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Comparacio das propriedades de interferon de células L

estimuladas por diferentes indutores. 1. Filtracdo em gel e centrifugacdo isopicnica®

% % %

Romain Rolland Golgher, Paulo Cesar Peregrino Ferreira™®, ,
Maria de Lourdes Petrillo Peixoto*™** & José Mario da Silveira Mezencio

* % K X

Resumo

Os interferons de células L., induzidos pelo complexo de 4acido poliinosinico e dcido policitidilico
{poli 1:.C) adjuvado por dietilaminoetil {DEAE) — dextrana ou pelo virus da doenca de Newcastle
inativado pela luz ultravioleta (NDV-UV), apresentarm o mesmo perfil de eluicdo em Sephadex G-100.
As densidades de flutuacdo dos dois interferons em gradientes de CsCl revelaram um mesmo valor
ou seja, 1,329/cm3. Estes interferons, produzidos por um cultivo celular homogéneo, tém muitas
caracteristicas em comum em relacdo a sua sintese e as propriedades de suas moléculas, sugerindo
que as ceélulas L tenham um Udnico cistron para a codificacdo de interferon.

Summary

Comparison of the interferon properties of L cells stimulated by different inducers. 1l. Gel filtration
and isopicnic centrifugation

Interferons induced in L. cells by polyinosinic-polycytidylic acid complex {poli 1:C} mixed with
diethyl-aminoethy! (DEAE)} - dextran or by ultraviolet — inactivated Newcastle disease virus (NDV-UV)
have the same elution profile in Sephadex G-100. The buoyant density in CsCl gradients of both
interferons showed a value of 1,329/cm3. These interferons, produced from a homogeneous. tissue
culture line, share many common characteristics regarding their synthesis and molecular properties,
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which suggests that L cells have only one cistron coding for interferon.

Introducido

A capacidade de uma célula animal para sintetizar
mais de um tipo de interferon é ainda uma questdo
aberta. O estudo de vérias propriedades do interferon
proveniente de um cultivo celular homogéneo (células
L) estimuladas pelo NDV-UV (9}, assim como a de-
monstracdo de que estas células, em contato com
poli 1:C"adjuvado com DEAE-dextrana, produziam
interferon (5), possibilitou comparar as caracter(sticas
destas duas substdncias e, desta forma, contribuir para
esclarecer se a resposta celular frente a indutores de
interferon pode ser multipla.

Em trabalho anterior (6), a cinética de producéo e
a inibicdo da sintese pela actinomicina D dos inter-
ferons mencionados foram abordadas. Neste artigo
sdo relatados os resultados da filtracdo em gel de
Sephadex G-100 e da centrifugacdo isopicnica em
cloreto de césio.

Material e Métodos

A manutencdo dos cultivos celulares, o preparo
dos estoques de virus e sua titulacdo, a dosagem de
interferon e outros detalhes foram descritos em
artigo anterior (6).

Obtencéo de interferon — Células L, confluentes,
em garrafas redondas drenadas, foram infetadas com
0,6mi de NDV-UV (20 segundos). Depois de uma
hora a 37°C, acrescentou-se 9,4ml de meio de cresci-
mento-meio basal de Eagle, com soro de cavalo ou
bezerro (10%), bicarbonato de sédio (0,12%), L-glu-
tamina {2,9%) e 100 unidades de penicilina/ml e
100 microgramas de estrepetomicina/ml. Os fluidos
foram coletados apds 24 horas de incubagdo a 37°¢C,
concentrados por ultrafiitracdo cerca de 20 vezes,
submetidos a didlise contra tampao pH2 e pH7 (9) e
mantidos a 4°C até sua utilizacdo.

Para o interferon induzido por poli I:C, foram

* Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncia Bioldgicas da UFMG, Belo Horizonte MG.
** Endereco atual — Departamento Autbnomo de Salde, Floriandpolis, SC.

*** Bolsista da CAPES
**** Bolsista do CNPg
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adicionados 100 microgramas do composto, mistu-
rado com bmg de DEAE-dextrana, em 0,6ml de meio
de crescimento, a garrafas redondas com monoca-
madas de células L. Decorridas quatro horas a 37°¢C,
o excesso de Iiquido foi desprezado e as células de
cada garrafa foram lavadas com 25mi de solu¢do de
Hanks. Acrescentou-se 10ml de meio de crescimento e
24 horas ap6s a indugdo, o subrenadante foi colhido
e manipulado conforme acima.

Filtragdo em gel de Sephadex G-100 — Uma colu-
na de Sephadex G-100, de 1,5 por 90cm, em que o
gel foi equilibrado com salina tamponada com
fosfato 0,01M; pH7,2 (STF) foi utilizada, tendo-se o
cuidado de passar os dois tipos de interferon suces-
sivamente na mesma coluna. A cromatografia foi
realizada a temperatura ambiente, com um fluxo de
20ml/h e a eluicdo foi feita com STF. O volume
das fracdes foi de 8ml, recebendo cada uma 0,5%
{concentracdo final) de albumina plasmatica bovina.

As amostras foram esterilizadas pela exposicdo a
luz ultravioleta por dois minutos, no mesmo aparetho
utilizado para inativacdo de NDV (9). Os titulos de
interferons permanecem inalterados com este trata-
mento. Os materiais foram conservados a 4°C até sua
titulagdo.

Centrifugagdo isopficnica em cloreto de césio —
A bml de uma preparacdo concentrada de interferon,
o CsCl foi adicionado até a quantidade de 1,32g/cm®.
Parafina Ifquida (0,3mi) foi acrescentada no topo de
cada tubo, para evitar a evaporagdo e estes foram
submetidos a 276.000 X g num rotor SW-50 Spinco,
a 4°C. Apos 72 horas, interrompia-se a centrifugacio
e coletavam-se fragbes de 20 gotas. O indice re-
fracdo das alfquotas foi determinado em refratdmetro

Abbe-3L Bausch-Lomb e por intermédio de tabelas_

(11), fez-se a transformacdo daquele para concentra-
¢do de CsCl. Volume conhecido do restante de cada
fracdo foi diluido em STF, com 0,5% de albumina
plasmdtica bovina, esterilizado em luz ultravioleta
e permanecia a 4°C até a dosagem de interferon.

Resultados

Filtracdo em Sephadex G-100 — 3ml de inter-
feron induzido por NDV-UV, contendo 120.000 uni-
dades, foram aplicados a coluna de Sephadex G-100,
verificando-se apds a eluicdo, uma recuperacdo de
70% da atividade. O perfil obtido esta representado na
‘Fig. 1.

Do interferon induzido por poli 1:C, foram uti-
lizadas 59.000 unidades em 3ml, e recuperou-se 65%
da atividade, e o seu comportamento na coluna en-
contra-se na Fig.1.

Como se pode notar, ndo houve uma coincidéncia
dos picos, fato provavelmente explicado pelo método

Peixoto & J.M. da S. Mezencio
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.Fig.1 — Perfis cromatogréficos da atividade biblogica dos
interferons de células L induzidos por NDV ou poli |:C
em Sephadex G-100.
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Fig. 2 — Determinacdo da densidade de flutuagdo em CsCl
dos interferons de célula L induzidos por NDV ou poli 1:C.

de dosagem de interferon, em que a diferenca de uma
diluicdo esta dentro do erro experimental(5). O volu-
me do efluente, em ambos os casos, foi o mesmo, e
o peso molecular dos interferons é praticamente igual,
com a possivel discrepancia de 10%(1):
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Centrifugacdo isopicnica em CsC/ — Com a ultra-
centrifugacdo e procedimentos posteriores ndo houve
perda significativa do titulo (cerca de 80% da ativi-
dade foi recuperada) com ambos os interferons. Os
resultados obtidos estdo expostos na Fig. 2. A densi-
dade de flutuacdo em CsCl dos dois interferons foi
de 1,32g/cm>.

Discussdo

Ndo foram encontradas diferencas quanto ao com-
portamento dos interferons de células L, induzidos
por NDV-UV ou por poli |:C, em filtracdo em gel
de Sephadex G-100. Isto indica um peso molecular
para ambos os interferons de cerca de 23.000 daltons
(9).. Stewart e colaboradores mostraram que o inter-
feron de células L, produzido: por NDV, ou os
interferons de cultivos primérios de rim de camun-
dongo, estimulados por NDV ou poli {:C, tinham
peso molecular idéntico (13). No entanto, em células
L-929, o peso molecular de interferon induzido por
NDV-UV foi de 38.000 daltons, ao passo que as
células que entraram em contato com poli 1:C libe-
raram um interferon com 150.000 daltons, que era
dissocidvel a pH3,56, em componentes com 38.000
daltons (10). Esta aparente discrepancia com. as
nossas experiéncias, nas quais o interferon estimulado
por poli |:C ndo foi submetido a pH baixo, talvez
possa ser explicada pela amostra de células L utiliza-
da. Além das diferencas de peso molecular, as células
L-929, expostas a poli 1:C, liberaram um interferon
cuja sintese foi mais resistente a actinomicina D
do que a do interferon estimulado por NDV (4).
Na nossa amostra celular, o efeito do antimetabdlito
foi o mesmo (6).

A heterogeneidade dos interferons sintetizados
“in vivo’” ou "in vitro” por populacGes celulares de
“6rgdos diferentes, de uma espécie animal, ¢ fato que
tem sido muitas vezes comprovado (3). Como as
células de um animal sdo portadoras dos mesmos
genomas, haveria a possibilidade de que uma célula
fosse capaz de sintetizar mais de um tipo de inter-
feron. Evidéncias experimentais neste sentido foram
obtidas quando células "'in vitro’’ foram estimuladas
por diversos indutores e verificou-se que as curvas
de liberacdo de interferon no meio, assim como sua
sensibilidade de produgdo a inibidores foram diferen-
tes, dependendo do indutor empregado (2, 4, 7, 8,
13, 14).

No sistema experimental que empregamos, Os
interferons induzidos por NDV-UV e poli 1:C mos-
traram cinética de'producé’o e sensibilidade de sintese
a actinomicina D comparaveis (6), e as suas moléculas
tém uma notadvel semelhanca, apresentando peso
molecular e densidade de fiutuagio em CsCl idén-
ticas; sua carga elétrica é igual, como pdde ser
demonstrada pelo comportamento em cromatografia
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em CM-Sephadex C-25 (Golgher e Paucker, dados
ndo publicados), assim como o perfil em focalizacdo
de ponto isoelétrico (12). Eles devem ainda partilhar
de sitio(s) ativo(s), j& que tém, pelo menos, uma
funcdo bioldgica-anti-virica-comum.

Nossos achados sugerem que um sé cistron codi-
fique para a sintese de interferon em células L.
As evidéncias acima referidas, através das quais foi
possivel verificar diferengas no comportamento celu-
lar frente a indutores de interferon ndo sdo, entre-
tanto, definitivas, por vérias razSes. Muitas vezes,
os cultivos celulares eram primarios e, por isto, pode-
riam ser heterogéneos, contendo mais de um tipo de
célula. A adicdo de DEAE-dextrana a poli |:C modifi-
cava a cinética de liberacdo de interferon e a sensi-
bilidade de sua sintese & actinomicina D (15).
Interferons com curva de produgdo diferente foram
indistinglifveis antigenicamente (Vilcek, Havell, Moses
e Berman, em impressdo) e podiam ter peso molecular
igual (13). Tais diferencas, conseqlientemente, pode-
riam refletir apenas que a fase inicial do processo de
inducdo fosse diversa, vindo a ver desreprimido ofs)
mesmo(s) gene(s} (8, 15) (Vilcek, Havell, Moses
e Berman, em impressdo).

Tendo em vista que as experiéncias com curva de
producdo e o emprego de inibidores fornecem dados
ndo conclusivos, um maior nimero de cultivos celu-
lares homogéneos, capazes de serem estimulados por
mais de um indutor, deverdo ter estudadas as pro-
priedades moleculares de seus interferons, a fim de
se comprovar se uma céiula pode formar mais de
um tipo de interferon.
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Atividade da nitrogenase na rizosfera de gramineas tropicais forrageiras

Maria Cristina P. Neves, John M. Day, Adilson
M. Carneiro & Johnna Dobereiner

Resumo

A fixag8o de nitrogénio, na rizosfera de algumas gramineas tropicais forrageiras, foi avaliada pelo método
de reducdo de acetileno. Os resultados oscilaram muito entre os locais de coleta, mas indicam uma
importincia econémica em vdrias espécies. A atividade méxima da nitrogenase obtida (médias de seis
repeticBes de amostras de rafzes, e expressas em n-moles de CoHy por grama de raiz seca e por hora)
foi 954 para Pennisetum purpureum, 730 para Brachiaria mutica, 341 para Digitaria decumbens, 299 para
Panicum maximum, 283 para Paspalum notatum, 269 para Cynodon dactylon, 41 para Melinis
minutiflora e 29 para Hyparrhenia rufa. .

Diferencas significativas entre ecotipos de P. notatum com relagdo & ocorréncia e fixagdo de nitrogénio
pelo Azotobacter paspali, indicam possibilidades de selecdo de plantas com o objetivo de incentivar a
fixagso de nitrogénio pelas bactérias na raiz. Tem também importdncia agrondmica os efeitos dos fer-
tilizantes. Em blocos intactos de solo e Paspalum, 20ppm de aménio inibiram a atividade da nitrogenase
dentro de duas horas e 20ppm de nitrato, dentro de quatro horas. Entretanto, depois de uma semana
estes efeitos desapareceram. No campo, a adi¢do de 20kg de nitrato de amodnio por hectare, aplicado
cada duas semanas ndo afetou a atividade da nitrogenase em P. purpureum e D. decumbens.

Summary

Nitrogenase activity in the roots of tropical forage grasses

Evaluation of the nitrogen fixation, in the roots of tropical forage grasses by the acetylene reduction
method. Values varied considerably from distinct collection sites. Maximum nitrogenase vield (average
from six analyses with root samples, expressed in nmoles 02H4g dry roots h) observed: 954 for
Pennisetum purpureum, 730 for Brachiaria mutica, 341 for Digitaria decumbens, 299 for Panicum
maximum, 283 for Paspalum notatum, 269 for Cynodon dactylon, 41 for Melinis minutiflora, and 29
for Hyparrhenia rufa. Significant differences among the ecotypes of P. notatum, with regard to the
occurrence and fixation of nitrogen by Azotobacter paspali suggest the possibility of plant selection
to improve nitrogen fixation by root associated bacteria. Fertilizers also played in the orocess.
In intact soil blocks and Paspalum 20 parts/106 ammonium inhibited nitrogenase activity within 2 hours;
20 parts/106 nitrate did it in four hours, but all the effects disappeared after one week. in field
conditions 20kg NH4NOj3/ha caused no inhibition in the nitrogenase activity after top dressing in
two-weeks periods in P. purpureum and D. decumbens.

59

Introducéo

Ao contrério dos valores relativamente baixos
encontrados para a fixagdo de nitrogénio em clima
temperado, sob o clima tropical a fixacdo de nitro-
génio na raiz de gramineas pode ter importancia
econdmica (1, 7, 11). Isto possivelmente se liga a
capacidade das gramineas tropicais de aproveitar
mais energia luminosa do que necessitam, através
da via fotossintética C-4 (via de dcidos dicarboxilicos;

9), que as torna capazes de usar mais eficientemente
altas temperaturas e intensidades luminosas. Porém, a
ocorréncia e a fixacdo de nitrogénio pelas bactérias
na raiz das gramfneas & influenciada por inimeros
fatores. Huser (10) notou que, quando a relacdo
carbono/nitrogénio é baixa, quase nenhum nitrogénio
é -fixado, dal a importdncia das gramineas de via
C-4 que, supdem-se, terdo maiores possibilidades,
através da exudacdo de aglcares, de aumentar a
relacdo C/N. Por outro lado, os fertilizantes fosfa-

* Apresentado na GIAM IV — Quarta Conferéncia sobre os Impactos Globais da Microbiologia Aplicada, S&o Paulo, Julho
1973. Trabalho da Segdo de Solos, EMBRAPA, km 47 Via Campo Grande ZC-26, 20000 Rio de Janeiro RJ.
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tados podem aumentar o nOmero de Azotobacter
sp. {8) e a atividade da nitrogenase na rizosfera de
mitho (2). Também a umidade parece favorecer a
a ocorréncia de Derxia sp. (3).

A ocorréncia de A. paspali é limitada a rizosfera
de poucas variedades de P. notatum (5) e é especifico
para a rizosfera e rizoplan de variedades tetrapléides
nativas. Isto sugere uma estreita relacdo entre a
bactéria e a planta superior. Quando mudas sdo
transplantadas para novo campo, passam-se meses
até que a associagdo torne a se estabelecer (6).
Isto vem demonstrar que 0 gendtipo da planta é tdo
decisivo quanto as caracteristicas do soio.

Neste trabalho foi feita uma avaliacdo da atividade
da nitrogenase na raiz das gramineas forrageiras mais
importantes na regido e da influéncia que gendtipos
de plantas e fertilizantes possam ter.

Material e Métodos

O trabalho pode ser dividido em quatro partes:
um levantamento preliminar da ocorréncia de fixacdo
de nitrogénio em plantas colhidas no campo, dois
experimentos sobre o efeito da adubagdo nitrogenada
e um sobre o efeito de ecotipos e cultivares na
fixagdo de nitrogénio. A fixacdo de nitrogénio foi
avaliada em todos os trabalhos pelo método de
reducdo de acetileno {4).

Levantamento — Foram coletadas no campo, com
pastagem jd formada, amostras de raizes das seguintes
gramineas: pangola (D. decumbens), angola (Brachia-
ria mutica), B. decumbens, B. ruziziensis, Brachiaria
8$p., Brachiaria sp. cv. tanergrass, bermuda suwanee
(Cynodon dactylon), gordura (Melinis minutiflora),
jaragud (Hyparrhenia rufa), colonido (Panicum maxi-
mum) e elefante (Pennisetum purpureum). Cada
espécie foi coletada em diversos locais, com o intuito
de se verificar a flutuagdo normal da fixacdo que
pudesse ocorrer. Em cada local foram coletadas seis
amostras de raizes e trés de solo abaixo da vegetacdo.

As rafzes retiradas do solo foram imediatamente
mergulhadas em dgua. Foram cortadas aproximada-
mente 0,59 de raiz, colocadas em frascos de 28ml,
vedados com rolhas de borracha perfurdveis. O ar
nos frascos foi substituido por uma mistrua de
N,:0, na proporgdo de 96:4, e os frascos foram
pré-incubados até o dia seguinte, na temperatura
ambiente. Apds este periodo, foram injetados de
8 a 10% de acetileno. O mesmo tratamento, com
excecdo da lavagem, foi dado ao solo da rizosfera.
O etileno produzido pela atividade da nitrogenase
foi avaliado em amostras consecutivas de 0,5ml,
num cromatdgrafo de gds Perkin Elmer (F 11) com
coluna Poropak N de 2m por 5mm, a 100°C, nitro-
génio como gds de arraste (25ml/min) e ionizacdo
de chama de hidrogénio. Misturas de etileno e ar

conhecidas foram usadas para calibrar e todos os
valores foram corrigidos para contaminacio com
etileno do acetileno usado. QO acetileno também foi
medido em todas as amostras para servir de teste-
munha para erros de amostragem ou injecdo.

A medida do etileno produzido foi feita trés a
quatro horas apos a injecdo de acetileno, no caso das
rafzes, e de 8 a 10 horas, no caso dos solos. Com
as amostras de solo também foram feitas determi-
nagdes de umidade e capacidade de campo.

Efeito de gendtipos da planta na fixacdo de nitro-
génio — Foi instalado um experimento de campo,
num solo “gray’” hidromérfico arenoso, da série Eco-
logia, sobre o efeito de diferentes cultivares de P.
notatum na ocorréncia e atividade da nitrogenase de
A. paspali, com quatro repeticSes e seis tratamentos.

Os cultivares usados foram Pensacola Argentina 50,
Pensacola Flérida 48, hibrido Tiphen 53, hibrido
Pensacola- 55, batatais Matdo 61 e batatais Km 47
T,, sendo os tipos 48, 53, 61 e T, j4& conhecidos

. por estimular o crescimento de A. paspali, enquanto

os dois outros, 50 e b5, sdo menos favordveis
(dados ndo publicados).

Foi feita adubacdo bdsica com cerca de 500kg/ha
de superfosfato simples (8,73% de P). Foram tomadas
amostragens apds um e quatro meses, para medida
da atividade da nitrogenase segundo o método des-
crito anteriormente e contagem de coldnias de A.
paspali. Para a contagem, foi usado um meio de cul-
tura com a seguinte composicdo: 20,0g de agar-agar,
20,0g de aclcar, 0,5ml de K,HPO, solucdo 10%,
2,0ml CaCl, solugdo 1%, 2,0ml de MgSO, - 7H,0
solugdo 10%, 2,0ml Na, MoO, - 2H, O solucdo 0,1%,
1,6ml KH, PO, solugdio 10%, 1mi FeCl; solucdo 1%,
5ml de azul de bromotimol solucdo 0,5% alcodlica,
1g de CaCO; e dgua destilada na quantidade sufi-
ciente para completar um litro. A inoculagdo das
placas de Petri foi feita com 20mg de solo do
“rizoplan’ peneirado a 0,5mm e pulverizado sobre
a placa. As placas assim preparadas foram incubadas
a 34 graus centfgrados e apds 24 horas foram con-
tadas as colbnias de Azotobacter chroococcum, que
foram raros, e, ap6s 48 horas, as de A. paspali.

No fim de quatro meses, foi feito o primeiro corte
para determinacdo da producdo de forragem e and-
lise do teor de nitrogénio pelo método Kjeldahl.
Efeito da adubacdo nitrogenada em plantas de
Pennisetum purpureum e Digitaria decumbens cres-
cendo no campo — Foi instalado um experimento de
campo, num solo ‘‘gray” hidromdrfico arenoso da
série Ecologia, convenientemente preparado. O deli-
neamento experimental foi de blocos partidos, com
cinco repeticBes e duas parcelas por bloco, cor-
respondendo a duas espécies de forrageiras estudas e
cada parcela dividida em 16 subparcelas de 1,5m
por 1,5m cada. Oito épocas de corte e dois niveis de
nitrogénio, Okg e 20kg de N/ha, foram distribuidos
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ao acaso nessas 16 subparcelas. A primeira época
de colheita para medida da atividade da nitrogenase
foi feita dois meses apds o plantio das mudas. As
colheitas subseqgiientes foram feitas com um intervalo
de 14 dias. As adubacdes, com Nitrocélcio, da Petro-
bras {28% de N), foram feitas duas semanas antes de
cada colheita em todas as subparcelas sorteadas para
nitrogénio. Assim, enquanto as subparcelas da primei-
ra medida receberam apenas 20kg de N/ha, aquelas da
oitava época de colheita receberam 160kg de N/ha,
pois foram adubadas com 20kg de N em todos os cor-
tes anteriores. Como adubacdo bdsica, todas as subpar-
celas receberam 100kg de P, 05 e 100kg de K, O por
hectare. O plantio foi feito colocando-se quatro
mudas por subparcela, com espacamento de 1m
entre as mudas. Nas colheitas, foram tiradas as
rafzes das plantas de cada subparcela, num total de
quatro frascos com raizes por subparcela. As rdizes
colhidas receberam o mesmo tratamento descrito
anteriormente.

Efeito de fertilizantes nitrogenados em blocos de P.
notatum — Foi feito um experimento usando-se 12
vasos de Leonard invertidos, contendo blocos intactos
de solo e plantas de P. notatum. Estes blocos foram
tirados, introduzindo-se a garrafa cortada no solo
(16cm aproximadamente) e retirando-se assim o
bloco de solo e planta, o mais intacto possivel.
A garrafa foi entdo colocada dentro de outra, conten-
do 5cm de agua para impedir trocas gasosas. Os
tratamentos incluiram duas fontes de nitrogénio, o
nitrato.e o amdnio, e uma testemunha sem nitrogénio,
com quatro repeticdes cada um. Foram injetados
50ml de acetileno e tomada uma amostra de uma
hora para determinacio da taxa inical de reducdo de
acetileno, segundo a qual os vasos foram reunidos
em grupos de quatro, de modo formarem repeticoes
uniformes. Foram aplicados 20ppm de nitrogénio em
solucdo e tirada uma amaostra de zero hora de nitro-
génio em todos os blocos. Durante as 24 horas que se-
guiram a aplicacdo de nitrogénio, foram tiradas
oito amostras e, no término das medidas, foram
retiradas as rolhas. Os vasos foram mantidos ao ar
livre, protegidos do sol pela sombra de uma drvore,
para evitar o aquecimento demasiado. Depois de
sete dias, novamente foram injetados 50ml de aceti-
leno e medida a reducdo durante 24 horas.

Resultados e discussdo

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados de
um primeiro levantamento da ocorréncia de fixagdo
de nitrogénio, ou mais precisamente, da atividade da
nitrogenase de microrganismos nas raizes de varias
gramineas forrageiras tropicais colhidas no campo.
Observa-se uma variacdo muito grande entre sitios e
plantas, mas mesmos assim sdo notdveis os valores
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altos obtidos, uma vez que, até entdo, os mais altos
valores mencionados, de plantas colhidas no campo,
foram em torno de 100n-moles de C,H, /g, de raizes
de H. rufa em savanas da Costa do Marfim (1), em
medicBes in situ. Outro fator notével na tabela é a
atividade tdo mais alta em raizes lavadas do que no
solo da rizosfera, que na maioria dos casos foi quase
nula. J& havia sido demonstrado, em trabalhos ante-
riores com P. notatum, que, ao contrdrio das idéias
classicas de rizosfera, o sitio da fixacdo de nitrogénio
estd concentrado quase que exclusivamente nas raf-
zes, nio sendo removido por lavagem em &gua.
Devido & variabilidade e insuficiente nimero de sitios
analisados, é dificil concluir sobre diferencas entre
espécies. A espécie que mostrou maior nimero de
amostras com atividade acima de 100 foi B. mutica
(capim Angola) na qual também a atividade das
amostras individuais, dentro de cada sitio, foi a mais
constante. Por outro lado, parece que a umidade
do solo tem papel importante, sendo que todos
os valores altos foram obtidos com mais de 50%
da capacidade do campo, e apesar de ndo terem sido
feitas medidas da umidade em todas as amostras,
fembramos que o capim Angola. é planta tipica de ma
drenagem e portanto a umidade do solo em todas
as amostras foi mais alta que mas demais espécies.

E dificil transformar os dados da atividade da
nitrogenase em raizes extrafdas do solo em kg de
n/ha, uma vez que ndo se conhece ainda nada sobre
o ciclo diurno e muito menos sobre o ciclo anual
destas espécies. Em outras espécies, como P. notatum
(J. Dobereiner, 1V GIAM, 1973) e gramineas das
savanas da Costa do Marfim (1), tém sido observados

dois picos de atividade de nitrogenase,” um diurno e
outro noturno. Todavia, admitindo-se que, com
rafzes extrafdas, é feita uma avaliagdo da atividade
média ou residual mantida pelas reservas nas rafzes, e
tomando-se a relacdo tedrica de trés moles de ace-
tileno para um de nitrogénio e ainda, um peso médio
de 5.000kg de raizes por hectare (13), obtém-se um
fator de conversio de n-moles/g de raizes por hora
em g de N/ha por dia igual a 1.1. Com estes célculos,
valores de até 817g de N/ha fixados por dia, mesmo
durante a época de crescimento mais ativo do ano,
nio sio negligenciaveis e indicam a grande importan-
cia que estes estudos possam vir a demonstrar nas
regiGes de clima tropical. Célculos equivalentes, feitos
com os valores obtidos com o solo, tomando-se como
base 2 - 10%kg de solo por hectare, indicam como
valor maximo 156g N/ha por dia, num pasto antigo
de D. decumbens, valor este, mesmo assim, ainda
abaixo do correspondente fixado nas raizes.

Uma vez demonstrada a possibilidade de fixacdo
de nitrogénio na rizosfera ou talvez melhor, em
associacOes gramineas-bactérias, torna-se importante
definir as condicdes que levam a fixacOes elevadas
e estudar préticas agrondmicas de incrementa-las.
O papel decisivo do genétipo da planta na ma-
nutencdo de uma flora ‘abundante de A. paspali ja
foi demonstrado (5). Na tabela 2 sdo apresentados
os resultados de um outro experimento, confirmando
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Tabela 1.

Atividade da nitrogenase na raiz e no solo de diversas gramineas forrageiras e umidade do solo em percentagem da

capacidade de campo.

Gramineas l.ocal

Atividade na raiz
(n-moles CoHy4/g « h@

Atividade no solo

{n-moles CyHg/g « hb Umidade do solo

Brachiaria mutica Agrostologia 166,50 — —
Agrostologia 166,93 - -
lago 370,36 0 —
Experimentacéo 730,156 0 -
Santa Ménica 690,09 0 59,4
aterro 182,61 0 -

B. ruziziensis Agrostologia 10,90 0 23,6

B. decumbens Agrostolagia 18,82 0 28,7

B. sp. Agrostologia 26,45 0 25,5

B. sp. cv. tanergrass Agrostologia 148,90 - -
Agrostologia 74,60 0 22,3
Agrostologia 4,98 — —

Cynodon dactylon Agrostologia 16,87 0 15,1
Santa Mdnica 268,59 0,068 55,8

Digitaria decumbens Agrostologia 99,93 0 10,3
Agrostologia 341,50 0 25,8
Santa Mdnica 214,09 0,349 59,0
galpdo B 20,94 0 -
Experimentacdo 65,28 0 —

Hyparrhenia rufa Horto 21,07 0 -
Horto 29,07 0,147 —
Experimentacdo 23,86 0 —
Experimentacdo 18,81 0,133 —
aterro 16,82 0 —
aterro 21,76 0 —

Melinis minutiflora Agrostologia 12,62 0,033 -
Agrostologia 41,06 0,187 —
Agrostologia 19,73 - —

Panicum maximum Agrostologia 67,50 —_ —
Agrostologia 120,27 - —
Agrostologia 23,91 0 -
bananal 299,35 0 -
bananal 43,72 0 19,9
Experimentacdo 60,48 0,148 —_

Pennisetum purpureum Experimentacdo 13,561 0,085 —_
aterro 21,79 0 —
Agrostologia 166,37 — —

a — Médias de seis repeticSes
b — Médias de trés repeticSes

diferencas significativas entre cultivares e ecotipos da
mesma espécie, também para a atividade da nitro-
genase e para a producdo de proteina total. Dife-
rencas da atividade da nitrogenase entre cuitivares de
P. purpureum também ja foram demonstradas (H.
De-Polli, dados ndo publicados). Todos estes resul-

tados mostram as possibilidades de se selecionar tipos

de gramineas forrageiras mais propicias a fixacdo de
nitrogénio, selecio esta praticamente oposta a feita
usualmente que visa maior resposta ao nitrogénio
mineral. A maior atividade da nitrogenase nas raizes
dos dois tipos mais primitivos de P. notatum, os
“batatais”’, ddo prova disto.

Outro fator agrondmico importante a ser obser-
vado é o da adubacdo. Ndo temos ainda dados sobre
efeitos da adubacdo fosfatada, mas pelos resultados

na Figura 1 parece ser favoravel, pois, principal-
mente com Pennisetum, valores mais altos que os
observados no levantamento, foram obtidos neste
experimento. Surpreende o fato da adubagdo nitro-
genada ndo ter afetado a fixacdo de nitrogénio, mes-
mo quando foram aplicados 20kg de N/ha a cada
duas semanas, que mais para o fim da época repre-
sentavam adubacdes pesadas. Isto mostra que, na
prética, serd possivel complementar a fixacdo de
nitrogénio pelas bactérias por adubacfes baixas.
Ainda na Fig. 1 pode-se observar as variacGes da
atividade da nitrogenase durante o periodo de feve-
reiro a junho. Sendo de novembro a marco a época
chuvosa nesta regido, quando entio se observa cres-
cimento mais rapido das plantas, ndo é de surpreen-
der que a atividade da nitrogenase também seja mais
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Tabela 2.

Diferencas entre cultivares e ecotipos de Paspalum notatum na capacidade de associacdo com Azotobacter paspali®

Némero de microcoldnias de Atividade da nitro- Assimilagdo Producdo de
. . Forma da i
Cultivar ou ecotipo folha A. paspalilg de solo do genase (n-moles C,H4/g)  de N na parte forragem seca
rizoplan rafzes secas - hora aérea, g/m2 g/m2
1 mes 4 meses 4 mesesb 4 mesesb 4 mesesb
T, Batatais km 47 larga 2326 9 950 39,8 17,11 829
61 Batatais Matdo larga 3272 13050 21,0 11,41 592
48 Pensacola Flérida fina 37 2900 10,3 12,78 620
53 Hibrido Tiphen meédia 1170 1 350 11,4 21,60 1010
50 Pensacola Argentina fina 50 320 12,2¢ 6,567 303
55 Hibrido Pensacola fina 12 37 6,7 7,37 402

a) Dados obtidos num experimento de campo com seis tratamentos e quatro repeticdes completamente casualisadas.
O experimento foi plantado em novembro de 1972, tendo sido feito um corte quatro meses apOs e amostragens nas

datas indicadas.
b) A diferenca entre cultivares na atividade da nitrogenase, na assimilacdo de nitrogénio e na producdo de forragem

foi significativa (P = 0,05).
O cultivar Pensacola Argentina 50 inicialmente se mostrou amarelado igual ao Hibrido Pensacola 55, comecando a recu-
perar-se apds trés meses e ficando sem sintomas de deficiéncia de nitrogénio ap6s quatro meses (N% = 2,11% do nU-

mero 50 contra 1,86% do nimero 55}

c)
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Fig. 1 — VariagBes da atividade da nitrogenase nas raizes de P. purpureum e D. decumbens cultivadas no campo, durante o
periodo de guatro meses, com e sem adubagéo nitrogenada. Os pontos sdo médias de 20 repeti¢Bes, sendo quatro amostras
de cada uma das cinco parcelas. A atividade da nitrogenase foi medida apos pré-incubacdo durante uma noite em pO, de
0 4datm & 3-5 horas ands a iniecdo de acetileno. Para adubacdo nitrogenada, vide Material e Método.
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Fig. 2 — Efeito do nitrato e ambnio sobre a atividade da nitrogenase em sistemas intactos de P. notatum em vasos de
Leonard. Os vasos foram mantidos sob uma atmosfera de 10% de acetileno durante 24 horas, tratamento este repetido uma
semana depois. Apds a aplicacdo de 20ppm de N, em solucdo na hora assinalada, foram tomadas amostras periodicas. Os

pontos sdo médias de quatro vasos de Leonard.

elevada nesta época. Na época da floracdo, em
Pennisetum houve uma queda brusca desta atividade,
havendo alguma recuperagdo quando, em abril e
principio de maio, as temperaturas noturnas ainda
estavam elevadas. Apds a entrada das noites mais
frias, na segunda quinzena de maio, a atividade das
duas espécies ficou muito baixa. Isto indica que,
durante a época de crescimento vegetativo e répido
das gramineas, ha consideravel fixagdo de nitrogénio,
egnquanto que, durante a época da floracdo e prin-
cipalmente durante a estacdo seca e fria, esta fixacdo
¢ minima. Isto vem de encontro com observacdes de
Rocha & Aronovich (12), que demonstraram ser
dificil haver respostas economicamente justificdveis

para a aplicacdo de adubos nitrogenados no verdo,
enquanto tal adubacdo, na entrada da época seca,
em muito aumenta a producdo de leite, pagando em
menos de dois meses a adubacio.

Na Fig. 2 podem ser vistos mais detalhes sobre os
efeitos dos fons nitrato e aménio separadamente, na
associacdo de P. notatum com A. paspali. O amd-
nio inibiu a atividade da nitrogenase dentro de duas
horas, enquanto que o nitrato somente teve efeito
apds quatro horas. Ambos os tratamentos reduziram
a atividade durante as primeiras 24 horas a menos
30%, mas apds uma semana o efeito do nitrato tinha
desaparecido e o do aménio reduziu a atividade a 80%.
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Métodos de contagem de coldnias em superficie e em profundidade como
técnicas de referéncia para avaliagdo quantitativa de bacteriGria™

Alba Lucia Solino Noleto,
Alberto Strozemberg &
Italo Suassuna

Resumo

Analise estatistica de algumas varidveis que influem na contagem de bactérias, a fim de definir o grau
de exatiddo e reprodutibilidade de alguns métodos usados correntemente. Usando-se as mesmas dilui¢des
de culturas de bactérias, ndo houve diferenca entre as contagens em superficie e em profunidade em
placas de Petri. Alcas calibradas para descarregar 0,01 ml de indculo foram menos precisas que pi-

petas.

Summary

Surface and pour-plate colony counting as reference methods for quantitative evaluation

A statistical analysis of some variables affecting bacterial plate counts to define the degree of accuracy
and reproductiveness of usual methods currently used. By using the same dilutions from pure bacterial
cultures differences between pour-plate and surface colony counts, in Petri dishes were not found.
Calibrated loops were less precise than pipetes for delivering the 0,01 mi inoculum.

Introdugdo

As técnicas para determinagdo do nimero de bac-
térias vidveis ndo apresentam o grau de precisdo
desejavel, sendo encontradas variagdes mesmo sob as
melhores condigOes de experiéncias.

Snyder({12) estudou as principais fontes de erro
na contagem bacterioldégica em placas, assinalando
as seguintes: a) erro na preparacdo da suspensdo
diluida; b) variacdo da distribuicdo de organismos,
nas al(guotas utilizadas; ¢} fatores que influenciam o
desenvolvimento das células inoculadas, em colonias
visfveis.

A soma das variacdes, devidas a estes trés fatores,
pode ser estimada pela variabilidade que se observa
em placas reduplicadas. O autor recomenda o uso,
de uma maneira mais geral, do método de semeadura
em superficie, por ser mais facil de ser utilizado,
com maior nimero de placas.

Crone(3) estudou o método de semeadura em su-
perficie de placas, observando o efeito de varios
meios de cultura e os cuidados na sele¢do do Iiquido
diluente. Placas de agar-sangue, de idade e lotes di-

ferentes, apresentam pouca influéncia na contagem.
A irregularidade no volume do liguido, removido
pela alca que servia para semear, ndo parece acarretar
variabilidade na contagem. Com suspensdes que te-
nham sido preparadas em menos de cinco minu-
tos, a contagem de bactérias entéricas e causadoras
de intoxicacOes alimentares foi um pouco maior em
placa de agar-sangue, do que em meio especial, usado
para o isolamento de patogénicos intestinais.

A contagem bacteriana total foi estudada por
Ishida & Kurokawa (6). Realizaram considera¢des esta-
tisticas sobre estas contagens, demonstrando que a
distribuicdo binomial negativa tem aplicacdo muito
maior para a distribuicdo de pequenos nimeros de
células bacterianas, por quadrado de campo micros-
copico, do que a distribuicdo de Poisson. No método
modificado proposto (‘ratio method’”), uma sus-
pensdo celular padronizada e corada, da mesma espé-
cie de células a serem coradas, foi usada como
referéncia.

Hedberg(4) realizou o estudo quantitativo de po-
pulacdo bacteriana mista, diferenciando as espécies
bacterianas presentes e, a0 mesmo tempo, revelando

*Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Centro de
Ciéncias da Saude, Bloco !, llha do Funddo, 20.000 Rio de Janeiro RJ.
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a sensibilidade antimicrobiana da flora mista. Utili-
zando o método de plagueamento em superficie, a
sensibilidade da flora mista foi mais clara e rapida-
mente demonstrada, do que por meio de sub-cultura,
usando discos de antibiéticos, revelando assim a boa
dispersdo dos indculos.

Um estudo comparativo da contagem bacteriana
em superficie e profundidade (“pour-plate”) foi re-
alizado por Soestbergen & Lee(13). O método de
cultivo em profunidade foi escolhido para contagem
bacteriana a partir de liquidos, porém apresenta des-
vantagem de consumir mais tempo, reduzir o cres-
cimento de aerdbios obrigatorios na profunidade -do
agar e apresentar o perigo de matar organismos mais
sensiveis ao calor. O valor numérico significativo foi
consideravelmente maior (teste t} para a semeadu-
ra em superficie do que para a semeadura em pro-
fundidade, embora as amostras fossem tomadas da
mesma suspensdo bacteriana.

A fregliéncia de coldnias nas placas {contagem de
coldnias) é teoricamente determinada. pela distri-
buicdo de Poisson. A varidncia da amostra, contada
por semeadura em superficie, foi numericamente
maior do que a variancia da amostra semeada em
profundidade.

A contagem bacteriana na urina foi originalmente
desenvolvida com utilizacdo da técnica de diluicdo
por semeadura em profunidade, por Marple e outros
autores.(7, 8, 10)

Devido a técnica em “‘pour-plate’”’ ser muito ela-
borada, outros autores tém sugerido técnicas mais
simples, que apresentam resultados semelhantes.

Hoeprich propds a utilizacdo de alcas padroni-
zadas, constituidas de 3,5% de roédio e 96,5% de
platina, uma com 4mm de didmetro e a outra com
1,45mm de didmetro, para inoculacdo em superficie,
em placa de agar.

Considerando as diversas varidveis que influem na
determinacdo do niimero de bactérias vidveis, tivemos
por objetivo verificar as variacbes na contagem de
colbnias, em funcdo do uso de semeaduras em super-
ficie ou em profunidade, com o emprego de pipetas
ou alcas calibradas.

Material e Métodos

Amostras bacterianas — Foram utilizadas amostras de:
Escherichia coli (amostra SE-33, isolada de material
cifnico, Laboratério de Enterobactérias, Instituto de
Microbiologia, UFRJ) e, em ensaios iniciais, amostras
de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus faecalis.

Meios de cultura — Foi utilizado o meio designado
B,, descrito por Bier! para a microbiota mais exigente
da cavidade oral:

Paulo), 7(3), 1976 67
Extrato de levedura (BBL)............. 2,0g
“Proteose peptone’’ (Difco) . ........ ... 10,09
“Phytone” (BBL) .. ................. 3,00

Glicose (Fisher). . ... ... ... ... .... 5,0g

Fosfato dipotdssico (Fisher) . .......... 2,59
“Beef Heart Infusion’ (Difco)......... 1000,0ml
Métodos de inoculacdo — (a) inoculacdo com alca

calibrada para 0,01ml (Arthur Thomas, 1968:7433-A.
Inoculating Loops, Platinum-Rhodium Fused Loop,
4mm inside diameter of B & S gauge N9 19 platinum-
rhodium wire with shank 18mm); e (b) distribuicdo
de 0,1ml do indculo com pipeta sorolégica de 1ml,
dividda em 0,1ml.

Os dois métodos de inoculacdo (alga calibrada e
pipeta) foram realizados em: (a) superficie — as
placas foram preparadas e deixadas em repouso, até
perderem toda a agua de condensacdo. O meio fun-
dido, mantido a aproximadamente 50°C, foi dis-
tribuido nas placas, incubadas a 37°C até o dia
seguinte. O indculo por toda a superficie da placa;
e (b) em profundidade ("'pour-plate’’) — o in6culo era
colocado em tubos de 16 x 160mm contendo o meio
de cultura, fundido e resfriado a 48°C. Apds homo-
geneizagdo, o conte(ido dos tubos era despejado em
placas, deixando solidificar, e incubado a 37°C.

Em todas as combinagGes de semeadura, com alca
ou pipeta, em superficie ou em profunidade, foram
feitas repeticOes em paralelo das condicOes de inod-
culo, para avaliacdo estatistica dos resultados.

Inicialmente, em diversos ensaios, foram empre-
gadas as espécies bacterianas anteriormente citadas
{Escherichia coli, K. pneumoniae, E. cloacae, S. aureus,
e S. faecalis) verificando-se a semelhanca de resultados.
Em face a essas comparagdes s a amostra de
Escherichia coli passou a ser empregada, visando a
apuracdo das variagGes de contagens de colonias.

De uma cultura de 24 horas de £. coli, em caldo,
foram realizadas diluicGes em solucdo salina a 0,85%
e, a partir das diluicSes 107% e 1077, foram realizadas
10 semeaduras em profundidade e em superficie,
como descrito acima.

De 10 séries de diluicGes, paralelamente execu-
tadas a partir de um Unico cultivo de 24 horas de
E. cali, em caldo, foram realizadas as semeaduras a
partir das diluicdes 107% e 10~7 em superficie e em
profundidade como descrito acima.

Resultados

Coeficiente de variacOes de métodos de contagem
em placa

Os processos de inoculacao e contagem de coldnias
em placas, utilizando-se os métodos de semeadura
com alca calibrada e pipeta, em superficie e em
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profundidade, foram estudados com o objetivo de
se determinar, entre as quatro combinacOes, qual
apresentaria a menor dispersdo em torno da média,
indicando maior seguranca de medida.

As quatro combinacdes possiveis correspondem a:
{a) semeadura em superficie: A — com alcae B —
com pipeta; e (b) em profunidade: C — com alca e
D — com pipeta.

Célculo do coeficiente de variacdo

(a) Contagem de colbnias de Escherichia coli, a partir
das mesmas diluicGes, de acordo com mé*todos de
inoculacdo (Tabela 1).
(b) Contagem de coldnias de Escherichia coli, a partir
de 10 séries de diluicdes paralelamente executadas a
partir de um uGnico cultivo (Tabela 3).

Tomando para anédlise os coeficientes de variacdo

A.L.S. Noleto, A. Strozemberg & |. Suassuna

diluicdes diferentes) apresentam, nos quatro casos,
coeficientes de variagdo maiores, em comparacdo
com os valores correspondentes A;, By, C, e D,
(mesmas diluicGes).

Nota-se que, nas medicdes por alca, o coeficiente
de variacdo é sempre maior que nas por pipeta.
Verifica-se, ainda, que as contagens em superficie e
em profunidade apresentam coeficientes de variacdo
da mesma ordem de grandeza.

Para determinar se havid diferenca significativa
das variancias entre os resultados se superfl’cie’ e em
profundidade, foi aplicado o teste de Snedcor(11).

Testes de igualdade de varidncias

Deseja-se testar a hipdtese nula {Ho) contra uma
das alternativas (H,).

expressos na Tabela 2, designados A, By, C;, e Dy, e, Ho: ¢} = o}
na Tabela 4, designados A,, B,, C, e D,, verifica-se 2 2
que as séries de amostras A,, B,, C, e D, (série de Hy: o} z02
Tabela 1
Contagem de coldnias de Escherichia coli a partir das mesmas diluicBes de acordo com o método de inoculagdo.
PROCESSOS DE SEMEADURA
Inoculagdo Diluicdo SUPERFICIE PROFUNDIDADE
Ay B, Cy Dy

Alga (0,01mi) Pipeta (0,1ml) Alca (0,01mt) Pipeta (0,1ml}

18 107° 12 x 10° 50 X 10° 8 x 10° 75 x 108

: 1077 1 x107 7 %107 1 %107 7 x 107

-~ 107 4 x 108 45 x 10° - x10° 57 % 10°

. 1077 3 x 107 4 x107 2 %107 12 %107

38 107¢ 9 x10° 56 X 10° 8 x 10° 57 x 10°

‘ 1077 2 x 107 9 x107 1 x107 8 x 107

48 1076 4 x10° 58 x 10° 7 x 108 60 X 10°

. 1677 2 x 107 7 x 107 9 x 107 7 x 107

5 107° 8 x 10° 67 x 10° 10 x 108 52 x 10°

‘ 1077 - x 107 4 x107 1 %107 10 x 107

6 1078 4 x10° 74 x 10° 9 x 10° 45 x 10°

' 1077 — %107 10 x 107 1 %107 7 x 107

s 107¢ 4 x 108 60 x 10° 7 % 10° 58 % 108

: 1077 2 x 107 7 x 107 6 x 107 — x 107

ga 1078 6 x 10° 56 x 10° 5 x 10° 42 % 108

: 1077 1 x 107 51 % 107 1 %107 7 x 107

o 107¢ 1 x10° 50 X 10° 10 x 10° 43 x 10°

: 1077 1 x 107 9 x 107 5 %107 8 x 107

108 1076 — x 108 54 x 10° 9 x10° 63 x 10°

. 1077 - x 107 6 x 107 1 x 107 7 x 107
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Tabela 2

Célculo do coeficiente de variagdo dos valores apresentados na tabela 1.

Processos de Semeadura*®
Ay B4 C; D,
Média da leitura | g 5 o 146 57 x10° 74 x10% 552 % 10°
das amostras {X)
Varidncia (S?) 12,2 x 1012 72,4 x 1012 7,38 x 101? 108,07 x 102
Des‘“czsr;adra" 34 x 10° 8,6 x 10° 2,7 x10° 10,19 x 10°
Coeficiente de 064 015 037 018
variacédo {cv) ! ! ! !
*Segundo a Tabela 1.
Tabela 3
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Contagem de colonias de Fscherichia coli a partir de dez séries de diluiges paralelamente executadas a partir de um
tnico cultivo.

Inocula¢do

28

32

48

5%

62

72

82

g8

102

PROCESSOS DE SEMEADURA
Diluigdo SUPERFICIE PROFUNDIDADE
A, B, C, Dy

Alga (0,01ml) Pipeta (0,1mi) Alga (0,01ml) Pipeta {0,1ml)

1076 40 x 108 58 x 10° >300 x 10° 193 x 108
1077 8 x 107 96 % 10”7 120 x 10° 97 x 107
1076 21 % 10° >300 x 108 >300 x 10° >300 % 10°
1077 6 x 107 83 x 107 75 x 107 g0 x 107
107 53 % 10° 349 x 108 >300 x 10° >300 x 10°
1077 9 x 107 75 % 107 g8 x 108 59 x 10”7
-6 6 6 5 6

10 11 X 10 >300 X 10 >300 X 10 >300 X 10
1077 6 x 107 85 x 107 134 x 108 75 x 107
-6 6 6 5 6

10 33 X10 >300 X 10 >300 X 10 >300 X 10
1077 1 x107 80 % 107 60 x 108 66 x 107
1076 48 x 10°® >300 x 10° >300 x 10° >300 x 10°
1077 5 %107 137 x 107 185 x 10° 109 x 107
1076 202 x 108 >300 x 10° >300 % 10° >300 x 10°
1077 2 %107 143 x 107 118 % 108 131 x 107
-6 6 6 5 6

10 50 X 10 >300 X 10 >300 X 10 >300 X 10
1077 7 %107 145 x 107 118 x 108 148 x 107
1076 250 x 10° >300 x 10° >300 % 10° >300 x 10°
1077 2 x 107 83 x 107 213 x 10° 81 x 107
1076 90 x 108 >300 % 108 >300 x 10° >300 x 10°
1077 5 x 107 84 x 107 36 x 108 80 x 107
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Tabela 4

Calculo do coeficiente de variacdo dos valores representados na tabela 3.

Processos de Semeadura

As Ba Cy - Dy
Média da leitura 79.8 x 10° 101,1 x 107 1157 x 10° 93,6 x 107
das amostras (X)
Variancia (S2) 6509,7 x 1012 8148 x 10" 2895,30 x 101 807,60 x 10
Des""’(s‘;adrao 80,6 % 10° 28,5 % 107 53,8 % 10° 28.4 x 107
Coeficiente de 1,01 0,28 0,46 0,30
Variacdo {cv)
Tabela ba
Contagem de colénias de Escherichia coli a partir das mesmas diluicGes.
SUPERFICIE PROFUNDIDADE
Inoculagao Diluigdo Asj Bj Cy D3
Alga (0,01mi) Pipeta {0,1ml) Alca (0,01ml) Pipeta (0,1ml)
12 107¢ 78 x 10° >300 x 10° 39 x 10° >300 % 10°
: 1077 - 5 x 107 48 x 107 5 x 107 70 x 107
- 1076 48 x 10° >300 x 10° 30 x 108 >300 %108
’ 1077 2 x 107 17 x 107 2 x 107 87 x 107
- 107¢ 23 % 10° >300 x 10° 38 x 10° >300 x 10°
' 1077 2 x 107 53 % 107 5 x 107 44 x 107
48 107¢ 67 X 10° >300 % 10° 22 x 10° >300 % 10°
. 1077 2 %107 67 x 107 4 x 107 16 x 107
5 1076 43 x 10° 82 x 108 23 x 108 >300 % 10°
‘ 10 7 g x 107 55 x 107 4 %107 51 x 107
68 1076 62 % 10° >300 x 10° 34 x 10° >300 % 10°
: 1077 4 x 107 67 x 107 2 % 107 44 x 107
s 1076 35 x 10° >300 x 108 34 x10° >300 % 10°
' 1077 4 x 107 33 x 107 10 x 107 40 x 107
g2 1076 54 x 105 >300 x 10° 60 x 10° >300 x 10°
. 1077 6 x 107 47 x 107 40 %107 29 x 107
98 1078 24 x 10° >300 % 10° 52 X 10° >300 x 108
: 1077 6 x 107 35 x 107 7 x 107 66 % 107
102 107° 26 % 108 >300 x 10° 25 x 10° >300 % 108
: 1077 33 x 107 60 x 107 6 x 107 50 % 107
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Tabela bb
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SUPERFICIE PROFUND!DADE

Inoculagao Diluicdo Ay Bg Cq Dy
Alga {0,01 ml) Pipeta {0,1ml) Alca {0,01ml) Pipeta (0,1ml)
Ja 107¢ 150 x 10° >300 X 10° 106 x 10° >300 x 10°
' 1077 12 x 107 139 x 10”7 7 x107 127 x 107
- 107° 67 x 10° >300 x 108 56 X 10° >300 x 10°
: 1077 3 x107 96 x 107 3 x 107 82 x 107
42 107° 71 x 106 >300 % 10° 99 x 10° >300 % 10°
: 1077 18 x 107 78 x 107 16 x 107 113 x 107
48 1078 81 x 108 >300 x 10° 125 % 10° >300 % 10°
' 1077 a x107 122 x 107 113 x107 94 x 107
5 1076 34 x 10° >300 x 10° 70 x 10° >300 x 10°
‘ 1077 8 x 107 103 x 107 8 x 107 118 x 107
g 107° 121 x 10° >300 x 10° 85 x 10° >300 % 10°
. 1077 18 x 107 100 x 107 7 x 107 115 x 107
Ja 1076 95 x 10° >300 x 10° 38 x 10° >300 x 10°
' 1077 1 x107 109 x 107 7 %107 108 x 107
ga 1076 111 x 108 >300 % 10° 58 X 10° >300 x 10°
' 1077 3 %107 101 x 107 11 x 107 96 x 107
g 1078 110 x 10° >300 x 10° 36 x 10° >300 x 10°
' 1077 2 %107 91 x 107 6 x 107 110 x 107
108 107¢ 35 x 10° >300 % 10° 50 x 10° >300 X 108
‘ 1077 13 x 107 77 x 107 11 x 107 75 x 107
198 107° 36 % 10° >300 X 10° 83 x 10° >300 x 10°
' 1077 9 x 107 92 x 107 8 x 107 82 x 107

Tomando-se um determinado nivel de significan-
cia, retiramos duas amostras de tamanho n de duas
populacOes associadas a dois universos normais com
varidncias desconhecidas 0? e 0%, que poderdo ser
estimadas através de:

2 1 n . 2
S T n-1 Zii)f' x)

. . s?
A variavel aleatoria de Snedcor F Z_S% tem dis-

tribuigdo F com n -1 graus de liberdade no nume-
rador e denominador, a qual pode ser encontrada
utilizando tabelas conhecidas.

SZ
Se —S—;- Fa; 7v; 7, aceitamos a hipdtese nula (Ho),
2 2
S
num nivel de significincia a. Se — > Fa, 7, 7,

s3

rejeita-se Ho num nivel de significincia «, defi-

nindo-se que ¢ > 02, na medida que sempre se
coloca no numerador o maior valor dentre S? e S2.

Assim, Al e Cl: F :%‘: 1:65
Bl eDl: F:%:‘],L‘B
A,eCyp: F =;—2é§—= 1,65
B2 eCz: F=3(1)3,2=1,01

si

Nos 4 testes: —3 < Fo0s,9,9

53
Fo,05,9,0 = 3,18

Aceita-se a hipotese de varidncias, o que significa
que nao se pode determinar que haja uma diferenca
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‘Tabela 6a

Célculo do coeficiente de variagdo dos valores apresentados na tabela ba.

Processos de Sermeadura
Aj Cs D
Média da leitura | ¢ o 106 472 x107 35,7 X 10° 49,7 %107
das amostras (X)
Variancia (S?) 333,2 x 1012 200,96 x 10" 137,41 x 1012 379,41 x 10
Deswo(sp)aclrao 19,2 x10° 149 x107 11,72 x 108 194 %107
Coeficiente de 041 0,31 033 0,39
variacdo {cv)
Tabela 6b
Célcuto do coeficiente de variacdo dos valores apresentados na Tabela 5b.
Processos de Semeadura
Aq Ca D4
Média da leitura 828 x10°  100,7 x107 733 x10° 1016 x107

das amostras (X)

Variancia (82) 135524 % 1012

296,74 x 10"

760,92 x 1012 256,00 x 10

Des""’(sp)adm 368 x10° 17,1 %107 275 x10° 16.02 x 107
Coeficiente de 0,44 017 0,37 0,16
variacdo (cv)
significativa em relacdo as variancias, nos processos
de superficie e profundidade. B B E 375,4 187
As restricOes apresentadas para esses calculos fo- 3 & M 200,36

ram as seguintes: (a) pequena amostragem; e (b)
considera¢Oes de universos normais, que fossem coe-
rentes com o tipo de trabalho realizado.

Ampliou-se o nimero de experiéncias (Tabela ba e
bb), realizadas a partir das mesmas diluicdes, origi-
narias de um sO cultivo, que, como havia sido de-
monstrado, apresentam coeficiente de variacdo me-
nor em relagdo aos valores obtidos para a série de
diluicOes diferentes.

Varidvel aleatéria de Snedcor

s
333,2
A3 e C3 F —Tm— 2,42

Nos dois casos: menor que Fizpglado = 3,18. Nao
ha diferenca significativa.

, 1365,24
A4€C4. F—W—1,78
206,74
84 €D4‘ F:—z'g‘e'l-o-é‘—1,16

Menor que Figpetado = 3.18. Ndo ha diferenca
significativa.

O maior nlimero de experiéncias confirmou que o
método de semeadura com pipeta apresenta um
desvio padrdo menor do que o método de semeadura
com alca, ndo havendo, porém, diferenca significativa
entre os métodos de semeadura em superficie ou
profundidade (Tabelas 6a e 6b).
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Com base nesses resultados, o método de semea-
dura em superficie, com pipeta, podera ser escolhido
como método de referéncia. Uma vez que as con-
tagens em superficie e em profundidade apresen-
taram coeficiente de variagdo de mesma ordem de
grandeza, seria véalida qualquer uma das alternativas.
O método de semeadura em superficie apareceu de
realizagdo mais facil, desde gue exige menor nGmero
de manipulacOes, assim como a avaliacdo das colo-
nias em superficie apresenta maior facilidade em
relacdo aquelas que se desenvolvem em profundidade.

Discussdo

Com a finalidade de selecionar o método de semea-
dura que oferecesse o minimo de variabilidade e,
conseqiientemente, a melhor reprodutibilidade, em-
pregamos o processo de inoculagdo e contagem de
colonias em placas, utilizando métodos de semeadura
com alga calibrada e com pipeta, em superficie e em
profundidade do agar.

Os métodos apresentados nas tabelas 1, 3 e b

foram submetidos a andlise estatistica. Conforme se .

pode observar nas tabelas 2, 4, 6a e 6b, o coeficiente
de variacdo nas medigGes por alca foi sempre maior
gue por pipeta e as contagens em superficie e em
profundidade apresentavam o coeficiente de variacdo
da mesma ordem de grandeza. Por essa analise, o mé-
todo de semeadura por pipeta foi escolhido, enguanto
que a opcao de semeadura, em superficie ou pro-
fundidade ainda ndo havia sido definida.

Aplicou-se o teste de igualdade de variancias,
verificando-se que nao havia diferenca significativa
entre os dois métodos. Escolhemos o método de
semeadura em superficie devido a sua maior repro-
dutibilidade e facilidade na contagem das colonias,
concordando inteiramente, nesse particular, com as
verificacGes bastante anteriores de Snyder(12)}.

Clark(2) comparou os resultados das contagens
bacterianas em relacdo aos métodos de semeadura na
superficie e em profundidade de agar, utilizando,
como material de exame, gelo, dgua de lavagem e de
superficie de frangos de um grande abatedouro.
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Quatro placas foram preparadas para cada método,
a partir de diluicdes sucessivas de 1/10, sendo que
duas das placas foram incubadas a 22-25°C por
48 horas, a fim de se determinar a contagem total,
e outras duas foram mantidas a OOC, por 21 dias, para
determinar a contagem de psicrotolerantes. A con-
tagem em superficie foi 69% mais alta do que nas
amostras obtidas pelo método de semeadura em
profundidade, nas duas temperaturas de manutencao.
Para temperaturas iguais ou inferiores a 25°C, o
método de semeadura em superficie do meio, em
placa, deu resultados maiores do que para semeadura
em profundidade do agar em placa, ao contrario dos
nossos resuitados, em que ndo houve diferenga signi-
ficativa entre os dois métodos, usando-se temperatura
a 37°C, vez que, provavelmente, nos nossos resultados
ndo houve perigo de destruicdo de bactérias psicro-
filas, habitualmente ndo encontradas no material cli-
nico.

Soestbergen & Lee(13) compararam os resultados
obtidos com Escherichia coli mantida em caldo nu-
tritivo e semeada em superficie de agar. O indculo
de 0,1ml era descarregado através de uma pipeta
capilar 100ul. A varidncia de amostragem, na conta-
gem a partir de superficie, foi significativamente
maior e a média também numericamente maior do
gue para contagem da amostra semeada em profun-
didade. A menor média de contagem em profun-
didade é provavelmente devida a perda da viabilidade
de algumas bactérias ao entrarem em contato com o
agar aquecido. O nGimero de organismos perdidos foi
calculado em 2,7% da média da contagem total, com
coeficiente de variacdo de 66%. Apds semeadura em
superficie, os microrganismos permaneceram na su-
perficie da pipeta e a perda na.contagem total da
placa foi de 3,9% da contagem média, com um coe-
ficiente de variacdo de 90%, o que foi provavel-
mente a razdo da menor precisdo de contagem em
superficie, quando comparada com a contagem em
profundidade no agar. Em nossa experiéncia essa
diferenca ndo foi observada talvez porque, ao usarmos
pipetas soroldgicas de 1ml, tivesse sido mais facil
descarregar o indculo de 0,1ml em comparagdo com
pipeta capilar em que parte do indculo ndo é semeado.
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