw for cell viability determination (staining with
methylene blue). The volume was made up to 100
ml with distilled water. The suspension was centri-
fuged and the alcohol, reducing sugar content and
pH were determined in the supernatant (fermented
wort). The alcohol content was determined by dis-
tillation of samples using a Kjeldahl microdistilla-
tor and measuring the distillate density with a digi-
tal densimeter. Reducing sugars were estimated by
Somogyi & Nelson method. The pH was measured
in Orion Research model 601 pH meter. The yeast
cells were washed with acidic distilled water (pH
2,5 with H,S0,) and the volume made up to 100ml.
From this suspension it was removed 1 ml for dry
matter determination and 5, 10, 15 ¢ 20 ml equiva-
lents to 5, 10, 15 € 20% (v/v) of cells. A correlation
was established between the optical density (660
nm) of a cell suspension and the dry matter content.
The cells suspension was again centrifuged (686 x
g) for 20 minutes and their volume completed to
about 19 ml with sterilized waler starting another
fermentation cycle. The same proceedure was re-
peated for seven cycles.

The results were statisticaly analysed using
the "split-plot" statistical design in randomised
blocks and the following considerations can be
presented:

a) Theremoval of 5a20% (v/v) of cells promot-
edadecreasein the content of dry matter, proportion-
altotheremoved amounts in both tested conditions.

b) Cells viability increased with the increase
in cell removal in both treatments. In wort of syr-
up at 30°C the viability increase was significative
on the 7th cycle for 5% (v/v) bleeding and on 5 th,
6th and 7th cycles for 10,15 and 20% (v/v) bleed-
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ings. In wort of molasses at 33°C, there were no
significative variation for 5 and 10, 10 and 15, 15
and 20% (v/v) of cells removal.

¢) The application of 5 to 20% (v/v) bleedings
decrcased fermentation yields carried out in worts
from syrup and molasses. Yields related to 5 and
10, 15 and 20% (v/v) bleedings were not different
when fermentation was carried out in wort from
syrup at 30°C. The same eflect was observed be-
tween 15 and 20% (v/v) bleedings when fermenta-
tion was carried out in wort from molasses at 33°C,

Key words: alcoholic fermentation, yeast cell re-
moval, bleeding,
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FUNGAL SUCCESSION ON OCOTEA PULCHELLA (NEES) MEZ. LEAVES IN
DECOMPOSITION ON "CERRADO" SOIL TREATED WITH VINASSE

Iracema Helena Schoenlein-Crusius!
Samia Maria Tauk?

SUMMARY

The effects of cumulative doses of vinasse treatment in "cerrado” soil on the
fungal succession on Ocotea pulchella leaves during its decomposition process, were
observed on four plots, randomly delimited in a "cerrado” reserve in the municipality
of Corumbatai, Sfo Paulo State, where since 1981, 20 £. m2 y'! of vinasse has been
added to the soil of two plots and the other two ones maintained as controls. After
1984 this dose was then increased to 50 £. m2, y1, Thirty six litter-bags (10 x 20 cm
and 1 mm mesh diameter) each containing 100 dry Ocotea pulchella leaves were
placed in the plots at the beginning of each period of time.

The experiments were conducted in two periods: from June 1984 to June 1985
and from July 1985 to June 1986. Three litter-bags were taken monthly from each
plots. Fungi were isolated by the leaf disks washing technique and plated on Martin
media, cellulose agar media and starch agar media. Trichoderma, Penicillium,
Aspergillus and Fusarium were the most frequent during the succession.

The fungal successions were similar during the experiments. It was not possible to
detected any effect of the vinasse treatment on the fungal succession on Ocotea
pulchella leaves, in terms of fungal diversity.

Key Words: Ocotea pulchella, fungal succession, vinasse trcatment.

INTRODUCTION

Vinasse is a hot liquid waste (75-80°C), re-
sulting from the distillation of alcohol. Its volume
has been increased each year in response to the
Brazilian alcohol production. Because of its nutri-
ent and organic matter content, vinasse has been
added to the soil as fertilizer (1, 4). An extensive
review about several kinds of vinasse, chemical
compositions and results of the treatment of the
"cerrado” soil with vinasse was given in literature
(18, 19, 20). Cumulative vinasse treatments in the
"cerrado" soil increased levels of phosphorus, po-
tassium, calcium, manganese, hydrogen, organic
matter, pH and decreased aluminium and changed

the quantity and diversity of microorganisms (20).
From these resulls, it was concluded that the incor-
poration of this waste into the nutrient defficient
"cerrado” soil would alfect the equilibrium of the
ccosystem by modifying the soil conditions drasti-
cally, probably affccting the nutrient cycles and
the soil microbiota.

In a first experiment, Ocotea pulchella green
leaves were placed in a vinasse treated soil, result-
ing in a decomposition rate decrcase over six
months (Casagrande and others, personal commu-
nication).

Alter these results other investigations were
taken by Schoenlein-Crusius (not published) on

the actual effects of the vinasse treatment on soil

1. Sec¢io de Micologia e Liquenologia, Instituto de Botdnica, Caixa Postal 4005, 01051 Sao Paulo, Brasil.
2. Centro de Estudos Ambientais e Departamento de Ecologia, UNESP, Caixa Postal 178, 13500 Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil.
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to observe the decomposition rate, nutrient levels
and microorganisms of Ocotea pulchella leaves in
different periods of times and after 24 months the
results were similar to the ones of the first experi-
ment,

The effect of the soil treatment has been eval-
uated upon the leaf mycota, because the impor-
tance of the fungi in the litter decomposition is
well known in literature (8,13). Another reason
has been the recovering of the "cerrado” soil mi-
crobiota of its original caracteristics, except by the
fungi (19).

The aim of these experiments was to observe
the effects of vinasse on the fungal succession on
Ocotea pulchella leaves, evaluating the exiension
of the nutrient and microbiological modification of
the soil and the decomposition on the diversity of
the leaf mycota.

MATERIAL AND METHODS

The study site was a "cerrado”, a kind of Bra-
zilian savannah, located in a rescrve which is lo-
cated in the Municipality of Corumbatai, SP, 180
km far from S#o Paulo city. The climatic condi-
tions in this region comprises two well-defined
seasons: a rainy, from October to March and a dry
one, from April to September (18).

Four plots of the "cerrado” soil were delimit-
ed in 1981, being two of them treated once with
20.1. m-2, of vinasse in June of c¢ach year and two
maintened as controls. Since 1984 this quantity
was increased to 50.1.m2, to be similar to that usu-
ally applied in sugarcane crops. Vinasse was ap-
plied manually by plastic hoses on the soil with
the litter. The vinasse contained about 0.33 kg/m
of N, 0.12 kg/m of P20s, 3.84 Kg/m of K20, 1.05
kg/m of MgO, 21.65% of organic matter and pH
4.15. This experiment was carricd out at two dif-
ferent periods, the first from June/ 1984 to July/
iggg and the second one, from July/ 1985 to June/

Ocotea pulchella was chosen for the experi-
ments because its great frequency in the reserve.
Green leaves were collected at the same height on
the trees and brought to the laboratory in plastic
bags. Leaves of the same size were chosen and
mantained for about two weeks at room {empera-
ture to dry, instead of the usual stove drying, to
avoid the eventual ¢limination of the leaf mycota.
Other samples of green leaves were taken before
abcission aiming the isolation of fungi present in
the substrate by the same mecthods mentioned
above.

One hundred and forty four litter bags (10 x
20 cm and 1 mm mesh) were filled with 100 previ-
ous weighed leaves, closed with metal clamps and
randomly placed on the soil surface of the plots.
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Half of hem were disposed on the plots with the
soil treated with vinasse and the other half was
disposed on the control sites, so that there were 36
litter bags on each plot at each period of the exper-
iment. The litter bags were fastened with a nylon
thread to avoid losses. Monthly, three litter bags
were collected from each site for fungal isolations.

The fungi were isolated by the leaf disks
washing method (14). Three diferent culture me-
dia were employed: starch agar media, cellulose
agar media and the Martin media used by other au-
thors (20) for eventual further comparisons. Moist
chambers were also used. Forthy leaf disks were
incubated at room temperature during a week.

The isolated fungi were identified to genera
level, with keys for Hyphomycetes, Deateromy-
cetes and Zygomycetes (2, 3, 15). Isolations on
potato dextrose agar media and exposure of colo-
nies under ultra violet light were employed to in-
duce sporulation of some fungi.

RESULTS AND DISCUSSION

In the first period of the experiment, 17 gene-
ra belonging to Deuteromycetes, three to Ascomy-
cetes, four 10 Zygomycetes and one to Myxomy-
cetes were isolaied (Figure 1). In the second
period, 20 genera belonging to Deuteromycetes,
three to Ascomycetes, five to Zygomycetes and
one 0 Myxomycetes were isolated. There were
also many fungi isolated belonging to Mycelia
sterilia group. The majority of the genera belonged
to Deuteromycetes, followed by Zygomycetes and
Ascomycetes. These results are similar to the ones
found by other workers (8, 21).

Aspergillus, Penicillium, Fusarium and spe-
cially Trichoderma were the most commonly iso-
lated fungi many times observed in the succession.

It was not possible to quantify the colony
number of the fungi because some genera as Tri-
choderma, Penicillum and Aspergillus grew faster
than others. Beside this, fungivorous nematodes
developed in the dishes, spreading spores through
the media, turning diflicualt the counting.

The leaf disks washing method was used in
this experiment because this techniques allows the
isolation of the fungi present in the mesophill of
the leaves, climinating propagules from the leaf
surface. Bacause of the observed increase of the
fungal community of the soil in response to vi-
nasse treatment the climination of oportunistic
propagules was important to garantee the observa-
tion of the effects of the wastc incorporation into
the soil on the fungi that actually were decompos-
ing the leaf substrate. The same method was used
in further studies to verify the effects of submer-
gence of Ficus microcarpa (16) and Quercus ro-
bur leaves (17) and has been used to compare di-
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ferences between aquatic and terrestrial leaf myco-
ta in the Atlantic Rain Forest (Schoenlein-Crusius,
personal communication) with satisfactory results.

Alternaria, Cladosporium, Neurospora, Chae-
tomium, Verticillium, Pestalotia, Paecilomyces,
Cephalosporium, Trichoderma, Penicillum, Asper-
gillus, Fusarium, Mucor and Absidia occurred in
the cerrado soil treated with vinasse and on the
control sites, whereas Trichothecium was found
just in the control plots in this study and in other
one (19), whereas Epicoccum, Drechslera, Nigros-
pora, Curvularia, Pithomyces, Belwrania, Cylin-
drocladium, Rhizomucor, Circinella, Humicola,
Zygorrinchus, Diplococcium and Sepedomium oc-
curred just on Ocotea pulchella leaves disposed on
soil treated with vinasse and on the control sites.

In November of 1984 there was a modifica-
tion in the fungal succession by simultancous pres-
ence of Zygomycetes genera, which decompose
simple components such as starch. This rcsults
were also observed in Nothofagus dombey leaves
(5). It is possible that the decomposition of com-
plex compounds as cellulose and lignin resulted in
simple sugar, avaiable for Zygomycetes Normally
sugar fungi were considered pioneers in the leaf
decomposition (6), but in Japanese forests (21),
sugar maple leaf litter (9) and in Nothofagus dom-
bey leaves (5) they were considered colonizers of
the final stages of the leaf decomposition.

In leaf litter of moist tropical forest, three
kinds of decomposing fungi were classified: green
leaves colonizers, that includes phylloplane inhab-
itants and leaf inhabiting fungi, pioneer fungi and
those that colonizes the substrate in the final stag-
es of the decomposition (10). Following this crite-
ria we divided the isolated fungi in Ocotea pul-
chella leaves (Table 1).

The distribution of the genera during the fun-
gal succession presented differences from one pe-
riod to another for instance, there were more "pio-
neers” in the first period than in the second
variations. Probably high moisture and tempera-
ture conditions in December/ 1984 and January/
1985 caused a decrease in fungi isolations, except
for Trichoderma and Fusarium, that developed
faster than others. It is possible that excessive
moisture decreased the population of some acrobic
fungi such as Penicillium and Aspergillus (12), al-
though the importance of the high temperature and
moisture content of the leaves as essencial param-
eter of the fungal colonization. In the second peri-
od of the experiment these decreasings of the fun-
gal populations in response to climatic conditions
were not so marked (Figure 1). These results
showed the great importance of the climatic and
iz;zoznla)lity conditions, often cited in literature (9,

The aim of the use of three different culture
media for the fungal isolation was to allow the de-
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TABLE 1 - Fungal distribution in function of the succession in
Ocotea pulchella leaves placed on the "cerrado” soil treated
with vinasse and in the control sites located in the municipality
of Corumbataf, SP.

First Period of time (June of 1984 to June of 1985)

1. autochtonic fungi 2. invaders 3. final decomposers
Epicoccum Neurospora Humicola
Drechslera Curvularia Mucor

Nigrospora Pithomyces Absidia
Cladosporium Verticillium Rhizopus

Alternaria Pestalotia Zygorrinchus
Aspergillus Paecilomyces

Penicillium Belirania

Fusarium Cephalosporium

Trichoderma Cylindrocladium

Mpycelia sterilia

Second Period of time (June of 1985 to June of 1986)

Epicoccum Trichothecium Cephalosposrium
Drechslera Nigrospora Humicola
Curvularia Cladosporium Absidia
Aspergillus Neurospora Rhizopus
Penicillium Curvularia Zygorrinchus
Fusarium Alternaria Rhizomucor
Trichoderma Chaetomium Diplococcium

Pithomyces Sepedonim

Verticillium

Pestalotia

Paecilomyces

Beltrania

Mycelia sterilia

1. Autochtonic fungi: fungi present in the green leaves, iso-
lated even after months of decomposition.

2. Tavaders: fungi from the environment or a dorment stage

’ in the leaf substrate.

3. Final decomposers: fungi isolated at the end of the de-
composition.

velopment of a great diversity of fungi in function
of the nutrient requires of each group. Although
the colonies were not quantified, it was possible to
verify that the isolated colonies developed prati-
cally in a same way in all culture media employed.
1t is important to consider that many of the isolat-
ed fungi in this experiment are considered cosmo-
politans, with low nutricional exigences. The Mar-
tin media was considered the best for the fungal
isolations because the colonies grew concentrated
on the petri dishes, making casier the preparing of
microscopic slides and isolations for the purifica-
tions of the fungi. The capacity of this method to
improve the development of poor sporulating fun-
gi (7) was also a reason to employ this technique.
Moist chambers were not efficient to isolate cellu-
lolitic, because of the great incidence of nema-
todes and Trichoderma.
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FIGURA 1 - Fungi isolated on newly fallen Ocorea pulchellaleaves (o), in decomposition in "cerrado” soil treated with vinasse (e
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and in decomposition on the control parcels (» - - « }in Corumbatal munici pality, Sio Paulo, Brasil.

The mycota of the leaves placed on the vinasse
treated soil was very similar to the one isolated from
leaves placed on the control parcels (Figure 1).

It was not possible the observe any effect of the
soil treatment on the fungal succession on the
leaves. This results were not expected because in
the same plots, samples of Ocotea pulchella leaves
decomposed more slowly in the "cerrado” soil treat-
ed with vinasse than the ones diposed on the control
sites (Schoenlein-Crusius, personal communica-
tion). Beside this, the soil mycota was increased sig-
nificatively by the vinasse treatment during the
same periods of time studicd (19). Considering the
fact that many typical soil fungi occurred during the
succession it was expected to find qualitative and
quantitative differences between the mycota of the
leaves placed in the vinasse treated soil and those
placed in the control parcels, but it is important to
consider that in this experiments could not be count-
ed and were identified to genera level. Intraspecific
interactions between the isolated taxa could this
way not be verified.
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The mycota occuring in the early stages of the
leaf decomposition was isolated frequently over a
long period in the present experiment (Figure 1), It
seems possible that this mycota was very well adapt-
ed to the leal tissue and avoided the invasion by typi-
cal soil fungi, until the effects of the vinasse addition
onthe soil mycota were no more detected.

It was not possible to detected the effects of
vinasse treated soil upon the fungal succession on
Ocotea pulchella leaves, despite the effects on the
rate, nutrient Ievels and correlations reported else-
where.

RESUMO
Sucessio fingica em folhas de Ocotea pulchella
(Nees) Mez colocadas sobre o s0lo sob cerrado,
tratado com vinhaca.

Estudaram-se os efeitos da adigio de doses
cumulativas de vinhaga em solo sob vegetaciio de
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cerrado na sucessiio fungica em folhas de Ocotea
pulchella durante o processo de decomposi¢do, de
quatro parcelas delimitadas ao acaso, em uma re-
serva-de cerrado situada no municipio de Corum-
‘batai, SP. Ao solo de duas parcelas, 20 1. m™2. ano
‘de vinhaga tém sido aplicados desde 1981, sendo
que aquelas remanescentes foram mantidas como
testemunhas. Apés 1984 as doses foram aumenta-
das para 50 1. m-2, ano. Trinta e seis sacos de tela
de "nylon" (10 x 20 cm com didmetro de malha de
1 mm), cada unidade contendo 100 folhas secas de
Ocotea pulchella foram dispostos em junho de
1984 sobre o solo de cada parcela. Esta técnica foi
aplicada novamente para o segundo periodo de es-
tudo, isto é, junho de 1985. O primeiro periodo
correspondeu entre junho de 1984 a junho de 1985
e o segundo, de julho de 1985 a junho de 1986.
Mensalmente foram coletados trés sacos de tela de
"nylon" de cada parcela de cada tratamento, solo
com ou sem vinhaga.

Os fungos foram isolados por meio da técnica
de lavagem de discos de folhas em dgua destilada
esterilizada com plaqueamento em meio de Mar-
tin, meio de celulose-dgar ¢ meio de amido. Tri-
choderma, Penicillium, Aspergillus ¢ Fusarium

foram os fungos mais frequenie duranie a su-
cessao.

As sucessdes flingicas foram semelhantes du-
rante os dois periodos do experimento. Nio foi de-
tectado o efeito do tratamento do solo com a vi-
nhaca sobre a sucessdo flngica nas folhas de
Ocotea pulchella em termos de diversidade dos
fungos.

Palavras-chave: Ocotea pulchella, sucessio
fingica, tratamento com vinhaca.
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TRANSFORMATION OF PREGNENOLONE IN PROGESTERONE BY
RHODOCOCCUS RHODOCROUS.
INFLUENCE OF DIFFERENT CONDITIONS FOR BIOMASS
OBTAINMENT IN BIOCONYERSION.

Maria Isabel Sanz de Tosetti
Sonia Encarnacién Blanco
Rodolfo Faustino Segovia

SUMMARY

Several conditions for Rhodococcus rhodocrous obtention were studied with the
aim of using it as catalyst in the transformation of pregnenolone in progesterone,
trying to minimize 1-dehydroprogesterone production, Harvest time, presence of
pregnenolone as inductor and variations in the composition of the culture medium
were analized. The microorganism was grown in a stirrer tank and in Erlenmeyers
flasks with stainless steel baffles by using culture media of different composition.
Bioconversion reaction of pregnenolone in progesterone was carricd out in a system of
two immiscible liquid phases with gas oil (C,4 - C,,, 92% of paraffins) as solvent.

The products of bioconversion were determined by means TLC and Gas-liquid
Chromatography. As regards harvest time, it was stated if it was performed in
stationary phase, microorganisms with a lower Al-dchydrogenase activity were
obtained. Rhodococcus grown in media with lactic acid (15%) and with corn step
liquor (13,5% in lactic acid) showed a highly increased Al-dehydrogenase activity and
were less apt for the conversion desired. On the other hand, the presence of substrate
as inductor during cell growth did not favorably influence in yielding, since it
enhances Al-dehydrogenase activity.

Key Words: Steroids; Rhodococcus rhodocrous; Steroid oxidase; Al-dehydrogenase

INTRODUCTION

In a bioconversion process mediated by whole
microorganisms, different from those conducted
by purified enzymes, it is important to consider
biomass obtention conditions since the aptitude to
perform transformations does not only depend on
the increase of activity of an enzyme in particular,
but also on the presence and regeneration capacity
of cofactors. It also depends on the activity of oth-
er enzymatic systems hampering or favoring the
conversion desired.

Unlike a conversion carried out by means of
enzymes, the control of a conversion by whole mi-
croorganists could be more difficult, However,
the use of a complete cell is profitable because: it
increases the stability of the enzymatic system (3);
the enzyine involved in a conversion is not a
unique oae. For example, cholesterol oxidation
implies the existence of the specific oxidase and
also a system permitting to climinate the other
reaction product, hydrogen peroxide, that the
complete cell makes through its peroxidases (1),
and the regencration of cofactors could be per-

Laboratério de Microbiologia Industrial, Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional de San Luis 5700 —

San Luis, Argentina.
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0¥

1 -DEHYDROPROGESTERONE

FIGURE 1 - Conversion sequence. 1: Steroid oxidase, 2: Al-dehydrogcnase

formed in situ, by means of the enzymatic systems
of the cell (7). ‘

In this work the influence of conditions of
growth and the composition of the environments
in the capability of the Rhodococcus rhodocrous
for transforming pregnenolone into progesterone
are studied. Taking into account that there are gen-
erally two associated activities, steroid oxidase
and Al-dehydrogenase (5), providing in this case
progesterone and Al-dehydroprogesterone from
pregnenolone (Fig. 1), conditions minimizing the
Al-dehydrogenase activity were searched in order
get a higher yielding in progesterone.

The studies carried out are part of a project
for the manufacture of steroidal medicine from
glycoalkaloids contained in the fruits of a regional
bush.

MATERIALS AND METHODS

Reagents - Pregnenolone and progesterone
standards were adquired in Sigma Chemical Co.
St. Louis, MO, USA, and YPF, Argentina, provid-
ed Gas-Oil (C,, - C,4, 92% in paraffines).

Microorganism - The microorganism chosen
was Rhodococcus rhodocrous NCIB 10554, 1t was
grown in media of different compositions (Table
1), the wet paste for conversion being obtained by
centrifuging at 8000 rpm, for 15 min in a Sorvall
SS centrifuge with GSA rotor and by subsequently
washing the cells with phosphate buffer, pH 7,5;
0,05 mM.

Bioreactors - Microorganism growth was car-
ried out in 500 and 1000 mi Erlermeyer flasks with
stainless steel baffles (UNSL, Argentina) and in an
18 litres stirrer tank (CETIN, Argentina). For bio-
conversion 500 m! Erlenmeyers flasks were used,
similar to the ones mentioned above. They were

TABLE 1 - Culture media used for Rhodococcus rhodocrous
growth

Components Medium N©
g
1 2 3 ., 4

Glycerol 10.00 1000 1000 0.00
Lactic acid 0.00 0.00 5.00 15.00
Yeast extract 20.00 0.00 20.00 20.00
Corn step liquor 0.00 40.00 0.00 0.00
(NH)) , SO, 2.00 2.00 2.00 200
K, HPO, 2.00 2.00 2.00 ©200
Mg $0,. 7H,0 0.10 0.10 0.10 0.10
CaCl, 0.01 0.01 0.01 0.01
FE SO, 0.01 0.01 0.01 0.01
(a): g/l

In all cases pH was adjusted to 6.7 with NaOH 2 N

agitated in a rotating shaker (2,5 cm eccentricity)
placed in a stove with regulable temperature.

Bioconversion reaction - The bioconversion
reaction was carried out by spreading 100 mg of
pregnenolone in 50 ml of Gas oil by vigorous stir-
ring in an homogenizer operating at 10.000 rpm
for 15 min. Wet biomass (10 g, 70% humidity)
was immediately added and the mixture was ho-
mogenized. The reaction time was 2 hours and
temperature and shaking conditions were 30°C
and 240 rpm, respectively.

Analytical procedures
Qualitative techniques - Thin layer chroma-

tography (TLC). Samples were inmediately sub-
jected to centrifuging and the organic phase was

analyzed by TLC on Silica Gel plates Fys,. Preg-

nenolone and progesterone standards (2 mg / ml in
gas oil) and cthy 1 ether - chloroform (9:1) as sol-
vent were used. Samples and standards were de-
posited in volumes of 30 microlitres and after de-
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veloping the chromatogram, the spots were seen
first under short UV radiation and then, by using
cobalt chloride in acid medium (8).

Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
- Al-dehydroprogesterone identification was car-
ried out by NMR by previously separating the
compound in a Silica gel column.

Quantitative procedures - Determination of
reaction products. Quantification of reaction prod-
ucts was performed by exposing the samples to
gas-liquid chromatography in a Hewlett Packard
5700 A Chromatografer equiped with a stainless
steel column filled with OV-210 isothermically op-
erated (255°C). After having obtained the chroma-
togram and in order to determine the percentage of
by-product resulting from reaction (A! - dehydrop-
rogesterone), areas were assessed by planimetry
and the ratio progesterone-Al-dehydroprogesterone
was calculated. In this case, solutions of pregneno-
lone and progesterone in diethyl ether (Img/ml)
were used.

Biomass determination - It was carried out by
wet weight, Dry weight was calculated by using the
data obtained in humidity determination performed
by placing 1 g of wet paste on weighed filter paper

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

and by drying in a stove at 50°C to constant weight.

Determination of enzyme unities - Enzyme
unitics were done in the washed cells as follow: 16
micromoles of pregnenolone (0,08 M in methanol)
were incubated with 0,1 ml of cell suspension (10%
w/vin phosphate buffer pH 7,5; 0,05 mM),ina 5 ml
final volume (phosphate buffer) for 10 min at 30°C.
The reaction was stopped by adding threchloroacet-
ic acid (15%) and after centrifuging, the product
was recovered from sediment with 3 ml of absolute
alcohol and alcoholic solution was read at 245 nm
ina Shimadzu Double Beam UV 190 equipment.

RESULTS AND DISCUSSION

In order to determine the influcnce of the physi-
ological staie of the cells in the bioconversion reac-
tion, microorganisms were grown in medjum. N1
and determinations of enzyme unities and biocon-.
version tests were performed at different stages of
the development. Microorganisms grown in erlen-
meyers as well as in stirrer tank showed polymor-
phism. In the initial stages of the growth, Gram posi-
tive cocoid forms were observed with subsequent
appearance of typical forms with pseudomycelium
formation and development of an intense pink pig-
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FIGURE 2 - Evolution of a process of Rhodococcus rhodocrous biomass oblaimment
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TABLE 2 - Influence of the physiological state of cells and of
the presence of the inductor in bioconversion.

Rev. Microbiol., SGo Paulo, 22(2), 1991

TABLE 3 - Influence of the composition of the culture medium
in bioconversion

Harvest time UE/10g | Conversion | A-dehydro Medium N Conversion A-dehydroprogesterone %
of cells % progesterone % %
Nonl im.luced cells 1 08 95
Beginning of growth 8.00 - (a) - 2 08 185
End of growth 12.00 100 17 3 97 180
Stationary phase 700 98 9.5 4 96 25.0
Induced cells
inni wth 8.00 - - . . .. .
gscgilg?;%ﬁhg ° 126 - . sis led to the following work hypothesis: if the mi-
Station phase 86 98 18 croorganism used is capable of dehydrogenating
progesicrone more cfficiently when it is grown in

1 UE = micromole of progesterone produced at 30°C and pH
7.5, perminute
(a):no measurement

mentation at the end of the process. The evolution of
a typical process in shown in Fig. 2. Enzyme unitics
decreased considerably at stationary phase, which
coincides with what was studied for cholesterol oxi-
dase (2). Results of bioconversion tests show dissim-
ilar behavior of cells according to their physiological
state (Table 2). It could be explained by the possible
exhaustion of oxidized coenzyme, necessary for the
action of dehydrogenase (6), due to oxygen limita-
tion impossed by the system used. The activity for
Al-dehydrogenation would be more sensitive to it.
However, such behavior could also be explained be-
cause thatenzymatic system is more unstable (6).

So as to induce the pregnenolone oxidation
system, experiments were made by adding preg-
nenolone to the culture at begining of the period of
exponential growth until 0,4 g/l final concentra-
tion was reached. Enzyme unities were measured
and bioconversion tests were performed with the
induced cells. Results are shown in Table 2. It can
be appreciated that under such experimental condi-
tions Al-dehydrogenase activity enhances a [act
which would affect the efficiency of the biocon-
version wanted.

Considering the industrial application of the
process studied and with the aim of lowcring pric-
es, changes were attempted in formalating the cul-
ture medium, by replacing yeast extract for corn
step liquor (Medium N® 2, Table 1). Cells obtention
tests were carried out in erlenmeyers with excellent
performance as regards the biomass. There was
also a tendency of microorganism to grow up in the
form of clumps. Bioconversion tests with these
cells were made similarly to those with cclls ob-
tained in media with yeast extract. The results were
unexpected and are shown in Table 3. Their analy-

media with corn step liquor without adding an arti-
ficial acceptor of clectrons (10), the corn step lig-
wor would possibly cither estimulate the appear-
ance of some endogenous acceptor or facilitate its
regeneration. The answer could be twofold: 1 - The
wall of many bacteria has a special system for ami-
noacid and sugar wansportation of which the dehy-
drogenasc of 1-Lactic is a part. 2 - The corn step
liguor used is of high lactic content.

The cxperiment made to try out such hypothe-

sis consisted in growing Rhodococcus rhodocrous
in media with di-Lactic acid and then, proving its
capability of progestcrone dehydrogenation. The
media proven arc in Table 1 and the results in Ta-
ble 3. A possible cxplanation to these results could
be the induction on the part of the lactate of Lac-
tic-dehydrogenase which would provide a regener-
ation system of endogenous cofactor. This enzyme
is one of thosc used in conversion systems with
purified enzymcs for cofactor regencration (4,9).
' As inferred from results shown, every fact fa-
voring the regeneration of an oxidized cofactor or
its storing, favors the appearance of by-product,
Al-dehydroprogesterone. Thus, the presence of the
lactate that would act in such a way, as well as the
carly harvest of the cells, when there is not oxy-
genation problem yet, produce not so adequate bi-
omass for the process of pregnenolone oxidation
with the aim of comertial progesterone -obtain-
ment. The same thing can be said of cell induction
by pregnenolone since Al-dehydrogenase seems to
be more sensitive to induction. However, these
factors must be taken into account for transform-
ing pregnenolone into Al-dchydroprogesterone or
progesteronc into its dehydrogenated derivate.
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RESUMO

Transformacéo de pregnenolona em
progesterona por Rhodocsccus rhodocrous.
Influéncia das diferentes condicdes de obtengio
de biomassa na bioconversio

Estudam-se as diferentes condi¢des de ob-
tencdo de Rhodococcus rhodocrous para sua utili-
zagfo na transformagfo de pregnenolona em pro-
gesterona, procurando minimizar a produgio do
Al-deidroprogesterona.

Foram analisadas: 1) A influéncia do estado
fisioldgico das células na bioconversdo, utilizando
células coletadas em diferentes momentos. 2) A
presenga de pregnenolona como indutor. 3) As
variagdes na composi¢cio do meio de cultura, O
microorganismo foi cultivado em fermentador

com agitagdo mecanica ¢ em erlenmeyers de vi- .

dro com chicanas de ago inoxidavel. A reagiio de
conversdo foi feita num sistema de duas fascs
liquidas inmisciveis, utilizando parafina liquida
(Cyq - Cg, 92% em parafinas) como solvente. Os
produtos da reagfio de bioconversio foram deter-
minados por cromatografia em camada delgada ¢
cromatografia gas-liquido. A biomassa obtida em
meios de cultura com &cido litico (15%) e com
liquido de macerado de milho, milhacina (com
13,5% em 4cido litico mostrou uma atividade
muito aumentada de A! - desidrogenase e foi pou-
€O apta para a conversdo desejada.

Tampouco foi favordvel ao rendimento a pre-
senga de pregnenolona como indutor durante a
proliferagfio das células, jd que na reagdo de con-
versdo em que utilizou-se estas células, ocorreu
um aumento de 10% na quantidade do produto 1-
deidrogenado.
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Em relagfio ao momento da colheita determi-
nou-s¢ que a mesma deva ser feita na fase esta-
ciondria quando se oblém microorganismos com
menor atividade de Al-desidrogenase que resulta
mais adequada para a bioconversio de pregnenolo-
na em progesterona,
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ISOLAMENTO DE SALMONELLA DUBLIN EM LEITE CRU, NA REGIAO DE
LONDRINA-PR., BRASIL

Jacinta Sanchez Pelayo!
Halha Ostrenski Saridakis!
Deise Passeto Falciio?

NOTA BREVE

RESUMO

Em 78 amostras de leite cru tipo C, coletadas de uma usina de beneficiamento, da
regiio de Londrina, Salmonella dublin foi.isolada a partir de uma das amostras.
Provavelmente, trata-se do primeiro isolamento desse microrganismo, no Brasil, a
partir do leite. Ao teste de scnsibilidade, esta ccpa mostrou-se resistente apenas &

tetraciclina.

Palavras-chave: Salmonella, leite, laticinios, gastroenterite.

INTRODUCAQ

A presenca de salmonelas em produtos ali-
menticios representa grande problema & Saide
Piblica (Chalker, R. B. & col., Rev. Infec. Dis.
10: 111-124, 1988). Este fato foi muito bem evi-
denciado pelo " Center for Disease Control” nos
Estados Unidos, ao constatar que Salmonella in-
fecta, naquele pais, anualmente, mais de dois
milhdes de pessoas, resultando em 500.000 ad-
missGes hospitalares ¢ em milhares de casos fatais
{Morb. Mortal. Weekely Rep., CDC, surveill,
27:7,1978).

A ocorréncia de surtos de salmonelose causa-
dos pela ingestiio de leite cru ¢ pasteurizado, con-
taminados, tcm sido relatado por virios pesquisa-
dores. A maioria desses ocorre em paises onde é
elevado o consumo de leite cru, como no Reino
Unido e Estados Unidos (Marth, E. H., J. Dairy Sci.
52: 283-315, 1969. Morb. Mortal. Weekly Rep.
CDC. surveivell, 30:373-374,1981. Morb. Mortal.
Wecekly Rep. CDC. suveill, 33:505-506, 1984).

Embora frequentemente citado na literatura es-
trangeira, pesquisadores no Brasil, vém tentando
isolar essc microrganismo a partir de laticinios, sem
obter bom &xito (Jessouroun, E. Dissertagdo de mes-
trado da Universidade de Sfio Paulo, 1983. Tibana,
A. Tese de Doutorado. Instituto de Microbiologia da
Universidade Federal doRio de Janeiro. 1981).

No presente trabalho, foram estudadas 78
amostras de leite cru de origem bovina, utilizados
no processamento de leite pasteurizado tipo C de
uma usina de beneficiamento da regifio de Londri-
na, no periodo compreendido entre margo de 1986
a marco de 1987. Foram coletados, semanalmente,
na usina, volumes de 400 ml por amostras, em
frascos csiéreis. Apds a coleta, as amostras foram
transportadas ao laboratério, permanecendo sob
refrigeracio, pelo prazo maximo de 1 hora, até o
momento da semcadura. O isolamento ¢ a identifi-
caciio de Salmonella, foram rcalizados secgundo as
mctodologias preconizadas por American Public
Health Association, (14 ¢d., 1978) ¢ Vassiliadis, P.
& col., (Appl. Environ. Microbiol., 42:615-618,

1. Departamento de Patologia Geral, UEL, Caixa Postal 6001, 86051, Londrina-Pr., Brasil.
2. Faculdade de Ciéncias Farmac€uticas de Araraquara, UNESP, Caixa Postal 331, 14800, Araraquara - SP, Brasil.
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1981). Assepticamente, 25 ml de leite foram adi-
cionados a 225 ml de dgua peptonada tamponada
pH 7.2, e incubados a 35°C por 24 horas. A seguir,
duas aliquotas de 1 ml, foram transferidas para 2
tubos contendo 9 ml de caldo tetrationato adicio-
nado de novobiocina a 0,4% (400 ug/ml), e incu-
badas a 35°C e 43°C por 24 horas. Outra aliquota
de 0,1 ml foi transferida para 10 ml de caldo Rap-
paport Vassiliadis ¢ incubada a 43°C por 24 horas.
A partir do crescimento em caldo tetrationato e
caldo Rappaport Vassiliadis, foram feitas semca-
duras, em duplicata, em Agar Salmonella-Shigella
¢ Agar Verde Brilhante. As placas foram incuba-
das a 35°C durante 18 horas. Apés, as colOnias
suspeitas foram identificadas pelos testes bio-
quimicos EPM, MILi ¢ Citrato, proposto por
Fontes, C. F. (Dissertacio de Mestrado. Escola
Paulista de Medicina, 1982). As colbnias com ca-
racteristicas bioquimicas de Salmonella, foram tes-
tadas, em nosso laborat6rio, com anti-soro poliva-
lente (PROBAC) ¢ a sorotipagem rcalizada no
Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo. Os testes de
sensibilidade a drogas antimicrobianas foram rea-
lizadas frente a 10 antimicrobianos, utilizando-se a
técnica de Bauer, A. W. & col (Am. J. Clin.
Pathol., 45:493-496, 1966), Foram empregados os
seguintes antimicrobianos: Estreptomicina, Clon-
ralenicol, Ac. pipemidico, Gentamicina, Ac. nal-
idixico, Canamicina, Cefalotina, Ampicilina, Fos-
fomicina, Cotrimoxazol.

Os resultados revelaram o isolamento de uma
cepa de Salmonella dublin apds enriquecimento no
caldo de tetrationato com novobiocina, incubado a
35°C e 43°C, tanto em Agar Salmonella-Shigella
como em Agar Verde Brilhante, nfo sendo isolada
a partir do caldo de enriquecimento de Rappaport-
Vassiliadis.

De acordo com a literatura consultada, o pre-
sente relato de isolamento de Salmonella dublin a
partir de leite parece ser o primeiro no Brasil. Con-
siderando o papel dessa bactéria como patdgeno
humano (Morb. Mortal. Weekly Rep. CDC. su-
veill, 30:373-375; 1981; Morb. Mortal. Weekly

190

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

Rep. CDC. surveill, 33:197-199, 1984), este isola-
mento se reveste da maior importincia.

A cepa de Salmonella dublin apresentou resis-
tencia apenas a tetraciclina, Isto pode ser explica-
do pelo fato dessc antimicrobiano ser amplamente
utilizado na veterindria, nfio s6 na terapéutica, mas
também em ragdes para promover o crescimento
dos animais (Egan, J. & col., Ferm. Food Res.
10:135-137, 1979).

E importanie que se conscientize o produtor
de Icitc sobre 0 uso correto destes antimicrobia-
nos, pois sua utilizagio abusiva ¢ indiscriminada
traz conscquéncias desastrosas, nio somente a
nivel de satde publica, como também para a
indastria de laticinios.
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SUMMARY

Isolation of Salmonella-dublin from raw milk in
the region of Londrina - Parana, Brazil.

Salmonella dublin was isolated from one of
78 samples of type C raw milk, collected from a
dairy plant, in Londrina - Parana, Brazil. It is
probably the first isolation of this microorganism,
in Brazil, from raw milk. In a sensitivity test this
strain showed resistance to tetracycline, only.

Key Words: Salmonella, Salmonelose, Milk,
Dairy products, Gastrocnteriles.
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"IN VITRQ" SUSCEPTIBILITY TO FOUR ANTIMICROBIAL AGENTS OF STRAINS
OF THE BACTEROIDES FRAGILIS GROUP ISOLATED IN BRAZIL
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SHORT COMMUNICATION

SUMMARY

The Minimal Inhibitory Concentrations of celoxitin, clindamycin, metronidazole,
and penicillin G against species of the Bacteroides fragilis group from human origin was
determined, by using an agar dilution method. The percentages of resistant tested strains
of the B. fragilis group were 77% to cefoxitin, 31% to clindamycin, and 89% to penicillin
G. No resistant strain for metronidazole was found at the breakpoint (16 pg/ml).

Key Words: Bacteroides fragilis, anacrobic bacleria, antimicrobial susceptibility —

MIC.

The anaerobic bacteria represent an ecologi-
cally significative group of the indigenous microbi-
ota of many mammals (Tannock, G.W., Microbiol.
Scien., 5:4-8, 1988), and are also causative agents
in various mixed anaecrobic infections of endoge-
nous nature (Finegold, S.M., Anaerobic Bacteria in
Human Diseases, Academic Press Inc., 1977).

Bacteroides spp. are recovered from mixed in-
fections with acrobic bacteria. Penicillins and
cephalosporins are commonly used for the treat-
ment of infections caused by specics of the Bacte-
roides melaninogenicus group, and chloranpheni-
col, cefoxitin, clindamycin or metronidazolc are
used for those produced by species of the B. fragi-
lis group (Brook, L., Hunter, V. & Walker, R.IL., J.
Infect. Dis. 149: 924-928, 1984.

Resistance to commonly used antibiotics
among the majority of clinical isolates, particular-
ly species of the B. fragilis group, have been in-

creasingly reported worldwide (Tally, F.P. & Col.,
Anlimicrob. Agents Chemother., 28: 675-677,
1985). From the therapcutic point of view, one
must consider appropriate guidelines in attempt to
control the antibiotic prescription which, unfortu-
nately, is not always obscrved in Brazil.

On the other hand, the isolation, the identifi-
cation and antimicrobial susceptibility determina-
tion of anacrobic bacteria are not usually done in
Brazil, being restricted only to university hospitals
and research institutes (De Uzeda, M. & Col., F.
Med. 86: 383-389, 1983).

Considering the importance of this microbial
group for their pathogenic potential and multiple
resistance o antimicrobial drugs, the aim of this
study was to determine the Minimal Inhibitory
Concentration (MIC) of cefoxitin, - clindamycin,
metronidazole, and penicillin G against human
specics of the B. fragilis group.

1. Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios, Instituto de Ciéneias Biolégicas, Depto. de Microbiologia, Universidade
Federal de Minas Gerais, CP, 2486, CEP. 30,161, Belo Horizonie, MG, Brazil.
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A total of 100 human intestinal isolates of the
B. fragilis group was tested: 41 B. fragilis, 9 B.
vulgatus, 7 B. uniformis, and 43 other Bacteroides
of the B. fragilis group.

The species identification was carried out ac-
cording to Holdeman, L.V., Cato, E.P. & Moore,
W.G.C., Anacrobic Laboratory Manual, 4a ed.
(1977) and Sutter, V.L., Citron, D.M. & Finecgold,
S.M., Wadsworth Anacrobic Bacteriology Manu-
al, 3a ed. (1980). The strains were stored in skim-
milk (10%) at -20°C. Two reference strains — B.
fragilis  ATCC 23745 and B. vulgatus ATCC
8482 — were included for control in each test.

Standard laboratory powders were supplied:
sodic cefoxitin, from Merck Sharp & Dohme
(Research Laboratories); chloride clindamycin
from Rhodia Farma Ltda, (Sdo Paulo, Brazil);
metronidazole, from Rhodia S.A. (Sdo Paulo, Bra-
zil); and penicillin G, from Fontoura-Wyeth S.A.
(Sao Paulo, Brazil).

Stock solutions of each antimicrobial were pre-
pared on the day of this study, according to the in-
structions given by the manufacturers. Antimicro-
bial susceptibility tests were performed by using
the agar dilution method described by Sutter, V.L.
& Col., Antimicrob. Agents Chemother. 16: 495-
502 (1979). Brain heart infusion agar (Difco) sup-
plemented with 0.5 pig/ml hemin (Inlab S.A.) plus
0.5% yeast extract (Difco) was used as a growth
medium modification. Antibiotic dilutions ranged
from 0.25 to 512 pg/ml. The plates were inoculated
by using a Steers replicator (Steers, E., Foliz, E. &
Graves, B., Antimicrob. Chemother. 9: 307-311,
1959) with a final inoculum of approximately 10°
cfu/spot, and then incubated under anaerobic condi-
tions (90%N,/10%CQO,) at 37°C for 48 h. After the
incubation period, the MIC for each tested strain
was recorded as the lowest concentration of antimi-
crobial agent that prevented macroscopic growth,

The "in vitro" susceptibility of the 100 strains
of the Bacteroides fragilis group to the drugs are
shown in Table 1. The percentages of resistant test-
ed strains of the B. fragilis group were 77% to ce-
foxitin, 31% to clindamycin, and 89% to penicillin
G. The resistance level of the tested strains against
cefoxitin and penicillin G was higher in relation to
the breakpoint (16 pg/m1) for each drug (Table 1).

Cefoxitin, clindamycin, metronidazole, and
penicillin G activities were compared, among the
B. fragilis group, with MICs for 90% of the tested
strains being 64, 256, 8, and 256 ug/ml, respective-
ly. 56% of the B. fragilis isolates showed resistance
to cefoxitin, The resistance to this drug has been re-
ported by other researchers (Tally, F.P. & Col., An-

192

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

timicrob. Agents Chemother. 28: 675-677, 1985;
Betriu, C. & Col. Antimicrob. Agents Chemother.
34: 671-673, 1990), and it has been associated
with high frequency of cross-resistance to- other B-
Lactam agents (Cuchural, G.L.. & Col., Antimi-
crob. Agents Chemother. 26: 145-148, 1984). .

Increasing clindamycin resistance in species of
the B. fragilis group has been reported by several
investigators (Cuchural, G.L. & Col., Antimicrob.
Agents Chemother, 26: 145-148, 1984; Soriano, F.,
Ponte, C. & Wilhelmi, 1., J. Antimicrob. Chemo-
ther. 13:395-99,1984; De Almeida, AE.C.C. & DE
UZEDA, M., Antimicrob. Agents Chemoter. 31:
617-618, 1987). The isolated strains showed high
levels of resistance to this drug.

Metronidazole was the most effective drug
against all the species of the B. fragilis group. No
resistant strain for this drug was found at ghe break-
point (16 pg/ml), as previously described (Barry,
A.L. & Col,, Rev. Infect. Dis. 12: 210-217, 1990).

Specics of the B. fragilis group have commonly
shown diverse susceptibility patterns (Goldstein,
E.J.C. & Citron, D.M.,, J. Clin, Microbiol. 26: 2361-
2366, 1988; Betriu, C. & Col. Antimicrob. Agents
Chemother. 34: 671-673, 1990). However, the data
obtained in different laboratories are not easily com-
parable, since in these studies the B. fragilis group
have notbecn identified at the specieslevel.

Reference strains B. fragilis ATCC 23745 and
B. vulgatus ATCC 8482 showed, respectively, the
following MICs values: cefoxitin, 8 pg/ml and 4
pg/ml; clindamycin, 4 pg/ml andl pg/ml; metro-
nidazole, 1 ug/ml and 2 pg/ml; Penicillin G, 16

ug/ml and 8 pg/mi.

Considering that cefoxitin, clindamycin, me-
tronidazole, and penicillin G are usually recom-
mended for the weatment of anaerobic infections

TABLE 1 - "In vitro" activity of four antimicrobial agents
against 100 isolates of the B. fragilis group.

Antimicrobial MICRange % of Strains % of Resistant
Agents (ug/ml) ’ 50 90  Strains *
Cefoxitin 8§ - 128 32¢* 64 77
Clindamycin ~ <0.25 - 256 2 256 31
Metronidazole 1 - 16 8 8 0
Penicillin G <0.25- 256 3 256 89

% of resistant strains at break points: cefoxitin, 16 pg/ml;
clindamycin, 4 pg//ml; metronidazole, 16 pg/ml;
penicillin G, 16 pg/ml.

**  MIC, in ug/ml.
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in Brazil; considering the increasing resistance of
anaerobic bacteria to antimicrobial agents and the
regional differences in the susceptibility patterns
of the isolates (Bawdon, R.E. & Col., Antimicrob.
Agents Chemother. 16: 664-666, 1979; Tally, F.P.
& Col., Antimicrob. Agents Chemother. 28: 675-
677, 1985), it is necessary to make an effort to
perform periodical studies on the susceptibility of
anaerobic bacteria in order to provide information
for rational therapeutic decisions.

RESUMO

A Concentragio Inibitdéria Minima de
cefoxitina, clindamicina, metronidazol ¢ penicilina
G, contra cepas do grupo Bacteroides fragilis, foi
determinada pelo método de diluigfo em dgar. As
percentagens de resisténcia das cepas testadas foi

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

percentagens de resisténcia das cepas testadas foi
de 77% para cefoxitina, 31% para clindamicina, e
89% para penicilina G. Nenhuma cepa testada
evidenciou resisténcia ao metronidazol, ao nivel
do ponlo critico (16 pg/ml).

Palavras-chave: Bacteroides fragilis, bactérias
anaerébias, susceptibilidade a antimicrobianos —
MIC.
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SURVIVAL OF METARHIZIUM ANISOPLIAE TO
FAR UV LIGHT, 8-METHOXYPSOLAREN PLUS
NEAR UV LIGHT AND NITROUS ACID
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SHORT COMMUNICATION

SUMMARY

This note shows dose-response survival data of Metarhizium anisopliae 10 some
agents used as mutagens in genetical rescarch,

Key Words: Metarhizium anisopliae, mutagenic agents

Examination of dose-response data provide
information on the process of cell-killing itself,
and indirectly on the choice of the optimal muta-
genic dose for obtaining especific mutants (Bos,
C. J., Stam, P. and van der Veen, J. H., Mutat.
Res., 197: 67, 1988) or inducing quantitative ge-
netic variation (Simpson, LN. and Caton, C.E., J.
Gen. Microbiol., 110: 1, 1979)

For the entomopathogenic fungi Metarhizium
anisopliae a dose-response curve for survival 1o
gamma rays was already reported (Okino, L.A. et
al., Solo, Piracicaba-SP, 70: 32, 1978). In inspite
of the usefulness and extensive employment of far
UV light (FUV, 254 nm) for genetical researches
with M. anisopliae (Silva, J.C. and Messias, C.L.,
J. Invertebr. Pathol., 48: 368, 1986), precise dose-
effect survival data, with UV intensity mcasure-
ments taken with radiometric unit, are rarc and not

well documentated for a dosc range (Silveira,

W.D. and Azevedo, J.L., Rev. Brasil. Gcnct 71,
1984). Using 8- mctoxypsoralcn (8MOPY in combi-
nation with near UV light (NUV, 365 nm)-as a
mutagen, an improvement program was applied o
M. anisopliae for exoenzymes production, but was

reported only the dose employed which allow 25%
survival (Silva, J.C., Siqucira, Jr., and Marcondes,
C.B., Rev. Brasil. Genet., 12: 1, 1989).

The purpose of this note is to present dose-
response data for survival of M. anisopliae (strain
E;) to FUV, 8 MOP-UVL combination and nitrous
acid (HNO,).

A suspension of conidia was irradiated with
FUV at a dose rale of 12J/m?, Conidia previously
treated with 8 MOP (Silva, J.C., Siqueira, Jr., J.P.
and Marcondcs, C.B., op. cit.) were irradiated with
NUV at a dose rate of 20J/m2, The UV source and
the dosimeters were from Ultra-Violet Products
Inc., San Gabricl CA, USA. The treatment with
HNO, was as described elsewere (Azevedo, J.L.,
Mutat, Res., 10: 111, 1970). Suitable dilutions of
untreated and treated conidia were plated on com-
plete medium (Pontecorvo, G. et al., Adv. Genet.,

51141, .1953); after incubation at 28°C. for 96h.
Thc colonics were counted and survival was -cal-

, cach: dose, Thie LDy, and: LDy were:

ced as described by Baracho; 1R, and Pie-
drabuena, A. E. (Citneia e Cultara, Sio Paulo, 29:
314, 1977).

* Depto. de Biologia Molecular/CCEN, Universidade Tederal da Paratba, 58059 Jodo Pessoa Pb, Brasil
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The results are shown in Table 1.

Although in routine mutant isolation it is
enough to measure the UV dose in terms of time
of exposure to a given source under standard con-
ditions, physical measurement has the advantage

TABLE 1- Dose-response survival data of Mefarhizium ani-
sopliae to some agents

FVU NUV* HNO,
Kifm? %  Kim®* % min. %
12 70 6 45 3 70
24 23 9 18 6 14
36 16 12 82 9 32
48 033 15 21 12 036
D, 299 KImf  12,5K)/m? 7,9 min.
D . 2,12 KI/n? 7,3KJ/m? 4,7 min.

*  in combination with 8MPO (25 ug/ml)

of being applicable to day-to-day monitoring of a
UV source to taking in account the changes in out-
put due to voltage fluctuations, ageing of the tube,
variations in reflectivity of lamp housing, and oth-
er causes. Amongst the chemical mutagens, the ni-
trous acid has the advantage that mutagenesis is
very easily controlled, and the mutagen is a rather
harmless substance.

It is clear that the best suited dose of a given
mutagen for a particular mutant isolation depends

Rev. Microbiol., Sdo Paulo, 22(2), 1991

on many lactors, including the availability or oth-
erwise of cnrichment procedures and the extent to
which multiple mutants will give trouble never-
theles it is gencraly accepted that doses giving ca
25% survivors are often morce elfective in induc-
ing quantilative genctic variation and that the dos-
es giving ca 5% survivors are more convenient for
qualitative waits (Burnett, J.H., Mycogenetics, J.
Willey & Sons, 375 p, 1975).
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RESUMO
Sobrevivéncia de Metarhizium anisopliae a
luz UV curta, 8—metoxipsoraleina associada a
luz UV longa e Acido nitroso.
Esta nota apresenta dados de sobrevivéncia de
Metarhizium anisopliae 3 agentes usados como

mutagénicos em pesquisas genéticas.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, agents
mutagénicos.
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REVISAO DE LIVRO

" THE BACTERIAL CHROMOSOME. Eds.
Karl Drlica & Monica Riley American Society
for Microbiology, Washington, DC - 1990

O livro aborda aspectos variados do material
genético bacteriano, tendo envolvido a partici-
pacdo de mais de 100 cientistas dos Estados Uni-
dos e Europa.

Numa primeira parte, alguns capitulos sdo
destinados 2 andlise da estrutura primdria do cro-
mossomo bacteriano, através do mapeamento de
genes por cruzamentos, hibridizac¢fio ¢ por técnicas
recentes envolvendo a digestio do DNA cro-
mossdmico com a enzima Notl ¢ separagiio dos
fragmentos resultantes por eletroforese  tipo
"pulse-field". A estrutura geral do material genéti-
co de muitos microrganismos tem sido analisada
por essas e outras técnicas disponiveis. Ao final
dessa primeira parte do livro, encontram-se
capitulos abordando a organizag@o geral do geno-
ma de Salmonella typhimurium, Pseudomonas sp,
Bacillus subtilis, Streptomyces sp, e Staphylococ-
CUS aureus.

Num segundo bloco, 9 capilulos sfio destina-
dos a andlise da conformacdio do DNA. Um
capitulo muito interessante aborda as chamadas
"estruturas nfo-usuais" do DNA, como Z-DNA,
DNA triplex, procurando sempre que possivel de-
monsirar o papel de tais estruturas "in vivo", nio
se detendo apenas em sua descrigfio fisica.
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O terceiro bloco do livro € destinado ao estu-
do da replicagiio do DNA cromossomico. Um as-
pecto fascinante € o controle da iniciagfo da repli-
cagiio, tratado no primeiro capitulo do bloco, onde
os autores fazem uma revisdo dos eventos que
ocorrem durante o ciclo celular de Escherichia
coli. Seguindo uma linha légica entre os capitulos,
a inibigfio da forquilha de replicagio do cromosso-
mo bacteriano € analisada tanto em E. coli como
em B, subtilis.

A andlise dos mecanismos de recombinagfo
do DNA sfio destinados 6 capitulos, em que o
papel do parcamento imperfeito ("slippage™ e
de operons miiltiplos (como os de RNA ri-
bossdmicos) na geragio de novas sequéncias é
analisado. Nesse bloco, acredito que um capitulo
especifico para elementos genéticos méveis (ISs
¢ transposons) poderia ter sido incluido, o que
enriquecceria bastante o enfoque de recombi-
nag¢io.

Um bloco final ¢ destinado ao estudo de res-
postas globais aos stress, analisando a funcfio
SOS, esporulacfio e resposta ao choque térmico.

Trata-se de um livro de grande utilidade para
alunos ¢ cicntistas interessados em aspectos
genéticos de microrganismos em geral,
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