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SEARCH OF B-1 AFLATOXIN AND SIMILAR FLUORESCENT
COMPOUNDS IN BRAZILIAN CASSAVA-FLOUR

Adhemar PuUrcHIO (*)

SUMMARY

Following previous studies on the investigation of B-1 Aflatoxin in food samples’

3

we report in this paper the results presently obtained through spectrophotometric
analysis using thin layer chromatography (TLC) with two different solvent systems
in order to differentiate actual B-1 Aflatoxin and Aflatoxin-like substances. Twenty
mannioc or cassava-flour samples were studied. B-1 Aflatoxin was regularly absent;
an aflatoxin-like substance, yielding similar fluorescence was, however, to be found
in the whole lot studied. No Aflotaxin-producing Aspergillus was isolated.

INTRODUCTION

In a previous paper on the investigation
of B-1 Aflatoxin and similar compounds *,
we had suggested a modification of the me-
thods of Pons Jr. et al.?, introducing the pu-
rification of the food extracts with ethylic
ether as preconized by NaBney & NessirT',
in the same chromatographic plate. Subse-
quently, we carried out the spectrophotome-
tric analysis, using thin layer chromatography
(T.L.C.) with two other solvent systems in
order to differentiate those substances. We
have also investigated the presence of Afla-
toxin-producing Aspergillus in the same ma-
terials.

Applying the method described below, we
analysed twenty cassava-flour samples. Many
fluorescent compounds were detected in all
the samples, which apparently could be
mistaken as Aflatoxin if the current solvent
system would be employed alone. Later, we
were able to characterize them by spectro-
photometric analysis, as similarly fluorescing
compounds. Therefore, we did not make the
running in other solvent systems.

MATERIAL AND METHODS

Twenty samples of cassava or mannioc-
flour destinated for human use, were inves-

tigated. Such samples had been picked at
some supermarkets, in S0 Paulo, the capital
of the State of Sfo Paulo, Brazil. Eight of
them were toasted, and twelve were crude
or white.

1.  Extraction and detection of B-1
Aflatoxin

The technique for the extraction of Afla-
toxin was the one of Pons Jr. et al®. The
material was previously defatted with acetone
(70 per cent), the interfering pigments pre-
cipitated with lead acetate, and the extraction
carried out with chloroform.

The resultant extracts were submitted to
thin-layer chromatography (KieselgelG —
500 mp) in 20 X 20 cm glass-plates.

The purification of the extracts in the
chromatographic plate was performed as pre-
conized by Nasney & NesBiTT” As it is
well known, the ethylic ether carries the
Aflatoxin spots slightly beyond the start-point
whereas certain of the interfering fluorescent
spots go to the front. After the passage of
the ethylic ether in the plate, we run the
classic solvent system, chloroform-methanol
(97 : 3). This was Chromatographic Method

Number two.

This method was then compared to
Chromatographic Method Number one, where

(*) Professor Assistant Doctor of “Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S8o Paulo

— Brasil”.

Department of Microbiclogy and Immunology. Professor of Microbiology and Im-

munology of the “Faculdade de Medicina de Jundiai — Estado de Sdo Paulo — Brasil”.
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TABLE I

Thin layer chromatographic results from the cassava-flour (CF)
extracts using two different methods

Chromatographic method
- Presence
Number 1 Number 2 of B
Extracts | N C Rf. Ry N c Rfc: . Rfs Alatoxin
CF-1 3 blue 0.47 0.55 3 blue 0.63 0.65 +
green Q.40 0.45 green 0.45 0.55
blue 0.19 blue 0.22
CF-2 3 blue 0.47 0.55 3 blue 0.63 0.65 +
green 0.40 Q.45 green 0.45 0.55
blue 0.19 blue 0.22
CF-3 3 blue 0.47 0.55 3 blue ] 0.63 | 0.65 +
green 0.40 0.45 green T0.45 0.55
blue 0.19 blue 0.22
CF-4 3 blue 0.47 0.55 3 biue 0.63 0.65 +
green 0.40 0.45 green 0.45 0.55
blue 0.19 blue 0.22
CF-5 2 blue 0.47 0.55 2 blue 0.63 0.65 +
green 0.38 0.45 green 0.45 0.55
CF-6 2 blue 0.47 0.55 P) blue 0.63 0.65 +
green 0.38 0.45 green 0.45 0.55
CF-T 2 blue .47 0.55 2 blue 0.63 0.65 +
: green 0.38 0.45 green 0.45 0.55
CF-8 2 blue .47 0.55 2 blue 0.63 0.65 +
green 0.38 0.45 green 0.45 0.55
CF-9 2 blue 0.47 0.55 2 blue 0.83 0.65 +
green 0.38 0.45 green 0.45 0.55
C¥-10 2 blue 0.45 0.55 o blue 0.65 0.65 +
green 0.33 0.45 green 0.45 0.55
CF-11 3 blue 0.46 0.52 3 blue 0.76 0.62 +
green 0.39 0.43 green 0.45 0.52
blue 0.19 blue 0.25
CF-12 3 blue 0.46 0.52 3 blue 0.70 0.62 =+
green 0.39 0.43 green 0.45 0.54
blue 0.19 blue 0.25
CF-13 3 blue 0.46 0.52 3 blue 0.70 0.62 +
green 0.39 0.43 green 0.45 0.54 B
blue 0.19 blue 0.25
CF-14 2 blue 0.46 0.52 2 blue o] 0.62 +
green 0.39 0.43 green o 0. 52 +
CF-15 3 blue 0.46 0.52 2 blue 0.70 0.62 4
green 0.39 0.43 green 0.45 0.32 -
blue 0.19 ’ ’
CF-16 3 biue 0.46 0.52 9 blue 0.65 0.62 +
green 0.39 0.43 green 0.45 0.52
blue 0.19 ’ ’
CF-17 3 blue 0.46 0.52 3 blue 0.65 0.62 i
green 0.39 0.43 green 49 ’
blue 6.19 blue g 2\5 0.52
CF-18 3 blue 0.46 0.52 3 blue ]'01765 ‘ 0.62 +
green 0.39 0.43 green oA 0.52
blue 0.19 blue ' ’
0.25
CF-19 1 blue 0.40 0.52 1 blue 0.72 0.62 -
0.43 0.52 B
CF-20 1 blue 0.43 0.52 1 blue j0.75 ] 0.62 -+
0.43 —— 0.52
Rf. — cassa-flour Rf

Rf. — standard RE { high Rf — B-1 Aflatoxin = blue

low Rf — G-1 Aflatoxin = green
N — number of fluorescent spots
C — colour of fluorescence

|77 | — Rf of the sample eluted for spectrophotometry
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the ethylic ether was not used. This was
done in order to evaluate its real efficacy
as a purifying agent.

The suspected spots were eluted and me-
thanolic solutions employed - for the spectro-
photometric analysis. The.same procedure
was obeyed with the standard spot, and the
results compared with those of the standard
solution. Our quantitative standard was sup-
plied as a chloroform solution by the “Agri-
cultural Research Service”, New Orleans,
Louisiana, in ampoules.

2. Isolation of Aspergillus in the samples
studied

We tried to isolate any Aflatoxin-producing
Aspergillus eventually present in the flour
samples, by the usual mycological techniques.
A suspension of the material, prepared in
sterile saline, was seeded in Petri dishes with
Sabouraud-Chloramphenicol medium  (anti-
hiotic concentration 3 mg/100 ml).

RESULTS

Table I summarizes all the results obtained
by the T.L.C. of twenty samples of cassava
flour. It is remarkable that the results obtain-
ed (positive + and suspected =) are based
only on the sample Rf, compared to that of
the standard and to the tonality of the fluor-
escent spot. When the solution Rf were the
same or very close (difference of 0.05) by
Chromatographic Method Number 2, we con-
sidered the extract as positive. ‘When the
difference between both Rfs was higher than
0.05, we considered the sample as Aflatoxin-
suspected.

Thus, according to Table I, we had Afla-
toxin (13 samples) or Aflatoxin-suspected
material (7 samples) in all of the samples
of cassava-flour. We obtained the disappear-
ance of one fluorescent spot in the CF-15
and CF-16 extracts. As we suspected that
all these fluorescent spots were a single subs-
tance that could usually exist in cassava-flour,
we eluted four representative spots (two po-
sitive ones: CF-3, CF-18, and two Aflatoxin-
suspected: CF-14 and CF-20) in order to
carry out the spectrophotometric analysis.
The results are shown in Table II, In Table
111, we have the absorbancies of the Afla-
toxin B-1 standard eluted from the T.L.C.

Therefore, we may conclude that in the
samples examined, we had neither B-1 Afla-
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toxin nor any Aflatoxin-producing Aspergii-
lus. The fungi actually isolated, are listed
in Table IV. Tt is to be noted that two
strains of Aspergillus sp isolated (CF-6 and
CF-18) were the riger groups and we obvi-
ously did not submit their cultures to ex-
traction.

DISCUSSION

According to our results, the influence of
ethylic ether to differentiate the Aflatoxin-
liye substance does not seem to be very good,
if we consider the results of Chromatographic
Method Number 2, to those of Chromato-
graphic Method Number 1, in which ethylic
ether is not employed.

We can realize that the Aflatoxin-like
substances moved further than the Aflatoxin
standard ‘when ethylic ether was used in the
T.L.C., which is a characteristic of that
kind of substances. These results were clearly
confirmed in the spectrophotometric analy-
sis. (Table II). None of the analysed extracts
presented a peak or a “plateau” in the 360
n m region.. We know that this “plateau”
appears in the 350, 360 and 370 regions,
when there is a small concentration of Afla-
toxin ®.

'We could observe that in the cassava-flour,
there was probably a native substance pre-
sent in all the samples submited to T.L.C.
with the same fluorescence colour and very
easily confounded with B-1 Aflatoxin.

So, we agree with Yoxorsuxa et al*
when they say that “In the detection and
characterization of samples suscepted to be
contaminated with Aflatoxins, Rf values
should be determined with two or more sol-
vent systems, and ultraviolet and infrared
absorption spectral data should also be used.
This implies that the compounds must be
isolated and identified”.

‘We did not succeed in isolating any Afla-
toxin-producing Aspergillus. We have observ-
ed that in the twenty samples of cassava-
flour there was no green Aspergillus, a fact
which is not common in our laboratory, since
in all the different food samples we had so
far analysed, the isolation of these fungi was
very frequent.

CONCLUSIONS

We could not detect Aflatoxin in twenty
samples of cassava-flour studied. Aflatoxin-
like substances were present in all samples
submitted to T.L.C. and we suspect that
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TABLE 1II
Absorbancies of methanolic solutions containing fluorescent substances
eluted from T.L.C. of cassava-flour extracts
\\ X (n m)
N
N 250 260 270 300 350 360 370 400
\\
N
Sample \\
C¥-3 0.185 0.145 0.135 0.048 0.026 0.022 0.018 0.010
CF-14 0.240 0.192 0.182 0.066 0.038 0.034 0.030 0.024
CF-18 0.195 0.150 0.145 0.042 0.026 0.020 0.018 0.010
CF-20 0.210 0.165 0.155 0.062 C.058 0.054 0.032 0.026
TABLE TIII
Absorbancies of methanolic solutions of Aflatoxin B-1 standard obtained
by the elution of the corresponding fluorescent spot in T.L.C.
(Aflatoxin B-1 concentration = 12.5 and rxg/5 ml)
A (n m)
250 260 270 300 350 350 370 400
Sample \
Q.L.S 0.046 0.034 0.022 0.010 0.002 0.006 0.004 0.002
Q.8 0.084 0.069 0.046 0.008 0.020 0.028 0.012 0
Q.L.S. = gualitative standard
Q.S. = quantitative standard
TABLE IV
Sample Fungus Sample Fungus
CF-1 Phycomycetes CF-11 Penicillium sp
CF-2 Yeasts CrF-12 Phycomycetes, Yeasts
CF-3 Yeasts CF-13 —_—
CF-4 Yeasts CF-14 Yeasts
CF-5 Phycomycetes, Yeasts CF-15 Phycomycetes, Penicil-
. lium sp
CF-6 Aspergillus sp,
Yeasts, Phycomycetes CF-16 Phycomycetes
CF-7 Penicillium sp, CF-17 —
Yeasts
CF-18 Phycomycetes,
CF-8 Phycomycetes Aspergillus sp
CF-9 Phycomycetes, Yeasts CF-19 Yeasts, Penicillium sp
CF-10 Yeasts CF-20 Penicillium sp
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it is a particular type of substance usually
occurring in such material. We failed to
isolate any Aflatoxin-producing Aspergillus
from the food samples.

Thus, it seems indeed very easy to have
misresults if proper methods are not employ-
ed in the analysis of cassava-flour.

RESUMO

Pesquisa de Aflatoxina B-1 e substdncias
Jluorescentes similares em farinha de
mandioca

Estudou-se, neste trabalho, a ocorréncia de
aflatoxina B-1 e substancias fluorescentes si-
milares em vinte amostras de farinha de
mandioca. Apresentavam-se acondicionadas
em sacos plasticos com a capacidade varian-
do entre 400 e¢ 480 g e ndo apresentavam
sinal visivel de emboloramento. Apesar dis-
to, procurou-se isolar amostras toxigénicas
de Aspergillus sp que poderiam contaminar
as farinhas sob a forma de esporos.

O autor associou as técnicas de extracgéo,
Pons Jr. & col.?, e de detecgio NABNEY &
NespiTT ' para caracterizagio da aflatoxina
B-1, utilizando ainda para comprovagio dos
resultados, cromatografia em camada delga-
da com outros dois sistemas de solventes e
espectrofotometria na regido do ultra-violeta.
Para o isolamento de fungos utilizou os mé-
todos usuais em micologia.

O seguinte resultado fol obtido: nas 20
amostras apareceram manchas fluorescentes,
quando os cromatogramas foram expostos a
luz de Wood. Todas estas manchas, apos a

passagem de éter etilico, mudaram seus res-
pectivos Rf para valores mais altos. Eviden-
ciou-se, pelos cromatogramas, que estas man-
chas fluorescentes tinham um R{ bastante
uniforme indicando talvez uma mesma subs-
tdncia diferente da aflatoxina. Isto ficou
comprovado inclusive pela espectrofotometria.
Nestas analises a agio do éter etilico para
diferenciar estas substancias fluorescentes da
aflatoxina foi de grande valia pois a tonali-
dade de suas fluorescéncias é bastante pare-
cida e também possibilitando excluir a rea-
lizacdo de outros cromatogramas utilizando
solventes diversos.
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ESTUDO BACTERIOLOGICO DE INFECCGES ENTERICAS EM
CRIANCAS ATE 2 ANOS, NO MUNICIPIO DE
ARARAQUARA, SP (%)

Deise Pasetto Favrcio (D)

RESUMO

No periodo compreendido entre 1.° de dezembro de 1969 a 30 de novembro
de 1970, realizaram-se coproculturas de 755 criangas, na faixa etaria de 0 a 2 anos,
de ambos os sexos, residentes na cidade de Araraquara ou em regido dependente
de sua assisténcia sanitéria, todas com histéria ‘de diarréla aguda de intensidade
variavel, acompanhada ou nio de febre e vomito. Colheu-se material antes da admi-

nistracio de qualquer medicaggo.

Essas coproculturas objetivaram o isolamento de enterobactérias, com especial
atencio a Salmonella, Shigella, Escherichia coli enteropatogénica e das chamadas
“novas enterobactérias patogénicas” para o homem.

Os resultados apresentaram 16,29% de positividade para os trés primeiros

grupos de germes estudados.
ndo estdo completos.

Em relagio as “novas enterobactérias”, os estudos
As Salmonella apareceram na porcentagem de 4,5%, as Shi-

gella de 2,4% e a E. coli enteropatogénica 9,15%. Das 755 criangas examinadas,
116 apresentaram um ou mais dos germes pesquisados (15,36%). Sete apresenta-

ram infecgBes mistas.

INTRODUCAO

No Brasil, a mortalidade na primeira
infancia por doengas diarréicas (gastrente-
rites), assume importdncia fundamental na
nosologia.

Pelo boletim do Instituto de Pesquisa Eco-
ndémica Aplicada (IPEA)} do Ministério do
Planejamento, do ano de 1966, verifica-se que
a taxa de mortalidade infantil no DBrasil é
cerca de cinco vezes malor que a da Dina-
marca e quatro vezes maior que a dos FEsta-
dos Unidos. Entre as causas de morte, en-
contram-se as doencas transmissiveis, as quais
no ano de 1964 representaram 40% do total
das causas de morte no pais.

Dentro desse grupo salientam-se as diar-
réias infecciosas, a gripe e pneumonia, a
tuberculose do aparelho respiratério, o sa-
rampo ¢ o tétano, que representam 85 a 90%
do total. No que diz respeito especilicamente
as diarréias infecciosas, a correspondente taxa

de mortalidade entre criancas de menos de
5 anos de idade, fol estimada em 1.245 por
100.000 em 1964. A taxa de mortalidade
por diarréia infecciosa, tem sido utilizada
como um dos bons indicadores de desenvol-
vimento econdmico. Em todos os paises de-
senvolvidos como os Estados Unidos, Canada,
Suécia e Holanda, ela se mostra muito baixa,
enquanto nos paises de condigbes econdmi-
cas ainda desfavoraveis, como Colémbia, Mé-
xico, Brasil, Egito, ela é varias dezenas e por
vezes duas ou trés centenas de vezes mais
alta. Na cidade de Sdo Paulo, onde se re-
gistram os mais baixos indices de mortalidade
infantil por diarréia infecciosa (em relacio
s outras capitais brasileiras), verifica-se que
a taxa é aproximadamente a mesma apresen-
tada pela soma das taxas da Francga, Holan-
da, Dinamarca, Inglaterra ¢ Istados Uni-
dOS 33.

Dados mais recentes do Ministério da Sau-
de, mostram que no ano de 1969 no Brasil,

(*) Investigacio financiada pela Fundacfo de Amparo 2 Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP).
(1) Prof. Assistente Doutor, Departamento de Microbiologia, Faculdade de Farmaécia e Odontologia

de Araraquara, Sao Paulo, Brasil.
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as diarréias infecciosas causaram a morte de
161.000 criancas de menos de cinco anos de
idade, correspondendo a uma taxa de 1.095
6bitos por 100.000 criancas, numero este
que corresponde a 30% das causas de morte
nessa faixa etaria .

Segundo dados fornecidos pelo Ministério
da Satde, no periodo de julho de 1968 a
maio de 1969, na cidade de Sdo Paulo, houve
1.623.008 atendimentos a criangas menores
de 5 anos, em Hospitais, Postos de Puericul-
tura, Centros de Saude e Postos de Pronto
Socorro. Dentre o ntimero de atendimentos,
registram-se 245.533 casos de desidratago,
ou seja, uma incidéncia de 15,1%, nfo ten-
do sido apurados os agentes etiologicos das
infecgdes. Neste perfodo foram registrados
1.928 O6bhitos por desidratagao ™.

Esses dados podem ser complementados
pelos resultados provisorios da “‘Investigacio
Interamericana de Mortalidade na Infancia”,
na cidade de S&o Paulo, no periodo de junho
de 1968 a maio de 1969, que mostram que
dentre as doengas infecciosas, a gasirenterite
{n.° 002-009 da Classificacio Internacional
de Doengas, 1965) fol o grande grupo, res-
ponsavel, sdzinho, por 26,6% dos 6bitos por
todas as causas em menores de 1 ano %

No Municipio de Araraquara, as taxas as-
semelham-se as do FEstado e do restante do
Brasil. Assim, segundo dados fornecidos pelo
Servico Especial de Satide Publica, os indices
de mortalidade infantil em menores de 1 ano,
nos ultimos 10 anos (por 1.000 nascidos
vives) sfo os seguintes:

1861 ...l 60,5
1962 ..ol . 506
1963 ... .. ... .. 493
1964 ... ... ... 6l4
1965 ..... e 06,3
1966 ............... 764
1967 ........ R 84,9
1968 ...... e . 69,4
1969 ...l 83,2
1970 ..ol 65,1

Observando-se levantamento realizado nos
tltimos cinco anos das causas de mortalidade
infantil em menores de 1 ano, no Municipio
de Avaraquara ®, verifica-se que, as diar-
véias ocupam o 1.° lugar como causa de mor-
te, apresentando as porcentagens que se se-
guem:

1966 ............ 32,0%
1967 ............ 334%
1968 ............ 39,7 %
1969 ...l 42,4%
1970 ... e 385%

Segundo a Organizagio Mundial de Satde,
define-se diarréia em criangas até 2 anos de
idade, como sendo a eliminagdo de fezes
semi-liquidas em nmero de 3 ou mais vezes,
nas 12 horas, ou uma tnica vez semiliquidas
ou liquidas com sangue, pés ou muco. Nas
criancas de 3 anos ou mais, fezes semi-liqui-
das ou liquidas em ntmero de 2 ou mais nas
12 horas, ou uma fGnica evacuagdo semili-
quida ou liquida, com sangue, pls ou muco.

Podem-se classificar essas diarréias nas
seguintes categorias **:
1 — Diarréias nao infecciosas (alimenta-

res, carenciais, alérgicas, enddcrinas).

2 — Diarréias infecciosas:
a) enterals — por bactérias,

por fungos;

b) parenterais -— por virus,
por cogumelos.

3 — Diarréias por infestagio (helmintos).

Conforme dados relatados anteriormente,
as diarréias infecciosas sfio as responsaveis
pelos altos indices de mortalidade infantil e
as bactérias sfio os principais agentes causa-
dores dessas enteroinfeccoes.

Entre as bactérias causadoras dessas en-
fermidades, encontram-se aquelas pertencen-
tes as familias Enterobacteriaceae, Pseudo-
monadaceae, Spirillaceae e Micrococaceae,
sendo que a familia Enterobacteriaceae, in-
clui os principais grupos de bactérias pato-
génicas ¥, Entretanto, os agentes etiologicos
especificos variam muito de acordo com a
regido examinada ?. Podemos, entretanto,
dizer que os principais agentes infecciosos
especificos sio os diversos sorotipos de Shi-
gella, Salmonella e E. coli enteropatogénica®
18,25, 50 og quais acham-se presenies em
14-209% dos casos de diarréia, podendo, em
condi¢bes especiais, chegar a 40% e excep-
cionalmente a 60% *» °°,

O perfeito conhecimento da etiologia des-
sas diarréias infecciosas é fundamental, tanto
para o clinico, que encara o problema do tra-
tamento, como para o epidemiologista que
afronta os problemas de controle *

Investigagbes procurando estabelecer os
agentes causais dessas enteroinfec¢des, no Es-
tado de Sdo Paulo, foram realizadas quase
que somente na capital 16 17, 28, 89, 46, 52, 53, B4,
Ha poucos dados relativos ac Interior, onde
se sabe que ha elevada mortalidade infantil



devida a tais infeccBes. VALLADA %, isolou em
Botucatt, de fezes de criancas com enterite
aguda, E. coli 055:B5 e E. coli 0111:B4. Rava
e col.®2, isolaram durante um surto de gas-
trenterite entre prematuros do Hospital das
Clinicas de Ribeirio Preto, E. cole 0111:B4
em 54% dos espécimens examinados. SOLE-
VERNIN e col.’”, também em Ribeirdo Preto,
fazendo um levantamento sobre a ocorréncia
de enterobactérias patogénicas, verificaram a
baixa incidéncia de Shigella, a quase inexis-
téncia de Salmonella e uma taxa razoavel de
E. coli enteropalogénica naquela cidade.
MonNTELLI e col.?®, em Botucatu, isolaram de
fezes de pacientes com diarréia aguda ou
crbénica, 104% de Shigelle, 4,0% de coli-
bacilos enteropatogénicos e 1,2% de Sal-
monella.

Em Araraquara, SOLE-VERNIN e col.*%,
isolaram Shigella Queita-454, tanto de pes-
soas que sofriam de diarréia ou desinteria,
como de outras consideradas portadoras.
Também em Araraquara, TAaunAY e col.™,
fizeram um levantamento de bactérias dos
géneros Shigelle e Salmonella, a partir de
fezes de criancas e de adultos, ohtendo 6,4%
de positividade para Shigella e 2,8% para
Salmonella.  Em nosso trabalho de tese®,
isolamos em Araraquara, 6,4% de Salmo-
nelle e 12,7% de Shigella, a partir de 48
coproculturas de criangas com menos de 2
anos com problemas agudos de gastrenteri-
tes, durante o periodo de margo a julho de
1968. Deve-se notar que neste Gltimo traba-
lho as colheitas de material foram realizadas
em apenas 4 meses do ano.

No presente trabalho realizamos coprocul-
turas de criancas do grupo etario de 0 a 2
anos que sio as mais atingidas por essas in-
fecgBes. Essas coproculturas foram realiza-
das no periodo compreendido entre 1.° de
dezembro de 1969 a 30 de novembro de
1970, a fim de se observar a possivel influén-
cia dos diversos periodos do ano na ocor-
réncia dessas enfermidades. Pretendemos
verificar nfio apenas a presenca de Salmo-
nella ¢ Shigella em Araraquara, como foi
realizado nos trabalhos anteriormente men-
cionados, mas tamhém pesquisar a presenca
de diferentes sorotipos de E. coli do Grupo
Entérico Infantil, bem como a presenca de
outras enterobactérias, atualmente conside-
radas como patogénicas, tais como as deno-
minadas “Parashigella” ®* e de outras seme-

lhantes descritas por varics autores % 10 4%
56, 57, 61

Pretendemos, desse modo, contribuir para
o estudo desses germes e da prevaléncia das

respectivas doencas infecciosas, em Arara-
quara e seus arredores,

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de 1 ano foram reali-
zadas coproculturas de 755 criangas, da faixa
etaria de 0 a 2 anos, de ambos os sexos,
todas com histéria de diarréia aguda de in-
tensidade varidvel, acompanhada ou nio de
vomito e febre. Colheu-se material, antes da
administragdo de qualquer medicamento, de
todas as criancas nessas condicdes, residen-
tes na cidade de Araraquara ou em regides
dependentes quanto & sua assisténcia sanité-
ria, que procuravam os Postos de Satde,
Pronto Socorro, ou, daquelas que eram inter-
nadas nas Seccbes de Pediatria ou de Hidra-
tagdo da Santa Casa local.

Realizou-se apenas uma cultura de cada
crianca.

O material foi colhido por meio de “swab”.
Fizeram-se trés “swabs” de cada crianga, os
quais eram levados imediatamente para os
meios de Teague-Clurman, de Tetrationato de
Kauffman e de Rappaport, estes dois altimos
visando o enriquecimento de Salmonella e o
primeiro como conservador, para posterior
pesquisa de Shigella, E. coli enteropatogénica
e das “novas bactérias patogénicas intesti-
nais” 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 41.

A partir do Teague-Clurman, a amostra
era imediatamente semeada em “SS Agar”
e em “EMB Agar”® Apds enriquecimento
em Rappaport por 24 horas, era semeado em
“SS Agar” e em “Agar Verde Brilhante” e
ap6s enriquecimento em tetrationato de Kauff-
mann, em ‘“Agar Verde Brilhante” e em
“EMB Agar”, levando-se em conta experién-
cia anterior *°.

O meio de Rappaport foi usado com con-
centragdo de cloreto de magnésio a 1,8%.

Identificagio: 1 — E. coli enteropatoge-
nica: de cada placa com meio de “EMB
Agar”, retiraram-se 10 colénias lactose po-
sitivas e semeadas em agar simples para pos-
terior aglutinagfio com soros polivalentes OB.
As amostras que se positivaram nessa prova
foram testadas com os respectivos soros indi-
viduais OB, ¢ posteriormente foram realiza-
das titulagbes com os respectivos soros O.
As suspensSes que aglutinaram até a dilui-
¢ao correspondente ao titulo do soro foram
submetidas as provas bioquimicas para con-
firmagdo do género. Foram pesquisados os
seguintes sorotipos de E. coli: 026:B6,
086:B7,0127:B8, 055:B5,0111:B4, 0119:B14,
0125:B15, 0126:Bl6, 0128:B12.
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2 — Shigella e Salmonella: as colonias
lactose negativas que cresceram nos meios
seletivos indicadores foram semeadas em tri-
plice agicar modificado® e, quando confir-
maram a suspeita foram semeadas na série
bioquimica. Quando a bioquimica revelou a
presenca de Shigella, fez-se confirmacdo so-
rologica, empregando-se soros polivalentes
dos grupos A, B, C, D. As amostras que se
revelaram positivas foram submetidas aos
respectivos soros monovalentes ¢ posterior-
mente aos soros tipo-especificos.

As amostras que na série bioquimica reve-
laram ser Salmonelle foram submetidas aos
soros polivalentes somatico ¢ flagelar, Pos-
teriormente as amostras positivas foram sub-
metidas as outras provas sorologicas de acor-
do com o esquema usual *°.

3 — “Ouiras Enterobactérias Patogénicas”:
Todas as colénias lactose positivas como as
lactose negativas isoladas para as pesquisas
anteriores foram submetidas a um soro poli-
valente constituido dos seguintes sorotipos:
E. coli 028 ac, 0185, 0193, 032 ¢ Saigon.
Quando ocorreu aglutinagio a amostra foi
submetida aos soros individuais e posterior-

b} producdo de indol;

¢) produgdo de H.S;

d} reagiio do VM e do VP;

e) crescimento em citrato, acetato ¢ ma-
lonato;

desaminago da fenil alanina;
descarboxilagdo da lisina e ornitina;
motilidade;

hidrélise da uréia;

redugfio do nitrato;

liquefagdo da gelatina,

——
~—

A = D09
S e N e e

RESULTADOS

Das 755 criangas examinadas, 116 apre-
sentaram os germes pesquisados, sendo que
em 7 delas foram isoladas mais de um, com
um lotal de 123 isolamentos {16,3% do to-
tal). Portanto em 15,36% das criancas ha-
via uma infecgfio enteral especifica, quer por
Salmonella (4,5% ), Shigells (2,6%), E.
coli enteropatogénica (9,29%), ou por asso-
ciagbes diversas entre esses germes. (Tabelas

I, 11, 111).

TABREILA I

Distribuicdo de isolamento

mente estudada sob o ponto de vista bio- Total | Presenca| Auséncia
quimico.

Pa}ra todos os germes .foram realizadas as  (agos estudados - 116 639
seguintes provas bioguimicas:

a) fermentagio de: glicose, lactose, saca- o

. 3 . .. TR s Porcentagem 100 % 1 5 G 34,64 9%
rose, maniia, dulcita, salicina, adonita, inosi- g 7 15,36% | 8464%
ta, sorbita, arabinose, rafinose e raminose;
FIGURA 1
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TABEILA II

Freqiiéncia dos germes encontrados

Germe l Numero s Porcentagem
Salmonella 34 | 27,64
Shigella 20 16,26
E. coli GEI 69 56,09
Total 123 100,00

TABELA III
Infeccdes mistas
N.° do
caso Germes

Shigella somnet + H. coli 0111:B4
Shigella flexneri + K. coli 055:B5

20 Salmonella newport + E. coli 0111:B4
75 E. coli 0128:B12 + K. coli 0127:BS

80 Salmonella derby -+ H. coli 055:B5
216 Shighella sonnei + Salmonella newport
670 Shigella boydi + E. coli 086:B7

o0 =

Os resultados das tipagens das amostras de
Salmonella, Shigella e E. coli enteropatogé-
nica constam das tabelas IV, V ¢ V1.

Os resultados relacionados com as chama-
das “novas enterobactérias patogénicas” nao
estdo sendo computados nos presentes dados.
Apés realizacdo das provas, isolaram-se 27
amostras de “Saigon”, cuja caracterizagdo
final estd dependente de provas de absorcéo,
titulacio com soro 0 e prova de patogenici-
dade (inoculacio em 6lho de cobaia) %% °7.

Estudou-se a distribui¢io mensal dos ca-
sos de diarréia e dos isolamentos dos germes
pesquisados, correlacionando-se esses dados
com as médias mensais de temperatura e
precipitagdo. (Tabela VII, Figura 1).

As Tabelas VIII-X mostram a distribui-
¢io dos casos positivos de acbrdo com:

a) sexo dos pacientes;
b) sintomatologia observada;
¢) localizagdo geografica.

Os dados relativos & distribuigo de ger-
mes segundo a idade do paciente, constam
das figuras 2-6 ¢ Tabela XI. Iissa divisdo
foi realizada por meses de vida (3 em 3
meses) e por anos de vida (1.° e 2.° ano).

Utilizaram-se dois meios para enriqueci~
mento de Salmonella, levando em conta ex-
periéncia anterior e os resultados correspon-
dentes constam da Tabela XII.
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DISCUSSAO

Nossos achados foram algumas vezes con-
cordantes, outras vezes discordantes dos de
outros autores; acreditamos isso se deva a
diferenga da amostragem utilizada, a dife-
renciagdo ecologica e, provavelmente, a va-
riagdes nas técnicas de isolamento emprega-
das. Observamos, porém, que na grande
maioria (84,64% ) desses casos de diarréia
aguda ndo se encontraram os germes pesqui-
sados, dados esses, concordantes com os de
CosTa e col.?,

FIGURA 2
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TABELA IV

Distribuicdo sorolégica das amostras de Salmonella isoladas

Total de 34 amostras
' Grupo B # Grupo Ci Grupo C- Grupo D Grupo Ei
Germe ‘ S. derby S. parathypht C S. newport S. panama S. anatu;m
Freqiiéncia | 6 } 1 25 1 1
Porcentagem 17,64 % 2,94% 73,25% 2,94 % 2,94%

TABELA V

Distribuicdo soroldgica das amostras de Shigella isoladas
Total 20 amostras

Grupo B Freq. Grupo C Freq. Grupo D Freq.
Germe 8. flexneri tipo 1 1 S. boydi tipo 6 1 S. sonnei el
Germe S. flexmeri tipo 2 2
Germe 8. flexwmeri tipo 3 2
Germe S. flexneri tipo 4 3
Germe 8. flexneri tipo 6 1
Total 10-50% 1-5%% 9-45%

TABELA VI

Distribuicdo sorolégica das amostras de E. coli

enteropatogénica isoladas -— Total 69 amostras

Tipo Freqiiéncia | Porcentagem
E. coli 0111:B4 21 30,43%
E. coli 086:B7 16 23,18%
H. coli 0128:B12 14 20,28%
. coli 055:B5 8 11,59 %
H. coli 0127:B8 5 7,24%
H. coli 026:Bg 2 2,89 %
E. coli 011S:B14 2 2,89 %
E. coli 0126:B16 1 1,44%

NEEDHAN e col.?®, nos Estados Unidos, iso-
laram 3,4% de Salmonella, 4,3% de E. coli
enteropatogénica e nenhuma Shigella, em co-

: - non
. BarreT-Conno

regifio diferente, observaram durante um pe-
riodo de 4 anos, 330 casos de shigelose de-
vidas quase que exclusivamente a S. sonnei
e a S. flexneri, Kanpuja e col.?*, na India,
isolaram a partir de pacientes com diarréia,
7.5% de E. coli enteropatogénica, 2,4% de
Salmonella e 4,4% de Shigelle. No Brasil
os achados so também bastante contradité-
rios. Assim, Costa e col.’, no Rio de Janeiro,
examinando fezes de 560 criangas com diar-
réia aguda, observaram que em 14,3% havia

Salmonelle (59%) ou Shigella (8,4%).
FiscHER *% ¥, em Sao Paulo, realizando cul-
tura de fezes de criancas com diarréia, iso-
lou 16,6% de £. coli enteropatogénica ¢
8,3% de Shigella. MarOJA € col.?6, em Forta-
leza, obteve um indice de positividade de
67,7%, sendo 42,8% de Shigella, 10,09¢ de
Salmonella e 14.3% de E. coli enteropatogé-
nica. Realizando trabalho semelhante em Pal-
mares ** isolou 26,5% de Shigella, 2,0% de
Salmonelle e 43,8% de E. coli enteropatogé-
nica, Em Santarém ®°, isolou 48,0% de Shi-
gella e 8,0% de Salmonella. MIKOSZEWSKA®?,
em Curitiba, isolou 12,5% de Shigella. Mu-
RAHOVSCHI e col.®, em Sfo Paulo, isolaram
6,17% de Salmonella, 7,41% de Shigella e
29,0% de E. coli enteropatogénica. Rouqui-

e A R | LR | YR N4 k] I A
ROL ** em Forialeza, isoiou 24,4% de Shi-
gella ¢ 20% de Salmonells. SERRANOG ©

col.*®, em Sio Paulo, em 175 coproculturas
isolaram 19,42% de Shigella, 14,85% de
E. coli enteropatogénica ¢ 4,0% de Salmo-
nella, TAUNAY %, em um levantamento de
enterobactérias patogénicas, isoladas no Ins-
tituto Adolfo Lutz de Sfo Paulo, apresenta
os seguintes resultados para criangas até 5
anos durante o ano de 1964: 5,0% de Sal-
monella, 10,09 de Shigella, 23,0% de F.
coli do GEI.



INFECCOES ENTERICAS

133

TABELA VII

Distribuicio mensal dos casos de diarréia, dos isolamentos de germes pesquisados e das
temperatura e precipitacdo médias

. N.e de Numero de Temperatura Precipitacio
Mes casos de isolamentos média — oC média — m/m
diarréia
Dezembro — 1969 73 19 — 26,0% 22,6 176,68
Janeiro — 1970 52 13 — 250% 23,4 458,7
Fevereiro  -— 1970 44 T — 159% 22,8 317,8
Marco — 1970 74 15 — 20,2% 23,6 189,9
Abril — 1970 92 15 — 16,39 21,8 45,7
Maio — 1970 58 7 — 12,0% 20,0 40,3
Junho ~— 1970 49 3 — 61% 19,2 51,7
Julho -~— 1970 40 3 — 7,1% 17,7 4,6
Agosto ~— 1970 53 7 — 132% 1¢,1 84,6
Setembro  — 1970 54 5 ——  925% 20,3 69,0
Outubro - 1970 95 20 — 21,0% 22,0 97,6
Novembro -— 1970 60 9 — 150% 21,6 159,2

QUADRO VIII

Distribuicfio dos casos positivos de acordo
com O Ssexo

Sexo ’[ Numero Porcentagem
Masculino 70 57,0%
Feminino 53 43,0%

TABELA IX

Distribuicdo dos casos positivos de acordo com a
sintomatologia observada

Sintoma N de cent
n casos Porcentagem
Diarréia 35 28,45 %
Diarréia e voémito 31 25,20 %
Diarréia e febre 29 23,57 %
Diarréia, vomito e febre | 28 22,76 %
FIGURA 4

. DISTRIBUIGAO DAS SHIGELLA
[
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0 de vida

Em relagio a Salmonelle, especificamente
em nossa regido, observamos que nossas por-
centagens sflo relativamente maiores que as
de outros autores. Assim, SOLE-VERNIN e
col.?”, isolaram menos de 1,0% desses ger-
mes em Ribeirdo Preto ¢ MONTELLI e col.®¢,
em Botucatil, isolaram-nos na porcentagem
de 1,2%.

Pelos resultados apresentados na Tabela
XII, evidencia-se a importincia do emprego
de mais de um meio de enriquecimento para
Salmonella: 12 amostras foram isoladas ape-

nas a partir do enriquecimento com Rappa-
port, ndo tendo crescido no Tetrationato de

FIGURA &
DISTRIBUIGAD DE E. COLI

ENTEROPATOGENICA POR ME

numero

SES

DE ViDA.

O N W DI ®O

meses
de vida
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TABEILA X

Distribuicdo dos casos positivos por localizacfo

Total Salmonella Shigella E. coli

enterop.
Araraquara — zona urbana ....... 96 25 16 56
Araraquara -— zona rural ......... 14 6 1 ié
Outras localidades ................. 11 4 — 1
Enderecos desconhecidos ........... 2 1 —_ 1
Total geral .......cviiiiininenonns 123 34 20 69

TABEILA XI

Distribuicdo dos 123 isotamentos de Salmonella, Shigella e E. coli enteropatogénica
de acordo com a idade em anos de vida.

Salmonella ... ... . e
Shigella . e
B, Ol
Total dos achados positivos ..............

0 a 1 ano 1 a 2 anos
25 — 73,5% 9 — 26,5 %
8 — 40,0% . 12 — 60,0%
45 — 635,2% 24 — 34,8%
78 — 63,4% 45 —— 36,6 %

Kauffmann. Por outro lado, s6 com o Rap-
paport teriamos deixado de isolar 7 amostras
que cresceram apenas apOs enriquecimento
em Tetrationato de Kaulfmann. Em nosso
trabalho de tese ', usamos o meio de Rap-
paport modificado em relagdo a concentragéo
do cloreto de magnésio (2,5% ao invés de
4.09) conforme recomendado pelo autor *',
levando em conta experiéncias anteriores '™
M que comprovam ser excessiva a concen-
tracdo de 4,09. Entretanto, mesmo a con-
centracio de 2,5%, o meio se mostrou in-
ferior ao de Tetrationato de Kaulfamnn para
enriquecimento de Salmonelle; no presente
trabalho, empregando cloreto de magnésio a
concentracio de 1,89, obtivemos uwm meio
que se mostrou superior ao caldo Tetratio-
nafo.

Pela Tabela IV, verifica-se a quase total
predominancia, enire as sal
Ia C, — Sa

o]

do  oruno
asc  grupo e

(73,25% das amostras isoladas), enquant
em trabalho anterior *°, isolamos em Arara-
quara, com maior freqiiéncia, amostras de
S. anatum e a S. newport ndo fol isolada
uma vez scequer. Isolaram-se ainda amosiras
dos grupos B, C;, D e E,. Também Tau-
NAY %, em um levantamento dos sorotipos
de salmonela isolados durante 17 anos no
Instituto Adolfo Lutz em 830 Paulo, obser-
vou entre aqueles mais freqlientes, S. newport,
S. anatum, S. typhimurium e S. derby.
Maroja e col.®®, em Pernambuco, encontra-
ram como sorotipos predominantes, de Sal-
monella: S. anatum, S. newport, S. muechem

esses autores isolaram com maior freqiiéncia
foram S. oraniemburg e S. newport. Quere-
mos ressaltar, ainda, o nfo isolamenlo de S.
typhimurium, encontrado com freqiiéneia em
casos de diarréia infantil.

e S. typhi. Em Santarém *', os sorotipos que
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TABELA XII

Isolamento de Salmonella,

segundo esquemas variados

NUmero . Tetratio- Numero . Tetratio- -
o t " 5 e
do caso bireto nato Rappapor do caso Direto nato Rappaport
313R-VB
13 — 123K-VB 13R-VB 213 — — 313R-5S
314K-VB 314R-VB
14 —_ 14K-VB — 314 e 314K-T 314R-5S
320R-VB
15 — 15K-VB —— 320 — _— 320R-SS
20R-VB
20 - 20K-VB 20R-S8 363 — 363K-VB 363R-SS
50 —_— — 50R-VB 366 — — 366R-35%
80 — 80K-T - 389 — 359K-VB —
116K-VB 116R-VB
116 — 16K-T 116R-SS 280 _ . 2801-SS
129K-VB 129R-VB - - 332R-VB
129 12958 120K-T 120R-SS 389 — S89K-VEB 2382R-SS
138K-VB 136R-VB 498K-VB 408R-VB
136 13655 136K-T 138R-85 498 498SS 498K-T 498R-SS
139K-VE 574K-VB
139 — 139K-T — 574 . 574K T .
1467 146K-VB 146R-VB T 596R-VB
146 14655 146K-T 146R-SS 596 s — 596R-SS
186R-VEB
186 — — 186R-SS 608 e 6C3K-VRB .
T 69TR-VB
207 207T — — 697 — G69TK-T 897TR-SS
216R-VB o TO1K-VB 701R-VB
216 — — 216R~-SE 701 — T01K-T 701R-SS
Z20R-VB TOSR-VB
220 — — 220R-SS 708 — — TO8R-SS
235K-VB 235R-VB 7T50R-VB
235 - 235K-T 235R-8S 750 — —_ T50R-SS
T52R-VB
253 — — 283R-3S5 752 —_ 752K-VB T52R-SS
38 — Isolamento direto em meio de “SS Agar”
T — Isolamento direto em meio de “EMB Agar”
K-VB — Enriquecimentc em tetrationato e isolamento em “Agar Verde Brithante”
K-T — Enriquecimento em tetrationato e isolamento em “EMB Agar”.
R-SS — Enriguecimento em Rappaport e isolamento em “SS Agar”
R-VB — Enriquecimento em Rappaport e isolamentc em “Agar Verde Brilhante”.

Entre as Shigeila, conforme dados da Ta-
bela V, predominam os variados subtipos de
Shigella flexneri e a Shigela sonnei. N&o iso-
lamos qualquer amostra de Shigella do gru-
po A, enquanto que do grupo C foi isolada
apenas uma amostra. Também Maroja e
col.”® em trabalho realizado na Zona da Mata
em Pernambuco, cbservou a predominancia
desses dois grupos de Shigella, enquanto
Costa e col.” em levantamento realizado no
Rio de Janeiro, assinalam a predominancia

de S. flexneri.

Em relagio aos sorotipos de E. coli ente-
ropatogénica, de acordo com os dados da Ta-
bela VI, nota-se uma predominéncia do so-
rotipo 0111:B4, fato também observado por
oulros autores *» #% 26, 28, 86, 87, 46, 54 Jgolamos
ainda amostras de lodos os outros sorotipes
estudados com exceglo apenas da 0125:B15.

Pela Tabela VII verifica-se que néo houve
variacdo significativa entre o namero de ca-
sos de diarréia e a temperatura média men-
sal. No que diz respeito a distribuicio men-
sal dos germes pesquisados, de acordo com
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a Figura 1, nota-se uma queda acentuada
em junho e julho, que apesar de serem me-
ses de inverno, na cidade de Araraquara,
apresentaram temperatura média nio muito
inferlor & média de temperatura ocorrida du-
rante o ano.

Pelas Figuras 2, 3, 4, 5 ¢ 6 e a Tabela XI,
verifica-se que a infectividade foi bem maior
nos primeiros 12 meses de vida. Estudando-
se separadamente cada um dos germes, ob-
serva-se uma infectividade maior no 1.° ano
de vida em relacio & Salmonella ¢ k. coli
enteropatogénica. No que diz respeito a
Shigella, houve predominancia no 2.° ano de
vida, dados esses concordantes com os de
Costa e colb.

SUMMARY

Bacteriological Study of Intestinal Infections
in Children. up Two Years of Age, in the
Municipality of Araraquara

In the period between december 1, 1969
and november 30, 1970 tests were made on
the feces of 755 children of both sexes, from
birth up to 2 years of age. All these children
had a history of acute diarrhoea of varying
intensity, sometimes accompanied by fever.
The material was collected from the children
in this condition before the administration

of any medication. The patients were all”

residents of Araraquara and the surrounding
comunity. Some of them had been hospitaliz-
ed because of dehydration.

The object of this research was to isolale
intestinal bacteria with special attention to
Salmonella, Shigella enterophatogenic, Es-
cherichia coli and the so-called “new patho-
genic inlestinal bacteria” of man.

In the isolation of Salmonella there was
some concern on the improvement of the tests,
taking into consideration the experience ol
previous investigations.

The results yielded 16,3% positive for Lhe
three first groups of germs studied: Salmo-
nella, 4,5%, Shigella, 2,69 ; and E. coli
9,29 . Of the 755 children tested, 116 pre-
sented evidence of one more of the germs
investigated (15,369 ). Seven showed evi-
dence of mixed infections. In relation to the
intestinal hacteria”, the

“new pathogenic

studies are not complete,
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METODO SEMI-QUANTITATIVO COM ALCA BACTERIOLOGICA
CALIBRADA PARA INVESTIGACAQO EPIDEMICLOGICA DA
BACTERIURIA ASSINTOMATICA (%)

Lourenco, N. J.; CoLLAres, L. B. ( ; Papst, P. A. (*#%); CorpeIro, 1. DE A.;
GuiMaries, O. R.; GErRK, J. R.; Ferreira, S. J.; OLvEIRA, J. F. DE S.;
Noleto, AuBa L. S. & Suassuna, I. (4

RESUMO

Foi feita avaliacio de espécimes urinarias pelo método semi-quantitativo
descrito por Hoeprich. O método foi aplicado no estudo de 931 criangas em idade
escolar na faixa de 6 a 14 anos de idade, no Rio de Janeiro. Foi utilizada uma
alca de platina padronizada para descarregar 0,001 ml de urina, na superficie de
um agar-extrato de levedura-glicosado, sendo o meio distribuido em garrafas de
faces paralelas e retangulares.

781 espécimes (83,9%) ndo apresentaram crescimento ou houve crescimento de
Lactérias em ntGmero menor de 10 coldnias (10" coldnias/ml), néo sendo posterior-
mente examinados.

Em 150 casos (16,1%) com contagens acima deste limite, um segundo exame
foi solicitado para confronto com os métodos de cultivo quantitativo mais conven-
cionais. Destes, 146 casos atenderam a solicitagio e novos espécimes urinarios
foram obtidos, dando nessa repeticio contagens inferiores a 107 colonias/ml em 136
casos (93,1%), cinco (3,4% ) mostraram contagens entre 10*-10° colonias/m! e
outras 5 mais do que 10° colénias/ml.

Os casos (5) que mostraram bastonetes Gram negativos, com conlagem supe-
vior a 10* colénias/ml, pelo método semi-quantitativo ou pelo método convencional
foram submetidos a controle clinico para acompanhar a bacteriiria ¢ investigar
fatores responséveis pela mesma, como descrito em trabalho subseqiiente.

No conjunto, o método adotado pareceu econdémico e adequado para analisar
wm grande nimero de casos em tempo curto, visto que aparentemente induziu a
um erro para o lado de falso positivos, permitindo o reexame de reduzido nimero
de casos sclecionados (1 em 6 em nossa experiéncia), o que seria feito de modo
mais dispendioso e demorado pelos métodos convencionais.

INTRODUCAO rial e talvez justificando a {reqiiéncia

diagnéstico através a necropsia '%.

A conceituagio quantitativa da bacteritiria

de

Com a urinocultura quantitativa, foi pos-

introduzida por Kass & Sanrorp *7, permi-
tiu a avaliacio de bacterifiria significativa
sob o ponto de vista clinico e epidemioldgico,
surpreendendo desta forma pielonefrites as-
sintomaticas, que podem evoluir para a for-
ma cronica % 1718 1% 20 dando posterior -

: : ] qua
dro de insuficiéncia renal, hipertensdao arte-

e Eletrolitos do Hospital das Clinicas da
do Estado da Guanabara.

(#*) Bolsista do Conselho Nacional de Pesquisas.

sivel a diferenciacdo entre flora normal da
uretra e bactérias responsdveis por infecges
urinarias as quais se multiplicam na urina
e trato urinario, aparecendo em namero ele-
vado, emhora qualitativamente idénticos aos
anfibiontes de contaminagéo *'.

Trabalho do Servico de Microbiologia e Imunologia, Cadeira de Medicina Social e Secdo de Rim
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de

1 Da Faculdade de Ciéncias Médicas da U.E.G., e do Instituto de Microbiologia da U.F.R.J.
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Entretanto, em inguéritos epidemiolégicos
a adogio de tal método se torna laboriosa,
somada a necessidade de grande quantidade
de material, pessoal e tempo, sendo por con-
seguinte desejavel para aplicacio em massa
o emprego de técnicas bacteriolégicas que
contornem essas dificuldades.

Baseados nestes principios, foram propos-
tos diferentes métodos, tais como a simples
bacterioscopia e avaliacio da pidria do sedi-
mento urinario ® * % ' os testes bioquimi-
cos de reduciio do nitrato * *, da catala-
se ™ 3 e de redugfo do trifenil tetrazdlio ™
10,25 e, ainda, os testes turbidimétricos 2*.

Analisando os dados de diferentes aulores,
propusemo-nos empregar um método semi-
-quantitativo, utilizando-se alga de platina ca-
librada, segundo observagdes de Hoepricu ',
O’Surtivan et al.?*, Mou & Frrpman?® e
RanpoLpH et al*® 26,

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho, foram analisadas 931
espécimes urinarias de criangas de ambos os
sexos, com idade variivel entre 6 e 14 anos,
de uma escola primaria da Sccretaria de
Educagdo da Guanabara (Escola Argentina).

A colheita do material foi efetuada no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Cién-
cias Médicas, por enfermeira devidamente
orientada no sentido de fazer a lavagem cui-
dadosa da genitalia externa com agua e
sabdo, desprezando-se o primeiro jato e co-
lhendo-se em frasco esterilizado a porcio sub-
sequente, anterior a final (meio do jalo) ™.

Os espécimes foram enviados ao laboraté-
rio num periodo de tempo inferior a 1 hora,
e conservados 4 temperatura de 4-6°C ) sen-
do o plantio efetuado no méaximo até 24 h.

O diagrama I, resume as etapas concer-
nentes ao exame bacteriolégico. Foi inicial-
mente utilizado um método semi-quantita-
tivo (Etapa 1), consistindo no plantio do
material, homogeneizado por agitacao ma-
nual do recipiente, em frascos de vidro de
faces retangulares paralelas com capacidade
de 100 ml, contendo agar extrato de levedura
glicosado, com a seguinte composigio:

Trypticase (B.B.L.) ...... e 05 g
Peptona Bacteriolégica (Geyger) (*) 0,5 ¢
Extrato de levedura ........... .. 0.3 g
Cloreto de sédio .......... e 05 ¢
Fosfato dibasico de potdssio ...... 0,1 ¢
Glicose .............. e 0,1 g
Agar-Agar ... ... oL 2,0 ¢
Agua destilada ............... . 100,0m!
pH ....... .. a 7.4
(*) Laboratorio Geyer S.A. — Rua Pelotas, 320

Porto Alegre — R. G. do Sul.

Este plantio primario foi feito com alga
de platina padronizada para descarregar
0,001 ml de liquido (Inoculating loop. Pla-
tinum-Rhodium Shank (75mm long. Arthur
Thomas, n.° 7433-G). O periodo de incuba-
cio foi de 48h a 37°C.

Os espécimes com contagens de colbnias
por milimetro superiores ou iguais a 107,
eram submetidos a analise quantitativa (Eta-
pa I1), semeando-se este material, em placas
de Petri de 10 cm de didmetro com o meio
acima descrito, apds diluigdo em solucdo sa-
lina estéril & 0,85%, diluiches estas corres-
pondentes & 107 ou 107%, de acordo com
prévia bacterioscopia de uma gota nio sedi-
mentada, corada pelo método de Gram, res-
peitadas as mesmas condigbes de tempo e
temperatura de incubaciio acima referidas.

Acompanhando o diagrama 1, podemos
verificar que as contagens inferiores a 10’
foram consideradas como espécimes negativos
nas etapas I e II. A presenca de microrga-
nismos significativos, responsaveis por infec-
¢bes urinarias, com contagem superior a 107
colénias/ml era considerado um resultado
positivo sob o ponto de vista bacteriolégico,
e os casos selecionados para estudo clinico.
Quando se obtinham essas mesmas contagens,
porém, com presenca de germes “difterides”,
micrococos ou oulros confaminantes menos
significativos da microbiota normal da ure-
lra, os espécimes originais eram submetidos
a nova verificacdo quantitativa. O mesmo
ocorria com contagens na faixa de 10* a 107
colénias/ml com presenca de bactérias con-
sideradas significativas, tals como hastonetes
Gram negativos e Staphylococcus aureus.
Quando se confirmava a presenca destes Glti-
mos microrganismos nas culturas subseqentes,
os pacientes eram encaminhados a observa-
¢do e controle clinico.

RESULTADOS

De acordo com a tabela I, 781 (83,99 )
espécimes urinarias apresentaram contagem
inferior a 10* col6nias/ml na etapa I, consi-
derada como nfe significativa de bacteritiria
assintomatica * 2%,

A maior prevaléncia de casos acima desta
contagem verificou-se em meninas, num to-
tal de 115, contra 35 meninos, sendo que na
faixa de 10* a 5 X 10* colénias/ml, encon-
tramos a maior prevaléncia para ambos os
SEX0S.

Era esperado encontrar maior namero de
casos 1o sexo feminino, devido & riqueza da
flora vaginal em relacio a da uretra masculi-
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TABELA I
Valores obtidos com o método semi-quantitativo (alca calibrada) para avaliacio de
bacteriiria em 931 espécimes de @scolares.
Coldnias/ml
Numero examinado
< 10t 1G4 -5x104 5x104-10° > 10°
N.e o N.e o N.o % N.e %o N.e %o
Meninos 527 100 492 93,4 24 4,6 5 0,9 6 1,1
Meninas 400 100 289 71,5 67 16,6 18 4,5 30 7,4
Total 931 100 781 83,9 91 9,8 23 2,5 36 3,8
TABEILA II
Resultados obtidos com 148 urinoculturas selecionadas pelo método semi-quantitativo,
quando repetidas pela técnica convencional de diluicdes seriadas em meio solido.
Numero examinado Colonias/ml
Nao
< 10t } 109-5x10* ’ 5X108~10° \ > 109 compare-
ceram
N % Ne o % \ Ny o % \ Ne % } Ne o %
Meninos 34 100 32 9441 1 2,9 0 —_ 1 2,9 1
Meninas 112 100 104 92,8 2 1,8 2 1,8 4 3,6 3
Total 146 100 136 93, 3 2,1 2 1,4 5 3,4 4
!

na observando-se uma predominéncia de bas-
tonetes e cocos Gram positivos. Em 11 casos
foi verificada a presenca de bastonetes Gram
negalivos, distribuidos entre oito meninas e
trés meninos. Naquelas, cinco casos corres-
ponderam a contagem entre 10* e 10° e trés
estavam acima de 10° colénias/ml. Entre os
meninos, dois mostravam contagem entre 10*
e 10° e um acima de 10° colonias/ml. Dos
quatro easos, com contagem superior a 10°
colonias/ml, dois revelaram FEscherichia coli,
um Klebsiella-Enterobacter e outro estava
associado a um bastonete Gram positivo nao
identificado.

Segundo a tabela 1 e baseado no diagra-
ma I, as contagens superiores ou iguais a
10* colénias/ml num total de 150 (16,1%},
foram submetidas a novos estudos (Etapa
II). De acordo com a tabela Il onde sao
apresentados os resultados dessa etapa pode-
mos verificar que 104 (92,8%) meninas ¢
32 (94,1% ) meninos apresentaram contagem
inferior a 10%, duas (1,8% ) meninas e um
(2,9% ) menino, com contagem na faixa de
10* e 5 X 10* colénias/ml, duas (1,8%)
meninas entre 5 X 10* e 10° colbnias/ml e
finalmente quatro (3,6%) meninas ¢ um
(2,9%) menino acima de 107 colénias/ml.
Quatro criancas ndo foram reexaminadas, por
baverem deixado de comparecer.

Foi verificada a predomindncia de Staphy-
lococcus epidermidis, Streptococcus nio he-
moliticos (gama), “difteroides” e Lactoba-
cillus. De acordo com o diagrama I, verifi-
camos que s6 as contagens superiores a 107
colonias/ml com o isolamento destes micror-
ganismos mereceram nova reavaliagdo.

Verificamos a presenca do género Proteus,
na faixa entre 10* e 10° coldnias/ml, sendo
estes casos submetidos a nova cultura.

De duas meninas foi isolado Escherichia
coli em um caso com contagem igual a
97.000 colénias/ml ¢ um outro acima de 10°
colénias/ml. De um menino isolou-se Kleb-
stella-finterobacter, com contagem igual a
5 X 10° colénias/ml. Os dois altimos casos
citados foram entregues a exploraciio clinica
e foi reexaminado o caso préximo a 109.000
colonias/ml,

Em um dos dois meninos evidenciamos a
presenga de Proteus na faixa de 10* a 5 X
10" colénias/ml, sendo submetido a novo con-
trole bacteriol6gico.

Numa terceira cultura (Tabela II1) veri-
ficamos que cinco meninas lveram conta-
gens inferiores a 10* sendo que um dos espé-
cimes permaneceu na faixa de 10* a 5 X 104,
tendo-se isolado mais uma vez Proteus. Nao
conseguimos isolar Kscherichia coli, do caso
anterior com contagem igual a 97.000 colé-
nias/ml.
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TABELA III

Confirmacio da bacteritria assintomatica pela repeticio da urinocultura quantitativa
em um novo espécimen de urina.

Numero examinado Coldnias/mil
Nao
< 10t l 104-5x10* \ 5x10'—10% ' > 108 compare-
,,,,,, ceram
N.o % Ne oo % ‘ No % ’ Ne o % ] Ne %
Meninos 1 100 1 100 —_ —— — — o .
Meninas 6 100 5 83,3 16,7 — _— —— . 1
Total 7 100 6 85,7 14,3 | — — — — 1

TABEILA IV

Correlacao entre os valores obtidos para a contagem de coldénias com método quantitativo
e semi-quantitativo em 136 espécimes de urina,

Método
semi-quantitativo

Método gquantitativo

Coldnias/ml
Colonias/mil < 10t 101 —5x 104 5x104—-105 > 108
N.o % N.o % N.o % N.¢ %
10t — 5 x 10¢ 87 59,8 1 0,7 1 0,7 — —
5 x 10t - 108 20 13,7 _— — 1 0,7 2 1,4
> 108 29 19,9 2 1,4 e — 3 2,1
Total 136 93,1 3 2,1 2 1,4 5 3,4

Obtivemos, contagem menor que 10!, em
relagio ao menino, apesar de se isolar a mes-
ma espécie de microrganismo.

Na primeira cultura, como ja foi mencio-
nado, uma das meninas apresentava FEsche-
richia coli, com contagem superior a 10° co-
1onias/ml, entretanto em culturas subsequen-
tes (duas), o mesmo microrganismo nfo foi
isolado. N&o compareceram duas criancas
na segunda repetigio e uma na terceira, de
acordo com o expresso nas tabelas 1T e 1.

DISCUSSAO

Como podemos verificar nas tabelas I e I,
observamos uma maior prevaléncia do que
poderiam ser considerados resultados positi-
vos nas contagens superiores a 10* colénias/
ml, em relacio ao método semi-guantitativo.

Dos 146 espécimes analisados pelo método
quantitativo (Tabela 1V) 136 (93,1%) apre-
sentaram contagens inferiores a 10*, corres-
pondendo ao método em estudo em 87 casos
(59,6%) na faixa de 10' — 5 X 10%
20 (13,7%) na faixa entre 5 X 10* — 10°
e 29 (19,99% ) para conlagens superiores a
10° colonias/ml.

it

Nos casos, em numero de 10, nos quais
obtivemos contagens superiores a 10* cold-
nias/ml com ambos os métodos, verificamos
que 5 (3,49%) permaneceram dentro das
mesmas faixas; 2 (1,4%) entre 10* — 5 X
10* haviam apresentado contagem superior
original a 10° colonias/ml, com o método de
triagem. Finalmente, em 1 caso (0,7%) en-
tre 5 X 10—10° e em 2 (1,4%) acima

de 10° coldnias/ml haviamos encontrado,
contagens nas faixas respectivamente corres-
pondentes a 10* — 5 X 10% com o método

semi-quantitativo.

Podemos concluir portanto que o método
estudado nos possibilita a selegdo de casos,
apresentando um erro tedrico devido ao nu-
mero de falsos positivos, o que nflo o invalida
como método de triagem. Considerando o
volume de meio utilizado, a facilidade de
plantio com alga graduada, evitando dilui-
¢bes que proporcionem uma malor perda de
tempo e material, parece-nos que este método
assegura a sua aplicagdo em inquéritos epi-
demiologicos, confirmando os estudos de ou-
tros autores 11, 23, 24, 25, ‘3’5‘

Em relacio aos achados bacteriolégicos,
verificamos que dois espécimes urinérios ti-
veram contagens superiores a 10% coldnias/ml
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e foram isolados bastonetes Gram negativos
em ambas as ctapas, nfo sendo necessaria
nova repetigio (Tabela 1II).

Um caso em gue na etapa I (Diagrama 1),
foi isolado FEscherichia coli, com contagem
superior a 10°, ndo foi confirmado em cul-
turas subseqentes, entretanto foram estas al-
timas efetuadas num espago de tempo supe-
rior a 1 més, sendo a crianca submetida a
observagfio clinica para conclusGes finais. O
mesmo aconteceu com o €aso com contagem
igual a 97.000 coldénias/ml.

Na faixa de 10* a 10°, isolou-se Proteus,
que entre os meninos talvez deva merecer
melhor atengio pois como sabemos, a micro-
biota uretral é mais pobre que a vaginal, pa-
recendo pertinente o exame de tais casos.

Como poderd ser verificado em um outro
trabalho desta série ¢ das 931 criangas, cinco
(0,537%) mereceram melhores estudos sob
o ponto de vista clinico, de acordo com a
orientagdo dos achados bacteriologicos nas
observacdes acima referidas,

SUMMARY

An evaluation was done of the semi-quan-
titative colony counting method in urine cul-
tures as described by Hoeprich. The method
was applied to the study of 931 Grammar-
school children with ages ranging from 6 to
14 years, in Rio de Janeiro.

By using a calibrated platinum bacteriolo-
gical loop, delivering 0,001 ml of urine, a
drop was spread on the surface of a Tryp-
ticase-dextrose-yeast extract-agar, dispensed
in medicine bottles of retangular and parallel
faces. Seven hundred eight one specimens
(83,9% ) showing none, or less than 10 co-
lonies on the plated medium (less than 10*
colonies/ml) were no further examined. In
150 cases (16,1% ) with counts ahove this
limit, a second bacteriological examination
was requested to be performed with more
convenlional quantitative cultural methods.

From these, 146 cases made available a
new urinary specimen which gave on repeti-
tion, less than 10* colonies per milliliter in
136 cases (93,19 ). Five (3,4%) showed
counts between 10*-10° colonies per milliliter,
and other 5 gave more than 10° colonies per
milliliter.

The cases (5) which yielded gram-nega-
tive rods in counts above 10! colonies/ml by
the semi-quantitative wmethod and/or the
conventional method, were submitted to cli-
nical control to follow the bacteriuria and to
investigate the underlying factors responsible.

ANL .

L LUl

In the overall the adopted method seemed
unexpensive and adequate for screening large
number of cases in short time, since it ap-
parently induced to error on the side of false-
positives results, allowing to reexamination
of a reduced number of selected cases (1 in
6 our experience) by the more expensive
and time-consuming conventional methods.
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ESTUDO DA FLORA MICROFUNGICA DE UMA AREA
MINERALIZADA DE COBRE, EM MARAGOGIPE,
EST. DA BAHIA

RESUMO

Foi estudada a possibilidade de relacionar o grau de mineralizagio e o teor

de cobre de solos com a natureza da flora microfingica isolada.

Houve predo-

minancia definida e uniforme das espécies do género Penicillium. As condigdes néo
foram suficientes para estabelecer nesses solos uma flora microfangica tipica,
tendo porém ocorrido limitagdo quantitativa a partir de 40 pg/ml de cobre no solo.

INTRODUCAO

A idéia basica que orientou esta pesquisa
foi verificar se o teor de um elemento no
solo podia condicionar uma flora de fungos
filamentosos especifica, considerando que o
crescimento de alguns fungos pode ser de-
pendente e proporcional ao teor de certos
elementos presentes. E, inversamente, se a
presenca de flora especifica poderia servir de
orientacio para a avaliagio do grau de mine-
ralizaciio do solo. Foi escolhido o cation co-
bre. Trata-se de um trabalho de tentativa
visando introduzir métodos microbiolégicos
como elementos comprobatérios de pesquisa
geoquimica. E parte de uma pesquisa geo-
quimica mais ampla, em curso no Departa-
mento 01 do Instituto de Geociéncias da Uni-
versidade Federal da Bahia, cujos resultados
globais serdo publicados oportunamente.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram escolhidas duas areas para a exe-
cucdo do trabalho, ambas no Reconcavo baia-
no, municipio de Maragogipe:

1. TFazenda Guai, em cujo solo [6ra loca-
lizada uma anomalia de cobre, sugerindo
existéncia de um corpo de minério.

2. Fazenda Agua Fria, cujos solos tive-
ram seu teor de cobre previamente determi-
nados, € em valores normais.

Estas areas estio localizadas numa regifio
de clima Af, segundo a classificagio de Kop-
pen, ou seja, clima das selvas quentes e {imi-
das, sem estacio seca, com precipita¢des plu-
viométricas superiores a 1000 mm anuais.
O relevo é acentuado, altitude de 110 m,
compreendendo variagGes de 50 a 100 m
entre os vales dos rios e as cristas mais ele-
vadas, com encostas inclinadas de 15° a 35°.

Encontram-se na éarea da Fazenda Agua
Fria, florestas tropicais de vinhaticos, massa-
rundubas, sucupiras e pau brasil. A area da
Fazenda Guai ja se encontra devastada pela
atividade humana.

Os solos sdo do tipo ferrolitico; a argila
predominante é a caolinita, com baixa capa-
cidade de troca e pequena retencdo de maté-
ria orgAnica. As cristas dos morros estdo
bastante lixiviados. Em certos trechos da
Fazenda Guai, proximo da area estudada,

existe uma crosta ferruginosa.

As amostras para as determinagbes micro-
biolégicas foram colhidas sobre rochas do
precambriano inferior: gnaisses, anfibolitos,
migmatitos, granulitos félsicos e maficos, pre-
dominando os tltimos {(embasamento crista-
lino). O pH dos solos estd em torno de 5,0.

Departamento 01 do Instituto de Geociéncias da UFBa.
Departamento de Engenharia Bioquimica da Escola de Quimica, UFRJ.
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TABELA I

Flora microfungica de solos em relacio com téores de cobre

Amostra

ng/ml

Cu++

Género

N.o espécies

Género predominante

10

Penicillium
Trichoderma
Chaetomium
Pyrecocheta

14

RN

Penicillium
Trichoderma

15

Penicillium
Fuzarium
Gongromella
Trichoderma
Chaetomium

BN R ©

Penicillium

20

Penicillium
Trichoderma
Gongromella
Aspergillus
Chaetomium
Circinella
Arachniotus
Verticillium

e
HRERPRHHDOS

Penicillium

25

Penicillium
Aspergillus
Trichoderma
Fusarium

[SYEEANS

Penicillium

Penicillium
Fusarium
Aspergillus
Chaetomium
Gongromells

jury
HoH NN W]

Penicillium,
Arpergillus

Penicillium

e

Penicillium

40

Penicillium
Rhizopus
Hyalopus
Fuzarium
Gongromella
Hymenochaeta
Curvularia

R T

Penicillium

50

Penicillium
Aspergillus
FPithomyces
Phoma
Fomes
Paecilomyces

[ N~

Penicillium
Aspergillus

65

Penicillium
Hymenochaeta
Paecilonyces
Arachniotus
Aspergillus
Pusarivm

[ e

Penicillium
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Amostra

pg/ml Cu++

Género

N.2 espécies

Género predominante

10

Penicillium
Trichoderma

11

Penicillium

11

115

Penicillium
Aspergillus
Trichoderma
Fusarium
Myrothecium
Paecilomyces

= HN =

Penicillium
Aspergillus

12

165

Penicillium
Trichoderma
Phialophora
Hymenochaeta
Phoma
Paecilomuces
Aspergillus

[ L A

Penicillium
Trichoderma

13

175

Penicillium
Trichoderma
Fusarium

RS

Penicillium
Trichoderma

14

190

Penicillium
Phialophora
Trichoderma
Phoma

B O

Penicillium

15

1.250

Penicillium
Fomes
Phoma
Phialophora
Paecilomyces
Aspergillus

HpEHERMND

Penicillium

16

1.750

Penicillium
Nigrospora
Trichoderma
Thiclaviopsis
Aspergillus
Chlaridium
Hymenochaeta
Hyalopus
Chaetomium
Fusarium

M H o N

Penicillium
Nigrospora

17

2.500

Penicillium
Trichoderma

Ut oo

Penicillium
Trichoderma
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O teor de matéria orgénica € inferior ao
valor padriio minimo, pelo que os solos sfo
considerados mineralizados.

Foram coletados, em cada caso, 160,0 g
de solo localizados no intervalo de profun-
didade entre 5 e 15 ¢cm. A coleta do mate-
rial foi feita nas paredes de escavagOes razas
(30 cm) com espatulas de ago inoxidavel
flambadas, tendo sido acondicionado em pla-
cas de Petri esterilizadas.

Meios de cultura

Foram empregados os seguintes meios de
cultura:

1. Celose-extrato de malte — exirato de
malte, 10,0 g; glicose 4,0 g; agar
10,0 g; Agua desionizada 1000 ml;

pH 7.3 (1).

2. Gelose-batata glicose fabricagio
(B.B.L.) pH 3.5.

3. Gelose peptona glicosada, segundo
Sabouraud, fabricacio (Merck) pH
5,5-5,7.

4. Gelose Czapeck-Dox, segundo Thom
e Paper (10), fabricacdo (Merck)
pH 6,6.

Gelose-peptona glicosada, segundo Sabou-
raud, mosirou-se o melhor meio de cultura
para isolamento de fungos filamentosos, ao
curso deste trabalho.

Isolamento

Foi feito em placa de Petri, usando o
método das dilui¢Bes sucessivas e incorpora-
¢do no meio descrito por Alexander 2 As
amostras foram peneiradas (peneira de 1,16
mesh, previamente flambadas) e porgdes de
1,0 g de cada foram agitados com 100 ml
de solugfio fisiol6gica, por 15 min; cada so-
brenadante era diluido a 10* e 10% da sus-
pensdo original de 1,0 ml de cada diluigio
incorporada a 30 ml do meio fundido (48°C),
distribuindo-se por agitacdo durante 1 min,
¢ espelhando em placas de Petri de 15 cm.
As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias.
As colonias foram contadas em contador
Quebec. As colonias foram repicadas para
tubo de gelose Sahouraud inclinada, incuba-
das a 25°C/7 dias e conservadas no refri-
gerador. Os procedimentos gerais obedece-
ram ao descrito por MarreErir & Rosem-
BERG *.

Os elementos para o reconhecimento das
caracteristicas macro e microscopicas das
espécies e sua identificacglo foram obtidos de
acordo com o descrito nas referéncias biblio-

graficas * 10,

RESULTADOS

Os resultados estdo, até certo ponto, na
dependéncia de poderem ser obtidos sob for-
ma de colonias em placa, os esporos dos
fungos disseminados no solo. E possivel que
muilos escapem & contagem devidos & técnica
de isolamento empregada na investigagio. O
método tende para uma estimativa da den-
sidade de populacdo, inferior a rveal. Procu-
rou-se compensar, colhendo as amostras na
altura em que a populagio microbiana do
solo é mais expressiva, segundo WassMaN *°.

Foram isoladas 118 amostras de fungos
filamentosos dos solos da Fazenda Guai e
190 dos solos da Fazenda Agua Fria. Os
resultados da média de 3 determinacdes es-
tdo agrupadas na tabela 1, relativamente ao
teor de cobre na amostra de solo.

Como pode ser visto nesta tabela, a flora
& variada com predomindncia absoluta do
género Penicillium, independente do teor do
cation cobre no solo. As espécies deste gé-
nero demonstraram, nestas condiges, resis-
téncia a teores considerados anormalmente
clevados do cation cobre. No grafico 1 estao
relacionados os teores do cation cobre no solo
e o namero total de espécies isoladas por
grama de amostra. Como pode ser visto, a
maior densidade de populagio foi encontrada
nas amostras contendo 20 pg/ml de Cu**.
A partir de 40 pg/ml do cation cobre, a den-
sidade da flora se estabiliza em térno de
10 espécies por grama do solo, mesmo na-
queles contendo quantidades anomalas do
cation cobre, de 1250 a 2500 ug/ml, repre-
sentadas no gréafico com trago pontithado.

DISCUSSAO

E interessante registrar ler sido isolada
uma flora micro-fungica ponderivel e varia-
da a partir de solos contendo teores de calion
cobre entre 10 e 40 pg/ml, apesar da escas-
sez de matéria orgénica no solo.

Lembrando que sais de cobre sio usados
como fungicidas, é de estranhar que fungos
estejam  presentes em solos contendo até
2500 pg/ml de cation de cobre. Isto pode
ser explicado porque o cation cobre se en-
contra sob forma de sais insoluveis. Por
outro lado, como os fungos no solo se apre-
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Fig. 1 — Densidade da flora microfungica relativamente ao teor
cation cobre,
®——@ — teores de Cut¥ inferiores a 200 pg/ml.

®....8 — teores de cut+t superiores a 1000 upg/ml,

sentam sob forma de esporos, o estado de
laténcia também reduz a influéncia das con-
digBes locais. A predominancia do género
Penicillium nas amostras foi uniforme e a
natureza do restante da microflora também,
o que pode ser explicado porque a baixa ca-
pacidade de retengiio das argilas e sua ten-
déncia & lixiviagfo contribuiram para disse-
minar uniformemente os esporos. Os resulta-
dos parecem depender mais de uma agéo con-
junta de fatores geofisicos e geoquimicos, do
que isoladamente destes. A definida predo-
mindncia de género Pentcillium ndo foi con-
siderada significativa porque este é um gé-
nero normalmente abundante no solo.

Embora negativos, os resultados parecem
interessantes porque dfo um perfil dos tipos
de fungos encontrados nesses solos, o que nio
fora anteriormente feito. As experiéncias
prosseguem visando extender esta investiga-
¢io a outros grupos de microrganismos, bem
como estudar solos de outras regibes apresen-
tando caracteristicas similares.

SUMMARY

It was tried to relate the mineralization
degree and the copper content of soils with
the nature of microfungic flora isolated. It
was found a difinit and uniform predomi-
nance of species Penicillium. The conditions
were not enough to stablish in these soils a
typical microfungic flora. However a quan-
titativ limitation did occur with 40 pg/ml
of copper in soil.
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O METODO TURBIDIMETRICO NA MEDIDA DE CONCENTRACOES
E DE VELCCIDADES DE REPRODUCAO DE MICRORGANISMOS

Walter BORZANI (¥)

Entre os diversos métodos de medida de
concentracio de microrganismos, o turbidi-
métrico talvez seja um dos mais fregiiente-
mente utilizados no caso de leveduras e bac-
térias.

A simplicidade e a relativa rapidez com
que se ohtém resultados hastante reproduti-
veis, seja empregando turbidiretros, seja lan-
cando mao de espectrofotometros, faz com
que essa técnica seja uma das mais escolhi-
das entre as muitas conhecidas,

Fm linhas gerais, indicando-se com X a
concentragdo de microrganismos na suspen-
sdo (expressa, quase sempre, pela relagio
enire a massa de células secas e o volume
da suspensio) e com D a absorbancia cor-
respondente, tem-se:

X = K.D [1]

Sendo T a transmitdncia da suspensio,
expressa em %, a equacfo [ 1] pode ser
escrita:

X

I

2K - K.1g T [2]

O valor da constante de proporcionalida-
de K pode ser determinado experimental-
mente preparando-se suspensdes do micror-
ganismo de concentragGes conhecidas e me-
dindo-se os correspondentes valores de D ou
de T. Conhecendo-se, assim, a equagio [ 1],
ou a [ 2], e medindo-se a ahsorbancia, ou
a transmitdncia, de uma suspensio de con-
centragdo desconhecida, esta ultima pode ser
facilmente calculada.

Evidentemente, esse calculo s conduzira
a um valor verdadeiro se as condigbes em
que se realizaram as medidas nfo introdu-
zirem variagbes no valor de K. Caso contra-
rio, o resultado obtido poderd diferir subs-
tancialmente do verdadeiro valor da concen-
tragdo que se procura conhecer,

Entre os fatores que interferem no valor
de I interessa-nos destacar, neste artigo, a
dimensdo média das células em suspensio.

E fato bastante conhecido que as dimen-
sGes de um microrganismo podem ser pro-
fundamente modificadas variando-se as con-
digdes em que é cultivado. Essa alteragéo
nas dimensdes das células pode modificar
sensivelmente o efeito por elas produzido em
um feixe de luz incidente, conduzindo a va-
lores de ahsorbéncia, ou de transmitancia,
que ndo guardam mais a mesma relagio com
a concentragdo celular.

Exemplificando: consideremos duas sus-
pensdes, A ¢ B, de um mesmo microrganis-
mo e de mesma concentragio celular X.
Suponhamos que, como conseqiiéncia de dife-
rentes condigbes de cultivo, as células de A
sejam menores que as de B. Neste caso, a
absorbancia de A serd maior do que a de B,
isto é, a medida turbidimétrica indicara, na
suspensdo A, uma concentragio maior do que
em B, quando na realidade ambas sfo iguais
entre si.

Analogamente, se no caso anterior as duas
suspensdes tivessem mesma absorbancia, o
que pareceria indicar mesma concentragio
celular, como as células de A sio menores
que as de B, a conceniragio desta ultima
sera de fato maior do que a da primeira.

Convém, para fixar idéias, citar alguns
casos em que tais discrepdncias foram me-

didas.

Em trabalho publicado h&d pouco tempo,
Zines & Rocers?' verificaram, cultivando
Klebsiella aerogenes em meios contendo dife-
rentes concentragbes de etanol, que suspen-
sbes do microrganismo de diferentes concen-
tragbes apresentavam mesma absorbéncia.
Quanto maior o teor de etanol, menor a di-
mensdo da célula e, conseqiientemente, me-

Professor Catedratico de Engenharia Bioquimica da Escola Politécnica da U.S.P.
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nor a conceniragio necessdria para preparar
uma suspensdo com uma dada absorbancia.
A Tabela 1 reune os resultados obtidos no
trabalho supra citado.

Observe-se que o maior dos valores da
Tabela 1 & 1,85 vezes superior ao menor

deles.

Outro fato a ser apontado foi recentemen-
te observado na Escola de FEngenharia
Maui *. Candide guilliermondii Y-8 foi
cultivada em trés meios distintos, com as se-
guintes composigdes:

TABELA I

Concentracio de Klebisiella aerogenes necessarias
para preparar suspensfées com uma mesma

absorbancia

Concentracdo de eta- Concentracéo celu-
nol no meio em que lar, em g/l, para con-
fol cultivada a Kleb- duzir a uma mesma
siella (% em volume) absorbancia

0,07 3,05

0,74 2,52

1,00 2,77

1,80 2,62

2,65 2,47

2,85 2,20

3,65 1,80

4,00 2,24

4,80 1,82

5,85 1,65

Valores determinados por Zines e Rogers?

a) Meio M.1:
(NH1)2801 7,0 g/l
KH,PO, 35 g/t
MgSO, 0,35 g/1
Na,HPO,.7H,0 2,8 g/l
Extrato de levedura 0,10 g/l

b) Meio M.2: obtido do meio M.1 por
adi¢do de oleo diesel baiano na pro-
porgio de 2,1 g de dleo para 1.000 ml
de M. 1L

¢) Meio M.3: obtido do meio M.1 por
adicio de glicose (15 g/1).

CONCONE, B. R. V.; PAZ, MARIA P. G. &
PATRICIO CAROLINA, G., informacio pes-
soal.

Curvas de calibragdo de um espectrofold-
metro, determinadas com um comprimento
de onda igual a 600 mm, conduziram as
seguintes equagbes (sendo X expressa em g
de matéria seca por litro):

a) para as células cultivadas no meio M.1:

X = 1,983 — 1,013.1¢ T [3]

h) para as células cultivadas no meio M.2:

X = 2204 — 1,101.1g T [4]

¢) para as células cultivadas no meio M.3:

X = 3191 — 1,605.1g T [5]

Nao ¢é dificil calcular o erro cometido se,
na medida de concenlragio de células culti-
vadas no meio M.1 utilizdassemos, por exem-
plo,a equagdo [ 5]. Erros consideraveis po-
deriam ser alcancados, como indica esquema-
ticamente a Figura 1.

Qulro caso, observado na FEscola Politéc-
nica da U.S.P. *, merece tambhém ser citado.
Em ensaios em andamento com Saccharomy-
ces cerevisiae, procedeu-se a calibragdo de
um espectrofotdmetro a partir de células cul-
tivadas em mosto de melago (concentragio
de achcares redutores totais: 50 g/1) enri-

quecido com NH,H.PO, (2,0 g/1) e
L6 Absorbiancia 0,8
12 L Q,6
111
o
o - o
e 8
~ 0,84 L Q4 1§
>< o
Fa)
9 - <
O,‘!- 0,2
o L A S S — Q
0 % 8 12
Tempo (horas)
Fig. 1 — Curvas de variacfo da concentracdo (X)

de Candida guilliermondii nos meios M.1 e M.3
calculadas a partir de uma mesma curva de
variacdo de absorbancia,

VATRO, MARINA, L. R. & GREGORI, RO-
SANA E., informacho pessoal,
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MgSO,.7H,0 (0,25 g/1). Chegando-se &
equaciio (sendo X expressa em g de matéria
seca por litro) :
X = 2503 — 1,258.1g T [6]
A aplicacio da equacdo [ 6] a suspen-
sbes de células cultivadas em mosto de me-
lago ao qual ndo se adicionou o sal de amo-
nio, conduziu a valores de X cerca de 66%
maiores do que os verdadeiros.

Esses fatos nos mostram que curvas de
crescimento de um mesmo microrganismo em
meios diferentes, obtidos por simples leituras
de absorbincia ou de transmitincias, nfo
podem ser comparadas a nfio ser que se co-
nhecam as curvas de calibragio do aparelho
para os microrganismos cultivados nos meios
em estudo.

Cumpre, finalmente, chamar a atencio a
outro fato importante. Quando o microrga-
nismo é cultivado sempre no mesmo meio, as
curvas de calibragiio obtidas com amostras
de células cultivadas em épocas diferentes
sdo bastante coincidentes. Em trabalho re-
centemente publicado 2, tivemos a oportuni-
dade de verificar esse fato com Candida
guilliermondii Y-8 cultivada no meio M.2
ja citado. Quatro curvas de calibragio, de-
terminadas em um perfodo de 12 meses, con-~
duziram a resultados praticamente coinciden-
tes (a méaxima diferenca relativa observada
foi da ordem de 4% para um valor de trans-
mitincia igual a 50%).

Em resumo: a comparagdo de curvas de
crescimento de um mesmo microrganismo
cultivado em condigtes diferentes, por sim-
ples medidas de absorbancias ou de trans-
mitincias, pode conduzir a erros consideri-
veis, a ndo ser que se tenha verificado, de
antemio, que as condi¢ges de cultivo do mi-
crorganismo ndo interferem na curva de ca-
libragiio do aparelho utilizado nas medidas
opticas.

Deve-se contudo chamar a atencdo a um
ponto importante. A equacdo [ 1] permite

escrever
dX K b1 4&X _ 1 dD
& 0 & T TX T @ D d

isto é, a velocidade especifica de reproducio
. . 1 dX .
do microrganismo (~—~. — ) pode ser
X dt

calculada diretamente a partir da curva que
representa o crescimento do microrganismo
expresso em unidades de absorbancia, mes-
mo desconhecendo-se o valor da constante X.
Evidentemente, afirmativa analoga é valida
para o calculo do tempo de geragao.

Concluindo. Curvas de crescimento de
microrganismos cultivados em condigfes di-
ferentes, representadas pela variacio da ab-
sorbancia em fungio do tempo, podem ser
utilizadas para o calculo de velocidades espe-
dx ) ou de
dt
tempos de geracdo. Tais curvas, porém, nio
nos permitem comparar concentragbes celu-

cificas de reproducio (—1X~ .

lares (X) ou velocidades de reprodu-
dX

cdo < m ) a ndo ser que se conhecam os
i

respectivos valores de K (ver equagho [ 11]).

SUMMARY

The author points out the influence of the
cell size on the spectrophotometric measure-
ment of cell concentrations., The growth
curves obtained by means of absorbance
measurements can be used to calculate the
specific growth rate and the generation time,
but can not be used to compare cell concen-
trations or to measure growth rates unless
the calibration curve (cell concentration vs.
absorbance) was previously stated.
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O CICLO PARASSEXUAL EM

FUNGOS

Jodo Licio de Azrvepo (1)

RESUMO

Nos fungos, além do processo sexual que ocorre em muitas espécies, existe
ainda uma alternativa do sexo que é denominada de ciclo parassexual e foi desco-

berta em Aspergillus nidulans.

O ciclo parassexual se caracteriza basicamente pela

formagdo de diploides seguindo-se permutas mitéticas ou haploidizacio o que da

origem entfo aos recombinantes mitoticos.

Na presente revisdo é dada énfase ao

mecanismo do processo parassexual, sua ocorréncia e sua importincia para estudos
genéticos e para o melhoramento de fungos de valor econdmico.

INTRODUCAO

Para que qualquer organismo seja efeti-
vamente estudado do ponto de vista genético,
hé necessidade de que ele apresente mutantes
que sejam diferentes do tipo selvagem original
em uma ou mais caracteristicas e em segun-
do lugar, que ele apresente um sistema de
recombinagdo. Até praticamente hid um quar-
to de século, o ciclo sexual era a {inica ma-
neira conhecida pela qual podia ocorrer re-
combinacio genética. No entanto, foi veri-
ficado que outros mecanismos néo ortodoxos
de recombinagio tambhém podem ocorrer em
microrganismos. Os processos de transforma-
¢do AVERY & col.? e transducio ZINDER
& LEepErRBERG ™, que a semelhanca do pro-
cesso de conjugacdo LEDERBERG & TaTum *°
produzem recombinagio em bactérias, sdo
exemplos tipicos de alternativas do sexo.
Também em fungdo, além do processo sexual
que ocorre em muitas espécies, existe um
processo de alternativa do sexo descrito pela
primeira vez em 1952 por PonNTECORVO &
Roper ** mo fungo filamentoso Aspergillus
nidulans. A estes processos que se diferen-
clam em um ou mais pontos do processo
sexual tipico, PONTECORVO ** deu o nome de
processos parassexuais. Na presenle revisio
s6 sera considerado um desses processos, qual
seja o ciclo parassexual em fungos. Revisdes
sobre o mesmo assunto ja foram publicadas
anteriormente ¢ servem para complementar

(1) Professor de Disciplina, Departamento de
de SAo Paulo, Piracicaba.

Genética, E.S.A,

certos topicos que nfo serdo abordados nesta
revisio & 1, 22, 26, 56, 71

A DESCOBERTA DO CICLO
PARASSEXUAL EM FUNGOS

Devido a uma série de razbes PONTECORVO
& col.%, o fungo A. nidulans se constitui em
um organismo muito apropriado para estudos
genéticos. Seus espéros uninucleados hapléi-
des, os conidios, germinam em um meio fa-
voravel produzindo uma hifa septada multi-
nucleada de onde emergem os conidiéforos
que terminam por uma vesicula globosa
também multinucleada. Da superficie desta
vesicula saem os esterigmas primdrios que
sdo uninucleados e, destes, os esterigmas se-
cundérios também uninucleados. O ntcleo
dos esterigmas secundéarios se divide repeti-
damente e apos cada diviso, um nicleo filho
permanece no esterigma e o outro apés cons-
tricdo do esterigma, vai ser incluido no co-
nidio. Uma vez que o processo se repete
muitas vezes, a partir de um QGnico esterigma
secundério oblém-se uma cadeia de conidios.
(Fig. 1).

Uma caracteristica importante neste fungo
é a anastomose de hifas. Quando conidios
de uma mesma ou de diferentes linhagens
sdo colocados a germinar préximos uns aos
outros, as hifas resultantes podem se fundir
e ha passagem de nucleos resultando assim
no caso de linhagens diferentes, os heteroca-
rios, que possuem nucleos de distintas cons-

“Luiz de Queiroz”, Universidade
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Fig. 1 -~ Ciclo sexual do Aspergillus nidulans. a) conidio; b) conidio germinando;
¢) hifa; d) conidiéforos produzindo conidios; e) fusdo de nucleos; f) cleistotécio com
ascos; f') cleistotécio hibrido com ascosporos recombinantes; g) ascos com 0ito ascos-
poros; h) ascosporo; 1) ascospor binucleado germinando.
# — ver Fig. 2 para os detalhes do ciclo parassexual.
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tituicbes genéticas em um citoplasma comum.
Quando este heterocario produz conidios, as
duas linhagens que derem a origem ao hete-
rocario se separam novamente pois como ja
salientado, os conidios sido uninucleados.

O ciclo sexual do A. nidulans consiste ba-
sicamente na fusido de dois nicleos hapléi-
des, em estruturas especializadas, resultando
dai ntcleos dipléides. Cada nicleo diploide
sofre imediatamente meiose produzindo qua-
tro células que se dividem mitoticamente,
resultando oito células hapléides denominadas
de ascosporos que se constituem nos esporos
sexuais do fungo. Os ascosporos ficam con-
tidos no interior de ascos e estes ficam con-
tidos, por sua vez, Nos COrpos de frutificacéo,
os cleistotécios (Fig. 1).

A descoberta do ciclo parassexual em A.
nidulans s6 foi possivel gragas a existéncia
de mutantes para coloragdo de conidios e de
mutantes deficientes nutricionais em linha-
gens deste fungo. O passo decisivo para esta
descoberta foi o experimento conduzido por
ROPER # que culminou com a obtengo de
linhagens dipléides. Uma linhagem haploide
ad. w (requer adenina e tem conidios bran-
cos), e outra linhagem haploide pabz. y. bi
(requer &cido p-aminobenzdico, biotina ¢ tem
conidios amarelos) foram postas a germinar
de tal modo que ocorressem anastomoses de
hifas e conseqiientemente formagdo do hete-
rocério. Este heterocario produziu conidios
que foram semeados em meio de composicio
definida, ou minimo, isto é, desprovido de
adenina, biotina e &cido p-aminobenzoico.
Nestas condigdes os conidios de constituigao
genética igual a dos conidios que deram ori-
gem ao heterocario ndo podiam germinar e
formar colonias. No entanto, quando um
grande niimero de conidios provenientes deste
heterocario (cerca de 10%-10° conidios) foi
semeado em meio minimo, algumas colénias
puderam se desenvolver. Estas, eram coldnias
verdes (a cor da linhagem selvagem deste
fungo) e nio requeriam adenina, biotina e
4cido p-aminobenzbico. Estas colénias de-
viam ser dipléides originando-se pela fuséo
de niicleos hapléides de constituigdo genética
diferente no heterocario e, que sofreram pos-
terioves divisbes mitéticas sendo eventual-
mente incluidos nos conidios (Fig. 2). Va-
rias evidéncias comprovaram a natureza di-
pléide destas colonias tais como o fenétipo
esperado para um heterozigoto dipléide (pro-
totréfico e de coloragio verde), seus conidios
que tinham o dobro do volume de conidios
de linhagens hapléides, o conteido de DNA

que tamhém era o dobro do encontrado em

linhagens haploides Heacy & RopEr *, os
ascos produzidos por estas linhagens que
apresentavam 16 ascésporos e finalmente, a
presenca de setores nestas colbnias que pos-
suiam constituigdo genética diferente do resto
da colénia e que eram portanto recombinan-
tes, indicando ser a colonia heterozigolo.

coLdNIA o )
COM o .
SETORES ° e

i e o o
RECOMBINANTES — o
HAPLOIDES OU °( .
DIPLOIDES °

R

Fig. 2 —
nidulans. a)
b) conidioforos com conidios dipldides;

dios dipléides germinando.

Ciclo parassexual em Aspergillus
fusdo de nucleos ho heterocario;
¢) coni-

Uma vez obtidos dipléides de A. nidulans,
a descoberta do ciclo parassexual foi apenas
questdo de analisar e postular os processos
que davam origem aos recombinantes mito-
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Fig. 3 — Constituicdo genética de um diploide
heterozigoto para os marcadores ribo, pro, paba,
y e bi no grupo de ligacdo I e nic, y e fl no grupo
de ligacio VII, apresentado no estagio de quatro
fios (@, b, ¢, d). Os numeros se referem aos
locais onde pode ocorrer permuta mitética. O si-
nal + representa o alelo selvagem dominante e
os circulos representam o centrémero.
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DIPLOIDES
PERMUTA Ml_]'dT!CA RECOMBINANTES ¥ FENOTIPO
NA REGIAO* - N ,
. DEFICIENCIA COR MIGELIO
ribo ro paba y bi nic v fi
akatad ribo P* o+ 4 + o+ o+ Riboflavino Varde Normal
) —
ribo pro paba y  bi _phic v fl Prolina, Bioting
e * pro pabg y bi ot * ¥ e Ac. p-Aminobsnzdico Amaralo  Normal
ribo pro pabo y bi nic v fl Ac. p—Aminobenzu’ico
3 + + poba y bi + + o+ e Biotino Amarela  Normal
.fibo  pro paba y b —phie v )
q + + + ¥ bi + o+ 4 Bioting Amareia  Normol
ribo pro paha y  bi nic v fl
5*** + + + + bi + + + Biotina Verde Normol
ribo pro pabo v bi . nic v i
6 + . — nic v fi Ac. Nicotinico Verde Marrom,
o B S, e R, - e @ Adreo
ribo pro pubo y bi nic v i
7 + " + o+ " B - v i Vearde M(:‘rrom,
— B O Aerat
&Oﬂ%ﬂllmﬁ’ig ol v # ,
38 L S S + v f] — Verde Acren
L S, S S A o LIS
HAPLOIDES
. . . Riboflavina, Proting an o
O) —«”bo /yprgwgqboilwll* —-—(>~N—C—V——q~— Ac_/)./\mmobr;nzo'ioc Amaorsalo ..‘clrnn\
Bioting ¢ Ac. Nicotinic greo
i - i Ritoflavina, Proiing
ro_pob [ ' A
b) _fibo . pro poba y OF —tt Ac. p-Amianobenzdico Amaorelo  Normol
¢ Bioting
+ R + o+ nic v ! . P Morrom
c) — Ac. Nicotinico Vorde ner '
B0
d)*** + L S Y S . 4 JR— Verda Normal
Fig. 4 — Recombinantes dipléides e hapléides que podem se originar do dipldide
heterozigoto representado na Fig. 3.
* — considerando-se permutas apenas entre os fios b e ¢ (ver Fig. 3).
— apenas representado o genétipo de um dos recombinantes. O recombinante n#ao
representado é o reciproco.
5 .. nAo selecionados visualmente pois tém coloracdo verde e micélic normal.
ticos. Um exemplo ilustrard meclhor o pro-  Tanto os setores recombinantes dipléides co-

cesso de recombinacfo cm linhagens dipléi-
des e, que em sintese, se conpstitui no ciclo
parassexual. Um dipléide cuja constituicio
genética estd apresentada na Iigura 3 tem
conidios verdes e pode crescer em meio mi-
nimo mas é heterozigoto para os marcadores
ribo (requerimento para riboflavina), pro
{requerimento para prolina), puba (requeri-
mento para acido p-aminobenzéico), bi (re-
querimento para biotina) e y (conidios ama-
relos) todos localizados no grupo de ligacéo 1
e para os marcadores nic (requerimento para
acido nicotinico), v (micélio marrom) e fl
(micélio aéreo), no grupo de ligagdo VIIL
No estagio de quatro fios pode ocorrer per-
muta mutdtica em qualquer das regiGes nu-
meradas de 1 a 8 (Fig. 3) produzindo os
recombinantes dipléides indicados na Figu-
ra 4. Através da haploidizacio, podem ocor-
rer também quatro diferentes tipos de setores
hapléides no dipléide apresentado (Fig. 4).

mo os tipos hapldides ocorrem efetivamente
em um dipléide como o usado no exemplo
acima. Obtém-se desta maneira recombina-
¢do génica sem ocorréncia de um ciclo sexual,

ou seja, o processo é essencialmente uma al-
ternativa do sexo.

O MECANISMO DO PROCESSO
PARASSEXUAL EM FUNGOS

O ponto inicial do processo parassexual é
Embora a heterocariose
possa ocorrer através de mutaco ISHITANI
& SaxacucHI *, TINLINE ®® em um clone,
o que determina a existéncia de nhcleos de
composicio genética diversa em um citoplas-
ma comum, ela pode também ocorrer em
virtude de anastomoses entre células vegeta-
tivas de linhagens geneticamente diferentes,

a heterocariose.
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O fendmeno da heterocariose por anastomose
de hifas se encontra muito bem descrito em
varias revisbes '™ % T,

O préximo passo no processo, isto ¢, a fu-
sdo de nutcleos dando dipléides heterozigotos
é, em geral, verificado somente pela analise
genética uma vez que estudos citologicos em
fungos sdo dificeis de serem realizados. A
proporcdo de esporos diploides em relagio
ao nlimero total de esporos vegetativos ha-
ploides pode dar uma idéia da fregiiéncia
com que ocorre fusio nuclear em um micélio
heterocaridtico. Em A. nidulans, a propor-
¢io de esporos dipléides varia com as linha-
gens envolvidas mas os valores situam-se ao
redor de um dnico conidio diploide por cer-
ca de 10° a 107 conidios hapléides. Estas
freqiiéneias assemelham-se aquelas encontra-
das em A. niger ®® % mas, em certos basidio-
micetos o namero de fusbes nucleares medido
pelo nimero de esporos dipléides formado é
bem mais elevado. Este fato, levou TINLINE
& McNEILL ™ a suporem que a freqiiéncia
de dipléides formados pode estar relacionada
com a relacio nuclear dentro do heterocario
pois sendo os basidiomicetos geralmente di-
caridticos, a oportunidade para formacdo de
dipléides é aumentada em relagio a outros
tipos de heterocarios. Alguns agentes como
a canfora ® *¢ e a luz ultra-violeta * % tem
a propriedade de aumentar a freqiiéncia dos
dipléides formados. Quanto ao tamanho, co-
nidios dipléides sdo em muitos casos maiores
que os hapléides mas isto ndo é regra geral.
Como ja visto, o conidio dipléide de 4. ni-
dulans tem o dobro do volume do respectivo
conidio hapldide, mas em A. oryzae, A. sojae,
Ustilago maydis e Cochliobolus sativus estas
diferencas nfo ocorrem %% 6. 79,

O passo seguinte no processo parassexual
¢ a produgdo de recombinantes. O mecanis-
mo de recombinacfio envolve permuta gené-
tica e haploidizagdo. A mecinica do pro-
cesso foi estudada com detalhes em 4. nidu-
lans **. O processo de formacgio dos recom-
binantes é analogo ao que j& havia sido des-
crito em 1936 por STERN ® em Drosophila
melanogaster, ou seja, envolve permuta mi-
totica. Lntdo, recombinagdo ocorre por per-
mutas mitéticas reciprocas no estagio de qua-
tro fios e sempre entre dois dos quatro fios
existentes. Desta maneira, os nucleos filhos
serdo, ou homozigotos para os marcadores
distais com relagdo ao ponto de permuta, ou
continuar&o heterozigotos como a linhagem

dipldide original. Além da permuta mitética,
ocorre também haploidizagfio. FEsta haploidi-
zagdo resulta de uma série de ndo disjungoes.
Assim, um dipléide com 2n cromossomos
pode, por ndo disjuncio, produzir nicleos
com 2n—1 e 2n+1 cromossomos. O ntcleo
contendo um cromossomo a menos é instavel
e pode, através de novas nfo disjuncdes ir
perdendo outros cromossomos até atingir o
estado de 2n—8 = § cromossomos que é o
estado hapldide estivel no caso do A. nidu-
lans.  Este mecanismo envolvendo nio dis-
juncbes, e conseqiiente haploidizagio, foi bem
estudado por KAFER * que semeou conidios
dipléides de A. nidulans de modo a obter
poucas colonias por placa. Foi assim pos-
sivel estimar o numero de ndo disjuncgbes que
ocorre em diploides; este valor é de cerca
de 19%. Certos agentes quimicos como a
p-fluorofenilalanina 4% 47 selecionam setores
hapléides a partir de coldnias dipléides e sio
assim extremamente Utels em uma analise
genética, Por exemplo, Day & Jowgs?!
usando p-fluorofenilalanina mapearam 42
mutantes de Ustilago violacea por haploidi-
zacio de linhagens dipléides.

Fica dificil uma determinacio exata dos
valores com que ocorre a permuta mitética
e a haploidizagio. Em uma linhagem hete-
rozigota para o gene recessivo que determina
conidios brancos (W/w) em A. nidulans, o
namero de permutas ocorrendo enire este
gene e o centréomero foi de uma em cada
300 divisGes mitdticas ®®, Esta f{reqiiéncia
pode, no entanto, ser alterada para mais ou
para menos com certos agentes fisicos como
a luz ultra-violeta e agentes quimicos. SHAN-
FIELD & KAFER ** apresentam uma lista de
referéncias relativas a agfo de agentes qui-
micos e fisicos alterando a [reqiiéncia de per-
muta mitética em fungos. Alias, estes mes-
mos autores evidenciaram os efeitos da nitro-
soguanidina e¢ da fluorodeoxiuridina em in-
duzir permutas mitéticas em dipléides de A.
nidulans.

COMPARACAO ENTRE OS CICLOS
SEXUAL E PARASSEXUAL

De uma maneira geral podemos comparar
o ciclo sexual e o parassexual em fungos que
possuem os dois tipos de ciclos como é o
caso do A. nidulans. A Tabela 1 apresenta
um resumo das semelhancas e diferencas en-
tre os dois ciclos.
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TABELA I

Comparacdo entre os ciclos sexual e parassexual em Aspergillus nidulans

CICLO SEXUAL

1 — fusdo nuclear em estruturas especializadas
resultando zigotos hibridos ou n&o (autofe-
cundados).

2 — O zigoto persiste por apenas uma geracao
nuclear.

3 — Recombinacfoc na meiose com permutas no

estagio de 4 fios ocorrendo em todos o0s

cromossomos e posterior volta ao estado
hapléide,
4 — Os produtos meidticos (ascosporos) sdo facil-

mente reconhecidos e isolados.

CICLO PARASEXUAL

1 — fusdo nuclear rara em células vegetativas
dando dipléides.

2 — O dipldide pode persistir por muitas divi-
sGes mitdticas,

3 — Recombinacio mitética rara também no es-
tagio de quatro fios e hé geralmente uma
s6 permuta por célula. A haploidizacao
também ocorre devido a nédo disjuncéo atra-
vés de aneuploidia.

4 — QOs recombinantes ocorrem em células vege-
tativas e sdo isoladas quando se usam mar-
cadores genéticos apropriados.

A OCORRENCIA DO CICLO
PARASSEXUAL EM FUNGOS

Uma vez descoberto em A. nidulans pro-
curou-se verificar se o fendmeno era de ocor-

TABELA IX

Fungos onde j& [fol descrito o ciclo parassexual

Espécie Referéncia
Ascochyta imperfecta 63
Aspergillus amstelodami 41
Aspergillus fumigatus 67
Aspergillus nidulans 54
Aspergillus niger 55
Aspergillus oryzae 36
Aspergillus rugulosus 18
Aspergillus sojae 36
Cephalosporium mycophylum 72
Cochliobolus sativus 70
Coprinus fimetarius 27
Coprinus lagopus 15
Fusarium oxysporum f.s, callistephit 32
Fusarium oxysporum f.s., cubense 14
Fusarium ozxysporum f.s, pisi 13
Fusarium redolens 65
Penicillium chrysogenum 57
Penicillium digitatum 68
Penicillium expansum 28
Penicillium italicum 68
Phycomyces blakesleeanus 50
Puccinia graminis tritici 24
Pyricularia oryzae 74
Saccharomyces cerevisiae 38
Schizophyllum commune 25
Ustilago hordei 23
Ustilago maydis 33
Ustilago wviolacea 21
Verticillium albo-atrum 30
Verticillium dahlice var., longisporum 34

réncia geral, isto é, se outros fungos lambém
apresentavam os ciclos parassexual. Exceto
em alguns casos como em Neurospora crasse
onde o ciclo ainda ndo foi constatado ou é
mesmo inexistente, em muitos outros casos
ja foi evidenciada sua ocorréncia nfio sé6 em
fungos que ji apresentavam ciclo sexual
como também em fungos imperfeitos. A Ta-
bela 11 apresenta uma lista de espécies de
fungos onde o ciclo parassexual ja foi cons-
tatado.

IMPORTANCIA DO CICLO
PARASSEXUAL

De todas as alternativas do sexo conhecidas
em microrganismos, apenas o ciclo parasse-
xual em fungos se caracteriza por apresentar
uma fase diploide bastante estavel, Além
disso, em certas espécies de fungos os dois
ciclos, sexual e parassexual coexistem e esta
duplicidade de mecanismos de recombinacéo
conduz a importantes conclusbes com respei-
to a problemas de evolugio do proprio sis-
tema genético. A simples heterocariose apre-
senta deficiéncias no que se refere a propa-
gagdo e exploragdo da variabilidade heredi-
taria em potencial pois em espécies com co-
nidios uninucleados os heterocarios sé podem
se restabelecer através de mutaglo ou anas-
tomose de hifas com cultura vizinha de ge-
nétipo diverso. Outra deficiéncia dos hete-
rocarios é de que eles nfo podem fornecer
novos gendtipos por recombinagio entre ni-
cleos. O ciclo parassexual oferece uma ma-
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neira de formacdo de recombinantes e isto
deve ser de grande importincia para os fun-
gos imperfeitos e também de valor para
fungos que ja apresentam um ciclo sexual.
Para a Cenética, o ciclo parassexual em fun-
gos se constitul em uwm poderoso sistema de
analise genética permitindo o mapeamento
de genes nos diferentes grupos de ligacdo, o
mapeamento de centrémeros, uma analise
mais detalhada da permuta mitética e do
processo de haploidizagdo e, principalmente,
abre a possibilidade de um estudo genético
em fungos imperfeitos, estudo este que s
pdde ser feito depois da descoberta do ciclo
parassexual. O uso de dipléides permite ain-
da um estudo da dominincia e recessividade
de genes em um mesmo nicleo (dipléides)
ou em ntcleos diferentes mas em um cito-
plasma comum (heterocérios). PONTECOR-
vo % salienta muito bem as diferentes van-
tagens deste tipo de comparacdo formulando
inclusive uma teoria dc regulago génica
“em cascata” para explicar certos casos de
genes que se complementam em heterocérios
mas néo em diploides ou vice-versa. Genes
que se comportam desta maneira ja foram
observados por diversos autores. ROBERTS %5,
por exemplo, verificou que mutantes que sdo
incapazes de utilizarem sorbitol como fonte
de carbénio em A. nidulans se complemen-
tam em diploides mas nfdo em heterocarios,
o mesmo tendo sido descrito por AririoNn’
com mutantes incapazes de utilizar o acetato
de amdneo como fonte de carbénio. Em
Coprinus lagopus, CasserTon & Lrwis
também compararam complementagio em
dipléides e em dicarios e em Ustilago may-
dis® e U. violacea *® as diferengas entre di-
carios ¢ dipléides foram bastante pronuncia-
das pois dicarios eram parasitas obrigatérios
enquanto que dipléides podiam ser cultivados
na auséncia do hospedeiro. AYLING ® em 4.
nidulans estudou complementagdo com genes
supressores da deficiéncia para metionina e
concluiu que houve semidomindncia dos su-
pressores em heterocarios e recessividade em
diploides, As relagbes de conidios de uma
e outra linhagem no heterocario sugeriram
que a semidomindncia dos supressores pu-
desse ser devida a relagfo nuclear; esta, pode
variar no heterocario mas, evidentemente, é
constante nos diploides. Miranpa Firmo *°
estudou detalhadamente, através do ciclo pa-

rassexual e sexual, supressores do mutante
que causa deficiéncia para acido nicotinico
(nic 8) em A. nidulans. Verificou que al-
guns supressores desta deficiéncia se compor-
tam como dominantes no heterocario e como
recessivos nos diploides. O autor estabelecen
entdo uma hipdtese baseada no sistema de
regulagfio em cascata ®® para explicar o fe-
ndémeno.

Um dos pontos mais complexos e discuti-
dos da Genética vem a ser o estudo dos pro-
cessos de instabilidade genética nos seres
Os trabalhos de McCrinTOCK ** 45
em milho, de GREEN?® em Drosophila, de
Burns & GERSTEL *2 em Nicotina e muitos
outros, mostraram que o processo embora de

vivos.

dificil estudo, deve ser geral nos seres vivos.
Em fungos tamhém ocorre instabilidade mi-
totica e gragas ao ciclo parassexual o fend-
meno pode ser melhor estudado. Assim,
BaivBripge & ROPER® constataram que cex-
tos processos de instabilidade em A. nidulans
sdo desencadeados pela presenca de um seg-
mento cromossdmico em duplicata. Noa &
RoPER ** propuzeram entdo que a instabi-
lidade em linhagens com segmentos cromos-
sbémicos em duplicata possa ser devido a per-
mutas mitélicas desiguais produzindo dele-
¢bes em tandem o que daria respectivamente,
setores mais vigorosos (perda de segmento
duplicado) ou mais deteriorados (duplicagbes
em tandem) nas colonias do fungo. AzZEVEDO
& RoPER® e AzEVEDO® estudaram o pro-
cesso de instabilidade mitética através da
analise de setores deteriorados que sfo rela-
tivamente f{requentes em linhagens que apre-
sentam duplicagBes cromossOmicas e puderam
concluir que o segmento cromossdmico em
duplicata produz setores deteriorados muito
instaveis (duplicacbes em tandem) e que
transposi¢bes desta duplicagio em tandem
para outras regiGes do genoma podem ocor-
rer, resultando variantes mais estiveis em-
bora ainda de morfologia deteriorada (Fig.
5). O processo se assemelha hastante ao des-
crito em outros organismos e a transposigio
de material genético de um cromossomo para
outro lembra casos de integragiio de episso-
mos em bactérias. No caso dos fungos, o
ciclo parassexual é que torna mais acessivel
um estudo deste processo de instabilidade
mitética,
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Fig. 5 — Instabilidade mitética em fungos.

A) Linhagem com duplicacio cromossdémica

translocada para o grupo de ligacfio II (s6 os grupos de ligacio I ell representados.
B:) delecdo parcial no segmento em duplicata dando setor melhorado e o reciproco B:
dando setor deteriorado com duplicacido em tandem representada em C. D) Permuta

dando perda de duplicacdo em tandem e alca.

E) Incorporacdo, por transposicdo, da

alca cromossdmica, no grupo de ligacdo VIII,

Além dos problemas citados acima e que
podem ser abordados gragas a existéncia do
ciclo parassexual em fungos, problemas apli-
cados ndo podem ser deixados de lado na
presente revisdo. A maioria dos fungos de
valor industrial sfo desprovidos de ciclo se-
xual. O melhoramento genético destas espé-
cies pode ser feito por mutacio, mas, é a
existéncia do ciclo parassexual que permite
a combinagdo de caracteres favoraveis encon-
trados em diferentes linhagens, em uma li-
nhagem comum. Neste particular o processo
é de grande valia no melhoramento de fungos
produtores de antibiéticos. SERMONTI °, por

duas linhagens hapléides ndo produtoras de
penicilina, produziu este antibiftico em
gquantidades comparaveis 3 linhagem selva-
gem. RevisGes a respeito do uso do ciclo
parassexual no melhoramento de espécies de
fungos produtoras de antibiéticos dao uma
idéia do valor do método empregado % ©2,
No entanto, deve ser salientado que a fase
dipléide em fungos, embora relativamente
estavel, é uma fase transitéria. Desta ma-
neira, processos que possam manter o dipléi-
de estavel seriam de valia pois na industria,
linhagens dipléides estdveis poderiam ser
empregadas para evitar o aparccimento de

exemplo, demonstrou que uma linhagem di-
pléide de Penicillium sintetizada a partir de

genes recessivos indesejiveis presentes em li-
rhagens haploides. Além disso certas combi-
nagbes de genes em dipléides poderiam levar
a heterose ou vigor de hibride. De fato,
Ixeps & col.® verificaram a superioridade
de linhagens dipléides, tripléides e tetrapléi-
des de A. oryzae quando comparadas com
linhagens hapléides, na produciio de protease.
Da mesma maneira, Opa & lcucaI " cruza-
ram uma linhagem mutante de A. sojae que
apresentava capacidade de produzir altos teo-
res de amilase e protease mas que tinha méa
esporulagdo, com a linhagem original, de
crescimento estivel ¢ abundante esporulagio

mas quc produzia pouca amilase e protease
teristicas favoraveis das duas linhagens ha-
pléides usadas. Por ouiro lado, uma estabi-
lizagdo, ao menos parcial da fase dipléide
pode ser obtida através de genes que selecio-
nem contrariamente os segregantes haploides
formados como feito em Penicillium ** ou
entdo através de recessivos letais balanceados
como feito em A. nidulans* 7. Recentemen-
te, BaLr® discutiv a selecio de linhagens
estaveis a partir de linhagens instavel de
P. chrysogenum além de se referir a outros
pontos relevantes referentes ao emprego do
ciclo parassexual no problema do aumento da
produgédo de penicilina.
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Também  cruzamentos interespecificos ™
podem, gracas ao uso dos mesmos e do ciclo
parassexual abrir novos campos para o me-
lhoramento de fungos de valor industrial de
modo semelhante ao que ocorreu no melho-

ramento de plantas superiores,

Finalmente, em Fitopatologia o ciclo pa-
rassexual pode também explicar diversos fe-
némenos, como o aparecimento de novas ra-
cas fisiolégicas. Muitas espécies fitopatogé-
nicas ndo apresentam um ciclo sexual e deste
modo ,0 ciclo parassexual é uma importante
fonte de variagio nestas espécies. Ioi atra-
vés do ciclo parassexual que Buxrow*® ™
demonstrou o controle da patogenicidade em
Fusarium  oxysporum f.s.pisi.  Dipldides
heterozigotos obtidos de heterocirios entre a
raga 1 virulenta para ervilhas Onward e
raca 2 virulenta para Onward e Alaska, pro-
duziram recombinantes que eram virulentos
nfo s6 para os cultivares Onward e Alaska
como também para um terceiro cultivar, o
Delviche Commando cujas ragas paternais 1
e 2 ndo podiam atacar. Uma extensa revisdo
da importincia do ciclo parassexual em fun-
gos fitopatogénicos pode ser encontrada em
Tineive & McNEemn ™,

Concluindo, o ciclo parassexual oferece,
em espécies que jA possuem o ciclo sexual,
um método alternativo de estudo para ina-
meros problemas genéticos tais como os de
complementacgio e instabilidade ja mencio-
nados acima nesta revisio. Por outro lado,
em fungos imperfeitos o ciclo parassexual é
a Unica possibilidade para condugho de uma
andlise genética nestas espécies, Especial-
mente em fungos de importincia econdmica,
o ciclo parassexual abriu novas perspectivas
para o melhoramento genético dos mesmos.

SUMMARY
The parassexual cycle in fungi

One type of recombination, alternative to
the sexual process, do occur in fungi and it
is called parassexual cycle. This cycle was
discovered in the filamentous fungus Asper-
gillus nidulans. Basically it consists in the
formation of diploids which through mitotic
crossing-over and haploidization produce
mitotic recombinant. In the present revision
emphasis is given lo the steps of the paras-
sexual cycle, its occurrence and the import-
ance of this cycle for genetic studies and to
the breeding of industrial fungi.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APIRION, D. — Recessive mutants at un-
linked loci which complement in diploids out
not in heterokaryons of Aspergillus nidulans.
Genetic, 53:935-941, 1966.

AVERY, O. C.; MAC LEOD, & MacCARTY,
M. — Studies on the chemical nature of the
substance inducing transformation of pneu-
mococcal types. J. exp. Med., 19:137-158,
1944.

AYLING, P. D. — Methionine supressors in
Aspergillus nidulans: Their genetics and
behaviour in heterokaryons and diploids.

Genet. Res. Camb., 14:275-289, 1969.

AZEVEDO, J. L. — Estudos sobre recessivos
letais em Aspergillus nidulans (Eidan)
Winter. [Tese de Livre-Docéncia, Univ. de
Sdo Paulo], 1966.

AZEVEDO, J. L. — Mitotic non-conformity
in Aspergillus nidulans. PhD. Thesis Univ.
Sheffield, Great-Britain. 240, 1971.

AZEVEDO, J. I.. & NEDER, R. N. — Alguns
aspectos da genédtica de fungos filamentosos.
In “Genética e Melhoramento”. W. E. KERR,
Organizador. Ed. Melhoramentos, S&o Paulo,
245-261, 1969.

AZEVEDO, J. L. & ROPER, J. A. — Reces-
sive lethals and balanced lethal systems in
Aspergillus nidulans. J. gen. Microbiol., 49:
149-155, 1967.

AZEVEDO, J. L. & ROPER, J. A, — Mitotic
non-conformity in Adspergillus: succesive and
transposable genetic changes. Genet. Res.
Camb., 16:79-93, 1970.

BAINBRIDGE, B. W. & ROPER, J. A, —
Obhservations on the effects of a chromosome
duplication in dspergillus nidulans. J. gen.
Microbiol.,, 42:417-424, 1966.

BALL, C. — Maploidization analysis in Pe-
nicillium chrysogenum. J. gen. Microbdiol.,
66:63-69, 1971.

BRADLEY, S. G. — Parassexual phenomens
in microorganisms. Axan. Rev. Microbiol., 16:
35-52, 1962.

BURNS, J. A, & GERSTEL, D. U. — Flower
color variegation and instability of a block
of heterochromatin in WNicotiana. Genetics,
57:155-167, 1967.

BUXTON, E. W. — Heterokaryosis and pa-
rasexual recombination in pathogenic strains
of Fusarium oxysporum. J. gen. Microbiol.,
15:133-139, 1956.

BUXTON, E. W, — Parasexual recombination

in the banana-wilt Fusarium, Trans. Brit.
Mycol. Soc., 45:274-279, 1962.
CASSELTON, L. A. — The production and

behavior of diploid strains of Coprinus la-
gopus. Genet, Res. Camb. 6:190-208, 1965.




166

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

JOAO LUCIO DE AZEVEDO

CASSELTON, L. A. & LEWIS, D. — Com-
patibility and stability of diploids in Coprinus
lagopus. Genet. Res. Camb., 8§:61-72, 1966.

CATEN, C. E. & JINXS, J. L. — Hetero-
karyosis: Its significance in wild homo-
thallic ascomycetes and fungi imperfecti

Trans. Brit. Mycol. Soc., 49:81-93, 1966.

COY, D. 0. & TUVESON, R. W. — Genetic
control of conidiation in Aspergillus rugu-
losus, Amer. J. Bot.,, 51:290-293, 1964.

DAVIS, R. H. — Mechanisms of inheritance.
2 — Heterokaryosis. In “The fungi, I17.
AINSWORTH, G. C. & SUSSMAN, A. S. Or-
ganizadores, Academic Press, New York: 805,
1966 .

DAY, A. W. & JONES, J. K. — The pro-
duction and characteristics of diploids in
Ustilago violacea. Genet. Res. Camb. 11:63-
81, 1968.

DAY, A. W. & JONES, J. K. — Sexual and
parasexual analysis in Ustilago wviolacea.
Genet. Res. Camb., 14:195-221, 1969,

DAY, P. R. — Variation in Phytopathogenic
fungi. 4dnn. Rev. Microbiol., 14:1-16, 1960,

DINOOR, A. & PERSON, C. — Genetic com-
plementation in Ustilago hordei. Can. J. Bot.,
47:9-14, 1969.

ELLINGBOE, A. H. -— Somatic recombination
in Puccinia graminis wvar. {ritici. Phytopa-
thology, 51:13-15, 1961,

ELLINGBOE, A. H. & RAPER, J. R, —
Somatic recombination in  Schizophyllum
commune. Genetics, 47:85-98, 1962,

FINCHAM, J. R. S. & DAY, P. R. — Fungal
Genetics. Blackwell Seci. Publ.,, Oxford: 404,

1971.

GANS, M. & PRUD'HOMME, N. — Echanges
nucléaires chez le basidiomycete Coprinus

Ffimetarius, O. R. Acad. Sci., 247:1895-1897,
1958.
GARBER, E. D. & BERAHA, L. — Genetics

The para-
Ge-

of phytopathogenic fung. XVIL
sexual cycle in Penicillium expansum.
netics, 52:487-492, 1965.

GREEN, M. M. — Controlling elements
mediated transpositions of the white gene
in Drosophila melanogasier, Genetics, 61:
429-441, 1969.

HASTIE, A. C. — The parasexual cycle in
Verticillium albo-atrum. Genetic. Res.
Camb., 5:305-315, 1964.

HEAGY, F. C. & ROPER, J. A. — Deoxyri-
bosenucleic acid content of bhaploid and
diploid Adspergillus conidia. Nature, Lond.,
170:713, 1952.

HOFFMAN, G. M. — Unterauchungen iiber

die Heterokaryosebild und den Parasexual-
cyclus bel Fusarium owmysporum. 111, Paar-
ungsversuche mit auxotrophen Mutanten von
Fusarium oxysporum [.callistephi, Arch.
Mikrobiol., 56:40-59, 1967.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47,

HOLLIDAY, R. — Induced mitotic crossing-
over in Ustilago maydis. Genet. Res. Camb..
2:231-249, 1961.

INGRAM, R. - Verticillium
longisporum, a stabile diploid.
Mycol. Soc., 51:539-541, 1968.

dallice wvaor.
Trans. Brit.

IKEDA, Y., NAKAMURA, K.; UCHIDA, K.
& ISHITANI, C. — Two attempts upon
improving an industrial strain of A4spergil-
lus oryzae through somatic recombination
and polyploidization. J. Gen. Appl. Microbiol,,
3:93-101, 1937.

ISHITANI, C.; IKEDA, Y. & SAKAGUCHI,
K. — Hereditary variation and genetic re-
combination in Xoji-moulds (Aspergillus
oryzae and A. sojae). VI. Genetic recom-
bination in heterozygous diploids. J. Gen.
Appl. Microbiol., 2:401-430, 1956.

ISHITANI, C. & SAKAGUCHI, K. — Here-
ditary variation and genetic recombination
in Koji-moulds (Aspergillus oryzae and 4.
sojae). V. Heterocaryosis., J. Gen. Appl. Mi-
crobiol., 2:345-400, 1956.

JAMES, A. P. & LEE-WHITING, B. — Ra-
diation induced genetic segregation in vege-
tative cells of diploid yeast. Genetics, 40:
826-831, 1955.

KAFER, E. — High {requency of spontaneous

and induced somatic segregation in Adsper-
gillus nidulans. Nature, Lond., 186:619-620,
1960.

LEDERBERG, J. & TATUM, E. L. — Novel
genotypes in mixed cultures of biochemical
mutants of bacteria. Cold Spring Harb.
Symp. quont, Biol.,, 11:113-114, 1946.

LEWIS, L. A. & BARRON, G. L. The pattern
of the parasexual cycle in Adspergillus ama-
telodami. Genet. Res. Camb., 5:162-163, 1964.

LHOAS, P. —  Mitotic haploidization by
treatment of Aspergillus niger diploids with

p-pluorophenylalanine, Nature, Lond., 190:
T44, 1961.

MACDONALD, K. D. — Preservation of the
heterozygous diploid condition in industrial
microorganisms. Nature, Lond., 204:404-405,
1964.

McCLINTOCK, B. — Chromosome organiza-
tion and genetic expression. Cold Spring

Harb. Symp. quant, Biol., 16:13-47, 1951.

McCLINTOCK, B. — Controlling elements

and the gene. Cold Spring Harb, Symp.
quant. Biol., 21:197-216, 1956.
MIRANDA FILHO, J. B. de — Supressores

do mutante nic 8 em Aspergillus nidulans.
[Tese de Mestrado, Univ. S. Paulo]: 85, 1972,

MORPURGO, G. - Somatic segregation
induced by p-fluoro-phenylalanine. Aspergil-
lus News Letter, 2:10, 1961.



48.

49,

50.

51.

53.

54.

55.

56.

57.

55.

59,

6C.

61.

62.

O CICLO PARASSEXUAL

NGA, B. H. & ROPER, J. A. — Quantitative
intrachromosomal changes arising at mitasis

in  Aspergillus nidulans. Genetics, 58:193-
209, 1968.

ODA, K. & IGUCHI, N. — Genetical and
biochemical studies on the formation of
protease in Aspergillus sojae. Agr. Biol.

Chem., 27:758-766, 1963.

PARK, S.; KENEHAN, P. & GOODGAIL, S.
_- Heterocaryons and recombination in Phy-
comyces blakesleeanus. Genetics, 60:209-210,
1968.

PONTECORVO, G. — Mitotic recombination
in the genetic systems of filamentous fungi.
Caryologia, Suppl., 6:192-200, 1954.

PONTECORVO, G. - Microbial genetics:
retrospect and prospect. Proc. Roy. Soc. B.,
158:123-146, 1963.

PONTECORVO, G. & KAFER, E. — Genetic
analysis by means of mitotic recombination.
Advance Genet., 9:71-104, 1958,

PONTECORVO, G. & ROPER, J. A. —
Genetic analysis without sexual reproduction
by means of poliploidy in Aspergillus nidu-
lans. J. gen. Microbiol., 6: vil.

PONTECORVO, G.; ROPER, J. A. & FOR-

BES, E. — Genetic recombination without
sexual reproduction in Aspergillus niger.
J. gen. Microbiol., 8:198-210, 1953.

PONTECORVO, G.; ROPER, J. A.,; HEM-

MONS, L. M.; MAcDONALD, K. D. & BUF-
TON, A. W. J. — The genetics of 4dspergillus
nidulans. ddvanc. GQGenetics, 5:141-238, 1953.

PONTECORVO, G. & SERMONTI, G. —
Recombination withouth sexual reproduction
in Penicillium chrysogenum. Nature, Lond.,
172:126, 1954.

ROBERTS, G. F. — Complementation in
balanced heterocaryons and heterozygous
diploids of Aspergillus nidulans. Genet. Res.
Camb., 5:211-229, 1964.

ROPER, J. A. — Production of heterozygous
diploids in filamentous fungi. Eaxperientia,
8:14-15, 1952.

SERMONTI, G. — Complementary genes
which affect penicillin yields. J. gen. Mi-
crobiol., 15:599-608, 1956.

SERMONTI, G. -— Genetics of penicillin
production, Ann N. Y. Acad. Sci., 81:950-
966, 1959,

SERMONTI, G. —
producing
science, London:

Genetics of antibiotic
microorganisms. Wiley Inter-
389, 1969.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

71.

72.

4.

5.

167

SANDERSON, K. E. & SRB, A. M. — Hetero-
karyosis and parasexuality in the fungus
Ascochyta imperfecia. Amer. J, Bot., 52:72-
81, 1965.

SHANFIELD, B. & KAFER, E. — Chemical
induction of mitotic recombination in Asper-
gillus nidulans. Genetics, 67:209-219, 1971,

SINGH, U. P. & HOFFMAN, G. M. — Syn-
thesis of heterokaryons and parasexual re-
combination in Fusarium species. Arch.
Mikrobiol., 67:293-305, 1969.

STERN, C. — Somatic crossing-over and
segregation In  Drosophile melanogaster.
Genetics, 21:625-730, 1936.

STRPMNAES, ¢. & GARBER, E. D. — Iete~
rocaryosis and the parasexual cycle in A4ds-
pergillus fumigatus. Genetics, 48:653-662,
1963.

STRIMNAES, ¢.; GARBER, E. D. & BE-
RAHA, L. — Genetics of phytopathogenic
fungi. IX. Heterocaryosis and the parasexual
cycle in Penicillium italicum and Penicillium
digitatum. Can. J, Bot., 42: 423-427, 1964,

TINLINE, R. D. -—
IV — Drug-resistance,
nally exacting mutants.
1695-1704, 1961.

Cochliobolus sativus.
color and nutritio-
Can J. Bot., 89:

TINLINE, R. D. — Cochliobolus sativus.
V. Heterokaryosis and parasexuality, Can. J.
Bot., 40:425-437, 1962.

TINLINE, R. D. & McNEILL, B, ¥. — Para-
sexuality in plant pathogenic fungl. A4dnn.
Rev. Phytopathology, ¥:147-170, 1969.

TUVESON, R, W. & COY, D. O. — Hetero-
caryosis and somatic recombination in Cepha-
losporium mycophyllum. Mycologia, 53:244-
253, 1961.

UCHIDA, K.; ISHITANI, C.; IKEDA, Y. &
SAKAGUCHI, K. — An attempt to produce
interspecific hybrids between Aspergillus
oryzae and A, sojae. J. Gen. Appl. Microbiol.,
4:31-38, 1958.

YAMASAKI, Y. & NIIZEKI, H. — Studies
on variation of the rice blast fungus Piri-
cularia oryzae Cav., I, Karyological and ge-
netical studies on variation. Bull, Natl. Inst.
Agr. Sci., 18:231-273, 1965.

ZINDER, N. D, & LEDERBERG, J. — Gene-
tical exchange in Salmonella. J. Bact., 64:
679-697, 1952.

Recebido para publicacdo em 28/9/1972.




Uma nova base para agar-sangue

Columbia Agar Base OXOID combina as propriedades das
bases tradicionais apresentando acentuada melhoria de ren-
~ dimento em geral. ’

D.S.T. AGAR BASE MULTODISCOS PAR
ANTIBIOGRAMA

: —--— s‘eg‘uyramente o mais
" indicado. para SOLICITEM-NOS

i — selecdo racional do
antibiogramas , ; 1 ac

LITERATURA . agentes

: CONSULTEM-NGS
néo impede a difusdo SEMPRE

~de antibiéticos, ,
sulfonamidas e ' ~-— préaticos e

S @ I3 3 - A 3 :
antissépticos urindarios. econdmicos

Distribuidora exclusiva:

Companhia Equipadora de Laboratorios Modernos
Rua Barata Ribeiro, 369 —— Caixa Postal 4022
Fones: 256-0508 / 256-1682 / 256-9848 / 257-1831
SAO PAULO — SP ‘

8o Paulo



