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Acumulagdes limosas na indastria de chapas de fibras de madeira:

I. Natureza da flora microbiana*

Augusto Ferreira da Eira**; Paulo de Campos Torres de Carvalho***;
José Santo Goldoni** & Eneida de Assumpgdo****

Resumo

Estudo da natureza da populago microbiana das acumulag&es limosas em indUstrias de chapas de fibras da madeira. Isola-
mento de microrganismos, a partir de amostras limosas de colora¢o clara, intermediéria e escura, com emprego da metodo-
logia convencional de diluicBes em série, em meio de “4gua servida'’-agar; incubagfio, contagem de microrganismos e repi-
cagem, ao acaso, de 820 cuit(nras resultantes doé isolamentos; purificacdo e agrupamento das culturas e identificacdo de
acordo com suas caracteristicas microscopicas e fisioldgicas. As anélises de populagio microbiana revelaram variages muito
acentuadas entre os diferentes tipos de limo e em diferentes épocas de amostragens. Vérias espécies dos géneros Trichos-
poron, Kluyveromyces e Penicillium foram mais freqlientemente isoladas; espécies de Aspergillus, Paecilomyces, Candida,
Endomycopsis, Hansenula, Trichoderma, Sporobolomyces e outros, bem como algumas bactérias ndo identificadas, foram
menos freqlientes; Trichosporon cutaneum (de Beurn, Gougerot et Vaucher) Ota foi o microrganismo mais freqlientemente
recuperado das acumulag8es limosas {25% do total de isolamentos).

Summary

Slime accumulations in fiberboard industries. |. Nature of microbial population

Study of the nature of the microbial population of slime accumulations in fiberboard industries. Isolation of microorganisms,
from slime samples of light, intermediate, and dark color, with the dilution plate method and culture medium made of waste
water-agar; incubation and microorganism countings, with 820 colonies randomly transferred to pure culture. Strains grouped
according to their cultural characteristics and identified according to their microscopic and fisiologic characteristics. The
analysis of the microbial population showed marked variations among the different types of slime and the different time of
sampling; several species of the genera Trichosporon, Kluyveromyces and Penicilliurn were most frequently isolated whereas
Aspergillus, Paecilomyces, Candida, Endomycopsis, Hansenula, Trichoderma, Sporobolomyces and others as well as a few
unidentified bacteria were less frequent; Trichosporon cutaneun (de Beurn, Gougerot et Vaucher) Ota was the most fre-
quently isolated microrganism from the slime accumulations (25% of the cases).

Introdugéo

31

As instalacBes da Duratex S.A., Indastria e Comércio
em Botucatu e Jundiai, Estado de Sdo Paulo, como
ocorre em outras indistrias produtoras de chapas de
fibras da madeira de Eucalyptus spp, vém apresentando
um problema de acumulagBes limosas nos sistemas de
recirculaclio da “agua servida”. As acumulagBes exibem
consisténcia membranosa, viscosa ou limosa e com leve
odor sulfidrico. Ao atingirem certas dimensdes, des-
prendem-se das maquinas e entram no sistema de recir-

culac8o de 4gua, ou caem diretamente sobre o colchdo
de polpa, provocando manchas depreciadoras da quali-
dade das chapas. Além dos prejuizos diretos 3 qualidade
do produto, devem ser somados os prejuizos de paraliza-
cdo periddica da industria, para eliminac8o das acumu-
lagGes limosas.

N&o foram encontrados relatos sobre a ocorréncia de
acumulacgBes limosas em ind{istrias de chapas de fibras
de madeira. Muitos autores estudaram a natureza e o

* Pasquisa subvencionada pela Duratex S.A. Indastria @ Comércio; parte da Dissertagfio de Mestrado do primeiro autor.
*» Respectivamente, Departamento de Fitotecnia e de Tecnologia dos Produtos Agropecuérios da Faculdade de Ciéncias Médicas e Biol6gicas de

Botucatu — UNESP.

=+» Departamento de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da E.S.A. “'Luiz de Queiroz”” — USP; Piracicaba SP.
***+ Eng® Agr? aluna do Curso P6s-Graduado de Microbiologia da E.S.A. *‘L.uiz de Queiroz’ — USP.
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controle da microflora das ind(strias de papel e celulose
(3, 6,7, 8,10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 23, 28, 29,
30, 37 e 38), enquanto outros se dedicaram ao estudo
da natureza e controle da microflora deterioradora da ma-
deira e cavacos empilhados (4, 19, 20, 24, 25, 32, 34 e 35).

A natureza da flora microbiana causadora do limo,
nas induastrias de celulose e papel, depende do tipo de
industria, controles de operacdo, estacBes do ano e
caracteristicas das matérias-primas n3o fibrosas adicio-
nadas ao processo {14). Diferentes bactérias, fungos,
actinomicetos, algas e protozoérios tém sido encontra-
dos nesses sistemas, variando, qualitativa e quantitativa-
mente, entre locais, na mesma indGstria, na dependéncia
dos nutrientes disponiveis, pH, temperatura, oxigenacio
e do nimero de recirculagBes da &gua (36).

As bactérias tém sido apontadas como as principais
responséaveis por acumulacdes limosas (16). Com efeito,
espécies dos géneros Achromobacter, Aerobacter, Alca-
ligenes, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Chro-
mobacterium, Clostridium, Escherichfa, Flavobacterium,
Paracolobacterium, Proteus e Pseudomonas tém sido,
freqlientemente, isoladas por varios autores (6, 10, 11,
12, 13, 16, 28, 29, 30 e 38). A formac8o de materiais cap-
sulares, resultantes do metabolismo em alguns orga-
nismos desses géneros, tem sido enfocada como res-
ponsével pelo aspecto viscoso do limo das industrias de
papel e celulose {6, 8, 13 e 30).

Representantes de inimeros géneros de fungos tém
sido relatados como associados aos sistemas de recircu-
lacdo de &gua, sendo citados, como freqlientes, os gé-
neros Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Cladosporium,
Geotrichum, Polyporus, Trichoderma, Fusarium, Hor-
modendron, Torula e outros Deuteromycetes. Como
infreqlientes, leveduras dos géneros Trichosporon, Can-
dida e Rhodotorula (37). Por outro lado, estudos sobre a
natureza da flora microbiana das acumulagGes limosas
de inddstrias de papel e celulose dos Estados Unidos,
entre 1959 e 1961, mostraram uma flutuacio acentuada
na populacdo (16). No decorrer das épocas de amostra-
gem 0s géneros Sporotrichum, Geotrichum, Phialophora
e Trichosporon pullulans foram os mais freqlentes den-
tre os fungos e Pseudomonas, Flavobacter e Aerobacter,
entre as bactérias. Foram isolados, em menor freqliéncia,
membros dos géneros Nectria, Cephalosporium e Candida
bem como muitas leveduras nio identificadas {17 e 18).

Para estudar a natureza da fiora microbiana de induas-
trias de celuloses e papel, de maneira geral, tém sido
utilizados meios de cultura artificiais (11, 12 e 37) e al-
guns meios seletivos, como o utilizado para bactérias
sulfato-redutoras (12 e 27). Alguns autores (16 e 17),
além do meio natural de “4gua-branca’’-agar, utilizaram
meios artificiais, com rosa-de-bengala, com a finalidade
de inibir o crescimento de bactérias.

Os microrganismos das acumulagdes limosas tém
sido isolados pelo método de diluicBes em série, con-
forme as recomendacBes da Technical Association of
Pulp and Paper Industry, e por plaqueamento em estrias

(6,7,12, 16, 37 ¢ 38).

No presente trabalho, é apresentado o estudo da mi-
croflora associada as acumulacdes limosas de indastria
de chapas de fibras da madeira, face & sua natureza com-
plexa e pouco conhecida.

Material e Métodos

As amostras de material limoso foram coletadas nas
instalacBes da Duratex S.A., Indlstria e Comércio, em
Botucatu, em diferentes locais de ocorréncia de limo,
relacionados sempre ao sistema de recirculacdo de ‘agua
servida” e formacéo do colchio de polpa,

As amostras foram coletadas e acondicionadas em
frascos esterilizados de 250 ml, sempre guando as acu-
mulacdes limosas atingiam crescimento capaz de causar
problemas a indUstria, fato que geralmente ocorria a par-
tir do 10® dia ap6s as limpezas periodicas da méaquina
formadora do colchdo. No laboratorio, as amostras foram
classificadas, segundo sua tonalidade, em /imo claro,
intermediario e escuro, de acordo com as tabelas inter-
nacionais de cores da ISCC — NBS (inter Society Color
Council and National Bureau of Standards) e, sua cor-
respondéncia com a escala de MUNSELL (Musell soil
color chart), conforme segue:

Intervalos das Tonalidades

Tonalidades Escala Escala de
das amostras ISCC — NBS(™) MUNSELL{**}
Limo Claro de 80 gy. yBr. de 9.5 YR 4.6/2.1
a 77 m.y. Br. 39.5 YR4.4/3.9
Limo de 58 m. Br. de 5.6 YR 3.5/3.9
Intermediério a 56 deep Br. a 5.6 YR 2.4/5.2
Limo de 78 d.y. Br. de 9.4 YR 2.3/3.3
escuro a 65 br. black a 78 YR 0.6/0.9

(*} AMERICAN SOCIETY OF PHOTOGRAMMETRY. Manual of color

aerial photography, 550 p. Menasha, Wisconsin, George Banta Co., 1968.

(**) MUNSELL BOOK OF COLOR, 160 p. Baltimore, Mariland, Munssll
Color Company Inc., 1966.

Amostras de limo de cada tonalidade foram homoge-
neizadas em liquidificador por 30 segundos e, a seguir,
diluidas em série, com plaqueamento das diluices 10-5
a 108, Foi utilizado o meio de “agua servida''-agar, que
consiste na propria 4gua de recirculagc3o do sistema in-
dustrial, com cerca de 1% de carbohidratos totais e pH
aproximado de 3,6. Para evitar a hidrélise do agar e obter
um meio limpido, a "“agua servida’ foi filtrada em velas
porosas de gesso e, apds a autoclavagem, o pH foi cor-
rigido para o valor inicial.
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As placas foram incubadas a 27°C durante trés dias e,
finalmente, procedeu-se 8 contagem do niimero de co-
I6nias. Foram repicadas, ao acaso, 10% das col6nias

Tabela 2

Microrganismos isolados de acumulagBes limosas.

ocorrentes em placas contendo entre 100 e 300 colénias -
. . Freqliéncia de isolados
e a totalidade das coldnias nas placas contendo entre Microrganismo ) ' - Total | %*
uma e 30 colénias. Essas colénias foram transferidas Limo Limo Limo
~ i ” Claro Intermediério Escuro
para meio liquido de extrato de malte e levedura (22),
com pH 3,6 e incubadas a 27°C durante quatro dias,  Trichosporon cutaneum "7 76 B} 207 | 2524
L g s . ~ . T. fermentans - — 2 2 0,24
apos o que foi feita a purificagdo das colénias. As cultu- 5, . 3 1 ] 5 | o6t
ras puras foram repicadas em meio de malte, extrato de 7. pullulens 12 10 1 23 | 280
. Trichosporon spp 35 18 4 57 6,95
leved'ur-a, glucose e_agar, para serem agrupadas em.t:pos Condids curvata ] - ) 2 | o2
culturais e, posteriormente, conservadas em meio de  Candidaspp % 2 7 35 | 427
“égua servida”—agar (15) Endocomycopsis bispora 1 — - 1 0,12
X . . Endocomycopsis spp - 1 —_ 1 0,12
Para a identificag8io dos fungos, excluidas as levedu-  spor Imonicol - - 1 1] o2
ras, foram utilizadas as caracteristicas culturais e micros- ~ Cryptocaccusspp 2 3 - 5 06t
) ) ) Hansenula anomala 7 - 1 8 | 098
copicas citadas por varios autores (2, 5, 21, 31 e 37). As Kluyveromyces bulgaricus 1 3 6 01 12
leveduras foram identificadas de acordo com seus pa- K. drosophilarum 1 3 - 4 | 049
drBes culturais, micr icos e fisiologico ) K. marxianus z 56 80 1181378
.. ttl ais, . OS(_X_Sp'COS fis ogicos (22). As K. phaseolosporus 8 35 24 67 | 8,17
bactérias ndo foram identificadas para o presente trabalho. . vanudenii 1 10 8 20 | 354
Kluyveromyces spp 18 16 ] 62 7,56
Pichia sp 2 - 2 4 0,48
Resultados e Discussio Rhodotorula glutinis - 1 - 1 0,12
R. rubra —_ 3 — 3 0,37
Torulopsis sp 8 4 12 24 | 2,93
As andlises da populagio microbiana dos materiais  Leveduras nfio micelianas 7 - 3 o] 12
li |t d latado T b _ Leveduras pseudo-micelianas 4 1 — 5 0,61
imosos apresentaram os resultados relatados nas Tabe Loveduras micelianas _ ; ] 2 | 024
lasn®s. 1e2. Penicillium spp 12 41 18 71 | 866
Aspergillus niger 2 16 3 21 2,56
Aspergillus spp 1 2 1 4 0,49
Tabela 1 Beauveria sp - - 1 1 0,12
Cephalosporium spp — 2 - 2 0,24
Populag&o microbiana de amostras de acumulag8es limosas, coletadas Cladosporium sp - - 1 11012
em indstrias de chapas de fibras de madeira. Graphium sp — 1 - 11012
Isaria sp —_ 1 — 1 0,12
Mucor sp — — 1 1 0,12
Populag3o microbiana/ml de limo Paecilomyces sp 1 2 - 3| 037
Amostra S heril spp 3 1 1 5 0,61
Trichoderma viride 1 5 - 6 0,73
Limo Claro | Limo Intermediério | Limo Escuro Outros fungos 5 1 1 71 085
Bactérias ndo classificadas 6 4 5 15 1,83
1 2,4 x 107 37,3 x 107 8,6 x 107 TOTAL 22 819 KA -
2 57 x 107 2,3 x 107 3,4 x 107
7 : 7 7
3 24 x 10 7,7 %10 1,0 x 10 * Porcentagem sobre o total de microrganismos agrupados.
Média | 3,5 x 107 15,8 x 107 43 x 107

A separacdo dos materiais limosos pelas tonalidades
visou observar possiveis variacdes na natureza da flora
microbiana, considerando que determinadas tonalidades
de limo predominaram sob diferentes condigSes (15).
Embora os dados n&o sejam conclusivos, uma vez que
foram analisadas amostras compostas de cada tonalidade,
os géneros Kluyveromyces e Penicillium foram mais fre-
glientes nos limos escuros.

0 isolamento de microrganismos, a partir de materiais
limosos de industrias de celulose e papel, tem sido feito
através do método de diluicBes em série, com a utilizagdo
de meios artificiais seletivos ou ndo (11, 12, 16, 17, 27 e
35). Neste trabalho, utilizou-se 0 meio natural de “agua
servida'’-agar para todos os isolamentos de microrga-
nismos dos materiais fimosos, bem como na conservacdo
de culturas puras em micoteca. Em ambos os casos exis-
tem desvantagens: a utilizac8o de meios artificiais, de
composicdo muito rica e acentuadamente diversa das

condicBes naturais, pode levar ao isolamento de micror-
ganismos pouco envolvidos no problema em estudo e,
em contraposicdo, 0s meios naturais estdo sempre sujei-
tos a variacBes em sua composicdo, 0 que torna extre-
mamente dificil o estudo de floras microbianas comple-
xas (1, 9 e 26).

Confrontos entre a utilizacdo de meios artificiais e
meio natural de ““agua branca’’, no isolamento de micror-
ganismos de acumulacdes limosas na indUstria de celu-
lose e papel, mostraram que esses meios apresentaram
resultados similares no tocante aos tipos de microrganis-
mos isolados, exceto pelo maior niimero de bactérias
isoladas em meio natural (16). Esses resultados, aponta-
dos como evidéncia da importancia das bactérias nas
formacdes limosas da inddstria de celulose e papel (8,
16 e 30}, ndo foram confirmados no presente ‘trabalho,
onde as bactérias ocorreram como apenas 1,8% da fre-
qiiéncia, apesar da utilizagdo de meio natural de “agua
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servida”. Entretanto, as observac@es microscopicas {15)
mostraram que, em alguns locais de amostragem e para
materiais limosos de coloracdo clara, ocorreram quanti-
dades apreciaveis de bactérias, formando cadeias de ba-
cilos e aglomerados mucilaginosos, fato que devera me-
recer maior &nfase na continuacdo desta pesquisa.

Finalmente, levando-se em conta o conceito de meios
enriquecidos, isto &, meios em que determinados requi-
sitos nutricionais de um microrganismo ou grupos de
microrganismos sfio deliberadamente favorecidos, ¢ meic
natural {no caso, ‘4gua servida’’) certamente deve con-
ter propriedades nutricionais seletivas, que determinam
o estabelecimento da flora limosa em seu “habitat”,
inimitaveis por qualquer meio artificial (26 e 33).

As anélises de populacdio, nas acumulaces limosas,
denotaram variacGes entre as diferentes tonalidades de
limo e no decorrer das épocas de amostragem. A incons-
téncia nos dados da anélise da populacdo poderia ser
atribuida a numerosos fatores como: locais de amostra-
gem na industria, controle de operacbes dos sistemas
industriais, estagdes do ano, temperatura dos “‘habitats”’
de formag&o limosa, tipo e qualidade de polpa, pH, oxi-
genacdo e muitos outros fatores que traduzem as fre-
glientes mudancas das condicBes ambientais da indUs-
tria (8, 14, 16, 30, 36 e 37). ’

O estudo da natureza da microflora limosa, efetuado
através do isolamento de microrganismos pelo método
de diluicGes, denotou que a flora microbiana do limo &
constituida, predominantemente, por fungos relaciona-
dos as leveduras micelianas. Dentre estes, Trichosporon
cutaneum (de Beurm, Gougerot et Vaucher) Ota, foi
isolado em maior freqliéncia (25,3% do total), seguido

de outras espécies do género Trichosporon ndo identifi-
cadas. Dentre as leveduras ndo micelianas, varias espé-
cies do género Kluyveromyces apresentaram, somadas,
a mesma freqliéncia do género Trichosporon. Vérias
espécies ndo identificadas do género Penicillium foram,
entre os fungos filamentosos, isoladas em maior fre-
gliéncia. O confronto desses resultados com os da lite-
ratura (37) apresenta certas discordancias quanto as fre-

" gligncias de microrganismos isolados de amostras de

polpa e papel segundo as quais ¢ género Trichosporon
é apontado como infregliente e varios Deuteromycetes
(Alternaria, Aspergillus, Penicillium e outros) como os
mais freqiientemente isolados. Por outro lado, vérias es-
pécies dos géneros Geotrichum, Oidium, Monilia, Oos-
pora e Sporotrichum, isolados em elevada freqiiéncia

. em diferentes locais {16, 17, 28, 29, 30 e 37), nfo passam

de sinonimia de Trichosporon cutaneum, segundo Lodder
(22). Se a essa discuss8o somar-se a elevada freqiiéncia
de isolamento nos géneros Sporotrichum, Geotrichum e
T. puiulans, obtida numa série de amostras limosas de
industrias de celulose e papel dos Estados Unidos (16),
poder-se-ia supor que a microflora encontrada naquelas
indastrias apresenta muita semelhanca com a flora limo-
sa de indUstrias de chapas de fibra da madeira.
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Relative heterothallism in Aspergillus nidulans

. R. Baracho & J. L. Azevedo*

Resumo

Heterotalismo relativo em Aspergillus nidulans

Estudo de heterotalismo relativo, por meio de cruzamentos dialélicos. Seis diferentes linhagens de Aspergillus nidulans fo-
ram cruzadas em todas as combinag8es possiveis e as proporg8es de clestotécios hibridos determinadas em cada cruzamen-
ta. Os resultados mostraram que o heterotalismo relativo néio & um fendmeno comum a todos os cruzamentos e que a ten-

déncia ao cruzamento cariogdmico preferencial pode ser geral ou especifica.

Summary

Study of relative heterothallism through diallel crosses. Six different strains of Aspergillus nidulans were crossed in all pos-
sible combinations and the proportions of hybrid cleistothecia were determined for each cross. The results show that relative
heterothallism is not a common phenomenom to all crosses and that the tendency to preferential cross-karyogamy could be

general or specific.

Introduction

Heterothallism, discovered by Blakeslee (4), plays an
important role in fungi sexual process. In this respect,
tungi are divided in two categories: homothallic, those
with self-fertile mycelia, and heterothallic, those with uni-
sexual mycelia. To indicate heterothallism, the symbols
+ (plus) and — (minus) were created and are now known
as mating-type factors or incompatibility factors. After
this discovery, the study of the problem of mycelia sexu-
ality has increased in complexity and several kinds of ho-
mothallism and heterothallism were described.

Among the types of heterothallism, one is the “’rela-
tive heterothallism’ observed by Hemmons & col. (8) in
Aspergillus nidulans. Through the study of twenty-two
different mutant strains of this fungus they have found
that in ten of them, the proportions have shown a cross-
-karyogamy of 100%. Since the strains used were self-fer-
tile, it was shown by this way, preferential, cross-kario-
gamy, designated “relative heterothallism’”, which was
then defined by the emergence of hybrid asci in a pro-
portion above 50%, in certain strain combinations {10},

The appearance of hybrid asci in a proportion which
differs significantly from 50% and above this percent-
age cannot be casual since in a heterokaryon where the
frequency of nucleus A is p and the frequency of nu-
cleusBisglg =1 — p), the frequency of cross-karyo-
gamy (A x B} would be 2 pg which would reach a max-
imum value of 50% when p = q. In this way, the fre-
quency of hybrid asci above 50% shows the existance
of preferential karyogamy.

Relative heterothallism is a phenomenon largely found
in certain fungi (2, 9). However, the ways by which the
preferential karyogamy is reached has not yet been de-
scribed. Some genetics inferences could perhaps be ob-
tained through analysis of diallel crosses. Since such
method has not yet been applied to the study of pref-
erential karyogamy, the present study was aimed to carry
out an analysis of the relative heterothallism through
diallel crosses in strains of the filamentous fungus As-
pergillus nidulans.

* Departamento de Genética e Evolucdo, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Estado de SHo Paulo, Brasil.
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Material and Methods

Minimal medium (MM) was Czapeck-Dox medium
with 1% {(w/v). glucose. Complete medium (CM) was a
complex medium containing yeast extract, hydrolyzed
casein, hydrolyzed nucleic acids, vitamins, etc (10). Sol-
id media contained 2% agar. The strains of A. nidulans
all derived from Glasgow stocks, were kept at 5°C on CM
slants. They were purified at six — month intervals by
single colony isolation and auxanographic characteriza-
tion. The following strains were used: Strain A: yA,,
nicA,, ribo Dg; strain B: yA,, wA;, sCyy pyroA,; strain
C: anA,, biA,; strain D: bid,, methG,, fIA,; strain E:
adG,,, yA, coA; strain F: suadEy, AcrA,, lysBg, chaA,
pabaA,, yA,adE,,. Mutant alleles in this study determi-
ned the phenopytes: yA,, yellow conidia; wA, (epistatic
to y/y*), white conidia; chaA, chartreuse conidia; COA,
compact colonies; fIA , fluffy mycelium; adG,, and
adk,, anA,, biA,, lysB, methG,, nicA,, pabaA,, pyroA,,
riboDy, sCTz, requirements, respectively, for adenine,
aneurine, biotin, lysine, methionine, nicotinic acid, p
— aminobenzoic acid, pyridoxine, riboflavine and thios-
ulfate; AcrA1, resistance to acriflavine; su,adEZO, sup-
pressor of adenine requirement caused by adE,. Origin
and location of the mutants can be found in Barratt,
Johnson & Ogata (3), Ball and Azevedo (1), and Clut-
terbuck (5). General techniques of genetic analysis were
those of Pontecorvo & col. (10). The 6 strains were crossed
in all possible combinations {15 crosses}. Aproximately
the same number of spores from each strain was inoc-
ulated in test tubes with liquid MM plus 2% CM. After 2
days incubation the mycelial mat formed was transferred
to dishes of solid MM (plus 0.02, ug/mi biotin for the
cross C x D).

Cleistothecia were obtained after 10 days of incuba-
tion and cleaned of Hulle cells and adherent conidia. Each
cleistothecium was crushed into a test tube with saline
{0,9%) and the ascospores were freed into the saline.
After appropriate dilution they were plated onto CM pla-
tes. Such plates were incubated for three days at 37°C
and on the basis of the colour or morphology of the re-
sulting colonies the cleistothecium was classified as
selfed or hybrid.

Statistical analysis of the data was carried out following
the method suggested by Griffing{7). The mathematical
model in this is as follows: x; = u + g; + g; + §; + &
in which u is the general mean, g; and g, the effects of
the general combining ability, s, the effect of the spe-
cific combining ability so that s, = § and e; is the expo-
nential error from the observations of the order ij. The
restriction are Xg, = O and Esij = O {for each j).

Results and Discussion

The number of selfed and hybrid cleistothecia within
each cross (Table 1) did permit the obtention of the trans-
formed values for the proportions of hybrid cleistothecia

for each cross {Table 2). For the variance analysis such
proportions were transformed in angle = arc sen /P%/100.
Table 3 shows the variance analysis for the general comb-
ining ability (g.c.a.) and specific combining ability {s.c.a.)
The variance of the residue used in this case was 821/N
(6). Table 4 presents the effects of the g.c.a. for each
strain which would permit to assess which strain had a
positive or negative contribution common to all crosses
with the other strains. Table 5 presents the data which
permitted the comparison of the relative importance of
the effects of s.c.a. High values (positive or negative)
of such effects indicate whether data from one cross are
relatively higher or not than the expected value on the
basis of the g.c.a. Finally, Table 6 gives the variance of
the effects of the g.c.a. and s.c.a. associated to each
strain. Such data permitted an evaluation of strains ta-
king in account, comparatively, values for g.c.a. and
s.c.a.

The mean of hybrid cleistothecia {47.51) did not differ
statisticaly from the maximum expected value. Consider-
ing all studied cleistothecia, the proportion of hybrid
cleistothecia did not exceded 50%, indicating that rela-

Table 1

General results of the crosses. Number of selfed and hybrid cleistothecia
within each cross

Number of cleistothecia

Crosses Selfed Hybrid
A x B 9 3
A x C 8 4
AXxD 8 4
A x E 12 0
AXF 2 10
B xC 1 1
B xD 2 10
B x E 7 5
B x F 12 0
CxD 2 10
CXxE 2 10
CxF 4 8
D x E 0 12
D xF 1 1"
ExF 1 11
Table 2
Transformed values of the proportion of hybrid cleistothecia for
each cross
Strains B C D E F
A '30.00 35.24 35.24 0.00 66.88
B 16.64 65.88 40.16 0.00
C 66.67 65.88 54,70
D 90.00 73.15
E 73.15
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tive heterothallism is not a phenomenom common to all
crosses. However, the variance analysis (Table 3) indi-
cated a difference among strains regarding the propor-
tion of hybrid cleistothecia. Certain strains combinations
gave higher or lower resuits than the expected, on basis
of the g.c.a.

Since the mean did not differ from 45, the g.c.a. can
give an estimation of the preferential cross-karyogamy,
once it can show the contribution of the strain when it
is crossed with all others. This result and the positive val-
ues found (Table 4) are an indication of the behaviour
of each nucleus and shows also the tendency of each
nucleus to present or not preferential cross-karyogamy
with nuclei of different genotypes. Strains D, E and F
presented a positive effect regarding the g.c.a. (Table 4).
On the other hand, strains A and B presented a negative
effect in this respect; they contribute to a lower mean of
hybrid cleistothecia. This fact can be explained by an
unequal proportion of nuclei of both types in the hetero-
karyon or, to a tendency of nuclei of both strains to self-
-karyogamy. Strain C did not present a significative ef-
fect on the g.c.a.

The s.c.a. can give an indication of the specific pref-
erential cross-karyogamy once it can show which crosses
presented an increased or decreased proportion of

Finally, a comparative analysis of g.c.a. and s.c.a.
could be carried out (Table 6). In such respect it was shown
that strain D (biA; methG,; fIA)) is the one which pres-
ented a general tendency to preferential karyopgamic cross
which is more distinguishable in relation to the specific
preferential cross-karyogamy. In the cases of strains E
and F the values of the preferential cross-karyogamy are
highly affected by the values of the specific preferential
cross-karyogamy.

Table 4
Effects of the general combining ability (g.c.a.) for each strain
Strain Effects of the gy.c.a.
A - 17.79
B —-21.21
C 0.40
D 23.35
E 7.92
S 7.32

Table 5

Effects of the specific combining ability (s.c.a.) for each cross

hybrid cleistothecia on basis of the g.c.a. These values Strains B c D E F
permitted to show which pairs of strains presented a pos-
itive complementation (Table 5). A 21.50 513 | —17.88 | —37.63 28.83
B —10.80 16.23 5.95 —33.63
Table 3 C 459 10.06 | — 054
D 11.23 — 5.056
Variance analysis for general combining ability (g.c.a.) and specific E 10.39
combining ability (s.c.a.)
Table 8
SOURCE D.F.? M.S.P F
., Variance of the effects associated to each strain
General combining 5 1142.8228 | 16.7038**
ability {g.c.a.} Strain | Variance of the General Effects | Variance of the Specific Effects
Specific combining
ability (a.c.a.) 9 551.818 8.0655** A 302.23 712.10
Error 68.4166 B 435.61 450.86
C —14.09 15.07
a Degrees of freedom D 830.97 137.19
b Mean square E 48.47 395.35
T F 39.62 372.66
¢ Significant at 1% level
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Isolation and identification of menaquinone and acylglycerols
in the acetone-soluble lipids from Nocardia rhodochrous*

Celio Lopes Silva & Thuioshi loneda

Summary

Ethyl ether-soluble and acetone-soluble lipid contents in Nocardia rhodochrous grown on glycerol were determined. Ketones,
menaquinonse and acylglycerols were detected in the acetone-soluble lipids. Alkaline hydrolysis of triacylglycerol and monoa-
cylglycerol showed that the former contains only palmitic acid type fatty acids while the last exhibited only nocardomycolic
acids with the chain-length centered in forty carbon atoms. Monoacylglycerol from N. rhodochrous showed slightly higher
migration than 1-monopalmitin on thin-layer chromatography.

Resumo

Isolamento e identificacdo de menaquinona e acilglicerdis nos lipidios soliveis de Nocardia rhodochrous

Os contetidos de lipidios solGveis em éter etilico e em acetona foram determinados, em Nocardia rhodochrous cultivado em
glicerol. Cetonas, menaquinonas e acilglicerbis foram encontrados em lipidios solveis em acetona. A hidrélise alcalina do
triacilglicerol e do monoacilglicerol mostrou que o primeiro contém &cidos graxos do tipo palmitico, ao passo qus o monoa-
cilglicerol exibiu somente Acidos nocardomicélicos, com a cadeia carbnica constituida de aproximadamente quarenta &to-
mos de carbono. Monoacilglicerol de N. rhodochrous apresentou migraco ligeiramente maior que 1-monopatmitina, na cro-
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matografia em camada delgada.

Introduction

Lipid content in Nocardia has been shown to range
from 43% in N. asteroides 9969 (4) to 20.5 and 15.5%
in N. brasiliensis 705 and N. asteroides 318, respecti-
vely (8). Differences in the yield of acetone-soluble lipids
of several strains of Nocardia have been observed (8).
From N. lurida 95% of acetone-soluble lipids were re-
covered while N. asteroides 443-2 gave only 61% of
these lipids (2).

Occurrence of acylglycerols in N. brasiliensis (4)
and in other strains 'of Nocardia (12) nas been reported,
however no specification of the class they belonged
was described.

In this paper we report the extraction and fraction-
ation procedures of lipids, and the identification of me-
naquinone, triacylglycerol and monoacylglycerol from
acetone-soluble lipids of N. rhodochrous.

Materials and Methods

Chemicals — Triolein (trioleoylglycerol), from Calbio-
chem, San Diego, U.S.A.; monopalmitin (1-paimitoyl-
glycerol), from Applied Science Laboratories, Inc.,
U.S.A., palmitic acid, from Sigma Chemical Co., Saint
Louis, U.S.A., corynomycolic acid (2-tetradecyl-3-hy-
droxy octadecanoic acid), palmitone (hentriacontan-
-16-one), methyl corynomycolate and methyl palmitate
were prepared as described previously (6). Menaquinone
of Corynebacterium diphtheriae was isolated from ace-
tone-soluble lipids (1, 9).

Analytical procedures — Column chromatography was
carried out on washed-silicic acid (Carlo Erba, Italy)
and on washed-aluminium oxide (Merck, Darmstadt,
Germany). Silicic acid was washed as follows: 100 g
of adsorbent were suspended in 500 mi of 1N HC1,

* Instituto de Quimica, Departamento de Bioguimica, Universidade de S8o Paulo, Caixa Postal 20780, S#o Paulo SP, Brasil
Supported by Fundagsio de Amparo a Pesquisa do Estado de S8o Paulo, FAPESP (Project BIOQ/ FAPESP).
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left for fifteen minutes, then filtered through Whatman
n? 1 filter paper layered on a Bichner funnel. This pro-
cedure was repeated once, and further washing was
performed with distilled water and with ethanol. Acti-
vation was carried out at 110°C for 24 h. Aluminium
oxide was purified as follows: 100 g were soaked in
500 ml of 10% acetic acid for one hour. The superna-
tant was discarded and 300 ml of 10% acetic acid were
added. After thirty minutes the supernatant was dis-
carded and the adsorbent washed with distilied water
until neutrality, then with methanol. Finally it was dried
at 110°C for 24 h. Thin-layer chromatography was per-
formed on silica gel H (Merck, Darmstadt, Germany).

The following solvent systems were used: (A) n-hexa-
ne-ethyl ether-acetic acid {70:5:1, v/v/v); (B} n-hexane
-ethyl ether-acetic acid (70:30:1, v/v/v); and (C) n-hexa-
-ne-ethyl ether-acetone-acetic acid (70:30:11:1, v/v/v/v).
Lipids were located by exposing the plates to iodine
vapours. Spray reagents for phosphorus (7, 11) and for
sugars were also used. Sugars were detected by spraying
the plate with 0.4% anthrone in n-hexane-benzene
(1:1, v/v) followed by 50% {v/v) sulphuric acid in water
and heating the plate for about five minutes at 110°C.

Ascending paper chromatography was performed on
Whatman paper n? 1, using the following solvent sys-
tems: (D} 1-butanol-pyridine-water (6:4:3, v/v/v); (E)
1-propanol-ethyl acetate-water (7:1:2, v/v/v); and (F)
1-butanol-acetic acid-water (120:30:50, v/v/v). Paper
chromatograms were stained with silver nitrate-sodium
hydroxide dip reagent (10). Neutralisation equivalent
was determined by microtitration with an ethanolic po-
tassium hydroxide solution calibrated with palmitic and
corynomycolic acids (1 mg/ml in benzene) using 1%
ethanolic phenolphtalein as indicator.

Organism and lipid fractionation — Nocardia rhodo-
-chrous was the generous gift of Dr. J. Rozanis, University
of Western Ontario, London, Canada. The cells were
grown in a static two liters Erlenmeyer flasks during 12
days at 37°C, in a liquid medium containing 1.5% glyc-
erol, 1% yeast extract and 0,1% sodium chioride. The
cells were collected by centrifugation, washed three
times with distilled water, and finally suspended in two
volumes of a mixture of ethyl ether-ethanol (1:1, v/v)
and stirred for 30 minutes. Then solvents were filtered
through a sintered glass filter and the cells were again
extracted twice. All the filtrates were pooled and con-
centrated on a rotary evaporator. A re-extraction was
performed by adding one volume of 1M sodium chloride
and five volumes of ethyl ether. The ethyl ether extract
was washed with 1M sodium chloride, dried over anhy-
drous sodium sulphate, filtered and concentrated under
reduced pressure. The residue was extracted four times
with boiling acetone and the precipitate was removed
by centrifugation; the acetone-soluble lipids were dried
under vacuum, and these lipids (2g) were applied to a
column {2,656 x 24 cm) of silicic acid (column n? 1).

The column was eluted with 300 mi each of the follow-
ing solvents: chloroform, 1% (v/v) ethanol in chioro-
form, 10 and 50% (v/v) methanol in chloroform. Purifi-
cation of the components of the chloroform eluate was
achieved by preparative thin-layer chromatography in

solvent A. The 10% (v/v) methanol in chloroform eluate
was further purified on a column (1.5 x 22.5cm) of si-

licic acid {column n? 2), and elution was perfomance with
120ml each of the following solvents: chioroform, 3 and
10% (v/v) methanol in chioroform; fractions of 20mi
were collected.

Alkaline hydrolysis — Mild alkaline hydrolysis of triacyl-
glycerol was carried out as previously described (5).
Alkaline hydrolysis of monoacylglycerol was carried out
in 3 ml of 95% ethanol and 0.15ml of 33% potassium
hydroxide under refiux for 2 h (7). The reaction mixture
was neutralized with 10 ml Amberlite IR-120 (H+).
Water was added, and extraction of the fatty acid moiety
was performed with ethyl ether.

Results

About 10.9% (6.8g} of ethyl ether-soluble lipids were
recovered from 63g (dry cell weight) of Nocardia rho-
dochrous grown on glycerol. Fractionation of the ethyl
ether-soluble lipids with acetone gave about 556% of
acetone-soluble lipids.

When acetone-soluble lipids were applied to the
column of silicic acid, 67.5, 8, 22.5 and 3% of solvent-free
material were eluted with chloroform, 1% (v/v) ethanol
in chloroform, and 10 and 50% (v/v} methanol in chloro-
form, respectively {Table 1). The chloroform eluate exhi-
bited three major components by thin-layer chromatogra-
phy (Fig. 1, sample 1) with Rf values of 0.24, 0.52 and 0.82.
These Rf values corresponded to those of trioleoylgly-
cerol, menaquinone and palmitone, respectively. The
triacylglycerol fraction released fatty acids of the pal-
mitic acid type after alkaline hydrolysis (Fig. 2, sample 3).

Table 1

Fractionation of the acetone-soluble lipids from Nocardia rhodochrous

on a column of siticic acid

Eluate Eluent . Residues from Compounds in each eluate detected
number % of methano in sluates by thin-layer chromatography("’
chloroform (mg}
1 0 1350 Ketone, menaquinone, triacylglycerol,
unidentified componentes

2 ofb! 160 myeoli acids, Cyg type fatty acids

3 10 450 monoacyfglycerot

4 50 60 not identified

{a) The compounds were detected in each of the eluates by thin-layer
chromatography on silica gel H. Eluate number 1 was analysed in
solvent A and the eluate number 2, 3 and 4 were analysed in solvent B.

{b) This eluate contains 1% (v/v) ethanol in chloroform.
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Fig. 1 — Thin-layer chromatography of the acetone-soluble lipids from
Nocardia rhodochrous. The plate was déveloped in solvent A,
{1) chioroform eluate from purification of acetone-soluble lipids on column
of silicic acid; {2) palmitone; {3} menaquinone from Corynébacterium
diphtheriae; (4) trioleoylglycerol. Lipids were detected by exposing the
plate to iodine vapours.

Fig. 3 — Thin-layer chromatography of the monomycoloylglycerol isolated
from Nocardia rhodochrous: (sample 3). Chromatography was carried
out on a silica gel H plate in solvent C. (1) 1-monopalmitin; (2) mono-
mycoloylglycerol from Corynebacterium ovis {unpublished resuits); (4)
corynomycolic acid; {5) palmitic acid. Lipids were detected by exposing
the plate to iodine vapours.

Fig. 2 — Thin-layer chromatography of the fatty acid moiety released
from triacylglycerol of Nocardia rhodochrous after alkatine hydrolysis
{sample 3). Chromatography was carried out on a silica gel H plate in
solvent C. {1) corynomycolic acid; (2) methyl corynomycolate; (4) pal-
mitic acid and (5) methyl palmitate. Lipids were detected by exposing
the plate to iodine vapours.

Fig. 4 — Thin-layer chromatography of the fatty acid moiety released
from monoacylglycerol of Nocardia rhodochrous after alkaline hydrolysis
(sample 3). Chromatography' was carried out on a silica gel H plate
in solvent B. {1) monoacylglycerol from N. rhodochrous; {2} coryno-
mycolic acid; (4) palmitic acid, and (5) methyl corynomycolate. Lipids
were detected by exposing the plate to iodine vapours.
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The water-soluble moiety exhibited only glycerol by
paper chromatography in solvents D, E and F. The 1%
(v/v} ethanol in chioroform eluate showed two compo-
nents with the Rf values of palmitic and corynomycolic
acids.

The 10% (v/v) methanol in chloroform eluate exhi-
bited two components, one of them remaining in the
origin and the other with a Rf equal to 0.04; however
none of these reacting with reagent for phosphorus or
with anthrone. After purification, the last component
exhibited a Rf value slightly higher than that of the
monoacylglycerol in solvent C (Fig. 3, sample 3).

Thin-layer chromatography of the fatty acids released
from the purified monoacylglycerol exhibited only hy-
droxylated fatty acis (Fig. 4, sample 3). This fatty acid
moiety showed neutralisation equivalent to 625. Glycerol
was the sole water-soluble constituent detected by
paper chromatography in solvent D, E and F.

Discussion

The quantity of ethyl ether-soluble lipids recovered
from Nocardia rhodochrous (10.9%) was low when
compared with that of N. asteroides 9969 (43%) (4). A
difference in lipid content between N. asteroides 9969
and N. asteroides 318 (15.5%) had been described (8).
Fractionation of ethyl ether-soluble lipids from N. rho-
dochrous with acetone gave about 556% of acetone-
-soluble lipids which have shown as less the one de-
scribed for N. asteroides 9969 (82%).

Purification of acetone-soluble lipids by column and
thin-layer chromatography gave components which were

identified as ketones, menaquinone, triacylglycerol and
monoacylglycerol.

Menaquinone was further demonstrated to contain
eight isoprene units in the polyisoprenoid side chain
(detailed characterization of the compound will be de-
scribed elsewhere). Therefore the menaquinone from
Nocardia differed from that isolated from Mycobacterium
(3), which contains nine isoprene units in the side chain.
It is suggestive that the structure of menaquinone may
have a taxonomical value for the organisms of the
genus Nocardia and Mycobacterium.

Tryacylglycerol isolated from N. rhodochrous exhi-
bited only palmitic acid type fatty acids while monoa-
cylglycerol released only nocardomycolic acids. The
neutralisation equivalent of the fatty acid moiety of
monoacylglycerol was between 608 and 636, calculated
for the mycolic acids, C,) Hg, O, and C,, Hy, O,, res-
pectively (5). These results show that N. rhodochrous
grown on glycerol produced two classes of acylglyce-
rols: one containing fatty acid moiety of the balmitic
acid type fatty acids (triacyiglycerol) and other containing
mycolic acids (monoacylglycerol). Thus the cells may
have one mechanism for the acylation of glycerol with
palmitic acid type fatty acids and other for the acylation
of giycerol with mycolic acids.
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Dupla redutase na determinag#o da verdadeira qualidade do leite de consumo*

Alexandre Mello Fitho, Jair Agostineti Gentilin, Antonio José Xavier & Luiz Celso de Castro**

Resumo

Nas provas de redutases, dentro de valores determinados, 0 menor ou maior tempo de reducio vem sendo utilizado como
padréio de pior ou melhor qualidade para o leite de consumo. Entretanto, leite com excessiva contaminagio, porém veiculan-
do inibidores bacterianos, terdo um longo tempo de redutase, comportando-se como um produto de elevada qualidade hi-
giénica e falseando o resultado obtido. A pesquisa concomitante de inibidores bacterianos devera entfio ser tornada obriga-
téria. No exame de 4.000 amostras do leite de consumo, a exigéncia foi observada, pelo emprego de dupla prova de reduta-
se, tendo sido constatada a presenca atuante de inibidores.

Summary

Double reductase in the determination of the real milk quality

According to certain grades in the reductase tests, the longer or shorter reduction time has been usually used to indicate the
index for milk quality for consumption. Nevertheless milk heavily contaminated my carry bacterial inhibitors and will show a
long dye reduction standard. Such a milk will show a false quality standard and will mislead the examination tests. Therefore
the search for bacterial inhibitors becomes an obligatory procedure simultaneously to the reductase tests. By examining 4,000
milk samples such a procedure was observed, with the use of double reductase test, which indicated the presence of bacte-
rial inhibitors.

Introducédo

Na ltima década, a automac8o e a eletrénica vém
invadindo os laboratérios de andlises e pesquisas.

E natural, pois que, em laticinios, surgissem as uni-
dades autotécnicas, capazes de realizar, com perfeicdo,

' rapidez e alta precisdo, grande nimero de dosagens
como a verificacdo, em série, do ponto de congela-
mento ou o teor graxo do leite e as contagens de célu-
las, afastando a sempre presente possibilidade do erro
de apreciagdo individual.

Entretanto, a par desses avangos, defronta-se o téc-
nico em laticinios com o emprego de processos clas-
sicos, como o das provas de redutase, quer utilizando
o azul de metileno ou a resazurina, para a avaliagdo da
qualidade higiénico-bacteriologica do leite cru e mesmo
do leite pasteurizado ou esterilizado, servindo, no caso
do leite cru, para classifica-lo.

Todas essas provas, sendo métodos indiretos para
estimar o contetido bacteriano total em germes vivos do
leite, consumindo oxigénio e reduzindo os seus corantes,
sofrem influéncias marcantes dos inibidores do cres-
cimento bacteriano, eventualmente presentes e cuja
existéncia & capaz de determinar um tipo ficticio de leite,
devendo pois a sua presenca ser considerada uma fraude
e ser exigida liminarmente a sua auséncia.

A dupla redutase, utilizada nesta pesquisa, serviu
para evidenciar, em carater liminar, a presenca desses
inibidores bacterianos.

Os inibidores podem se originar dos residuos quimi-
cos da higienizagdo de equipamentos em laticinios, de
antibi6ticos, sulfamidicos e outros produtos utilizados
na terap&utica veterinaria, principalmente nas mastites,
ou do adicionamento fraudulento de conservadores. E

* Trabalho realizado na Divis8o de Controle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de Laticinios do Estado de S8o Paulo. Apresentado na
Quarta Conferéncia Internacional Sobre os Impactos Globais da Microbiologia Aplicada (GIAM 1V), 23-28 de jultho de 1973, S8o Paulo, Brasil.
** Divisio de Controle de Qualidade e Pesquisa da Cooperativa Central de Laticinios do Estado de S8o Paulo; Faculdade de Ciéncias Médicas e Bio-
l6gicas da Santa Casa de S#o Paulo; e Hospital do Servidor Piblico Municipal de S8o Paulo.
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este Gltimo é o ponto fundamental a ser analisado.

Segundo a Organizagdo Mundial de Sautde (10),
muitos problemas que envolvem a manipulac8o do leite
fresco, nos paises da zona tropical e sub-tropical, se
devem simplesmente ao fato de que elevadas tempera-
turas reinantes s6 permitem conservar o leite em boas
condicdes durante pouco tempo. Ao que acrescenta-
remos a distdncia das fontes de transportes, o rudimen-
tarismo da coleta do leite e a pequena -capacidade de
refrigeragfio.

De tal maneira que um grupo de especialistas, reu-
nidos em Interlaken, na Suica, em 1957, sob os auspi-
cios da Organizac8o das Nagdes Unidas para a alimen-
tacdo e Agricultura (10) chegou a conclusdo que, em
tais condicBes, 0 uso de um_ preservante no leite, como
um mal necessério, serd tolerado excepcionalmente,
para nd0 originar graves perdas do referido produto.
E que de todos os produtos preservativos existentes o
Gnico permissivel para o leite destinado ao consumo
humano é o perdxido de hidrogénio de grande pureza.
Mas que, entre outros inconvenientes, o emprego de
peroxido de hidrogénio, se aplicado sistematicamente,
incitara quase que certamente os produtores a abando-
nar os notaveis esforgos para melhorar as condicdes
higiénicas na producéo (6).

O atual Regulamento Brasileiro a respeito (2), néo
obstante seu artigo 514 advertir taxativamente que é
proibido o emprego de substancias quimicas na conser-
vacdo do leite, ndo cuida de exigir liminarmente a pes-
quisa da presenca de inibidores, para julgar vélidos os
resultados das provas de rotina, inclusive a da redutase,
que sofrem absoluta interferéncia daquelas substancias.

Este trabalho vem complementar os demais por nés
realizados (3-8), a respeito da presenca de antibidticos
e outros inibidores no leite de consumo na cidade de
Sédo Paulo.

Material e Métodos

Prova da redutase pelo azul de metileno e resazurina —
Realizadas de acordo com o ‘‘Standard Methods” (1) e
“Bacteriological Techniques for Dairy Purposes” (9),
sendo que para a resazurina foi escolhido o teste de
uma hora.

Prova de redutase do C.T.T. — Cloreto de Trifenil Te-
trazélio — Realizada conforme o “Standard Methods”,
mas com emprego de indculo constituido por Strep-
tococcus thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, pro-
venientes do laboratério Moseley, Indianopolis, Indiana,
E.U.A., na proporgdo de 1:1 e com a sua atividade pe-
riodicamente testada (3).

As amostras do leite, do tipo B e C, sempre que
possivel em estado de cru, eram aquecidas a 80°C du-
rante 5 minutos e, apos arrefecidas, adicionadas a 0,5 ml

do indculo acima mencionado, perfazendo no total
10 ml. Eram a seguir levadas a estufa a 46°C durante
2 horas, apds acrescentadas com 0,3 ml de solucdo
aquosa do C.T.T. a 1:25, retornando & incubagdo por
mais 30 minutos ao fim do que era feita a leitura (3).

Paralelamente a esse tipo de prova de redutase, era
feita a redutase rotineira j4 referida, pelo azul de meti-
leno ou resazurina, e com amostras do mesmo leite,
porém sem o prévio tratamento térmico a 80°C ou adi-
cionamento de in6culo. A reducsio desses corantes efe-
tuou-se pela acdo da flora banal de contaminacdo do
leite.

Foram examinadas 3.000 amostras do leite tipo C e
1.000 amostras do leite tipo B, coletadas quer direta-
mente dos latdes nas plataformas das usinas de recep-
cdo das zonas produtoras, dos carros tanques nas usi-
nas da Capital ou obtidas dos pacotes acondicionadores
do leite ja beneficiado e entregue no mercado varejista.

Resultados e Conclusdes

Com o emprego dessas duas provas de redutase,
realizadas conjugadamente, ‘conseguimos evidenciar
alteracBes compativeis com a presenca de inibidores.
Quando presentes, atuando sobre a flora do leite, re-
tardaram a reducdo do azul de metileno ou resazurina,
fazendo crer se tratar de produto de boa qualidade hi-
giénica. Entretanto, a 'segunda prova, realizada em
conjunto, demonstrou, pela ndo redugdo do C.T.T. que
permaneceu na leucoforma, alteracdo no desenvolvi-
mento do indculo e compativel com a presenca dos
inibidores.

Em nossas observag8es, sempre que houve indicios
da presenca de inibidor, submetemos a amostra do leite
problema a outras provas como as que pesquisam an-
tibidticos, amédnio quaternario, sulfamidicos, formaldeido,
pi6citos e peroxido de hidrogénio e utilizando técnica
por nos ja descritas em trabalhos anteriores (3, 4, 6}.

A presenca de inibidores bacterianos, com grande
prevaléncia no verdo, foi de 8% para o leite tipo C e 6%
para o tipo B, com respectivamente 1% e 1,5% de
positividade para antibi6tico.

Nos demais, as amostras problema mostraram pre-
senga de inibidor compativel com o peréxido de hidro-
génio em atividade decrescente (6-8).

Como informacdo adicional, declaramos que, pelo
Regulamento Brasileiro, o leite cru do tipo B e C nédo
deve descorar na prova de redutase, o azul de metileno,
respectivamente antes de 3,30 e 2,30 horas.

Mais do que os métodos nesta apresentagdo, bas-
tantes conhecidos, o que desejamos realcar sdo os fatos
denunciados em ambito brasileiro e que podem também
ser a verdade para outros paises, pelos resultados ob-
tidos, mostrando distors3o das respostas de conhecida
prova de rotina, subvertendo, com resultados falseados,
a capacidade julgadora dos laboratdrios bromatoldgicos.
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Os problemas analisados nesta apresentacdo, embo-
ra bem pouco possam afetar os paises de grande evo-
lugdo socio-econdmica, clima frio ou avancada indis-
tria de laticinios, s8o peculiares aos paises com grande
extensHo territorial ou menor capacidade de refrigera-
cdo e de clima quente.

Este trabalho tem como finalidade alertar os paises
desta esfera, que ndo incluem no seu cédigo alimentar,

como o espanhol, portugués e muitos outros, a exigén-
cia liminar da obrigatoriedade da auséncia de inibidores
bacterianos, para aceitar como validos os resultados
obtidos pelas provas rotineiras.

Em ambito brasileiro, por de sobreaviso a Comisséo
de Reestruturagdo das Normas e Padrdes para Alimentos,
cujos trabalhos estdo se processando.
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Relacionamento antigénico entre Yersinia pestis e outras enterobactérias*

Marly Paiva Nunes, italo Suassuna & vone Rocco Suassuna*

Resumo

Estudo de reag8es sorolbgicas cruzadas, entre Yersinia pestis e outros representantes da familia Enterobacteriaceae envol-
vendo representantes de Shigella, Escherichia, Salmonella, Providencia e Proteus, no total de 335 amostras. Com dois an-
tissoros, de diferentes origens, para Y. pestis, observaram-se relacBes soroldgicas unilaterais com algumas das amostras re-
presentativas de Shigella e Escherichia. As amostras que reagiram com 0s soro anti - pestosos corresponderam a Shigella flex-
neri sorotipos 3a, 3¢, 4a e 6 e E. coli sorogrupos 0 28ab, 0.62, 070, 0 73, 0 114, 0 124, 0 126 e 0 135. Além do ocorrido com
as estirpes referidas, ndo foram verificadas outras reag8es, no total das 335 amostras.

Summary

Non-recirpocal relationships between Yersinia pestis and other enterobacteria

Cross-serological tests involving Yersinia pestis and 335 samples of enterobacteriaceae representing the genera Shigella, Es-
cherichia, Salmonella, Providencia and Proteus. A non-reciprocal relationship was found between Y. pestis and some repre-
sentative strains of Shigella and Escherichia with two different antisera for the serological recognition of Y. pestis. The reac-
tive strains corresponded to Shigella flexneri serotypes 3a, 3¢, 4a, and 6, and £. coli serogrups 0 28ab, 0 36, 0 62, 0 70, 0 73,
0114, 0124, 0126, and 0 135. No other in addition to those reactions was observed involving the remaining strains used.

Introdugdo

A criagdo do novo género Yersinia, ha alguns anos,
havia sido proposta por van Loghem (18), para incluir o
agente da peste e o da pseudotuberculose. Contudo,
somente em 1974, de acordo com a 8?2 edicdo do Ma-
nual Bergey (6), isso se tornou realidade, tendo o géne-
ro sido incluido em Enterobacteriaceae, em funcdo da
existéncia de algumas caracteristicas comuns aos mem-
bros da familia citada.

De acordo com Schutze (22), o bacilo pestoso & cons-
tituido por dois antigenos, um correspondendo 3 cép-
sula, também denominado antigeno de envoltorio (*‘en-
velope”) ou fracdo | (Fl), e o outro a substancia somé-
tica ou antigeno V/W.

Além dos antigenos capsular e somético, devemos
ressaltar, também, a presen¢a da toxina, que sem du-
vida contribui para a morte, na peste bub6nica. Engles-
berg & col. (11} demonstraram que a diferenca entre
cepas virulentas e avirulentas estd na quantidade de an-
tigeno capsular e na producgdo de toxina, € que, como
muitas cepas avirulentas sintetizam o antigeno capsu-
lar, em quantidades aprecidveis, a viruléncia requer a
presenca de outro determinante.

Chen & Meyer {7) foram além e provaram, pela pri-
meira vez, a complexidade antigénica do bacilo pesto-
so, com a técnica de Ouchterlony. Identificaram qua-
tro antigenos difusiveis, de uma cepa virulenta 195/P
de Y. pestis, obtendo dois antigenos comuns a8 amos-
tra avirulenta TRU de Y. pestis, e & amostra 19, de V.
pseudotuberculosis.

No relativo a reacdes cruzadas com enterobactérias,
Goes (12), usando o soro anti-peste, testou-0 contra S.
typhi, S. paratyphi A e S. paratyphi B, e obteve aglu-
tinacdo flagelar com S. typhi (1:20) e S. paratyphi A
(1:80), sem evidéncias de aglutinacdo somética.

O trabalho de Lazarus & Gunnison {17) relata o an-
tissoro preparado em coelhos, por inje¢Bes da estirpe
viva A1122 de Y. pestis, aglutinando tanto Y. pestis
quanto Y. pseudotuberculosis (cepas Saranac e Spo-
kane) em torno do mesmo titulo. Foi observada, tam-
bém, a aglutinagdo de Salmonella schottmuelleri (S.
paratyphi B) e S. hirschfeldii (S. paratyphi C), em titu-
lo baixo. Paralelamente, o antissoro preparado contra
S. schottmuelleri aglutinou o antigeno somético de Y.
pestis A1122, num titulo de 1:640. Conseqiientemente,

* Departamento de Microbiologia Médica, Instituto de Microbiologia, UFRJ, liha do Funddo, 20000 Rio de Janeiro RJ.



e

Rev. Microbiol. (S. Paulo), 8(2), 1977 47

os autores supfem a presenc¢a de um antigeno comum
em Y. pestis e Salmonelia.

Lazarus & Gunnison (17) realizaram reacdes cruza-
das com antissoro de Shigella dysenteriae, S. ambigua
e os tipos W, X, Y e Z de S. paradysenteriae (Shigella
flexneri), cujos titulos aglutinantes, com a estirpe A1122
de Y. pestis, variaram de 1:40 a 1:320. Esses soros agiu-
tinaram com a cepa homoéloga de Shigefla em titulo de
1:2560. Em adic8o, antissoro para Y. pestis aglutinou
a maioria das 37 estirpes de Shigel/a testadas, em titu-
los de 1:20 a 1:80, sendo que 12, dentre essas, respon-
deram com titulo de 1:160 a 1:320. Com a cepa de Y.
pestis, esse antissoro deu um titulo de 1:1280. Em fun-
¢do das reacOes cruzadas, Lazarus & Gunnison (17) su-
geriram a presenca de um mesmo fator antigénico, em
Y. pestis e Shigella.

Winter & Moody (24) obtiveram antissoro cujo titulo
em aglutininas era de 1:1280, aproximadamente, a par-
tir de células totais da estirpe virulenta 16/P de Y. pes-
tis. Relatam a especificidade do antissoro para culturas
de peste, produtoras de fracdo |, ndo ocorrendo rea-
¢Bes com estirpes de Y. pseudotuberculosis.

O trabalho de Barber & Eylan (3) d4 énfase ao fato
de que, quando Y. pestis é cultivada a 37°C, em agar
triptose, sintetiza proteinas especificas, em adic8o as
que haviam sido sintetizadas pela bactéria quando cul-
tivada a 27°C, no citado meio. As diferencas foram de-
monstradas por difusdo em agar, contra soro prepara-
do em coelhos, para proteinas isoladas da bactéria cul-
tivada em caldo a 27°C ou a 37°C. As proteinas comuns
de Y. pestis cepa EV 76 (avirulenta), sintetizadas a 27°C
e a 37°C, apresentaram determinantes comuns, com
diferentes espécies de Enterobacteriaceae. Por sua vez,
proteinas isoladas de £. coli 055, £. coli B, Shigella son-
nei, Shigella dysenteriae 3, S. typhimurium, S. paraty-
phi B e S. enteriditis se precipitaram, com soro prepa-
rado com as proteinas de Y. pestis EV 76. Milhomem,
Suassuna & Naine (20} demonstraram a presenca do
antigeno comum de enterobactérias, descrito por Kunin,
Beard & Halmagyi (16), em amostra de Y. pestis e em
quantidade equivalente & encontrada em Salmonella ty-
phi.

Yersinia pestis pertence a familia Enterobacteriaceae
e as maiores dificuldades para seu isolamento e identi-
ficacdo parecem provir da existéncia de caracteristicas
comuns a outros microrganismos, na referida familia.

Nesse trabalho s3o analisadas as reacdes sorologi-
cas cruzadas entre Y. pestis e diferentes amostras de
Salmonella, Shigella, Proteus, Providencia e Escheri-
chia coll.

Material e Métodos

Além da amostra padrdo, avirulenta, A1122 de V.
pestis, foram usadas 335 outras de diversas enterobac-
térias, representando os seguintes géneros: Escheri-

chia coli-64 sorogrupos; Salmonella spp.-63 sorogru-
pos; Shigella-38 tipos (Sh. dysenteriae, 10 sorotipos:
Sh. flexneri, 12 sorotipos ou subtipos; Sh. boydii, 15
sorotipos; Sh. sonnei, 1 sorotipo); Proteus-119 soro-
grupos (P. mirabilis, 32; P. morganii, 30; P. rettgeri,
36; P. vulgaris, 21).

1. Preparo de antigenos para inoculacdes

1.1 Preparar massa de células, semeando-se 2ml de cul-
tivo de Y. pestis A1122 em B.H.L liquido a 37°C, em
garrafas de Roux contendo o mesmo meio; incubar as
garrafas a 37°C, durante 72hs, apds o que suspender
o crescimento obtido em 20ml de salina a 0,85%: lavar
as suspensdes vivas duas vezes, com mesma salina iso-
tdnica, padronizando para aproximadamente 10° células
(turvacdo intermediaria aos tubos 3 a 4 da escala de
MacFarland).

1.2. Preparar, paralelamente, outro tipo de antigeno,
que se distingue do descrito no item 1.1. apenas no to-
cante & temperatura de incubacdo que, neste caso, & de
28°C, tanto para a obtencio do in6culo, como para o
crescimento da massa celular.

1.3. e 1.4. Preparar suspens@es antigénicas, conforme
os itens 1.1 e 1.2, diferindo-se apenas em relacdo a sus-
pensdo da massa de células que, ao invés de ser feita
em solucdo salina isotdnica, o € em mistura de 20ml de
salina isotdnica e 10mi de solug8o de formalina a 1,5%.

2. Preparo de antigenos para rea¢des sorolégicas

2.1. Preparar massa de células como descrito em 1.1,
fazendo a suspensio em solucdo salina com 0,5% de
formalina e 0,01% de ““Tween 80", conforme MacDo-
nald(19). Lavar as suspensdes obtidas duas vezes, com
0 mesmo tipo de salina usada para a suspensdo, padro-
nizando para 60 U.K., em fotocolorimetro (“'Klett Sum-
merson”’}, em comprimento de onda de 540nm.

2.2. Cultivar, alternativamente, Y. pestis A1122 em
B.H.I. liquido, a 37°C, durante 24hs, aquecendo-se as
culturas a 100°C ap6s o crescimento, durante 24hs sob
vapor fluente, em autoclave e, em seguida, centrifugar,
dividindo-se o sedimento em duas partes. Cada porcéo
deve ser submetida a dois tratamentos:

2.2.1. suspensdo do sedimento em pequeno volume de
acetona, com a ajuda de grau e pistilo, aguardando-se
a evaporacdo do solvente durante uma noite, a 37°C e
obtendo-se um po que, entdio, devera ser ressuspenso
em salina, até 60 U.K.: e

2.2.2. suspensdo da outra porcdo em salina fisiolégica
e submissdo ao agitador de Khan, para desagregacéo
de grumos, seguindo-se por duas lavagens com salina
fisiologica.

3. Preparo de antissoros para Y. pestis

3.1. Antissoros para imunizagdes: preparados de acor-
do com trés esquemas de imunizaco descritos a seguir.
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{(a) Para cada antigeno 1.1 e 1.2 foram inoculados,
por via endovenosa, dois coelhos, pesando entre 3a 5
quilos. O esquema de imunizacdo foi o adotado por Ba-
ker & col. {1) ou seja, as injegBes endovenosas {no to-
tal de aproximadamente 6 x 10° células, distribuidas
entre as varias inoculacBes) eram dadas em dias alter-
nados, pelo periodo de trés semanas, com descanso
de uma semana entre a 3? e a 4? injecBes. Nesse es-
quema, foi introduzida uma modificagdo: antes das
quatro ultimas injegdes, ministrou-se, no dia anterior,
0,5ml do antigeno, por via subcutanea, como dose des-
sensibilizante (23).

{(b) Para cada antigeno 1.3 e 1.4, foram inoculados,
por via endovenosa, dois coethos. A inoculagdo da sus-
pensdo, morta pelo formol, era feita em dias alterna-
dos, durante trés semanas, havendo intervalo de des-
canso de uma semana entre a 12 e a 2% semana de ino-
culagdio. A dose total de microrganismos administrados
foi de 4 x 109 células{2). Da mesma maneira que no
esquema (a), ministrou-se, antes das inje¢Ses endove-
nosas, no dia imediatamente anterior, 0,6ml do antige-
no (1.3 ou 1.4) por via subcuténea.

{c) A preparac8o das suspensdes a serem inocula-
das em coelhos foi feita da mesma maneira daque-
las usadas no esquema a {1.1 e 1.2) e b (1.3 e 1.4).
Utilizou-se,” para cada conjunto de antigeno ou seja:
(1.1 e 1.2) e (1.3 e 1.4) dois coelhos que recebiam trés
injecBes endovenosas (3 x 109 células), com o mi-
crorganismo morto (1.3 e 1.4) e, a seguir trés inje-
cBes {3 x 109 células), também endovenosas, do ger-
me vivo (1.1 ou 1.2). Ministrou-se, igualmente, antes
das injecBes endovenosas, injecdes subcuténeas de
0,5ml do antigeno (1.1 ou 1.2}, como descrito.

3.2. Controle dos antigenos e antissoros produzidos:
as suspensBes antigénicas, utilizadas nas reacdes de
aglutinacéo foram controladas através de um antissoro
especifico obtido em coelhos, fornecido pelo "Lederle
Laboratories, INC, New York, N.Y.” {lote n?
7-1038-1044). O mesmo antissoro serviu para estudo
comparativo com os soros por nés obtidos.

3.3. Sangrias: em cada caso, colhia-se, sete dias apss
a altima inoculac3o, aproximadamente 5,0ml de san-
gue de cada coelho, pela veia marginal da orelha.
Apos a coagulacdo, em temperatura ambiente, separa-
va-se 0 soro, que era, a seguir, inativado, por 30 mi-
nutos em banho-maria a 56°C.

0O maior volume possivel de sangue era obtido atra-
vés de puncdo cardiaca, dos coelhos que respondiam
com titulos iguais ou superiores a 1:160, nas sangrias
de prova.

Os antissoros obtidos contra Y. pestis, empregados
durante o estudo, constituiram-se da mistura dos so-
ros dos pares de coelhos imunizados.

3.4. Titulacdo: os soros eram diluidos, em duas séries,
de 1:10 a 1:1280, em raz&o de ordem dois, em volume

final de 0,5mi de salina. Mesma quantidade da sus-
pensdio antigénica, homéloga, era adicionada. Incu-
bava-se em banho-maria a 37°C, por duas horas e dei-
xa-se na geladeira, a 4°C, até a leitura feita na ma-
nh# seguinte.

3.5. Antissoros para Escherichia coli e Shigella: os so-
ros anti-Shigefla flexneri (3a, 4a, 3c e 6) foram pre-
parados de acordo com técnicas usuais para en-
terobactérias (10).

Os antissoros anti £. coli 062 e E. coli 0135 fo-
ram preparados e cedidos por Dra. Elsa F. R. de Oli-
veira, do Servico de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ (21). O soro
anti-E. coli 028 foi obtido comercialmente, de fabri-
caco Difco. Os titulos homologos dos soros referi-
dos estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1

Titulos homologos de soros anti-Sh. flexneri
e anti-£. coli testados com Y. pestis

Antissoro Titulo Homélogo
Sh. flexneri 3a 1/1600
Sh. flexneri 3c 1/6400
Sh. flexneri 4a 1/1600
Sh. flexneri 6 1/ 800
E. coli 028ab 1/ 200
E. coli 062 1/ 400
E. coli 0135 1/ 800

4, Reacles de aglutinacéo lenta

4.1, Determinac8o dos titulos homologos: realizada de
acordo com o item 3.4 acima, com o emprego das
suspensBes antigénicas 2.1,2.2.1e 2.2.2.

4.2. Determinacdo dos titulos heterdlogos: foram feitas
séries de diluicBes, segundo a técnica descrita, e adi-
cionadas, a cada uma delas, suspensfes antigénicas
formoladas (0,5% de formalina) obtidas das diferentes
enterobactérias relacionadas, ou a partir de Y. pestis.
Para os soros correspondentes a enterobactérias es-
tendia-se até 20.480 a reciproca da mais alta diluico.

5. Absorcdo dos antissoros

O antissoro para Y. pestis foi absorvido com di-
ferentes enterobactérias que, com 0 mesmo, reagiram.

A partir de culturas lisas, dos tipos e subtipos de
Shigella flexneri 3a, 3c, 4a e 8 e dos grupos 028, 036
e 0135 de E. coli, obtinha-se o crescimento em cal-
do B.H.l., o qual, ap6s incubag¥o por 6 a 8 horas, a
37°C, era utilizado como in6culo. Para isto, 0,3 a
0,4ml eram semeados na superficie de placas, com
B.H.l., solidificado com 2% de agar, e incubados por
24 horas a 37°C. O crescimento obtido era suspenso
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em solucdo salina e centrifugado, desprezando-se o
sobrenadante. O antissoro era absorvido com as mas-
sas celulares acima referidas. As absorg8es eram feitas
em banho-maria, a 37°C, durante duas horas. Decor-
rido esse periodo, os tubos eram mantidos a 4°C, du-
rante uma noite, obtendo-se o sobrenadante, cor-
respondente ao antissoro absorvido, apés centrifu-
gacg8o (10).

Da mesma maneira, foi feita a absor¢dio dos antis-
soros correspondentes as estirpes de E. coli ‘e de
Shigella. Os antissoros absorvidos foram testados com
o antigeno homologo e com os antigenos heterologos.

Resultados

Dos trés esquemas de imunizac8o utilizados, os re-
sultados mais satisfatérios foram obtidos com o mé-
todo a. Com este processo, foram obtidos soros de
titulos correspondentes a 1/160 e idénticos em rea-
tividade ao soro comercial, produzido pelo laborat6-
rio Lederle. Os métodos b e c¢ resultaram menos
eficazes, com titulos nunca superiores a 1/80.

A mortalidade dos animais de experimentacdo foi
sempre elevada e, aparentemente, mais acentuada,
quando as células de Y. pestis haviam sido cultiva-
das a 28°C. Essa mortalidade diminuiu quando adota-
da a pratica das injecBes subcutaneas prévias as ino-
culacBes endovenosas. Quanto aos titulos dos soros,
n3o houve influéncia do fato de haverem as células
sido cultivadas a 28 ou a 37°C.

A titulagdio dos soros obtidos foi feita empregando
suspensfes formoladas de Y. pestis A1122 em solu-
¢do salina com 0,01% de “‘Tween 80", realizando-se
a leitura final apoés centrifugagcdio a 2000 r.p.m., por
5 minutos. A auséncia do “Tween” ndo alterava a
leitura dos titulos finais, mas propiciava, aparentemen-
te, menor intensidade na. formacdo dos agregados
celulares. As suspensOes antigénicas, preparadas com
acetona, indicavam os mesmos titulos dos soros, mas
com aparéncia de aglutinag8o parcial em todos os
tubos, desde as mais forte dilui¢Ses.

O emprego de recursos mecénicos, para desagre-

gar os grumos derivados do tratamento pela acetona,
foi inteiramente insatisfatério.

Reagbes soroldgicas cruzadas de Y. pestis com
outras enterobactérias — O antissoro para Y. pestis,
obtido, foi testado contra 335 amostras de Enterobac-
tericeae, correspondentes a variados padrdes anti-
génicos.

Entre as 335 amostras testadas, foram obtidas 13
reacdes positivas, pela técnica de aglutinagdo len-
ta, em tubo (Tabela 2). Os titulos obtidos nas 13 rea-
¢Bes estdio expressos na Tabela 3. Pode se observar
que os titulos mais altos (1:80} e préximos do titulo
homélogo do soro anti-peste foram obtidos com as es-
tirpes de Sh. flexneri 3c, Sh. flexneri 6, E. coli 028,
E. coli 036 e F. coli 062. Outras reagiram ao titulo

de 1:40, como Sh. flexneri 4a, E. coli 0124 e E. coli
0135. As demais, ou seja Sh. flexneri 3a, E. coli 070,
E. coli 073, E. coli. 0114 e E, coli 0126, reagiram a 1:20.

Pela relagdo das amostras na Tabela 3, todas per-
tencem a tribo Eschericheae, sendo comum, particular-
mente para o género Escherichia, a presenca de an-
tigenos K, de envoltério. Controle parcial, sobre a rea-
tividade desses antigenos com o soro anti-peste, foi
realizado, empregando-se suspens8es autoclavadas, a
fim de eliminar a reatividade dos antigenos K (10).
Utilizando-se as estirpes de E. coli, representativas dos
grupos sométicos 028, 062 e 0135, observou-se que
sua reatividade desaparecia ap6s a autoclavacdo a
120°C, por duas horas, indicando que, nesses casos,
as reacdes cruzadas parecem justificar-se mais pela
presenca de antigeno K que pelo antigeno somético 0.
Esses dados, embora incompletos, orientaram para o
emprego de suspensBes formoladas, na avaliagdo da
especificidade do soro anti-peste.

Para avaliar a natureza das reacdes cruzadas com
outras enterobactérias, obtidas de acordo com a Tabe-
la 2, o soro anti-peste foi absorvido com as amostras
reativas de Shigella flexneri 3a, 3c, 4a e 6 com as
amostras de £. coli dos grupos somaticos 028, 062 e
0135.

Em todos 0s casos essas amostras removeram com-
pletamente suas respectivas aglutininas, sem haver,
contudo, diminuic8o do titulo homélogo (1/160) para
Y. pestis.

Foi estudado, a seguir, o comportamento de Y.
pestis frente, aos soros para cada uma das amostras
de Shigella flexneri e de E. coli acima mencionadas.
Os titulos homdlogos desses soros sdo referidos na
Tabela 1. A possivel relagdo cruzada, reciproca, com
o antigeno de Y. pestis, ndo foi observada em ne-
nhum caso, isto &, ndo houve reatividade desses soros
com os antigenos formolados ou acetbnicos de Y.
pestis. A reacfio das enterobactérias mencionadas,
como o soro anti-peste, mostrou-se inteiramente uni-
lateral. Cumpre mencionar, no entanto, que investiga-

Tabela 2

ReacB8es cruzadas de amostras tipo de
Enterobacteriaceae com soro para Yersinia pestis

5 . | N° de AmostrasjN? de Amostras
Género ou Espécie
Testadas Reagentes

Providencia 61 —
Proteus mirabilis 32 —
Proteus morganii 30 —
Proteus rettgeri 36 -
Proteus vulgaris 21 —_
Salmonella 53 -
Shigella 38 4
Escherichia coli 64 9




50

¢do adicional foi realizada sobre a reatividade das tre-
ze amostras, com o soro comercial, de diferente ori-
gem. Recorde-se que esse soro mostrava o mesmo ti-
tulo que o soro experimental, produzido pelo autor.
Reacdes idénticas e ao mesmo titulo foram observa-
das com as treze enterobactérias citadas, em confron-
to com os dois soros anti-Y. pestis.

Tabela 3

Titulos das reagdes cruzadas de
Enterobacteriaceae com soro anti-Y. pestis

Diluicdo do Soro

Antigenos
1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

Yersinia pestis A1122*
Shigella flexneri 3a
Shigella flexneri 3c
Shigella flexneri 6
Shigella flexneri 4a
Escherichia coli 028ab
Escherichia coli 036
Escherichia coli 062
Escherichia coli 070
Escherichia coli 073
Escherichia coli 0114: H 32
Escherichia coli 0124
Escherichia coli 0126: B16
Escherichia coli 0135

+

+ o+ =

+ 4+ + + + +

H o+ + |+ +
| |
|

I
!

]

+ o+ o+

I+
!

* Titulo homoiogo.
+ = agiutinacdo total; + = aglutinagdo parcial; —
aglutinagdo.

= auséncia

Discusséo

Em 1947, Costa (8) focalizou trés pontos essenciais,
em torno dos quais se encontram todas as dificul-
dades nas provas de aglutinagdio com o bacilo da pes-
te: a) a obtencdo de soros aglutinantes de titulo ele-
vado; b} a obtengdo de suspens8es uniformes, homo-
géneas e estaveis do bacilo; e c) a obtencdo de boa
especificidade antigénica.

Além dessas dificuldades, Devignat (9) assinalou o
problema da pouca resisténcia dos animais (coelhos)
submetidos a prolongada imunizac8o, com esses anti-
genos.

Os mesmos problemas foram defrontados neste tra-
balho. Em relag8o & obten¢8o de soro especifico an-
ti-Y. pestis, os melhores resultados foram obtidos com
a inoculagdo, em coelhos, de células vivas de Y. pes-
tis A1122, lavadas em solug8o salina, adotando-se o
esquema de Baker & col. {1). No entanto, deve-se
salientar a taxa elevada de perda de animais durante a
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preparacdo de antissoros, principalmente a partir de
células cultivadas a 28°C. Adotando-se inje¢Bes sub-
cuténeas, antes das inoculagBes endovenosas (23),
conseguimos obter soros de titulos correspondentes a
1:160. Quanto ao titulo, ndo foi observada a influéncia
da temperatura de incubag3o das células (28 ou 37°C),
ou das injeces subcutaneas prévias. Esse titulo é re-
lativamente baixo, em comparacdo com os obtidos
por Batchelder (4), Bhatnagar (5) e Baltazard & col.
{2). No entanto, corresponde ao titulo considerado sa-
tisfatério por Goldenberg, Hudson & kartman {13).

Apesar de Batchelder (4) achar que o uso de cul-
turas atenuadas ou vivas &€ muito perigoso, reco-
mendando um antigeno morto pela formalina, a partir
de Y. pestis cultivada a 28°C, ao trabalhar com cul-
turas culitivadas nessas condi¢Bes ou a 37°C, ndo con-
seguimos obter antissoros com titulos satisfatérios.
Da mesma maneira, o esquema utilizando a associaco
de injecdes de células mortas e de células vivas tam-
bém resuitou em menos eficaz.

Apesar de Jawetz & Meyer (14) afirmarem que ape-
nas trés injecdes fornecem soro de maior especificida-
de e titulo relativamente elevado, em nosso trabalho,
quando utilizamos o esquema b de imunizagdo, cujo
nimero de injegdes totalizava quatro, com o micror-
ganismo morto, o titulo obtido foi inferior aquele do
esquema a, no qual utilizamos seis injecBes endove-
nosas.

Sempre preocupou, a varios pesquisadores, a esta-
bilizacdo das suspenstes de Y. pestis para as provas
de aglutinacdo. Tentou-se por diversos artificios de
cuitura ou pela jungio de substancias quimicas, es-
tabilizar as suspens@es do bacilo (8). Em funcgfo da
tendéncia & producgo de suspensdes auto-aglutinaveis,
conseguimos obté-la homogéneas e estaveis, a partir
de Y. pestis A1122 formolada, com o emprego de so-
fuglo salina com 0,01% de “Tween 80" (19). O tra-
tamento da suspensdo, pela acetona, forneceu resul-
tados menos satisfatérios, e o emprego de recursos
mecénicos, para desagregar os grumos derivados do
tratamento pela acetona, foi ineficaz.

Jawetz & Meyer (14). adotaram, para o teste de
aglutinacdo em tubo, o uso de salina a 0,45%. Nio
observamos vantagens no emprego desse recurso.

Com o antissoro obtido, encontramos 13 reacBes
positivas cruzadas para distintas estirpes de enterobac-
térias pela técnica de aglutinag3o lenta, em tubo (Ta-
bela 2). Os tituios mais altos (1:80) estdio expressos na
Tabela 3, e foram. obtidos em relacdo a S. flexneri e
E. coli. Assim, todas as amostras que reagiram cru-
zadamente com o antissoro da peste pertencem .3
tribo Eschiricheae.

O género Escherichia apreserita antigenos de envol-
torio (K). A exclusdo desse antigeno de envoltério,
pelo emprego de suspensSes autoclavadas, permite
sugerir que o mesmo tivesse sido responsavel pelas
reacBes cruzadas em relagdo a alguns subgrupos de
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E. coli, uma vez que n3o se observou reacdio com o
antigeno autoclavado {somético).

As amostras reativas de Shigella e F. coli, em todos
0s casos, removeram completamente as suas agluti-
ninas respectivas, sem promover diminuicdo do titulo
para Y. pestis (1:10). No entanto, n3oc houve reci-
procidade de reacdio de Y. pestis frente aos soros de
Shigella flexneri (3a, 3c, 4a e 6) e £ coli {028, 062
e 0135).

A natureza desse relacionamento poderia justifi-
car-se por dois aspectos. Primeiro, admitir-se a pre-
senca de anticorpos naturais, ndo estimulados pelo
bacilo da peste, no soro experimentaimente obtido.
Isto ndo foi possivel controlar, por serem desconhe-
cidas essas reac8es cruzadas, quando inicialmente tes-
tadas as 335 amostras de enterobactérias. E curioso,
no entanto, que sé enterobactérias, de géneros mais
intimamente relacionados quanto a caracteristicas bio-
quimicas, produzem essas reacBes. Os mesmos géne-
ros sdo 0s mais intimamente relacionados, no plano
genético, com Yersinia, como revisto por Johnson &
col. {156). Em relacdo a Salmonella, ha grande fre-
gliéncia de anticorpos naturais, como observado em
coelhos por I. Suassuna & R. D. Machado (1963, da-
dos ndo publicados). Todavia, nenhuma amostra des-

se género acusou reagdo cruzada com o soro obtido. ,

Também & circunstanciaimente contra a participacdo
de anticorpos naturais, nas reacdes cruzadas obtidas,
o fato de que as mesmas amostras reagiram, no mes-
mo titulo, com o soro anti-peste, comercialmente dis-
tribuido por laboratério comercial (Lederle).

A outra justificativa poderia relacionar-se com a
presenca de imunbégenos abaixo da superficie, em
células de VY. pestis e, portanto, ocultos nas reacdes
de aglutinagdio, mas presentes como grupos ou gru-
pos determinantes nos antigenos superficiais das
amostras reagentes de Shigefla ou E. coli. De qual-
quer forma, pareceu recomendavel o emprego de ou-
tros recursos diagnésticos, ao lado da reatividade com
anti-Y. pestis, para a identificac8o desta espécie.

Com relacdo & reagBes cruzadas com enterobac-
térias, relatam lazarus & Gunnison (17) que o antis-
soro para Y. pestis aglutina tanto Y. pestis quanto
Y. pseudotuberculosis, mas que s¥o observadas tam-
bém reacdes com Sa/monella e Shigella.

A demonstracdo da possivel existéncia de antigenos
comuns, entre Y. pestis e amostras de £. coli e Shigella,
fica assim em aberto. Devemos ressaltar, ndo obstan-
te, o achado recente de Milhomem, Suassuna & Naine
(20}, da presenga do antigeno de Kunin, comum as en-
terobactérias, em amostras de Y. pestis e, em quan-
tidade equivalente, & encontrada em Sa/monella typhi.
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Nota breve

Fixagdo e colorag#o de flagelados do género Tritrichomonas™

G.A. De Carli**, J. Guerrero***, Zilma Freire** & E. Nunes**

Resumo

Modificagdo de técnica combinando a de APV-fixador, sublimado alcodlico de Schaudinn, emulsificacdo em uma gota de
soro de cavalo ou em fixador de Mayer, e coloragdo segundo Leishman, Giemsa e a técnica de hematoxilina férrica segundo
Heidenhain — facilitou a leitura de esfregacos, sem que os microrganismos ficassem obscurecidos pelas particulas suspen-

sas no meio de montagem.

Summary

Fixation and staining of flagellate cells of Tritrichomonas

Technique modification — with combination of PVA-fixation, alcoholic sublimate after Schaudinn, followed by emmulsifi-
cation in a drop of horse serum or in Mayer’s albumin medium, and staining according to Leishman, Giemsa and Heidenhain's
iron hematoxylin — makes observation of smears easier, by preventing the darkening of the microorganism by particles in

the mounting media.

Diversas técnicas tém sido usadas para a fixac8o e
coloracdo de tricomonas de origem animal, com o obje-
tivo de estudar a morfologia e evidenciar as estruturas
do organismo, como as de Kirby {J. Parasit., 81:163-175,
1945): Honigberg (Univ. Calif. Publ. Zool., 53:227-236
1947); Moskowitz (Stain Tech., 25:17-20, 1950); Honig-
berg (Univ. Calif. Publ. Zool., 55:337-94, 1951); Honig-
berg & Davemport (Stain Tech. 29:241-246, 1954);
Buttery {J. Protozool., 3:8-13. 1956) e Hilber & col.
(J. Protozool., 7:159-71, 1960). A técnica do alcool-poli-
vinilico {APV) fixador de Brooke & Goldman (J. Lab.
Clin. Med., 34:1554-60, 1949) e o sublimado alcoolico de
Schaudinn com 2% de &cido acético, modificado por
Wenrich & Geiman (Stain Tech., 8:168, 1933) usados na
preparacdo de esfregacos fecais, para o diagnostico
de infeccdes por protozoarios, foi adaptada ao estudo
de tricomonas cultivados em meios axénicos. Os pro-
cedimentos para a preparacdo destes fixadores estio
descritos em todos os compéndios de parasitologia
médica, enquanto que as modificacBes do APV foram
apresentadas por Burrows (Stain Tech., 42:93-9b, 1967).
As coloractes segundo Leishman, Giemsa e a técnica
de hematoxilina férrica, segundo Heidenhain, apresen-
tada por Burrows em seu livro “Microscopic Diagnosis

* Projeto VET. 40/74, FAPERGS, RS, Brasil
** UFRGS, Porto Alegre, RS, Brasil.

of the Parasites of Man, 1965"’, foram os métodos usa-
dos neste estudo. As culturas foram concentradas pela
centrifugacdo e partes iguais de sedimento {células) e
de APV fixador foram colocados em uma ldmina de
microscopia e, com um aplicador de madeira, o esfre-
gaco foi estirado, permanecendo, no minimo trés horas,

Fig. 1. Flagelado de Tritrichomonas, tratado pela modificacio de téc-

nicas combinadas.

*** JSP, S#o Paulo & Instituto de Pesquisa Johnson & Johnson de Doencas Endémicas. Enderego atual: Pitman Moore Inc., P.O. Box 344,

Washington Crossing, New Jersey 08564, EUA.
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a temperatura de 37°C, para secar. Partes iguais de
células obtidas por centrifugacdo e sublimado alcéolico
de Schaudinn foram misturados. Os espécimes assim
conservados foram emulsionados a uma gota de soro
de cavalo inativado ou ao fixador de Mayer (partes iguais
de clara de ovo e glicerina), sendo os esfregacos feitos

em laminas de microscopia ou em laminulas (18 x 24).

Estas modificagGes facilitaram a preparacgo e a leitura
dos esfregacos, e os organismos ndo foram obscure-
cidos pelas particulas suspensas no meio de montagem
(Harleco Synthetic Resin), nem se apresentaram defor-
mados pelos processos de fixacdo e coloragdio (Fig. 1).




