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Influéncia das condi¢des de cultivo na produgédo da enterotoxina

termolabil de Escherichia coli

Bernadette D. G. de Melo Franco* &
Luiz Rachid Trabulsi**

Summary

Influence of culture conditions in the production of Escherichia coli heat-labile entetotoxin

The influence of several factors in “in vitro” production of £ coli heat-abile enterotoxin was investigated. The enterotoxin
assay was made in Y-1 cells. pH variation ranging from 6.6 to 8.5 did not influence enterotoxin production in Evans’
medium. The production of enterotoxin was favorably influenced by the temperature of 37°C when compared with
28°C and by aeration of. cultures. Culture under anaerobiosis rendered enterotoxin production in an appreciable amount.
When bacterial growth curve was correlated with enterotoxin production, it was verified that the amount of enterotoxin
increased progressively after 3 hours of incubation, attaining the highest value around 18 hours and remaining stable,
at least, for 48 hours. The media of Evans, Syncase and Triptic Soy Broth were equally adequated for enterotoxin pro-
duction. Enterotoxin yield was irregular in nutrient broth and not produced at all in two minimal media. Enterotoxin
activity was not reduced following storage at ~20°C up to three months.

Resumo

Foi estudada a influéncia de varios fatores na producdo “in vitro” da enterotoxina termolabil de Escherichia coli. A pre-
senca da enterotoxina foi verificada com o emprego de células Y-1. Os seguintes resultados foram obtidos: as variacGes
de pH entre 6,5 e 8,5 no meio de Evans ndo influenciaram a producéo da enterotoxina; esta producdo foi influenciada
favoravelmente pela temperatura de 37°C, quando comparada com a de 28°C, e pelo aumento da aeragdo da cultura.
Entretanto, mesmo quando a bactéria foi cultivada em anaerobiose, houve produgéio de enterotoxina. Quando foram rela-
cionadaé as fases de crescimento da bactéria, com a producéio de enterotoxina, verificou-se que a quantidade de entero-
toxina aumentou, progressivamente, a partir de trés horas de incubagdo, atingiu o méximo em torno de 18 horas, perma-
necendo estavel pelo menos durante 48 horas. Os meios de Evans, Syncase e caldo soja tripticase foram igualmente
adequados para a produgdo da enterotoxina. A producdo foi irregular, em caldo simples, e negativa em dois msios sin-
téticos. A enterotoxina ndo perdeu sua atividade apés estocagem a ~20°C, por trés meses.

55

Introdugdo

Os conhecimentos atuais sobre colibacilos entero-
toxigénicos tiveram inicio em 1953, com o desenvol-
vimento do modelo experimental de De & Chatterje (3),
para o estudo da patogenia da célera. Foi demons-
trado que a inoculacdo de culturas de vibrido coléri-
co, em alcas ligadas de-intestino de coelho, determi-
nava transsudacdo abundante de liquido, para a luz des-
tas alcas, dilatando-as intensamente.

Em 1958, De & col. {2) empregaram o método para
estudar amostras de colibacilos, isolados de aduitos
normais e diarreicos, demonstrando que os colibaci-
los de diarreicos determinavam efeito semelhante ao

do vibrio colérico nas algas ligadas, o mesmo s0
acontecendo raramente com colibacilos isolados de
normais. Em 1960, Trabulsi {24, 25) inoculou, -em al-
cas ligadas de intestino de coelhos, 16 amostras de
colibacilos isolados de fezes de criangas com diarréia
aguda e verificou que seis eram capazes de provo-
car transsudacgdo de liquido para a luz das algas. Em
1961, Taylor & col. {23) utilizaram o mesmo método
para estudar amostras de colibacilos isolados de dife-
rentes pacientes, inclusive de fezes de criancas diarrei-
cas e verificaram que as Gltimas, e algumas provenien-
tes de bezerros, tinham a capacidade de determinar
transsudacéo de liquido para a luz das alcas. Nos es-
tudos mencionados os autores ndo tentaram verificar

* Parte da tese de mestrado de Bernadette D. G. de Melo Franco, realizado com o apoio da Fundag8io de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo
Paulo, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico e National Science Foundation (Estados Unidos).
** Disciplina de Microbiologia do Departamento de Microbiologia Imunologia e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina. Rua Botucatu 862

3° andar, Sdo Paulo, SP.
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se preparacdes livres de células eram capazes de deter-
minar o mesmo efeito que as culturas totais. O primei-
ro esforco neste sentido foi realizado por Taylor &
Bettelheim (22) em 1966, mas os resultados n3o foram
confirmados (11). A partir de 1967, com os trabalhos
de Smith & Halls (20, 21}, Gyles & Barnum (11), Kohler
(13), Smith & Gyles (19), Gorbach & col. (10} e Sack
& col. (17), ficou confirmado, definitivamente, que os
sobrenadantes ou lisados estéreis, de varios tipos soro-
légicos de colibacilos, de origem animal ou humana,
determinavam transsudacgdo de liquido para a luz das
alcas ligadas, preparadas em coelhos e em outros
animais. As substancias responsaveis pelo efeito foram
denominadas enterotoxinas, uma sendo termolabil e
outra termoestavel.

Surgiu, entdo, o conceito de colibacilos enteroto-
xigénicos, responsaveis por diarréia no homem (adul-
. tos e criancas) e em varias espécies animais (13, 16,
20, 21). A participacdo da toxina termoestavel nos
processos diarreicos humanos ainda n3o foi totalmente
esclarecida; a da toxina termolébil ndo é mais discuti-

da (16). Numerosos trabathos demonstram que a toxi-
" na termolabil & muito semelhante & enterotoxina do
vibrido colérico nos aspectos estudados, inclusive me-
canismo de acdo (16).

Vérios estudos atestam que os colibacilos produto-
res de toxina termolébil constituem importante grupo
de agentes etiolégicos de diarréias, em criancas e adul-
tos, ndo se podendo mais deixar de pesquisa-los em
diagnostico de enterites (16). Sendo indistinguiveis de
colibacilos ndo produtores de enterotoxinas, bioqui-
mica ou sorologicamente, a Unica maneira de revelar
sua presenca, nas fezes de um paciente, & demons-
trando sua capacidade de produzir enterotoxina termo-
labil. Além das alcas ligadas de intestino de coelho,
outros métodos podem ser utilizados para a pesquisa
de enterotoxina termolabil (16). Destaca-se, pela maior
simplicidade, o método da cultura de tecidos com cé-
lulas Y-1 {4) ou CHO (9), particularmente as primei-
ras, que permitem leitura mais facil.

No presente trabalho sdo analisados os fatores que
influenciam a producd@o de enterotoxina termolébil “’in
vitro”.

O conhecimento destes fatores é indispensavel para

a padronizac@o das técnicas, para fins de diagnéstico -

bacteriolégico. ou de investigacdo cientifica. Os dados
existentes na literatura, além de incompletos, sdo fre-
qglientemente contraditorios (6, 7, 14).

Material e Métodos

Pesquisa de enterotoxina — Foi feita em células Y-1
{4), mantidas em garrafas de vidro de 100ml, conten-
do 4mi de meio F-10 Difco (12}, suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco) e acrescido de solu-
¢do de penicilina G potassica (100.000 U/ml) e sulfato

de estreptomicina (26mg/ml), para concentrag8o final
de 1%. Antes da pesquisa de enterotoxina, as células
foram lavadas duas vezes com salina de Puck Gibco
(15) e descoladas por tratamento com solug8o de trip-
sina-EDTA (2,5g/2 ¢ 0,2g/%, respectivamente) em tam-
pao salina fosfatada 0,2M pH 7,6. A suspensdo celu-
lar obtida foi homogeneizada, distribuida para garrafas
contendo meio F-10 com soro fetal bovino e, em se-
guida, incubada a 37°C, durante trés a quatro dias.

Apds retirada do meio de cultura e lavagem das
células com salina de Puck, adicionou-se, as garrafas,
3,6ml de meio usado para cultivo, porém contendo so- |
mente 1% de soro fetal bovino. A estas garrafas,
adicionou-se o filtrado da cultura bacteriana (0,4ml
por garrafa), obtendo-se a proporcdo final de 1:10,
correspondente ao filtrado ndo diluido, apresentado
nos resultados. Em seguida, fez-se a insuflagdo de CO,
estéril nas garrafas, as quais foram incubadas a 37°C,
durante 18h, ap6s o que as alteragcGes morfologicas
foram observadas.

O filtrado da cultura bacteriana foi obtido com fil-
tros Millipore 0,45 um e suas diluicBes foram feitas no
mesmo meio usado para cultivo da bactéria.

Em cada experimento, controles conhecidamente
positivos e negativos foram usados, além daquele re-
presentado pelo meio usado para cultivo da bactéria.

O arredondamento celular foi expresso em cruzes,
tomando-se como base para leitura o frasco contendo
somente células Y-1 e o meio de cultivo de teste:

+ + + + : 100% de arredondamento celular
+ + + : 75% de arredondamento celular
+ + : B50% de arredondamento celular
+ : 25% de arredondamento celular

- : sem arredondamento celular

Amostras de Escherichia coli — As amostras H-10407,
126/75, 05/75, 13D, 204/75, 0109 e 0138 sdo produ-
toras de enterotoxina termolabil e a amostra H-11352
ndo o é. A primeira e Gltima amostras foram gentil-
mente cedidas pelo Dr. Werner K. Maas do Departa-
mento de Microbiologia da Universidade de Nova lor-
que; as demais foram isoladas em S3o Paulo, de fezes
de criancas com diarréia aguda.

Meios de cultura — Foram utilizados os seguintes
meios de cultura:

Meio de Evans (6}, composto de: solucdo A: 6g de ex-
trato de levedura em 100ml de &gua; solugdo B: 20g de
casaminoacidos, 2,69 de NaCl e 8,71g de K,HPO,,
dissolvidos em 900ml de &gua; e solugdo C: MgSO,
5%, MnCl, 0,6% e FeCl; 0,6% em H,S0O, 0,01M. As
solugBes A e B foram esterilizadas por autoclavacdo
a 121°C, durante 15min. e a solugdo C por filtragdio em
Millipore. No instante do uso, misturou-se as solu¢5es
A e B e Tml da solugdo C. Para pH diferente de 8,5
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(6,5; 7,0; 7,5 e 8,0), preparou-se as solugBes A e B em
tampdo fosfato 0,2M, no pH desejado, ao invés de
4gua, suprimindo-se o K,HRO, da solucéo B.

Meio Syncase (8), composto de: solugdo A: 5g de gli-
cose em 100m! de 4gua e solucdo B: 10g de casami-
noacidos, 5g Na,HPO, 5g K,HPO, 1,18 NH,CI,
0,089g Na,S0,-0,042g MgCl, « 6H,0, 0,004g MnCi, ,
4H,0 e 0,005g FeCly » 6H,0 dissolvidos em S00ml de
agua. A soluco A foi esterilizada por filtracdo e a so-
lucdo B por autoclavacdo a 121°C, durante 15min. No
momento do uso, misturou-se as solucdes A e B, ob-
tendo-se pH final de 7,5.

Meio X-1, composto de 5g/ % de sacarose, 10g/{ ace-
tato de sodio, 2g/82 KH,PO,, 0,6g/£ MgS0O, * 7H.0,
4g/% K,HPO,, 19/% (NH,,S0,, 0,59/ acido L aspar-
tico, 0,3g/% 4acido L glutamico, 0,002g/2 4cido nicoti-
nico, 0,002g/2 'tiamina-HCI, 0,00002g/% biotina, 0,02
g/% adenina, 0,02g/  citosina, 0,0002g/ 2 Fe(NH,),(SO,),
« 6H,0, 0,003g/% MnSO, « H,0, 0,60025g/ % Na,MoQ,
+ 2H,0 e 0,003g/% ZnSO, « 7H,0. A esterilizagio do
meio foi obtida por filtragdo em Millipore, obtendo-se
pH final de 6,6.

Meio Minimo de Hayes (1), composto de solucdo A:
2g de glicose em 100m% de agua e solugcéo B: 20g
NH,CI, 4g NH,NO,, 8g Na,S0O, 12g K,HPO, e 0,4g
MgSO, » 7H,0 em 900m¥{ de 4gua. A solucdo A foi este-
rilizada por filtracdo e a solugdio B por autoclavacgéo
a 121°C durante 15 min. No momento do uso, mistu-
rou-se as solucdes A e B, obtendo-se pH final de 6,5.

Caldo simples, composto de 3g/ ¢ de extrato de carne
e 59/2 de peptona, esterilizados em autoclave a 121°C

durante 15min. O pH final obtido foi 7,0.
Caldo soja tripticase (TSB), de Difco Laboratories, USA.

Resultados

Os resultados podem ser divididos em trés partes.
Na primeira, utilizando-se o meic de Evans, verifica-
mos a producdo de enterotoxina nos varios pH do
meio e analisamos a influéncia da temperatura e at-
mosfera de incubacgdo das culturas e seu tempo de
crescimento, na producdo da enterotoxina. Conhecida
a infiuéncia destes fatores, verificamos se outros meios
de cultura seriam adequados para produgdo de entero-
toxina termolabil pelos colibacilos enterotoxigénicos.
Na terceira parte, estudamos a estabilidade da ente-
rotoxina termolabil, em diferentes temperaturas de ar-
mazenamento.

1. Influéncia do pH — O experimento para verificacdo
da influéncia do pH foi feito do seguinte modo: os
ingredientes do meio foram dissolvidos em tamp3o
fosfato 0,2M nos pH 6,5, 7,0, 7,5 e 8,0, e posterior-
mente distribuidos em tubos de ensaio, na proporcdo
de 5ml por tubo. Os meios foram inoculados com as
amostras H-10407 e 126/76, fazendo-se a pesquisa da
enterotoxina apos 18 horas de incubacdo a 37°C, com
aeracdo. O pH de cada meio foi determinado apés ob-
tencdo do filtrado para pesquisa de enterotoxina.

Verifica-se, na Tabela 1, que a producdo de ente-
rotoxina foi praticamente a mesma no meio de Evans
de diferentes pH, tendo sido idénticos os resultados
apresentados pela amostra 126/75.

2. Influéncia da temperatura de incubacdo — Foi in-
vestigada a influéncia das temperaturas de 37°C e
28°C. A cultura foi feita com aerac3o e prolongou-se
por 18 horas, empregando-se a amostra H-10407.

Tabela 1

Producdio de enterotoxina termolabil pela amostra H-10407 em meio de Evans em diferentes pH,
a 37°C, com aeracdo, por 18 h

Diluicdo do

’ b

filtrado 6,4° (6,8) 6,9 (7,3) 7,61(7,9) 7,81(8,4) 8,5(8,7)

ndo diluido ++++ + 4+ + + ++++ ++++ ++++
1:10 +4+++ + 4+ + ++++ ++++ + 4+ +
1:100 + + + + + + + + + +
1:1000 + — + + +

Células Y-1 tratadas com

os filtrados dos — -
meios ndo inocula-

dos

Células Y-1 ndo tra-
tadas -

= valbres de pH apo6s autoclavacéo
b = valores de pH do filtrado
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Tabela 2

Produc¢do de enterotoxina termol4bil pela amostra H-10407
em meio de Evans, a 37°C e a 28°C, com aeracdo, por 18h

Temperatura Dilui¢do do Arredondamento
P filtrado das células
37°C ndo dituido + 4+ ++

1:10 ++ +
1:100 + +
1:1000 +
28°C ndo diluido + 4+ ++
1:10 +
1:100 —

Células Y-1 tratadas com o filtrado
do meio ndo inoculado -

Células Y-1 ndo tratadas —

Os resultados obtidos (Tabela 2) mostram producdo
de enterotoxina nas duas temperaturas, sendo que a
de 37°C permite o encontro de enterotoxina no fil-
trado diluido até 1:1000 e a de 28°C, até 1:10, apenas.

3. Influéncia da aeracdo — A influéncia da aeracio
foi investigada, cultivando-se a amostra H-10407 a
37°C, por 18 horas. Uma série de experimentos foi
feita em tubos de ensaio, com e sem agitacdo, e outra
em frascos Erlenmeyer e balSes, contendo diferentes
volumes de meio de cultura, incubados sem agitacdo.
Uma terceira série de experimentos foi feita em tubos
de ensaio incubados em anaerobiose, empregando-se
o sistema GasPak (BBL). No Gltimo caso, usamos tam-
bém a amostra 126/75, além da H-10407.

Para realizac3o do experimento em anaerobiose, in-
cluiu-se uma amostra njo enterotoxigénica (£. coli
H-11352), para um controle mais adequado de qual-
quer arredondamento inespecifico das células Y-1,
eventualmente provocado por algum produto metabé-
lico ndio produzido em condicSes aerébias.

Na Tabela 3 observa-se que a produgdo de entero-
toxina foi maior quando a aeracdo foi maior. Assim,
nas culturas estaticas a producdo foi menor em tubos
de ensaio do que em balBes e frascos Erlenmeyer, e,
nestes Ultimos, houve maior producdo nas culturas ra-
sas, em relagdo as profundas. Por outro lado, a pro-
ducdo da enterotoxina, nas culturas agitadas, foi maior
do que em qualquer dos outros sistemas. Entretanto,
mesmo em anaerobiose, tanto a amostra 126/75,
quanto a H-10407 produziram enterotoxina (Tabela 4).
4. Influéncia do tempo- de crescimento — O experi-
mento foi feito com as amostras H-10407 e 126/75,
cultivadas a 37°C, com aeracdo. O crescimento das
culturas foi acompanhado, nefelometricamente (Nefe-
i6metro Unigalvo EEL), com intervalos de 1h e as ali-

Tabela 3

Producdo de enterotoxina termolabil pela amostra H-10407
em meio de Evans, a 37°C por 18h, em culturas aeradas de
diferentes maneiras

Dilui¢do do -
Culturas filtrado Atividade
Agitadas em tubos de ensaio ndo diluido + + + +
1:10 ++ +
1:100 + +
1:1000 +
Estaticas em tubos de ensaio ndo diluido + + +
1:10 +
1:100 -
Estaticas rasas em Erlenmeyers ndo diluido + + + '+
e balGes 1:10 ++ +
1:100 +
Estaticas profundas em Erlenmeyers  ndo diluido + + + +
e baldes 1:10 + +
1:100 —

Células Y-1 tratadas com o filtrado
do meio ndo inoculado

Células Y-1 n#o tratadas —

Tabela 4

Producdo de enterotoxina termolabil pela amostra H-10407 e 126/75
em meio de Evans, a 37°C, por 18h em anaerobiose

. . Arredondamento

Amostra Diluicéo do filtrado das células
H-10407 ndo diluido + + +

1:10 + +

1:100 —
126/75 ndo diluido ++++

1:10 + + +

1:100 —
H-11352 ndo diluido —

Células Y-1 tra-

tadas com o fil--

trado do meio

ndo inoculado —
Células Y-1 n3o

tratadas -

quotas para pesquisa de enterotoxina foram retiradas
as horas 0, 1, 5, 10, 18, 24 e 48, apbs o inicio da
curva de crescimento. Quando indicado, a aliquota foi
diluida, seriadamente, em meio de Evans estéril, antes
da pesquisa de enterotoxina.

Observa-se, na Tabela 5, que somente apés 3h de
incubacdo foi possivel detectar os primeiros tracos de



Tabela 5

Produgo de enterotoxina termolabil pela amostra H-10407 durante o

Rev. Microbiol. (S.

crescimento em meio de Evans, a 37°C, com aerag&o.

Tempo Dilui¢do do filtrado Arredondamento
das células

Oh ndo diluido —

1h ndo diluido —

3h nao diluido + +

5h ndo diluido ++ + +
1:10 —

10h ndo diluido ++ + +
1:10 + +
1:100 -

18h néo diluido + 4+ + +
1:10 + 4+ + +
1:100 + +

24h nio diluido ++ 4+
1:10 ++ + +
1:100 + +
1:1000 +

48h nao diluido + 4+ + +
1:10 ++ + +
1:100 + +
1:1000 +

Céluias Y-1 tratadas com o filtrado -~

do meio ndo inoculado

Células Y-1 ndo tratadas —_
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enterotoxina liberada para o meio de cultura. Em se-
guida; & medida que o nimero de células aumentou,
a quantidade de enterotoxina liberada para o meio de
cultura também aumentou até o inicio da fase esta-
cionaria ser atingido. Nesta fase, embora o namero de
bactérias permanecesse constante, a quantidade de
enterotoxina detectavel no filtrado aumentou até atin-
gir 0 maximo, em torno das 18h, n#o variando mais
até 48h. Estes dados podem ser melhor visualizados
na Figura 1, que expressa a relagdo curva de cresci-
mento/curva de producdo de enterotoxina da amostra
H-10407, empregando-se, para construcdo da curva de
producdo de enterotoxina, as leituras de porcentagem
de arredondamento celular, apresentadas por uma di-
luicdo 1:10 do filtrado da cultura. Para construgéo
da curva de crescimento bacteriano, foram emprega-
das as leituras de densidade 6ptica. Os resultados ob-
tidos com a amostra 126/75 foram semelhantes, di-
ferindo apenas na maior quantidade de enterotoxina
produzida por esta.

5. Influéncia do meio de cultura — Além do meio de
Evans, foram estudados mais 5 meios de cultura, para
verificar a capacidade de producdo de enterotoxina
termolabil pelas amostras H-10407 e 126/75. O cresci-
mento das amostras foi obtido em tubos de ensaio
contendo 5ml de meio de cultura, incubados a 37°C,
com aeracdo, por 18h.

Fig. 1 — Relag#o entre producdo de enterotoxina termolabil e crescimento de £, coli H-10407 em meio de Evans, a 37°C, com aerac#o

¢ S——
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: ' bt
01 3 5 10 18- 24 48 tempo
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e+ curva de producdio de enterotoxina

Para detalhgs, consultar o texto.
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Tabela 6

Producio de enterotoxina termolabil pelas amostras H-10407 e 126/75
a 37°C com aerac8o, por 18h, em diferentes meios de cultura

Meio de cultura

. . Amostra -
(filtrado ndo diluido)
E. coli E. coli
H-10407 126/75
Meio de Evans + 4+ + + + 4+ +
Syncase +++ + ++ + +
TSB + 4+ + ++++
Caldo simples - + 4+ +

Meio minimo de Hayes - -
Meio X-1 - - -

Células Y-1 tratadas com
os filtrados dos meios nio -
inoculados

Células Y-1 ndo tratadas -

Os resultados dos experimentos, expressos na Ta-
bela 6, mostram que os meios de Evans, Syncase e
TSB permitiram, as amostras H-10407 e 126/75, a
producdo de enterotoxina de maneira semelhante; no
caldo simples, a enterotoxina foi produzida somente
pela amostra 126/75. O meio minimo de Hayes e o
meio X-1 ndo permitiram a producdo de enterotoxina,
pelo menos em quantidade demonstravel. Com o obje-
tivo de verificar se outras amostras de F. coli podiam
produzir enterotoxina no caldo simples, foram investi-
gadas as amostras enterotoxigénicas 204/75, 13D,
05/75, 0109 e 0138. Conforme a Tabela 7, somente a
amostra 204/75 produziu enterotoxina no caldo sim-
ples, embora as cinco a produzissem no meio de Evans.

A fim de melhor avaliar os meios de Evans, Syn-
case e TSB, foi feita ainda a pesquisa de enterotoxina
produzida pela amostra H-10407, ap6s diluicdio seriada
dos filtrados de cada meio. Verifica-se, na Tabela 8,

Tabela 7

Producgo de enterotoxina termolabil por amostras enterotoxigénicas
de £. coli em caldo simples e em meio de Evans, a 37°C,
com aeracdo, por 18h

Meio de cuitura

Amostras (filtrado ndo diluido)
caldo meio de
simples Evans
E. coli 204/75 + 4+ + + + + '+ +
E. coli 13D - + + + +
E. coli 05/75 - + 4+ + +
E. coli 0109 - + 4 +
E. coli 0138 ~ + + +

Células Y-1 tratadas com

os filtrados dos meios ndo -
inoculados )

Células Y-1 ndo tratadas -

que os trés meios comportaram-se de maneira seme-

lhante.

6. Estabilidade — Verificou-se a conservacio da ativi-
dade de diversos filtrados de cultura, pelo armazena-
mento em diferentes temperaturas e por intervalos va-
ridveis de tempo. As culturas faram feitas em meio de
Evans, a 37°C, com aeracdo, por 18 horas. A amostra
utilizada para preparag8o destes filtrados foi a H-10407.

Os resultados da Tabela 9 mostram diminuic%o da
atividade da enterotoxina am temperatura ambiente e
na geladeira, mais acentuadamente no primeiro caso.
A -20°C, a atividade foi plenamente mantida pelo
perfodo de trés meses.

Tabela 8

Avaliagdo semi-quantitativa da produg8o de enterotoxina termolabil
pela amostra H-10407 nos meios de Evans, TSB e Syncase,
a 37°C, com aerac8o, por 18h

Diluigdo do filtrado Meios de Cultura

Evans Syncase TSB
ndo diluido ++++ +++ + +++ +
1:10 + 4+ + ++ 4+ + ++ + +
1:100 + 4+ ++ ++
1:1000 + + +
1:10000 + - -
Células Y-1 tratadas com
os filtrados dos meios
ndo inoculados - — —
Células Y-1 n3o tratadas —
Tabela 9

Variacéo da atividade biolégica de filtrados de cuitura da amostra
H-10407 obtidos em meio de Evans a 37°C, com aeragdo, por 18h,
armazenados em diferentes temperaturas e intervalos de tempo

Armazenamento
Temperatura Tempo  Diluicdo do filtrado Atividade*
Ambiente T més ndo diluido ++ 4+ +
1:10 +
1:100 —
3 meses néo diluido- + +
1:10 +
1:100 -
4°C 2 meses néo diluido ++ +
1:10 + +
1:100 +
9 meses néo diluido + +
1:10 —
-20°C 3 meses nio diluido +++ +
1:10 + + +
1:100 + +

Células Y-1 ndo tratadas -

* Antes do armazenamento, os filtrados diluidos 1:100 tiveram atividade
de* T, pelo menos.
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Discussédo

Os resultados do presente trabalho mostram que a
producdo de enterotoxina termolabil de E. coli no meio
de Evans & influenciada em extenso variavel pela tem-
peratura, aeragfio e tempo de crescimento da cultura.
O pH do meio, na faixa entre 6,5 e 8,5, n3o influen-
ciou de maneira significante a producéo de enterotoxina.

Das duas temperaturas investigadas, 37°C e 28°C,
a primeira foi substancialmente superior a segunda.
Conforme a Tabela 2, o filtradd proveniente da cultu-
ra a 37°C era ativo sobre as células, mesmo diluido a
1:1000, enquanto o proveniente da cultura a 28°C
apresentou atividade somente até a diluicdo 1:10.

A influéncia da aeracfio foi bastante acentuada e
notada em todos os sistemas empregados. A ativida-
de dos filtrados provenientes de culturas rasas foi em
torno de 10 vezes superior a dos filtrados de culturas
profundas. Quando a cultura foi submetida a agitacdo,
a atividade foi 100 vezes maior. Entretanto, a enteroto-
xina foi produzida em culturas profundas sem agitacdo
e mesmo em anaerobiose, em guantidade relativamen-
te grande. De modo geral, os filtrados provenientes
destas culturas apresentaram regular atividade, quando
ndo diluidas, e pequena, quando diluidas a 1:10.

A influéncia favoravel da aeracdo na produgdo da
enterotoxina termolabil tem sido verificada por vérios
autores (6, 17). Entretanto, sua producdio, quando a
cultura é feita em anaerobiose, ndo havia sido ainda
demonstrada.

A comparacio da curva de crescimento da bactéria
com a curva de producdio de enterotoxina oferece en-
sinamentos de grande importancia pratica. Trés horas
depois de iniciado o cultivo, o filtrado ja apresenta
alguma atividade, a qual aumenta progressivamente e
atinge o maximo 18 a 24h apés. Dai em diante, a
atividade permanece estavel, pelo menos até 48h. Os
resultados encontrados na literatura, a respeito das re-
lacBes entre curvas de crescimento e producdo de en-
terotoxina, s3o, em parte, contraditorios. Evans & col.
(6) obtiveram resultados semelhantes aos nossos, mas
Sack & col. (17) somente encontraram atividade em
seus filtrados 12h ap6s o inicio do cultivo, isto &, quan-
do a cultura ja se encontrava em fase estacionaria
de crescimento. Por outro lado, Gyles & Barnum (11)
referem-se a maior atividade em filtrados de 36h. De-
ve-se, entretanto, chamar a atencdo para o fato de que
esses autores usaram outros métodos para demonstrar
a enterotoxina termolabil.

Os nossos resultados, mostrando a auséncia de in-
fluéncia do pH na faixa entre 6,5 e 8,5 néo apoiam a
énfase dada por alguns autores ao pH alcalino (6, 14).
Ao contrario, sugerem que pH em torno da neutralida-
de pode ser usado, sem prejuizo na produgdo da en-
terotoxina. Isto foi observado no meio de Evans, em
TSB e em BHI {Brain Heart Infusion), que foi empre-

gado algumas vezes. Além disso, varios autores usam
meios.com pH em torno de 7,0, quando desejam obter
enterotoxina (5, 18).

A composicdo do meio de cultura influenciou de
maneira acentuada a produgdo de enterotoxina, a qual
ndo\foi detectada no meio minimo de Hayes, nem no
meio X-1: a sua producdo foi irregular no caldo sim-
ples e regular, e em grande quantidade, no meio de
Evans, Syncase e TSB, com relacdo as duas amostras
testadas. A avaliacdo semi-quantitativa mostrou que a
quantidade de enterotoxina produzida foi praticamente
igual nos trés meios. De acordo com estes resultados,
o extrato de levedura é dispensavel para a producdo
de enterotoxina e sua auséncia no meio Syncase nédo o
tornou inadequado para producdo de toxina, conforme

admitem Evans & col. (6).
A inclusio de meios sintéticos, neste estudo, teve

por objetivo a qualificacdo de um meio de composicdo
constante, para producdo de enterotoxina, em condi-
cBes de rotina. Entretanto, este objetivo ndo foi alcan-
cado. Recentemente, Mitchell & col. (14) divisaram
um meio sintético, & base de sais minerais, glicose e
vitaminas, no qual as amostras de £. coli investigadas
produziram enterotoxina em quantidade apreciavel.
Uma das amostras produziu quantidade idéntica aque-
la produzida em Syncase e, a outra, menor.

Sendo essencialmente praticos os objetivos deste
trabalho, ndo nos preocupamos em. investigar os me-
canismos através dos quais os fatores investigados
influenciam a producdio de enterotoxina. Sabendo-se
que a quantidade de enterotoxina, em uma cultura, é
funcdo do namero de células, pode-se dizer que os
fatores que estimulam o crescimento da bactéria de-
terminam aumento na producdo de enterotoxina. In-
fluem, portanto, a aeracdo, temperatura e, certamen-
te, o tempo de cultivo, até o inicio da fase estacionaria
de crescimento da bactéria. Ao contrario, a superiori-
dade de alguns meios de cultura e o aumento da quan-
tidade de enterotoxina, ap6s o inicio da fase estaciona-
ria, devem ser explicados de outra maneira. No primei-
ro caso, a bactéria cresceu abundantemente nos

“meios onde ndo produziu enterotoxina; no segundo,

evidentemente, nio houve aumento do nimero de cé-
lulas ap6s o inicio da fase estacionaria. Pouco, ou
praticamente nada, se conhece sobre este assunto.
Com relagdo & composicdo do meio de cultura, Mitchell
& col. (14} verificaram que, reduzindo-se pela metade
a concentracio ideal de fosfato, ocorre diminuicdo
significativa da quantidade de enterotoxina produzida.
Qutros estudos realizados pelos mesmos autores suge-
riram que uma vitamina instavel poderia ser impor-
tante para a sintese de enterotoxina. E possivel que a
auséncia de producdo de enterotoxina em meios sin-
téticos e a producso irregular em caldo simples sejam
decorréncia da auséncia, nestes meios, de nutrientes
adequados. Quanto ao aumento na quantidade de en-
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terotoxina, apos inicio da fase estacionaria, uma expli-
cacdo seria a lise celular. A verificacdo experimental
desta hipétese foi infrutifera, pois os lisados celulares
causaram a morte das células Y-1, mascarando o efei-
to da enterotoxina termolabil.

Os dados obtidos sobre a estabilidade demonstram
que a enterotoxina é relativamente estavel, uma vez
que se mantem ativa por algum tempo, em temperatu-
ra ambiente e em geladeira. Além disso, pode ser man-
tida, sem perda de atividade, a —20°C por, pelo me-
nos, trés meses.

As seguintes normas, para a melhor producdio de
enterotoxina termolabil por uma amostra de £. coli,
podem ser estabelecidas: deve ser empregado meio de
cultura rico em nutrientes, como o meio de Evans,
TSB ou Syncase; se o meio escolhido for o de Evans,
é dispensavel o acerto do pH. A temperatura de es-
colha para incubaco deve ser 37°C, e devem ser em-

pregadas boas condicGes de aeracfio. Para tanto, reco-
menda-se o emprego de estufa com agitacdio. Na
auséncia desta, condi¢cdes semelhantes de aeracfo po-
dem ser obtidas com culturas estaticas rasas, como
por exemplo, em frascos Erlenmeyer de 260ml conten-
do 10mi de meio de cultura. O tempo de incubacgo
adotado dependera do objetivo a ser alcancado. Para
obtencdo da maxima quantidade de enterotoxina de-
tectavel em um filtrado, esta deve ser obtida 18 a 24h
apés o inicio da cultura. Por outro lado, a capacidade
enterotoxigénica de uma amostra de £. coli pode ser
determinada 5h ap6s iniciada a cultura.

A atividade dos filtrados de cultura pode ser testa-
da mesmo apobs certo tempo de armazenamento. Nes-
te caso, o filtrado deve ser mantido a -20°C, evitan-
do-se o0 armazenamento & temperatura ambiente ou
mesmo em geladeira.
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Acumulagdes limosas na indastria de chapas de fibras de madeira.

I’y

Il. Caracterizagéo e reproducéo

in vitro”’ das acumulagdes limosas*

Augusto Ferreira da Eira**,
Paulo de Campos Torres de Carvalho*** e Onaur Ruano****

Resumo

Estudo das principais caracterlstlcas macroscopicas e microscopicas das acumulagdes limosas de inddstrias de chapas de
fibras de madeira; isolamento direto de microrganismos, a partir das hifas mais freglientes das acumulagdes limosas, com
estudo dos hébitos vegetativos e reprodutivos dessas hifas; e confronto das caracteristicas de crescimento “'in vitro” dos
microrganismos isolados, com as principais caracteristicas do limo “in natura”. Os isolamentos, o crescimento “in vitro” dos
microrganismos do limo, bem como a conservacdo dos isolados em cultura pura, foram efetuados utilizando-se o meio natu-
ral de “agua servida”. Concluses: {(a) as acumulacdes limosas sio constituidas, essencialmente, de uma trama miceliana
a qual se agregam bactérias, leveduras, fibras e uma variedade de i impurezas, formando aglomerados mucilaginosos; (b) as
estruturas hifélicas mais frequentemente associadas com os materiais limosos s3o hifas hialinas, com espessura média de
7.844m e com septos bem evidentes; (c} Trichosporon cutaneum mostrou-se estreitamente associado as acumulagdes limo-
sas, ndo apenas pela freqgliéncia de seu isolamento como por suas caracteristicas de crescimento “in vitro”, que foram ana-
logas as principais caracteristicas do limo “in natura”’; (d) Trichoderma viride e vérias-espécies dos géneros Penicillium e
Aspergillus mostraram-se altamente adaptadas ao meio natural de "*4gua servida" e reproduziram “in vitro” algumas carac-

teristicas do limo “in natura”’.

Summary

Slime accumulations in fiberboard industries. Il. Characterization and “in vitro” reproduction of slime accumulations

The study covers the macroscopic and microscopic characterization of slime accumulations; the direct isolation of microrgan-
ism in pure culture from the most frequent hyphae in the slime, with analysis of the vegetative and reproductive habits of
such hyphae; and the comparison of the characteristics of slime microrganism growth “in vitro’ to the main characteristics
of the slime accumulation “in natura”. Isolation, slime microrganism growth “in vitro”, as well as conservation of isolates
in pure culture were carried out with waste water as the natural medium. Conclusions: (a) the slime accumulations were
esseﬁtially formed by mycelial mats to which fibers and other wood constituents, impurities, bacteria and yeasts wore aggre-
gated, thus forming the mucilaginous agglomerates; (b) the most frequent microscopic constituent in slime accumulation
were hialine hyphae, with well defined septa and 7.844m in diameter; (c) Trichosporon cutaneum was closely related to slime
accumulation once it was the most frequently isolated organism whose growth characteristics “in vitro” were analogous to
the main features of the slime “in natura”; {d) Trichoderma viride and several species of the genera Penicillium and Aspergillus
showed to be highly adapted to the waste water medium and reproduced “in vitro” a few charactenstlcs of the stime “'in natura”.

Introdugédo

As acumulages limosas, na indGstria de papel e ce-
lulose, s8o constituidas por microrganismos, produtos
do seu metabolismo, fibras e varios compostos organi-
cos e inorgénicos (3, 9, 12, 18). Essas acumulacdes s3o,
inicialmente, gelatinosas e aderentes, membranosas,
espessas, viscosas e pastosas ou gomosas, tornando-se,
em estégios mais avangados, corifceas e muito duras
(20). Na indastria de chapas de fibras da madeira, os

materiais limosos apresentam semethancas aos estéagios
iniciais descritos acima, inclusive quanto aos tipos de
microrganismos isolados (10, 11}, Entretanto, os méto-
dos envoividos no isolamento de microrganismos desses
materiais podem suscitar dividas quanto a real associa-
¢do das espécies mais freqlientemente isoladas (10, 11),
mormente em se tratando de populagBes microbianas
compiexas (17).

* Pesquisa subvencionada pela Duratex S.A., Industria e Comércio; parte da Disserta¢8io de Mestrado do primeiro autor.
** Dept? de Fitotecnia da Faculdade de Ciéncias Médicas e Biol6gicas de Botucatu — UNESP, Botucatu, SP.
*** Dept® de Fitopatologia e Microbiologia Agricola da E.S.A. “‘Luiz de Queiroz"’ - USP; Piracicaba, SP.
**** Dept? de Fitotecnia da Fundacdo Faculdade “"Luiz Meneghel”, Bandeirantes, PR.
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O inicio da formag#o de acumulagBes limosas deve-se
aos nutrientes provenientes da polpa da madeira, pre-
sentes na agua de recirculagdo e que sdo adsorvidos &
superficie das méqﬁinas (7, 8, 9, 20). A propria agua
industrial, retirada dos rios, po"ssui uma variedade de
compostos organicos e inorganicos que contribuem para
complementar os requisitos nutricionais da microflora
do limo (16, 22). Fatores como o tempo de geracdo,
qualidade da agua industrial, luz, aeracdo, umidade, tem-
peratura e nivel de contaminac8o dos sistemas indus-
triais sdo significativos no processo (3).

Existem referéncias de que os fungos sdo importantes
elementos na forma(;ﬁo do limo (10, 11, 12). Preparacdes
microscopicas do limo nas industrias de papel e celulose
(12} mostraram um emaranhado formado por fibras de
celulose e hifas ndo esporulantes, associadas a bactérias
e impurezas. A importancia dos fungos foi também enfa-
tizada, face as altas contagens de col6nias obtidas nos
isolamentos de microrganismos em indUstrias de celulose
e papel, nos Estados Unidos (12), alertando-se ainda que
a flora & dinamica: em 1957, o género mais fregliente-
mente isolado por diluicBes em série foi Phoma, de 1959
a 1961, este organismo praticamente n&o foi isolado en-
quanto que Sporotrichum sp, Geotrichum candidum,
Phialophora fastigiata e Trichosporon pulflulans foram
dominantes (12).

As bactérias também t8m sido responsabilizadas pelas
acumulacBes limosas na indGstria de papel e celulose
2,5,6,7,8,12, 18, 19, 20, 23). No Brasil, em industrias
de chapas de fibras de madeira, foi encontrada haixa
freqliéncia de bactérias associadas as acumulacdes li-
mosas, tendo sido isoladas, em maior freqiliéncia, vérias
espécies dos géneros Trichosporon, Kluyveromyces e

Prz LOCAIS DE AMOSTRAGEM:

)

18°C

Penicillium e, em menor freqiéncia, varios deuteromice-
tos, leveduras e algumas bactérias ndo identificadas
{10, 11). Os autores dos Gltimos trabalhos citados verifi-
caram que Trichosporon cutaneum (de Beurm., Gougerot
et Vaucher) Ota, foi o microrganismo isolado em maior
freqiiéncia (256%). '

No presente trabalho, s8io estudados a associagcdo
entre acumulacdes limosas da indistria de chapas de
fibras da madeira e os microrganismos isolados desses
materiais, através da caracterizagdo macroscopica e
microscopica do limo, e o confronto das caracteristicas
do crescimento “in vitro”” dos microrganismos isolados,
com as byrincipais caracteristicas do limo “in natura”’.

Materiais e Métodos

As amostras de limo, coletadas em diferentes locais
{Figura 1), ao 10° e 16° dia apds a limpeza das maquinas, '
foram subdivididas em fimo claro, intermedigrio e escuro,
de acordo com padrBes anteriormente descritos {11).
A Figura 2 ilustra aspectos do problema de acumulacBes
limosas na industria.

Apbs a caracterizag§o macroscopica das acumula-
¢Bes limosas, foram preparadas {aminas em lactofenol,
para exame das estruturas microscopicas, cujos critérios
s8o apresentados na Tabela 1 e Figura 3. Para a avaliagéio
quantitativa das estruturas microscopicas, utilizou-se
uma camara lGcida, cujas imagens foram tracejadas em
papel fosco, utilizando-se cores diferentes para cada es-
trutura. As areas ocupadas pelos elementos incluidos
nos itens I, J e K {ver Tabela 1) foram medidas com
planimetro.

P,P, — Canaletas de coleta da dgua de lavagem das telas
P3P,Ps — SustentagBes verticais da méquina formadora do colchdo

>~ PsP;Pg — SustentagBes horizontais da mesma maquina
PoP1o — Paredes da canaleta de escoamento da dgua da “formadora’ para o tanque de “dgua servida”
Py; — Paredes do tangue de “dgua servida”
/ \ Py2 — Canaleta de coleta de 4gua de lavagem da tela superior

=
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Fig. 1. Indicacdo dos locais de coleta, (com referéncia a temperaturas ambientais nos locais de amostragem dos materiais limosos), em indastria
de chapas de fibras da madeira, relacionada com a maquina formadora do colchfo de polpa e sistema de recirculagdo da "“agua servida” (médias do

més de julho a agosto de 1975).
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Para o isolamento direto de microrganismos, a partir
das hifas mais freglientes no limo, materiais limosos cla-
ro € intermedirio foram lavados cinco vezes em agua
esterilizada, com o auxilio de agitador magnético, a fim
de se soltar a trama miceliana, livrando-a de esporos,
células de levedura e impurezas. Amostras do material
foram espalhadas em meio de agar-agua, com auxilio de
espétula-de-Drigausky. Sob o microsct’)pib e com auxilio
de técnicas de micromanipulacgéo, foram coletados frag-
mentos de hifas espessas {caracteristica microscopica A),
as quais foram repicadas para tubo contendo meio incli-
nado de “4gua servida”’-agar, enriquecido com 0,1% de
extrato de levedura. Apés a purificacdo, os microrganis-
mos isolados foram agrupados em relacdo aos tipos cul-
turais obtidos por diluices em série {(11) e identificados
conforme a metodologia j& descrita (11).

Os habitos vegetativos e reprodutivos das hifas mais
freqglientes no limo foram estudados com a mesma me-
todologia acima descrita. Fragmentos de hifas espessas
do limo “in natura”, de coloracdo clara, foram semeados
em ladminas escavadas, contendo uma gota de ““4gua
servida” filtrada e esterilizada, a qual foi coberta com
uma laminula, fixada a lamina por pontos de silicone,
de forma a permitir aeragdo. Este conjunto foi incubado

Fig. 2: Aspectos das acumulaces limosas em indastrias de chapas de fi-

bras de madeira: acima, limo de tonalidade clara, encontrado nas sus-
tentacdes horizontais da méaquina formadora do colch&o de polpa (P 7);
abaixo, lirmo de tonalidade intermediéria e escura, encontrado nas pare-

a 27°C, em placas de Petri com umidade saturada. Com
a mesma metodologia, foram estudados os habitos ve-
getativos e reprodutivos de Trichosporon cutaneum, em

des da canaleta de cimento da méaquina formadora (P 10}.

cultura pura obtida a partir de hifas espessas do limo.

Tabela 1

Convencdo para determinagdo das caracteristicas microscépicas das acumulacdes limosas em industrias de chapas de fibras de madeira.

Codigo Caracteristica

o~

A — Hifas de 5,5-10,6 Um (M = 7,8 Um) de espessura, hialinas, cilindricas, septos evidentes (7,3-12,8 um; M = 8,9 Um
de espessura), distando entre si 41,2-125,4 Um (M = 68,4 tm), com ramificagBes laterais de menor espessura {carac-
teristica C), unidirecionadas e 3 base dos septos.

B — Hifas 6,9-13,8 um diam. {Mm = 10,2 4m), sub-hialinas, septadas, distdncia entre septos 55,0-154,2 um (M = 75,3 um}.

~

C — Hifas 3,6-5,4/L\lm diam. {m = 4,4 Um), hialinas, cilindricas (semelhante a caracteristica A), septos evidentes
(6,4-7,3 4m; m = 6,2 Um de espessura), distando entre si 21,8-145,4 Mm (M = 58,9 um).

D — Hifas 1,8-2,9 um diam. (M = 2,5 Um), hialinas, distdncia entre septos 36,4~181,8 um (M = 77,8 um).

E — Pseudo-hifas hialinas, com constri¢Bes regulares {(em forma de colar) ou irregulares, relacionadas ao pseudomicélio

de leveduras e outras hifas hialinas ou levemente coloridas, com perfil irregular; diam. 4,2-6,8 Um (M = 5,5 Um),
distdncia entre septos 8,2-13,7 um (M = 10,7 Um).

F — Hifas caracterizadas em A, B, C, D e E, apresentando esporulagdo por gemulagdo (blastosporos) e fissdo transver-
sal terminal ou intercalar {artrosporos) ou outros esporos.

G — Clamidosporos terminais ou intercalares, paredes duplas, e diam. de 3,6-109 um (M = 6,9 um).

H — Bactérias {bacilos) em cadeias longas.

I — Bactérias (bacilos) em aglomerados mucilaginosos.
- Leveduras em aglomerados mucilaginosos.

K — Impurezas, células ou tecidos parenquimatosos, fibras, meias fibras, casca da madeira, cristais e outros residuos
industriais de aditivos inerentes ao processo.
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Fig. 3. Caracteristicas microscépicas encontradas em acumulages limosas de industrias de chapas de fibras da madeira classificadas de acordo com

a Tabela 1. Da esquerda 4 direita e de cima para baixo: aspecto geral hifélico e preserfca de impurezas (K); hifas de 55a 10,6',um de espessura, com
septos evidentes (A}, reproduzindo-se pela formag#o de artrosporos (F); formac3o de clamidosporos (G); hifas de perfil irregular (E); bacilos

formando cadeias (H).

Devido as dificuldades de um estudo conjunto da tota-
I'id'ade de microrganismos isolados do limo (11), o exame
de suas caracteristicas de crescimento, em meio liquido
de ““agua servida”’, foi conduzido em trés séries de en-

_saios. Como testemunhas, foram inoculadas por¢&es de
limo claro “in natura’” {(gotas de material aderente & ponta
da alca de platina), em cada série de testes. Os micror-
ganismos foram inoculados por blocos de cultura de
aproximadamente 2 mm? de superficie (10) e incubados
em agitadores horizontais a 27°C e 100 ciclos por minuto,
durante sete dias.

A avaliacdo foi efetuada através do peso seco da
biomassa, freqliéncia das caracteristicas microscopicas
reproduzidas {conforme padrdes estabelecidos na Ta-
bela 1) e, pelas caracteristicas macroscépicas dos mate-
riais formados (limo claro, intermediario e escuro ou
formac&o de sedimentos), conforme padrées descritos
anteriormente {11).

Resultados e Discussdo

Os dados médios da caracterizacdo macroscopica
dos materiais limosos, amostrados em vaérios locais da

Tabela 2

Porcentagem das acumulacdes limosas de diferentes tonalidades,
coletadas ao 10° e 16° dia apds a limpeza da maquina formadora do
colchédo de polpa.

L.ocais . Limo .

de Lolmo c'a’c‘,’ intermedidrio L:)mo escugo
amostragem 10%d 16Yd 10d 16°d 10%d 16Yd

P1 0,00 — 96,30 - 3,70 —
P2 0,00 — 9890 - 1,10 -
P3 0,00 0,00 98,30 100,00 1,70 0,00
P4 0,00 0,00 98,90 97,69 1,10 2,40
P5 10,10 3,83 58,40 87,40 35,10 8,70
P6 2,10 0,00 97,30 100,00 0,60 0,00
P7 95,40 9550 1,70 0,00 290. 4,50
P8 81,90 44,23 18,10 53,15 0,00 2,62
P9 0,00 0,00 85,70 96,08 14,30 3,92
P10 0,00 0,00 78,30 5496 21,70 45,04
P11 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 100,00
P12 0,00 0,00 9840 96,19 1,60 3,11

Média 15,79 14,36 69,19 68,54 1532 17,03

(¥) Dados médios de duas a trés repeticBes (porcentagem
em volume de cada tonalidade em relagdo ao volume
total de cada amostra);

{—) ndo foram coletadas amostras.
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méquina formadora do colchdo, no 10° e 16° dia apo6s a
limpeza da méaquina, estdo apresentados na Tabela 2.
Os dados médios da porcentagem das caracteristicas
microscOpicas analisadas, para os mesmos locais de
amostragem acima referidos, esto relatados nas Tabe-

las3e4.

A.F. da Eira; P.C.T. de Carvalho & O. Ruano

Pelo isolamento direto de microrganismos, a partir
das hifas mais freqglientes do limo, foram obtidos 116
amostras que, apds a purificacdo, foram agrupadas em
relacd0 aos tipos culturais obtidos nos isolamentos por
diluicBes em série (11) e identificadas conforme os dados
da Tabela 5.

Tabela 3

Caracterizagdo microscopica das acumulacdes limosas ao 10° dia (23/07/75) apés a limpeza da maquina formadora de colchdo de polpa

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Tonalidades Locais de Tipos de Hifas (%1) Ne n?edlo Eiporg- Bactérias Leve-  Impu-
do limo amostragem A B C D £ de hifas/ lagdo (%1) duras  rezas
T campo F G H  H%2) JH%2} K(%2)
P5 62,0* 0,0 271 6,4 4,5 21,8 6,3 03 00 71,4 6,8 9,7
Limo P6 271 474 168 1,2 7,5 37,2 0,1 0,1 0,0 0,0 0,9 12,2
3 Claro P7 81,2 0,0 80 34 7.4 36,9 5,5 08 1,7 8,0 1,7 8,9
P8 90,8 0,0 77 04 1,1 42,3 14,9 0,3 00 16,6 29 4,4
Média 65,3 11,8 149 28 5,1 34,5 6,7 04 04 240 31 8,8
. P1 77,6 00 211 0,2 11 27,6 0,0 0,0 0,0 0,0 1,2 40,4
P2 84,7 0,0 27 08 11,8 36,1 0,2 1,6 0,1 34 13,1 61,6
P3 91,6 0,0 74 0,3 0,6 40,7 1,2 0,7 0,0 2,3 4,2 60,9
P5 85,0 0,0 101 33 1,6 25,5 2,9 27 0,0 18,4 5,1 38,8
Limo P6 65,9 00 262 46 3,3 29,8 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 49,8
Interme- P7 71,0 00 206 46 39 36,9 1,0 21 00 9,3 0,0 51,8
didrio P8 74,0 0,0 9,4 4,1 124 a1 1 13,0 21 0,0 5,9 11 46,2
P9 83,8 0,0 95 1,3 5,4 32,2 0,9 2,7 00 39 0,6 66,2
P10 84,4 0,0 88 14 5,4 29,3 3,7 25 0,0 4,5 8,2 46,7
P12 78,4 00 1256 5,5 3,6 33,5 0,9 1,5 0,0 49 10,6 57,9
Média 79,6 00 128 26 4,9 33,3 2,4 1,6 0,0 53 4,5 52,0
P1 40,3 35 46,1 48 5,2 18,4 2,6 0,0 0,0 0,0 1,3 46,9
P2 77,0 a1 54 6,7 6,8 32,7 3,4 04 0,0 52 11,2 56,5
P3 86,6 0,0 6,1 07 6,6 45,5 0,5 41 05 5,7 49 61,8
P5 74,3 0,0 78 12 16,6 31,5 3,9 54 00 109 49 53,2
Limo P6 44,8 00 178 5,7 31,7 271 3,6 25 0,1 0,0 1,5 57,0
Escuro P7 80,3 00 120 25 5,2 46,7 8,2 2,7 0,0 0,7 2,1 58,0
P9 82,1 0,5 87 1,3 7,3 37,4 1,2 4,7 0,0 4,0 4,0 49,6
P10 74,5 00 136 54 6,4 31,9 42,8 44 0,0 14 13,3 62,9
P11 5,4 00 182 66 69,8 241 31 30,5 0,0 0,0 39 55,4
P12 76,6 0,0 104 56 7,5 27,9 3,1 24 01 64 11,3 62,7
Média 64,2 08 146 41 16,3 32,3 7.2 5,7 0,1 34 5,8 56,4
Média geral 69,7 42 141 3,2 8,8 33,4 5,4 26 0,2 109 4,5 39,1

* Média de 3 repeti¢Ses {laminas) e, cada repeticdo constituida pela leitura média de 5 campos microscopicos de 400x,
casualizados em relagdo ao material da lamina;

(%1} = em relagdo ao namero total de hifas A, B, C, D e E;

(%2) = em relagdo 3 drea total do campo microscopico projetado pela cimara lacida (70,85 cm
A = hifas de 7,8 Um de espessura, hialinas com septos em relevo;

B = hifas de 10,2 Um de espessura, sub-hialinas;
C = hifas de 4,4 um de espessura, cilindricas, hialinas;
D = hifas de 2,5 Um de espessura;

E = pseudo-hifas e outras hifas diferentes de A, B, C e D;

F =hifas forrando artrosporos, blastosporos e outros esporos,
G = hifas formando claridosporos;
H = bacilos em longas cadeias;

| = bacilos em aglomerados muscilaginosos;

J = leveduras em aglomerados muscilaginosos;
K = fibras e outras impurezas.

2)

.
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Tabela 4

Caracterizacio microscépica das acumulacdes limosas ao 16? dia (29/07/75) apos a limpeza da maquina formadora de colchdo de polpa

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

o] A7 g )
Tonalidades  Locais de TFipos de hifas (%1) N> medxo Esporulagdo (%1} bactérias Leve Impu
do limo amostragem A B c D E de hifas/ F G W |(op) duras  rezas
g campo ? Ji%2)  K(%2)
P5 67,7 0,0 1.7 70 232 18,1 3,2 68 65 62,7 9,6 8,7
Limo P7 96,0 00 09 00 31 47,1 151 23 00 228 4, 5,3
Claro P8 99,6 0,0 0,2 0,2 0,0 34,2 1,5 0,6 449 209 0,0 6,2
P12 92,2 07 38 06 27 45,5 26 19 00 51 127 187
Média 889 02 16 20 73 362 56 29 128 279 66 97
P3 90,6 00 48 08 38 38,9 24 14 00 24 46 602
Li P4 90,7 00 33 12 48 36,3 10 20 02 30 51 616
I P5 900 00 37 03 60 363 25 21 02 20 79 540
”tjf.”‘." ) P6 9220 00 . 21 05 54 439 27 15 00 10 76 637
e P8 51,7 00 18 10 455 331 150 68 00 74 99 661
PO 46,4 458 32 19 28 26,1 05 12 01 34 50 737
P10 60,0 179 122 26 13 25,8 14 19 00 26 65 622
P12 83,9 00 85 36 40 30,5 23 20 00 13 50 490
Média 75,7 80 49 15 100 33,9 35 24 01 29 65 613
P4 70,9 00 00 139 152 12,6 52 209 337 362 75 483
P5 67,4 00 47 55 224 23,0 10,6 109 00 44 145 603
P7 69,8 00 84 54 164 25,2 78 77 00 45 115 672
Limo P8 60,3 00 50 49 279 19,4 53 64 00 44 91 744
Escuro P9 745 114 37 31 13 217 10 61 00 24 50 714
P10 82,3 19 88 44 28 29,4 01 69 1,7 31 124 66,0
P11 44,9 00 96 11,1 36,1 9,2 73 345 00 29 56 845
P12 47,3 00 11,4 305 108 19,5 134 116 02 31 166 66,1
Média 64,7 17 65 98 173 20,0 76 131 45 76 103 673
Média geral 76,4 3.3 4,3 44 11,5 30,0 5,6 6,1 58 12,8 7,8 86,2

* Média de 3 repeticGes (lAminas) e, cada repeti¢do constituida pela leitura média de 5 campos microscopicos de 400x,

casualizados- em relacdo ao material da laming;

(%1) em relagdo ao nUmero total de hifas'A, B, C, D e

E;

(%2) = em relacdo & drea total do campo microscopico projetado pela cdmara licida (70,85 cm?2);
A = hifas de 7,8 Um de espessura, hialinas com septos em reievo;

hifas de 101,2 Mm de espessura, sub-hialinas;

hifas de 4,4 Um de espessura, cilindricas, hialinas;

= hifas de 2,5 Um de espessura;

= pseudo-hifas e outras hifas diferentes de A, B, C e D;

hifas formando clamidosporos;

bacilos em longas cadeias;

bacilos em aglomerados muscilaginosos,
leveduras em aglomerados muscilaginosos;
fibras e outras impurezas.

ACe—IOTMmMOO®

Os resultados obtidos no estudo do crescimento e
reproducdo das hifas mais freqlientes no limo, bem como
de 7. cutaneum, s3o apresentados na Figura 4.

. Os dados médios de peso seco da biomassa e ava-
liagBes macro e microscopicas do crescimento “‘in vitro”
de microrganismos isolados do limo, obtidos pelo culti-

hifas formando artrosporos, blastosporos e outros esporos;

vo de 182 tipos culturais em meio liquido de ‘‘agua-ser-
vida”’, sdo apresentados na Tabela 6.

Os resultados obtidos pela caracterizacdo dos mate-
riais limosos, em diferentes locais de amostragem, reve-
laram a predominancia do limo de tonalidade interme-
diaria (Tabela 2}. Entretanto, relacionando-se as Figuras
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Tabela 5 1e2ea Tabela 2, nota-se que o limo de tonalidade clara
predominou nos locais abundantemente ldvados, en-
quanté que, nas paredes do tanque de “agua servida”’,
predominou o limo escuro. Na literatura consultada, ndo
foram encontradas referéncias sobre a predominancia

Freqiiéncia de microrganismos isolados, a partir de cultivo das hifas
mais freqiientes no limo

Microrganismos Limo  Limointer- oo o de materiais limosos diferentes em relacdo aos locais de
claro mediério o e .
ocorréncia na indastria. De maneira geral, as acumula-
Trichosporon cutaneum 69 7 76 6552 cBes limosas nas industrias de celulose e papel asseme-
Trichosporon spp 20 7 27 2328  |ham-se as relatadas no presente trabalho, pelo menos
Kluyveromyces spp - 7 7 808 nos estagios iniciais de sua formacdo; j& os estagios fi-
P - 2 _ . . P 4

Moniliaceae (Sporotrichum?) 6 6 81 nais, coriaceos ou muits duros (20), ndo foram encon-

Total Geral 89 27 116 - ’

trados na indastria de chapas de madeira.

Fig. 4 Habitos vegetativos e reprodutivos de hifas espessas do limo (caracteristica microscépica A): hifa espessa inoculada em meio de ““&gua servi-
da” por micromanipulag&o (A), inicio da reproducio assexual através de artrosporos (B}, formagdo de blastosporos (C) e artrosporos de forma e
tamanho variaveis (D). Estagios reprodutivos de 7. cutaneum: formacio de artrosporos de formas e tamanhos varigveis (E e F) e blastosporos (F}.
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Por outro lado, os resultados das avaliages micros-
copicas das acumulagdes limosas (Tabelas 3 e 4} deno-

* taram que o limo & composto principalmente por hifas
n3o esporulantes, em cuja trama miceliana prendem-se
fibras, bactérias, leveduras e uma variedade de impure-
zas, formando aglomerados mucilaginosos. Sob este

Paulo), 9(3), 1977 A

aspecto geral, as observagBes de Eveleigh & Brewer (12),
obtidas do exame microscopico direto dos materiais fimo-
sos de industrias de celulose e papel, concordam com
as derivadas do presente trabalho. Esses autores foram
os (nicos que se preocuparam em associar estruturas
microscopicas aos materiais fimosos. Todavia, estudos

Tabela 6

Caracterizagdo macro e microscépica do crescimento “in vitro” de 182 tipos culturais de microrganismos isolados de acumulages limosas de
indastrias de chapas de fibras de madeira

NUMERO DE TIPOS PESO

CARACTERIZAGAO MICROSCOPICAS

*% =

algumas cadeias de bacilos.

CULTURAIS FOR- o ESPORULA- BACTE- LEVE-
MICRORGANISMOS MANDO: SECO FREQUENCIA DE HIFAS (%1) CAO (%1) RIAS DURAS
L.C LI LE SED (mg) A B C D E F G H H%2) J(%2)
Trichosporomn cutaneum 10 12 — 1 33,8 85,5 - 84 0,7 54 643 04 — — . 0,9
T. fermentans - = = 1 269 — - - 70,0 300 80 - - - 80,0
T. inkin 1 - - - 709 23 - ~ - 97,7 50,0 40 - — 8,3
T. pullulans 5 5 — 1 41,3 486 — 286 129 639 714 06 — - 7,0
Trichosporon spp 8 19 - 5 35,2 16,8 - 275 19 538 71 07 — - 18,1
Candida curvata 1 - - - 85,7 54,3 — 46,7 - - 1000 - — - 3,3
Candida spp - 1 - 4 256 09 - 1,7 63,3 341 150 11 ~ — 22,4
Endomycopsis bispora 1 - - - 69,2 50 - 950 - - 1000 - — - —
Endomycopsis sp - 1 - - 50,9 5,0 — 50 — 90,0 850 50 — - 20,0
Sporobolomyces salmonicolor —_ - - 1 11,17 - —_ - - - —_ - - - 1,0
Cryptococcus spp - - - 2 37,9 - — — — — — - = - 5,6
Hansenula anomala - - - 1 53 -— - - - - — - - - 2,0
Kluyveromyces bulgaricus - 1 - — 502 — —_ — 66,0 340 40 — - - 10,0
K. drosophilarum - 1 — 1 2056 - - - 91,7 8,3 — _ = - 19,8
K. marxianus 2 - - 7 24,7 25 - 225 - 750 900 - - -— 24,6
K. phaseolosporus - = = 1 274 — - - — - — - - - 1,3
K. vanudeni i - = - 4 282 — — — — - —_ —_ - - 1,0
Kluyveromyces spp — 1 1 10 2056 - — — - 1000 500 33 - -— 21,3
Pichia sp : - - - 1 43 - - - — —_ - - = - 4,0
Rhodotorula glutinis - = - 1 62 - — - - — - - - 5,0
R. rubra _ = = a2 236 — — — — — - - - - 9,1
Toluropsis sp - 1 - - 3,1 - - - - 1000 - - - - -
leveduras ndo classificadas - 2 - 5 14,5 0,8 —~ 248 466 278 750 11 -~ - 9,4
Penicillium spp 16 14 — 2 340 29 - 49 408 51,4 - 34 - - -
Aspergillus niger 1 - - - 139,8 4,0 R 6,0 46,7 43,3 - - - = -
Aspergillus spp - = - 3 28 - - - - - - - - - -
Beauveria sp - - - 1 08 - — —_ - - —_ —_ - - -
Cephalosporium spp - 1 - 1 19,7 -— - - 70,0 300 433 - - -— —
Cladosporium sp - - - 1 17 - - - - - - - - = —

. Graphium sp - 1 - - 51,3 - - - — 100,0 — - = - -
Isaria sp - = = 1 23 - - - - - - — - = -
‘Mucor sp - - = 1 49 — - — — — - - - - -
Paecilomyces spp 2 - - - ‘513 50 — 33258 659 — 11,7 — - -
Steccherinum spp 2 - - — 13,0 12,0 - — 0,7 87,3 —- - - - -
Trichoderma viride 2 - — — 107,8 15,8 — 3,3 28,3 526 - 19,1 — - —
Moniliaceae (Sporotrichum?) - 1 - - 576 — 1000 -— — - 50 — - - -
Eumicetos ndo classificados 1 - = 4 76 - — - 20,0 800 - 50 — -~ —-
Bactérias (bacilos) 1 2 - 3 78 - — - — - - -  ** 51,1 —
LIMO CLARO (Testem.) 12 Série — 3 — - 91,4 68,3 - 210 - 10,7 933 40 — 67 30,0
{populagdo mista) 22 Série 3 - - - 40,5 20,0 — 230 43,3 134 550 50 — 100 8,3

3% Série — 3 — - 41,3 10,0 — 26,7 433 200 767 1,0 — 116 56,6

LC, LI e LE, respectivamente, limos de tonalidade clara, intermediaria e escura;

SED = sedimentos;

(%1) = em relagdo ao total das caracteristicas A a B;

(%2) = em relagio & 4rea total do campo microscopico;

A, B, C, D, E,-F, G, H, |, J = Caracter(sticas microscdpicas descritas na Tabela 1;
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mais aprofundados, da fregliéncia dos tipos de hifas e
de outras estruturas microscopicas dos materiais limo-
s0s, ndo foram encontrados na literatura consuitada.

A andlise das Tabelas 3 e 4 permitiu apontar a estru-
tura hifélica A (hifas de 7,8 um de espessura, hialinas,
cilindricas com septos bem evidentes) como a mais fre-
qgliente nas acumulacBes limosas encontradas em in-
dustrias de chapas de fibras da madeira, levando-se em
conta a média geral, os diferentes locais de amostragem
(com raras exceces) e, ainda, as diferentes tonalidades
dos materiais limosos. Os dados transcritos na Tabela
6, excetuando-se a caracteristica B, denotaram que os
demais tlpOS de hifas podem ser formados pelo mesmo
microrganismo e que, um mesmo tipo de hifa pode ser
formado por vérios microrganismos. Fatores como tem-
peratura, nutrientes, pH, aeracdo, teor de CO2 e outros,
podem causar o dimorfismo em alguns fungos, princi-
palmente no grupo das leveduras (4). As estruturas A e
C, apesar de sua semelhanca, foram mantidas em sepa-
rado, com a finalidade de confrontar as caracteristicas
microscopicas do limo “in natura” com as caracteristi-
cas de crescimento “'in vitro” dos microrganismos isola-
dos do limo. Em sistema fechado, o acimulo de meta-
bolitos ou deplex&o de nutrientes poderia inibir a forma-
¢80 da caracteristica. A (hifas mais vigorosas) e favore-
cer a formacdo de hifas semelhantes, mas menos espes-
sas (caracteristica ‘C). Por conseguinte, somente estu-
dos mais acurados, envolvendo isolamentos dirigidos as
demais estruturas hifalicas, poderiam permitir o agrupa-
mento de algumas caracteristicas, fato a ser levado em
conta na continuacgéo da pesquisa.

Com relacdo a tonalidade dos materiais limosos, os
resultados evidenciaram que os materiais mais escuros
englobam maior quantidade de impurezas. Com efeito,
o confronto das Figuras 1 e 2'e da Tabela 2 mostra, con-
forme ja discutido anteriormente, que os limos mais es-
curos formam-se geralmente em locais de menor lavagem
ou que recebem maior quantidade de fibras e outros com-
ponentes da madeira, provenientes da lavagem das te-
las. As tonalidades mais escuras também poderiam ser
devidas & maior oxidac#io dos materiais componentes do
limo (20).

Na literatura consultada, n3o foram encontradas ‘ci-
tacBes a respeito de métodos de isolamento direto de
estruturas microscopicas do limo, tais como os isola-
mentos diretos, efetuados no presente trabalho. Os re-
sultados de freqliéncia, obtidos nestes isolamentos {Ta-
bela 5), evidenciaram a estreita associacdo de Trichos-
poron cutaneum com as acumulac@es limosas de ind(s-
trias de chapas de fibras, corroborando com os resulta-
dos obtidos pelo método de diluicBes em série (10, 11),
sabidamente seletivo a microrganismos esporulantes e,
a despeito da quebra sensivel de viabilidade das estrutu-
ras hifélicas durante o processo de homogeneizagio das
amostras (12). Esta Gltima observacggio pode explicar tam-
bém o nimero elevado de perdas nos isolamentos diri-
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gidos as hifas, provavelmente devido as lavagens suces-
sivas dos materiais limosos.

A utilizagdo de técnicas de micromanipulacio para
estudar o desenvolvimento e reproducdo de fragmentos
das hifas mais frglientes dos materiais limosos e de 7r/-
chosporon cutaneum, possibilitaram visualizar as for-
mas reprodutivas da caracteristica microscépica A do li-
mo “in natura” em condi¢Bes de laboratério e, assim,
correlacionar essas estruturas com as obtidas durante
as operagOes de cultivo “in vitro” dos microrganismos
isolados do limo. A anélise da Figura 4, confrontando os
habitos vegetativos e reprodutivos das hifas espessas
“A" do limo com os de Trichosporon cutaneum, ‘eviden-
ciou toda a similaridade entre este organismo e as referi-
das hifas, ratificando sua estreita associacdo na comple-
xa flora limosa das industrias de chapas de fibras da ma-
deira.

Finalmente, as caracteristicas do crescimento “‘in vi-
tro”, dos tipos culturais de microrganismos isolados das
acumulagdes limosas (Tabela 6), evidenciaram uma vez
mais a associagdo de Trichosporon cutaneum 3 flora li-
mosa estudada neste trabalho, uma vez que a maioria
dos tipos culturais desse microrganismo reproduziu as
nitas mais treglientemente encontradas o limo “in na-
tura”’

A escolha do método de cultivo “in vitro” dos micror-
ganismos do limo, ainda que discordante das opinies
de Coster (7), segundo as quais o meio teste deve ser in-
variavel, concordou com Conkey e Carlson (5), quando
se visa o estudo da flora microbiana do limo e seu con-
trole, nas condigBes especificas de cada inddstria. As
consideraces feitas por Casey (3) também foram leva-
das em conta para a escoltha do método utilizado neste
trabalho. Os resultados apresentados na Tabela 6 deno-
taram que os géneros Penicillium, Aspergillus, Graphium,
Paecilomyces e Trichoderma, apesar de reproduzirem
em menor escala as principais caracteristicas microsco-
picas do limo, apresentaram-se mais adaptados ao sis-
tema de cultivo artificial utilizado neste trabalho. Este
fato confirma a dificuldade da escolha de um método
que invariavelmente se aproxime das condicBes naturais,
conforme discutido por alguns autores (1, 3, 5, 7).

Deve-se ressaltar ainda que o método idealizado por
Coster (7), apesar de utilizar um meio artificial simulan-
do a “agua branca” (portanto, menos sujeito a varia-
¢Bes nutricionais), ndo passa de um sistema fechado,
onde a exaust&o de nutrientes e o acimulo de metaboli-
tos toxicos certamente favorece determinados micror-
ganismos de uma flora, na dependéncia do rendimento
de seus processos de vinculacdo energética ou de sua
resisténcia aocs metabolitos auto-inibidores (1, 4, 17).

A utilizacdo de populacdes mistas, tal como o in6-
culo de hifas do limo claro, previamente lavado {Tabela
6), evidencia ainda mais este problema, considerando a
inconstancia da freqléncia dos tipos de hifas formadas
em sistemas artificiais de cultivo, em confronto com o
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limo “in natura”” (Tabelas 3 e 4). Os estudos de Eveleigh
& Brewer (13 e 14) bem como os mecanismos de associa-
cdes gerais de microrganismos discutidos por Marshall
(15) e Pochon & Barjac (17), podem elucidar as dificul-
dades encontradas na reprodugdo “‘in vitro”’ de fendme-
nos causados por populacGes complexas, a partir de in6-
culos naturais.
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Flora fangica anem6fila da grande S&ao Paulo

Walderez Gambale*, Adhemar Purchio* & Jalio Croce**

Resumo

A incidéncia de fungos anemdfilos foi estudada, por exposicdo de 429 placas de Petri contendo agar Sabouraud, em

11 locais da Grande S3o Paulo, a saber: S8o Caetano do Sul, Capuava, Suzano, Guaruthos, Osasco, Vila Anastacio,
Cerqueira Cesar, Campos Eliseos, Tatuapé, Aclimacdo e Moema. As placas foram expostas semanalmente, permanecen-

do abertas durante 5 min., entre setembro de 1973 a agosto de 1974. Foram isolados 46 géneros de fungos aneméfilos,
sendo os mais freqgilentes: Cladosporium {64,8%), Epicoccum (51,7%), Rhodotorula (48,9%), Penicillium {41,7%), Asper-
gillus {23,3%), Aureobasidium (19,6%), Phoma (17,7%), Alternaria (17%), Candida (14,7%), Fusarium (14%), Trichoder-
ma (11,2%) e Cephalosporium (11%). O isolamento foi correlacionado as estacBes sazonais, durante o periodo mencio-
nado, e a resuftados ja obtidos em trabalhos 'realizac!os anteriormente em S3o Paulo e outras cidades brasileiras.

Summary

Airborne fungi of the “Grande S8o Paulo” area (Brazil)

Incidence of airborne fungal spores in the so-called Greater S&o Paulo was studied, by exposing 429 Petri dishes in
11 distinct areas, during 5 min., from September 1973 through August 1974. Identification according to Riddle technique
revealed the occurence of 46 distinct fungus genera, the most frequent being: Cladosporium (64,8%), Epicoccum
(61,7%), Rhodotorula (48,9%), Penicillium (41,7%), Aspergillus (23,3%), Aureobasidium {19,6%), Phoma (17,7%),
Alternaria (17%), Candida (14,7%), Fusarium (14%), Trichoderma {11,2%) e Cephalosporium (11%). Fungal frequency

was correlate to the year months and to the results achieved by other Brazilian authors.

Introdugdo

Em diversos paises, numerosos estudos foram
efetuados visando conhecer a incidéncia dos fungos
anemofilos e sua importancia clinica, como agen-
tes etiologicos de doencas respiratérias.

No Brasil, as publicacSes sobre a incidéncia de fun-
gos na atmosfera sdo em nGmero muito reduzido.
As primeiras pesquisas nesse sentido foram realiza-
das por Lima (15) e Patto (21), respectivamente em
Belo Horizonte e no Rio de Janeiro e Niteroi.

Atuaimente, foram realizados levantamentos sobre
a flora fungica aneméfila nas seguintes cidades bra-
sileiras: Belém (9), Belo Horizonte (10), Piracicaba
(22), Porto Alegre (13), Recife (1, 2, 10), Rio de Ja-
neiro {16, 19, 20), Santos (14) e S3o Paulo (3, 4, 14,
17).

Da relacdo acima, destaca-se o trabalho de Faria
{10), que estudou exaustivamente a flora f(ingica ane-
méfila de Belo Horizonte, correlacionando-a a diversos
aspectos ambientais como: pressdo barométrica, tem-
peratura, umidade relativa, ventos, precipitacdo plu-

viomeétrica total, evaporacio, insolacdo horéaria, nebu-
losidade e visibilidade. ,

Na cidade de S&o Paulo, o primeiro trabalho vi-
sando a incidéncia dos fungos aneméfilos foi realiza-
do por Almeida & Fava Netto (3), em 1947. Os auto-
res expuseram placas de Petri durante 5 minutos em
varios bairros e verificaram o predominio de fungos
dos seguintes géneros: Cladosporium, Penicillium,
Fusarium, Rhodotorula, Neurospora, Mucor e Candida.

Almeida & col. (4), em 1951, através de exposi-
¢Bes realizadas em diferentes épocas climaticas e em
varios bairros de S3o Paulo, isolaram fungos dos gé-
neros Cladosporiurn, Aspergillus, Penicillium, Rhodo-
torula, Trichotecium, Candida, Fusarium, Cephalos-
porium, Rhizopus, Mucor, Chaetomium, Hemispora,
Torula, Actynomyces e Stemphylium.

Outros autores {17) expuseram placas de Petri con-
tendo agar Sabouraud, quinzenaimente, no 7° andar
de um edificio na zona central da cidade, isolando
fungos dos seguintes géneros: Cladosporium, Penicil-

v lium, Rhodotorula, Aspergiflus, Monilia sitophila, Hor-

miscium, ' Fusarium, Candida, Cephalosporium, Rhi-

* Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S#o Paulo, Caixa Postal 2921, 01000 S#o

Paulo SP.

** Cadeira de Patologia e Clinica das Doencas Imunolégicas e Hematolégicas, Facuidade de Ciéngias Médicas de Santos,
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zopus e outros fungos imperfeitos néo identificados.

Lacaz & col. (14) publicaram, em 1958, os resulta-
dos de investigacBes efetuadas em S&o Paulo e San-
tos. Através da exposicdo semanal de duas placas du-
rante 15 minutos, em um (nico local, na cidade de
Sao Paulo, realizaram 49 exposi¢des, isolando fungos
dos seguintes grupos: Penicillium, Cladosporium,
Rhodotorula, Torulopsis, leveduras brancas, leveduras
pretas, Mucor, Aspergillus, Candida e outros com fre-
qiiéncia abaixo de 10%.

Considerando-se os fungos aneméfilos como agen-
tes etiolégicos de doengas respiratorias alérgicas e
oportunistas, responséveis por diferentes quadros
clinicos de micoses, o presente trabalho visa: conhe-
cer a flora fangica aneméfila em éareas da Grande
S&do Paulo; investigar a variag8o sazonal dos géneros
mais freqlientes; estabelecer comparag8es com dados
encontrados anteriormente para a cidade de S&o Pauio
e para outras areas geogréﬁca§ do Brasil.

Miaterial e Métodos

A localizacdo da rede de amostragem foi forne-
cida pela CETESB (Companhia Estadual de Tecnolo-
gia e Saneamento Bésico) que, no estudo sobre polui-
co ambiental, considera os seguintes parametros
como critério para distribuicdo de estacdes coletoras:
densidade demografica, zoneamento (zonas indus-
triais, mistas, residenciais e comerciais); fatores me-
teorolégicos topogréficos {corredores topograficos de
passagem de correntes aéreas).

Com base nos fatores acima, foram escolhidos os
seguintes locais: S3o Caetano do Sul (SC) — zona
mista e complexo urbano-industrial; Capuava (CAP) —
zona mista, complexo urbano-industrial, 4rea de pas-
sagem de correntes aéreas; Suzano (SUZ) — comple-
xo urbano-industrial e corredor topogréafico de pas-
sagem de correntes aéreas; Guarulhos (GUA) — zona
mista, 4rea urbano-industrial; Osasco (OSA) — zona
mista, area urbano-industrial e corredor topogréfico
de correntes aéreas; Sdo Paulo com os seguintes bair-
ros: Tatuapé (TAT), Campos Eliseos (CE), Cerqueira
César (CC), Aclimagdo {ACL), Vila Anastacio (VA} e
Moema (MOE).

A coleta dos fungos foi feita através de exposigéo
de placas de Petri contendo o meio agar-Sabouraud,
para deposicdo de esporos ou outras estruturas fangi-
cas presentes no ar. Foi exposta uma placa em cada
vez a 1,20m de altura do solo, durante 56 minutos, se-
manalmente, entre o periodo de setembro de 1873
a agosto de 1974, em cada um dos onze locais de
coleta. No total, foram expostas 429 placas; em locais
descampados, exceto em dias chuvosos quando a ex-
posicdo foi feita sob abrigo.

A identificagdo dos fungos foi feita através da téc-

nica de microcultura, entre lamina e laminula, segundo
Riddell (23).

Fungos que ndo exibissem estruturas de reprodu-
¢do, indicativas para a identificagéio, foram transferi-
dos para agar-infuso de milho, agar Czapeck ou agar
batata {preparado a partir de batata cozida). Quando
a fase esporulante ndo foi evidenciada nesses meios,
o fungo foi inciuido em Mycelia sterilia.

As leveduras foram categorizadas em filamentosas
e ndo filamentosas, através de cultivo em lamina em
meio agar infuso de milho.

Para a identificacdo dos organismos isolados, foi
consultada a literatura mencionada a seguir (5-8, 12,
24-27).

Resultados

Através de 429 exposicdes, foram isolados 46 géne-

ros de fungos cujas freqiiéncias encontram-se na Ta-
bela 1.
Variacdo sazonal dos fungos isolados com fregiiéncia
acima de 10% - Esse grupo de fungos foi isolado
em todas as épocas sazonais durante o periodo estu-
dado (Tabela 2). O género isolado com maior freqiién-
cia, na primavera e inverno, foi Epicoccum; no verdo,
Penicillium; e no outono, Cladosporium.

Os géneros Penicillium e Aspergillus atingiram fre-
qliencias maximas de isolamento no verdo; Rhodoto-
rula; Phoma, Candida, Trichoderma e Cephalosporium,
no outono; e Cladosporium, Epicoccum, Aureobasi-
dium, Alternaria e Fusarium, no inverno.

Distribuigéo dos fungos, com freqliéncia de isolamento
acima de 10%, segundo os locais — Os fungos do
grupo considerado feram isolados em todos os locais
de coleta (Tabela 3). O género Cladosporium atingiu
freqiiéncia maior em todos os locais, exceto Moema,
Suzano e Aclimacao.

Cephalosporium sp. e Epicoccum sp. obtiveram
suas freqliéncias méaximas em Suzano; Cladosporium
sp. e Alternaria sp., em Osasco; Aureobasidium sp.,
em Cerqueira César; Phoma sp. e Candida sp., nos
Campos Eliseos; Trichoderma sp., na Aclimagdo; e os
demais, no bairro de Moema.

Outros fungos — Alguns fungos ndo ocorreram em
determinadas épocas, Neurospora sp. ndo foi isolada
no verdio; Paecilomyces sp. e Phialophora sp. ndo fo-
ram encontradas na primavera.

Foram isolados ainda, ‘com freqiiéncias totais sig-
nificativas, mas sem caracteristicas estacionais, mem-
bros dos seguintes géneros de fungos: Helminthos-
porium, Peironellacae, Pestalotia e Stemphylium, com
fregliéncias maximas, respectivamente, 10,6%, 6,3%,
4,2% e 5,6% atingidas no outono; Curvularia e Sco-
pulariopsis com freqiiéncias maximas, respectivamen-
te, 11,8% e 5,9% atingidas no verdo; e Nigrospora
com 10,9% no inverno.
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Tabela 1

Freqiiéncia de isolamento de
fungos anemofilos na Grande S#do Paulo
(setembro de 1973 a agosto de 1974)

Género F %+
Cladosporium 278 64,8
Epicoccum 222 51,7
Rhodotorula 210 48,9
Penicillium 179 C a7
Aspergillus 100 23,3
Aureobasidium 84 19,6
Phoma 76 17,7
Alternaria 73 17,0
Candida 63 14,7
Fusarium 60 14,0
Trichoderma 48 11,2
Cephalosporium 47 11,0
Helminthosporium 40 9,3
Curvularia 33 7.7
Nigrospora 32 7,5
Streptomycest+ + 31 7,2
Peironellaea 20 4,7
Neurospora 19 44
Paecilomyces 14 3,3
Pestalotia 12 2,8
Scopulariopsis 1 2,6
Stemphylium ) " 2,6
Phialophora 9 2,1
Rhizopus 8 1,9
Trichotecium 8 1,9
Pleospora 7 1,6
Chaetomium 7 1,6
Mucor 8 1.4
Byssochlamys 5 1,2
Botrytis 5 1,2
Fusidium 5 1,2
Papularia 5 1,2
Geotrichum 4 0,9
Sporotrichum 4 0,9
Stachybotrys 3 0,7
Circinella 2 0,5
Syncephalastrum 2 0,5
Periconia 2 0,5
Sepedonium 2 0,5
Diplosporium 2 0,5
Torula 1 0,2
Cryptococcus 1 0,2
Nocardia® + 1 0,2
Spegazzinia 1 0,2
Microsporum 1 0,2
Verticillium 1 0,2
Cunninghamella 1 0,2
Hormiscium 1 0,2
Fungos ndo classificados 293 68,3
Leveduras ndo filamentosas 192 44,7

+ Célculo baseado em 429 exposi¢les
+ + Bactérias

Tabela 2

Variagdo sazonal de fungos aneméfilos
mais freqlientes na Grande S8o Paulo

Epocas climéaticas
Géneros
Primavera  Verdo Outono Inverno

(108} (68) (143) (110)
Cladosporium 57,4 62,9 67,1 76,4
Epicoccum 63,9 32,2 32,2 77,3
Rhodotorula ) 39,8 39,7 58,7 50,9
Penicillium 34,3 57,3 35,7 47,3
Aspergillus 13,0 32,3 21,7 30,0
Aureobasidium 10,2 14,7 21,0 30,0
Phoma 8,3 19,1 25,9 15,4
Alternaria 4,6 19,1 18,2 26,4
Candida* 5,5 4,4 28,7 11,8
Fusarium 9,3 13,2 16,1 16,4
Trichoderma 4.6 8,8 14,7 14,5
Cephalosporium 7.4 14,7 16,1 5,4

{ ) N° de exposicBes
*+ Leveduras filamentosas

Todos os demais fungos, indicados na Tabela 1,
foram isolados ocasionalmente, com freqliéncia total
entre 0,2¢e¢ 2%. . :

Foram isolados, ainda, 293 fungos que n#do apre-
sentaram 6rgdos de reproducdo, 192 leveduras néo fi-
lamentosas e 6 géneros que ndo puderam ser identifi-
cados.

Foram considerados, também, os géneros Strepto-
myces e Nocardia, reconhecidos como bactérias, mas
aqui incluidos para fins de comparagdo aos trabalhos
realizados anteriormente,

Discusséo

Verifica-se, pela Tabela 1, que, & semelhanca de re-
sultados obtidos em outras &reas geogréficas, a atmos-
fera da Grande S&o Paulo apresenta os fungos per-
tencentes ao grupo, denominado por Morrow, Meyer
& Prince (18), dominantes universais. Dos 12 fungos
isolados com freqliéncia acima de 10%, somente Epi-
coccum sp., Cephalosporium sp. e Candida sp. ndo
pertencem ao citado grupo.

Fato interessante a ser assinalado & que a maioria
dos fungos foi isolada com frequiéncia elevada nos pe-
riodos de outono e inverno. Faria (10) observou que
a concentracdo de esporos flingicos, no ar, aumenta
com a elevagdo da pressdo atmosférica, evaporacéo
e velocidade do vento e com a diminuicdo da tem-
peratura, -umidade relativa e precipitagdo. O periodo
relativo ao outono, na Grande S3o Paulo, & caracte-
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Tabela 3

Fregiiéncia dos géneros de fungos anemoéfilos mais comuns na Grande S&o Paulo,
segundo os locais (setembro de 1973 a agosto 1974)

Locais
Géneros SC CAP SUZ | GUA | OSA | VA cc CE TAT |[ACL MOE
{39) (39) (40) (41) (38} (40} (38) (36) (40} (39} (39)
Cladosporium 76,9 538 | 62,5 56,1 84,2 550 | 71,0 61,1 72,5 61,5 59,0
Epicoccum 51,3 48,7 725 |4156 | 34,2 375 | 632 58,3 50,0 69,2 436
Rhodotorula 41,0 | 487 45,0 |46,3 47,4 | 425 55,3 58,3 475| 436 64,1
Penicillium 308 |41,0 [375 366 |474| 3756 421 41,7 375 487 59,0
Aspergillus 23,1 15,4 | 25,0 19,5 184 | 25,0 | 237 27,8 150 282 359
Aureobasidium 20,5 10,3 17,6 12,2 184 | 200] 31,6 139 ( 250 282 17.9
Phoma 10,3 | 23,1 15,0 12,2 15,8 25| 21,06 1 36,1 12,5 10,3 17,9
Alternaria 205 |205 12,5 98 | 289 20,0 18,4 83| 200 10,3 17,9
Candida* 17,9 7,7 2,6 12,2 18,4 7.5 18,4 38,9 17,6 5,1 17,9
Fusarium 10,3 | 20,5 1758 219 10,5 5,0 15,8 13,9 12,5 261 231
Trichodermna 17,9 7.7 10,0 9,8 5,3 15,0 10,5 1,1 12,6 18,0 5,1
Cephalosporium 51 7.7 27,5 7.3 15,8 10,0 53 2,8 7.5 15,4 15,4

{ ) N° de exposicBes
+  Levedura filamentosa

SC — S#o Caetano do Sul CAP — Capuava SUZ — Suzano GUA — Guarulhos OSA — Osaséo‘

VA — Vila Anastscio CC — Cerqueira César
MOE — Moema

rizado por queda regular da temperatura, nebulosida-
de e umidade (11). Nota-se ainda a queda dos indices
pluviométricos e 0 aumento da pressdo atmosférica,
em relacdo as estacBes anteriores (11). O inverno é
caracterizado por alta pressdo atmosférica, nebulosida-
de minima, baixa temperatura, estabilidade no ar, bom
tempo e indices pluviométricos baixos (11). Este resul-
tado condiz com o esperado. A formag¢do do espo-
ro, principal forma de disseminagdo dos fungos, ocor-
re nos periodos em que as condicBes climéaticas sdo
adversas, ou seja, nas estacdes secas.

Comparacdo com resultados obtidos anteriormente na
cidade de Sdo Paulo — A Tabela 4 mostra os resul-
tados de trabalhos realizados anteriormente, na cidade
de S3o Paulo. O Gitimo deles foi apresentado em 1958,
por Lacaz & col. (14), notando-se algumas diferencas
entre seus resuitados e os agora obtidos.

Assim é que: foram isolados, mais freglientemente,
Cladosporium sp., enquanto aqueles autores encon-
traram, com maior freqliéncia, Penicillium sp. Ndo foi
isolado Geotrichoides sp., nem Torulopsis sp., este Gl-
timo, provavelmente, por n3o ter sido feita a identifi-
cacdio completa das leveduras. Por outro lado, foram
encontrados fungos dos géneros Epicoccum, Alterna-
ria, Phoma, Fusdrium, Trichoderma, Curvularia, Hel-
minthosporium, Nigrospora e outros menos freqlien-
tes, que nfo foram constatados por Lacaz & col. {14).

Tabela 4

TAT — Tatuapé CE — Campos Eliseos ACL — Aclimagfio

Fungos aneméfilos isolados em Sdo Paulo por diversos autores

ALMEIDA &

ALMEIDA & col.- MENDES & " LACAZ & col.
FAVA LACAZ
NETTO
(1947) + (1951 + (1951) (1958)
Clad ium | Clad fum Cladosporium 23,6 | Penicillium 83,7
Penicillium Penicillium Penicillium 17,2| Cladosporium 73,4
Fusarium 'Aspergillus Rhodotorula 6,41 Rhodotorula 63,2
Rhodotorula Candida Aspergillus 4,51 Torulopsis 20,4
Rhizopus . Rhodotorula Neurospora 3,6 Lev. Brancas 20,0
Neurospora Cephalosporium | Hor i 1,8} Lev. Pretas 14,0
Mucor Fi Fi 1,8 Mucor 12,0
Candida Torula Candida 0.9,| Aspergillus 10,2
Aspergillus Rhizop Cephalosp 0,94 Candida 10,2
"Mucor Rhizopus 0,9 | Cephalosporium 8,1
Chaetomium Fungos ndo Aureobasidium 8,1
Hemispora identificados 21,0 | Hormiscium 6,1
Stemphylium Neurospora 4,0
Trichotecium Rhizopus .4,0
Actonomyces Geotrichum 2,0
Geotrichoides 2,0
Streptomyces 2,0
Sporotrichum ‘2,0

*+ N&o ha referéncia sobre freqiiéncia
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Diante disso, acreditamos ter havido variacdo na
flora fungica anemofila da regido, pelo menos no que
concerne aos fungos isolados com maior freqliéncia,
pois 0 maior nimero de géneros encontrados no pre-
sente trabalho talvez se deva ao fato da amostragem
ter sido maior.

Comparacdo com resultados obtidos em outras cida-

des brasileiras — A Tabela 5 contém os resultados-

Tabela 5

Fungos aneméfitos mais freqlientes (acima de 10%) em cidades

brasileiras de acordo com os ltimos trabalhos

Cidades
Géneros SP I BH I BE | RE l RJ l SA l Pi ! PA
%
Cladosporium 64819031175 1319 [150187,0(50,0} —
Epicoccum 51,7131,0] — — — {760 — —
Rhodotorula 4891280| — {290}100|80,0(125]| —
Penicillium 41,7 164,7 1366 444|200 938|623 -~
Aspergillus 23,3158,6 6381722100 |{46,0(43,7| 46,6
Aureobasidium 1961319 — 138 — — - —
Phoma 17,71297| — (222 — — e —
Alternaria 170§21,1| — - — — — -
Candida 1471167 — |416] — - {312 —
Fusarium 14,0124,71145 (236 | — — — —_
Trichoderma 11,2 — {150 — - - - —
Cephalosporium 11,012421105 | — — — — -
Curvularia — 1333683 — — — — -
Helminthosporium| — [ 19,4} — - — - - —
Mucor — — 1269 — - 270 — —
Paecilomyces - - 10,0} — — — — —
Torulopsis — — — 1202| —~ [ 19,0}1256] —
Cryptococcus — — — 1168 — — — —
Phialophora — — — 1125 — e — —
Gloesporium — - - 11| - — — —
Pyrenochaeta — — - 111 - — — —
Rhizopus — — — — — 19,01 18,1 e
Neurospora - — - — - - {211 —

SP - S3o Paulo (Trabalho presente)
BH — Belo Horizonte (10]

BE — Belém (9)

RE — Recife (10)

RJ — Rio de Janeiro (16)

SA — Santos (14)

P | — Piracicaba (22)

PA — Porto Alegre {13)

dos trabathos mais recentes, realizados em algumas ci-
dades- brasileiras, mostrando apenas aqueles fungos
que incidiram com freqgiiéncia acima de 10%. Ressal-
te-se que a discussdo, apresentada a seguir, baseia-se
exclusivamente nesses fungos. A ndo inclusdo de um
género, numa cidade, pode ser devida ou a sua ausén-
cia, ou a seu isolamento, com freqliéncia abaixo da es-
tabelecida.

Apesar dos estudos ndo terem sido realizados nos
mesmos padrdes, nem sempre com grande nimero de
observac@es, a comparac#o é valida em termos de fun-
gos mais freglientemente isolados.

Com excecdo de Trichoderma sp., encontrado na
Grande Sdo Paulo, e de Curvularia sp. e Helminthos-
porium sp., isolados em Belo Horizonte, os demais sdo
comuns as duas regides.

Em Belém, foram isolados fungos dos géneros Cur-
vularia, Mucor e Paecilomyces, ndo encontrados com
a freqiiéngia considerada na Grande S#o Paulo. Os
géneros Cladosporium, Peniciflium, Aspergiflus, Fusa-
rium e Cephalosporium sdo comuns aos dois locais.
Na Grande S3c Paulo, por sua vez, foram isolados os
géneros Epicoccum, Rhodotorula, Aureobasidium,
Phoma, Alternaria e Candida.

Comparando-se com a flora micética de Recife,
observa-se que, a excecdo de Epicoccum sp., Alterna-
ria sp., Trichoderma sp. e Cephalosporium sp., ndo
isolados nessa cidade, e dos géneros Torulopsis, Cryp-
tococcus, Phialophora, Gloesporium e Pyrenochaeta
ndo isolados na Grande S&o Paulo, os demais foram
encontrados nas duas regides.

Os seguintes géneros de fungos foram encontra-
dos no Rio de Janeiro, Santos, Piracicaba e Grande
Sd@o Paulo: Cladosporium, Rhodotorula, Penicillium
e Aspergiflus. Em Santos e Piracicaba isolou-se, res-
pectivamente, Epicoccum sp. e Candida sp., também
encontradas na Grande S&o Paulo.

Em Porto Alegre, apenas o género Aspergillus foi
isolado com freqgliéncia acima de 10%.
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Uso da panela de pressdo comum para esterilizagdo

Edison Paulo Tavares de Oliveira*, Hideyo lizuka**
Hisako Gondo Higashi**, José L. Brunini*** &
José Luis de Lorenzo****

Resumo

Confirmagdo, experimentai, do emprego da panela de pressdo para esterilizag8io, como alternativa a autoclave, que nem
sempre & disponivel em trabalhos de campo e em outros procedimentos nos quais seja imprescindivel a esterilizacdo rigorosa.
Estabelecimentos de normas para a padronizagdo no uso, com determinag&o do tempo minimo necessério para a destruicdio
de esporos de cinco diferentes espécies, em sua maioria patogénicas, selecionadas por serem das mais resistentes a termo-
coagulagdo proteica.

Summary

The use of pressure cooker for sterilization

Establishment of norms and patterns in the use of pressure cooker, determination of the minimum time necessary for
destruction of spores from five different, mostly pathogenic agents selected among those which slow high resistance to
protein thermocoagulation. Discussion of the advantages of the common pressure cooker for sterilization purposes, in places
‘where the availability of an autoclave is practically impossible, particularly in rural’ zones.

Introdugédo

O emprego do calor imido, para a termocoagulaggo
proteica, torna a panela de pressdo em instrumento po-
tencialmente til para os processos de esterilizac8o neces-
séarios em grande nmero de procedimentos biomédicos.
N&o héa davida quanto & supremacia da autoclave no
processo de esterilizagdo (1, 2, 7, 8, 10). Tal equipamento,
entretanto, nem sempre é disponivel em consultérios
médicos e odontolégicos, em farm4cias e em laboratérios
de pequeno porte, tendo-se em vista seu custo relativa-
mente alto (6), os requisitos para sua instalagdo e a neces-
sidade de pessoal treinado para sua operac8o. Em deter-
minadas regides do pals, o uso da autoclave é praticamen-
te impossivel. Particularmente em trabalhos de campo,
0 processo de esterilizagdo torna-se problemético*****,

A panela de press&o j4 vem sendo indicada como po-
tencial substituta da autoclave (2, 3, 9), gracas ao prin-
cipio do calor imido sob pressdo. NJo obstante, ainda
ndo ha normas determinadas para seu uso como instru-
mento para esterilizac8io, pois os dados encontrados na
literatura ou ndo s&o concordantes entre si ou n3o apre-
sentam comprovacdo experimental (2, 5, 7). A insufi-
ciéncia de trabalhos especificos (6) e a falta de bases
experimentais, com exce¢io dos-trabalhos de poucos
autores {4, 6, 9), fazem com que o assunto mereca
considera¢des adicionais.

Jirgensen (5) utilizou, durante 20 minutos, a panela
de pressdo para esterilizagdo de material bacteriol6gico
de canais radiculares, sem contudo fornecer dados ou

* Segdo de Toxinas e Anatoxinas, Instituto Butantan, Caixa Postal 65, 01000 S&o Paulo SP; e Depto. de Microbiologia e Imunologia, Instituto de

Ciéncias Biomédicas, USP.
** Setor de Anaer6bios, Instituto Butantan,

*** Clinica de Alergia, Hospital do Servidor Pablico Municipal, S#o Paulo.

**** Depto. de Microbiologia e imunologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP, S#o Paulo.
**#x% As atividades desempenhadas pelos membros do Projeto Rondon, por exemplo, no campo da medicina cirdrgica, obstetricia, epidemiologia, ve-
terinéria e outras, s3o, via de regra, realizadas a consideraveis distincias de centros hospitalares.
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padrGes relativos a tempos de exposicdo. Mischol (7) é
contrério ao uso da panela de pressdo, considerando-a
inadequada para a esterilizagdo de instrumental odonto-
légico, para o qual somente a autoclave é recomendada.
Cable (3) considera a panela de pressdo adeguada para
esterilizagdo rigorosa, especialmente quando o material
é previamente lavado com solucdo detergente. Todavia,
o autor ndo fornece dados sobre os tempos utilizados.
Grahame (4) também recomenda o uso da panela de
pressdo, durante 20 minutos, sob 15 Ib. de pressdo.
Sandoval & Vera (9) discutem as especificagdes de
construcdo da panela de pressdo, salientando sua im-
portancia na esterilizacdo, e relatando que ela deve ser
operada durante 20 minutos, com 500 ml de 4gua no seu
interior, Todavia, ndo indicaram os tipos de microrga-
nismos testados. Por outro lado, suas amostras micro-
bioanas eram incubadas apenas durante 48 horas, tempo
nem sempre suficiente para tal experimentacdo, no vo-

lume de agua por eles recomendado, considerando-se

as relagBes existentes entre este e a intensidade da cha-
ma (fonte de calor). ,

Kamiyama (6) confirmou, experimentalmente, yue
500 ml de 4gua sdo ideais para panelas de 3, 4 e 4,5 litros
de capacidade. Tendo utilizado material contaminado
com esporos de Bacilus subtilis, em meio de tioglicolato,
concluiu que a destruic8o de esporos ocorria em 20 mi-
nutos, nos materiais em que o vapor entrava em contato
com cada fibra e com todas suas camadas {materiais de

densidade) ou em 15 minutos, quando se tratava de ma-

teriais em que o vapor entrava em contato somente com
sua superficie {materiais de superficie). Segundo a auto-
ra, a panela de pressdo pode ser usada sempre que
necessaria.

Diante dos dados apresentados, torna-se evidente a
necessidade de calibragem e padronizagdo no uso da
panela de pressdo como equipamento esterilizador. Para
tanto, foram testados materiais de cultivo de cinco espé-
cies de bactérias esporulantes, selecionadas. em funcdo
de sua resisténcia a termocoagulagio proteica.

Material e Métodos

Microrganismos e meios de cultura — Foram utilizadas
amostras, da colecéo do Instituto Butantan, das seguin-
tes espécies: Clostridium tetani (amostra B89), C. botu-
finum tipo A (amostra 395), C. septicum (amostra 66),
C. oedematiens (amostra A-159) e Bacillus subtilis (sem
numeracdo). As culturas foram mantidas em Tarozzi
previamente regenerado. Este meio também foi utiliza-
do nas repicagens das amostras. O caldo simples e o 4gar
simples foram usados nas provas de pureza das culturas.
O crescimento bacteriano era veificado através de es-
fregacos corados pelo método de Gram e pelo método
de Wirtz {para comprovacg#o da presenga de esporos).

Materiais empregados — Panelas de pressdo comuns, de
4 litros; tela de metal, para uso como grade de suporte,
apoiada no fundo da panela através de tripé; frascos para
penicilina, de 10 ml, para as culturas testadas; termo-
mandmetro *'Fabbe”, acoplado & véalvula de escape da
panela; ampola de enxofre com ponto de fusdo de 110°C;
papel-controle de esterilizagdo em autoclave, da Propper
Mfg Co. Inc., N.Y.; bioindicador ‘‘Merck” para con-
trole de esterilizagdo em autoclave (esporos de Bacillus
stearothermophilus, cultivados em caldo nutritivo com
acucares e indicador de pH).

Testes preliminares do funcionamento da panela de pres-
sdo — Visam verificar as temperaturas e as pressdes atin-
gidas no decorrer da operagéo total e, por outro lado, se
a pressdo méaxima, uma vez atingida, & mantida cons-
tante durante todo o processo. Para tanto, foi usado um
termomandmetro, previamente acoplado ao sistema de
escape da panela, que indica temperatura em escala Cel-
sius e a pressdo em kg/cm3.

Foram colocados 500 ml de 4gua no interior da panela,
de forma a ndo cobrir a tela metalica apoiada no tripé.
Quando era mais forte a chama usada para o aqueci-
mento, eram necessarios 1.000 ml de agua, para que a
4gua ndo se esgotasse.

Os sistemas de aferic3o eram colocados um de cada
vez no interior da panela de pressdo, os quais, junta-
mente com os dados colhidos da indicagdo do termo-
man@metro, dariam indicagBes das condi¢des de tem-
peratura e de pressdo para a esterilizagdo. Para tal bro-
posito, foram usados: uma ampola de enxofre (fusdo
em 110°C); um indicador de temperatura e pressgo (Prop-
per Mfg Co. Inc.} que confere a coloragdo preta a um
preparado, originalmente de cor marfim, surgindo a ins-
cric8o ““OK” sempre que se atinge a 121°C e 15 libras de
press3o; e um bioindicador “Merck’’, de esterilizagdo
em autoclave, que mostra quando seus esporos so ina-
tivos pelo instrumento esterilizante.

Testes de esterilizacdo nos tempos de 15, 20 e 25 minu-
tos — Somente foram usadas culturas de 72 horas, com
abundante esporulagdo. O material era-inicialmente re-
picado em Tarozzi e testado quanto & pureza.

Para melhor avaliar a eficiéncia do uso da panela de
pressdo comum para esterilizagdo, procurou-se determi-
nar o nimero aproximado de esporos contidos nas amos-
tras. Para isso, toma-se, como comparagdo, as cepas de
C. oedematiens e B. subtilis. Com amostra semelhante
a suspensdo de microrganismos usados.como “inocu-
lum”, _35.0 feitas diluicBes divididas em duas porg&es
equitativas: uma aqtjecida a 70°C, durante 20 minutos,
e a outra njo; em seguida, semeia-se o material separa-
damente, em condic8es adequadas ao crescimento.

Apb6s sete dias de incubag8o, conta-se o nimero de
colonias de cada amostra. Determina-se, aproximada-
mente, por comparac8o, o nimero de microrganismos
contido nas amostras antes do processamento.
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Dois mililitros das suspens@es sdo colocados em fras-
cos de 10 ml, previamente esterilizados em estufa (180°C
durante duas horas), cujas tampas sfo vedadas com
esparadrapo. Em seguida, os frascos sdo introduzidos
na panela.

.Para todos os testes, o procedimento & o mesmo: a
a'panela é devidamente fechada e colocada na chama
do bico de Bunsen, seguindo-se as fases mencionadas
nos testes anteriores.

O tempo de exposicdo ao calor é marcado apés o
inicio da saida de vapor, pela valvula de escape. Para a
primeira verificacdo, as culturas sdc expostas ao calor
durante 15 minutos; para a segunda e terceira, durante
20 a 25 minutos, respectivamente.

A panela é esfriada naturalmente e as amostras colhi-

das do material contido em cada frasco s8o semeadas
em meios de Tarozzi previamente regenerados. A incu-

bacgdo é feita a 37°C e as leituras executadas a partir de
48 horas, durante sete dias consecutivos.

Teste de esterilizacdo com frascos hermeticamente ve-
dados — A mesma série de experiéncias foi desenvolvida
com a utilizacdo de frascos com vedacdio metalica, tal
como séo encontrados no comércio. Nestes, a inocula-
cdo com suspensBes de microrganismos era feita atra-
vés do uso de seringas plasticas previamente esterilizadas.

Testes de esterilizacdo de substratos sélidos impregna-
dos com suspenséo de esporos — Considerando a va-
riac@o na razdo do aquecimento de diferentes materiais,
foram feitos experimentos utilizando, também, amostras
de suspensdo de esporos, embebendo terra e impreg-
nando tiras de papel de filtro. '

Para isso, sdo utilizadas tiras de papel de filtro tipo
Whatman n? 33 e terra, introduzidas em tubos e esteri-
lizados em autoclave (120°C durante 20 minutos).

As tiras de papel medem 10 cm de comprimento por
1,5 cm de ‘largura, sendo impregnadas com 1 ml das
suspensdes de esporos concentrados ao dobro das entfio
usadas. Cada duas gramas de terra s3o embebidas com
2 ml das suspensdes de esporos. Depois de secas, as
preparacfes sdo submetidas a0 mesmo processamento
de esterilizac3p ja descrito.

Resultados

Amostras semethantes as utilizadas como inéculo de
C. oedematiens e B. subtilis foram diluidas para a deter-

minagdéio do nGmero provavel de microrganismos. A sus- -

pensdo de C. oedematiens foi diluida a 1:100.000 e divi-
dida em duas porcSes: uma previamente aquecida a
70°C, durante 20 minutos e a outra ndo; em seguida
semeado 0,10 ml separadamente, em condicBes ade-
quadas ao crescimento. Ap6s sete dias, foi feita a con-
tagem de colénias.

A porc¢do aquecida previamente apresentou em torno
de 32 x 108 microrganismos a cada 2 mi de inéculo.
Para a amostra ndo aquecida, o nimero de microrganis-
mos foi em torno de 72 x 108,

As suspensGes de B. subtilis foram diluidas a 1:1 .000.000,
procedendo-se da mesma maneira que o anterior. Neste
caso, o numero provéavel de microrganismos apos o
aquecimento prévio foi de 37 x 107, e de 64 x 107,
antes do aquecimento para cada 2 ml da amostra.

Amostras mantidas em meio liquido — A leitura dos
resultados com as amostras colhidas apos 15 minutos de
exposicdo ao calor tmido sob pressdo e, semeadas em
meio Tarozzi, incubadas a 37°C durante 48 horas, de-
monstrou crescimento de C. tetani, C. septicum, C.
oedematiens, C.. botulinum e B. subtilis, evidenciando-se
a resisténcia dos esporos ao tempo de exposic#io. A pre-
senca dos germes foi confirmada através de bacterios-
copia.

A esterilizac8o durante 20 minutos s6 foi eficaz em
relacdio a Bacillus subtilis, que ndo cresceu até apos 168
horas (7 dias) de incubaco; os demais microrganismos
desenvolveram-se normalmente em 48_hor'as. Com 25
minutos de exposicio-ao calor néo houve crescimento
de nenhum dos microrganismos, durante os sete dias de
incubacdo. Isto indica que o tempo de 25 minutos foi
suficiente para a destruiciio dos esporos das espécies
testadas.

Amostras impregnadas em substrato — Os resultados
obtidos com as amostras impregnando o papel de filtro
e embebendo a terra mostraram que houve uma destrui-
¢do dos cinco tipos de esporos testados ap6s o aqueci-
mento de 15 minutos nas mesmas condig8es experimen-
tais ja descritas.

Os testes foram Sempre confirmados através de leitu-
ras da ampola de enxofre, do papel-controle de tempe-
ratura e pressdo (Propper, Mfg. Co. Inc.) e do bioindica-
dor “Merck” de esterilizaco.

Em todos os testes, os resultados foram francamente
favoraveis em relacfo as condigBes ideais de esterilizac8o.

Discusséo

Os resultados permitem sugerir o uso de panela de
pressdo comum como alternativa para a autoclave, ao
contrério da posi¢&o adotada por Mischol (7).

Ficou esclarecido que o tempo necessario para a ina-
tivacdo dos cinco tipos de germes esporulados & de 25
minutos, para uma completa esterilizacdo. Os esporos
de B. subtilis mostraram-se invidveis com 20 minutos de
exposicdo, enquanto que os de C. tetani, C. septicum,
C. oedematiens e C. botulinum s6 foram destruidos com
25 minutos de exposicHo. Isto contraria as opinides de
Grahame (4) e de Sandoval & Vera (9), que recomendam
20 minutos como tempo de esterilizacsio e Jiirgensen (5),
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que utilizou o mesmo tempo em testes bacteriolégicos
de canais radiculares.

Por outro lado os esporos, quando impregnando algu-
mas substancias solidas, mostraram-se mais sensiveis,
necessitando 16 minutos para sua destrui¢do.

A quantidade de &gua no interior da panela, conforme
Sandoval & Vera (9) e Kamiyama (6) seria 500 ml. Em
nossos experimentos verificamos que, quando se usa a
chama de bico de Bunsen, mais intensa, a quantidade
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& insuficiente, esgotando-se completamente até o final
da operac8o. Por esse motivo, propomos o UusO de
1.000 ml de agua para panela com capacidade de 4 litros,
o0 que nao interfere com o uso. Pelo contrério, essa quan-
tidade evita a dessecacdo do material e o esgotamento
da agua colocada no interior da panela.

Concluindo, a panela de pressdo comum funciona
satisfatoriamente como instrumento de esterilizagdo e o
tempo suficiente para esterilizac3o segura & de 25 minutos.
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Sensibilidade in vitro de leveduras do género Candida a violeta de genciana*
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Resumo

Estudo da sensibilidade de 17 amostras de leveduras do género Candida a violeta de genciana, concluindo-se que 12 foram
sensiveis ao quimioterapico, na concentracdo de 10.000'Iu,g/ml, em meio s6lido. Em meios liquidos, até a concentracdo
de 100 Lt g/ml, ndo ocorreu atividade inibidora. Passagens sucessivas, em concentracbes cada vez maiores, em meios
liquidos, seguidas de teste em meio sélido a 10.000 /u,g/m!, revelaram aumento no namero de amostras resistentes 3
droga: o nimero inicial de amostras resistentes (cinco) passou para 13. Ocorreu, ainda, diminuigdo do periodo inicial de
crescimento em meios com concentracBes mais altas de violeta de genciana, apo6s cultivo prévio das amostras, em con-
centrages menores da droga. Os resultados observados podem explicar o grande nimero de casos recidivantes de candi-
diase, tratados com violeta de genciana.

Summary

Sensitivity “in vitro” of several Candida spp to gentian violet

From 17 strains tested, 12 showed sensitivity to gentian violet at 10,000 g/ml in solid agar medium. In liquid media with
up to 100 tg/ml gentian violet there was no inhibitory activity. After successive transfers, through higher dye concentra-
tion, an increase in the number of resistant strains was observed: the initial resistant strains (five) were increased to 13.
Strains previously grown in lower concentration of gentian violet showed a decrease in the initial growth rate by increasing
the dye concentration. The data might explain the numerous cases of candidiasis relapse when treatment with gentian

violet is employed.

Introdugéo

A violeta de genciana (cloreto de metilrosanilina) é
um guimioterépico utilizado ha longo tempo na tera-
péutica de candidiases da pele ou mucosas (3, 5, 6, 7,
8,10, 11, 12).

Em solugdio aguosa, recomenda-se em concentra-
¢Bes de 0,1 a 2% (3, 4, 5, 7, 10, 11), para uso topico,
€ a 0,01% para instilag3o de cavidades fechadas (3).

Sob forma de gel {11) ou cremes (6, 8), & usada em
candidiase vulvovaginal. Nestes casos, na concentra-
¢8o de 1%, quando comparada & antibiéticoterapia,
revelou baixa proporcdo de cura e alta percentagem
de reincidéncia.

Por outro lado, atividade inibidora, “in vitro”’, foi
verificada em concentracdes que variam de 1 x 105 a
1 x 108, aproximadamente (2, 9, 11).

No presente trabalho, procuramos primeiramente
reestudar, “in vitro”’, o comportamento de espécies de
Candida frente a diferentes concentracdes de violeta

de genciana em meio liquido e em meio sblido. Em
seguida, procuramos selecionar amostras que sobrevi-
vessem a concentracdes gradativamente maiores do
quimioterapico.

Material e Métodos

Amostras — Foram estudadas 17 amostras de Candida,
isoladas de material humano. As de C. albicans, de nu-
meros 97, 99, 100 e 144, isoladas, respectivamente, de
Ulcera de pélpebra e escarro, foram provenientes da
Facuidade de Medicina da USP, e a de n° 464, da The
London School of Hygyene and Tropical Medicine,
sob n? 3166. Outras amostras desta espécie (nimeros
1335, 1336, 8224, 9024, 9226, 9230 e 9247) e as de C.
kruzei (nGmeros 1189 e 9060). C. guillermondii (nGme-
ros 1351 e 9431} e C. tropicalis (ntmero 8357), foram
isoladas de secreg8o vaginal, no Laboratério Clinico da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

* Disciplina de Parasitologia e Micologia Clinicas, Departamento de Anélises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de S#o Paulo, Caixa Postal 30.786, 01000, S4o Paulo SP.
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Meio liquido — Caldo Sabouraud enriquecido (dextro-
se 21 g; peptona 10 g; extrato de levedura 1 g; &gua
destilada 1000ml), ao qual foi adicionada violeta de gen-
ciana em concentracBes finais de 25, 50 e 100 ug/ml
do meio, e distribuido em volumes de 5ml em tubos de
ensaio de 16mm x 160mm. O mesmo volume foi utili-
zado para os controles, sem adic8o de violeta de gen-
ciana.

Meio sélido — Agar-Sabouraud-dextrose {dextrose 20g;
peptona 10g; agar 20g; agua destilada 1000ml), com
violeta de genciana a 10.000 p g/ml, distribuindo-se
volumes de 20ml em placas de Petri de 20mm x 100mm,
procedendo-se da mesma maneira para o controle, sem
violeta de genciana. ’

Suspensdes das amostras — A partir de culturas com
24h de crescimento em agar-Sabouraud dextrose, a tem-
peratura ambiente, foram preparadas suspensdes em
4gua destilada estéril, em concentracéo suficiente para
fornecer 20% de transmitancia (Coleman Junior 680nm,
em tubos de 18 x 150).

Na primeira etapa, foi semeado 0,3ml das suspen-
sBes de cada amostra, sobre meio solido com violeta
de genciana a 10.000 u g/ml espalhando-se homoge-
neamente com alca de Drigalsky. Ao mesmo tempo,
0,2m! foi semeado em méio liquido, com diferentes
cohcentragées da droga (25, 50 e 100 pmg/ml). Em
ambos os casos, observages quanto ao crescimento
foram realizadas, diariamente, até o sétimo dia de in-
cubacfo a 37°C.

Em etapa posterior, amostras que apresentaram
crescimento maximo, estavel durante 24h, em concen-
tragBes mais baixas da droga no meio liquido, foram
centrifugadas, lavadas e ressuspensas em 5ml de agua
destilada estéril, transferindo-se 0,2ml para meios com
concentracdes sucessivamente maiores.

Para crescimento das amostras, em meio liquido, foi
considerada a turvacdo produzida. )

Comparando-se com os controles em meios soélido
e liquido, utilizou-se os seguintes simbolos para expres-
sar o crescimento das leveduras:
auséncia de crescimento

I

+ = pequeno crescimento
+ + = grande crescimento
+ 4+ + = crescimento abundante

Resultados e Discussédo

Na Tabela 1 estdio os resultados obtidos quando
suspensdes das amostras selvagens de Candida foram
semeadas em meio sélido contendo 10.000 u g/ml de

- violeta de genciana. Na Tabela 2 estdo os resultados
quando as amostras selvagens foram semeadas em

Tabela 1

Comportamento das amostras selvagens de Candida em meio sélido
com 10.000 U g/ml de violeta de genciana

Meio solido com violeta de genciana a
Amostra n? 2 10.000 (4 g/m Controle
Tempo de incubag8o (dias) a 37°C
1 2 3 4 5 6 7 1
97 (C.a.) - - - - + + + + 44+
® Ca)| - - — — — - = 4
00 (Ca)l| — — — — + + + + 4+ 4
144 {C.a.) - — —_ — — — —_ + 4+ +
464 (C.a.) - — - — — — - B S
189 (Ck) | — + + + + + + +++
1336 (C.a.} U U — + 4+ +
1336 (C.a.) - - - = = = - + o+ +
1351 (Cg.) had —_ — — — — — + + +
8224 (C.a.) - = = = + + + + 4+
8357 (C.t) — — — — — — — + 4+
9024 {(C.a.) - — — — - - — 4+
9060 {C.k.) - o+ o+ o+ o+ o+ o+ + 4+
9226 (Ca) - — —_ — — — - + 4+ +
9230 (C.a.) U — 44+
9247 (C.a.) - - —_ — — — —_— + 4+ +
9431 (Cg) - bt i - — — —_— + + +
Obs.: (C.a.) = C. albicans

{C.k.) = C. kruzei
(C.g.) = C. guillermondii
(C.t.) = C. tropicalis
a = meio sélido, sem violeta de genciana

meios liquidos, respectivamente com: 25, 50 ou 100 u.g/mi
da droga. .

Nas Tabelas 3 e 4 estdo os resultados obtidos com
suspensdes das amostras provenientes de crescimento
anterior em 25 u g/ml, quando semeadas em meios
liquidos contendo, respectivamente, 50 e 100 u g/ml
de violeta de genciana. ) '

Na Tabela 5, estdio os resultados obtidos com
100 1 g/ml, apbs crescimento anterior, sucessivamente,
em 26 e 50 ug/ml.

Nas Tabelas de ‘6 a 8 estdo os resultados das amos-
tras com crescimento anterior, em concentracdes mais
baixas, em meio liquido e depois de semeadas em meio
solido, com violeta de genciana a 10.000 ¢t g/mi. A
Tabela 6 expressa os resultados das amostras prove-
nientes de 100 ©.g/ml; na Tabela 7, sucessivamente
de 25 e 100 . g/ml e, na Tabela 8, sucessivamente de
25,50 € 100 u g/ml. '

Devido & utilizacdo da violeta de genciana em aitas
conceniracées, como medicamento (3-6, 8, 10-12), pro-
curou-se estudar, inicialmente, a sensibilidade “in vitro”,
de amostras selvagens, de Candida, usando-se 0 meio
sé6lido contendo 10.000 u g/ml do quimioterapico.

Verifica-se, pela Tabela 1, que o crescimento de
algumas amostras iniciou-se ja em 48h (n? 1189 e 9060)
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Tabela 2
Comportamento das amostras selvagens de Candida em meios liquidos, com diferentes concentracdes de violeta de genciana
Meio liquido com violeta de genciana
25[ug/ml 50 tLg/ml 100'u,g/ml
Amostra n® Controle?
Tempo de incubacdo {dias) a 37°C
1.7 1 2 3 4.7 1 2 3 4 ...7 1
97 (C.a.) ++ o+ ++  +4+ ++ ++ 44 ++  ++ ++ e+ ++ +++
9 (C.a) ++ o+ + - + ++  ++ ++ - - + ++ 44+ ++ +
100 (C.a.) +4+ ++ ++  ++ ++ 4+ 44 ++ ++ 4+ 4+ ++ ++ +
144 (C.a.) +4+  ++ + ++ 4+ +4 4+ - + +4+ 4+ ++ + 4 +
464 (C.a.) ++ ++ ++ ++  ++ o+ 4+ + ++ ++ ++ 4+ + 4+ +
1183 (C.k.) ++ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + ++ +
1336 (C.a.) ++ + + ++ o+ e+ 4+ - - + +4+  ++ +++
1336 (C.a.) ++  ++ — + ++  ++ 4+ — + + ++ 4+ + 4+ +
1351 (C.g.) +4+  ++ + ++  ++  ++ ++ + + ++  ++ 4+ + + + +
8224 (C.a.) ++  ++ ++ ++  ++ ++ 4+ ++  +4+ 4+ ++ +++
8357 (C.t.) ++ o+ + - + o+t o+t - - + ++ 4+ + 4+
9024 (C.a.) ++ o+ 4+ + 4+ o+ + + +4+ A+ A+ ++ ++ +
9060 (C.k.} ++  ++ + + ++  ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ 4+ + 4+ +
9226 (C.a.) ++ 4+ 4+ + ++  ++  ++ o+ + - — + + + + + ++ +
9230 (C.a.) o+ - - o+t o+ - - R S + ok
9247 (C.a.) 4+ 4+ - - + o+ + 4+ - - + 4+ o+ o+
9431 (C.g.) ++ o+ + + ++ 4+ + ++ 4+ — + + +4+ 4+ + 4+ +
a = meio liquido sem violeta de genciana
Tabela 3 Tabela 4

Comportamento das amostras de Candida, provenientes de meios ligui-
dos com 25 4L g/ml de violeta de genciana, frente a 50 tig/mi do quimio-

Comportamento das amostras de Candida, provenientes de meios com
254g/mi de violeta de genciana, frente a 100 g/ml do quimioteréapico

terapico
Meio liquido com 504 g/ml de Meio liquido com 100 1 g/ml de
violeta de genciana® violeta de genciana?® Controfe®

2 ontrole

Amostra n? Tempo de incubagdo (dias) a 37°C Controle” Amostra n: Tempo de incubacso (dias) a 37°C

1 2 3 1 1 2 3 4 5 1

97 {C.a) ++ ++ 4+ 97 (Cad| ++ | ++ 44
9 (C.a) + ++ 4+ +++ 99 (Ca)| + ++ | o+ 4 .
100 (C.a.) ++ ++ 4+ 100 (Cal| ++ | ++ e
144 (C.a.) ++ + 4+ F 4+ 144 (Ca)| + ++ | ++ .
464 (C.a.) ++ + 4 ++ 4+ 464 (C.a.)| -+ ++ | 44 e
1183 (C.k.) + + o + 4+ + 189 (C.k.)| + + + + + 4+
1335 (C.a.) ++ ++ +++ 1335 (C.a)] + + 4+ | o+ .
1336 (C.a.) + ++ + 4+ 133 (Ca)| + + 4 | ++ o
1351 (C.g.) ++ S+ T 1361 (C.g}| + T S a4
8224 (C.a.} ++ ++ o+ 8224 (Ca)l ++ | ++ 4
857 (C.t) + ++ S+ 4+ 857 (C.t)| + + vt | e g
"9024 (Ca.) + ++ ++ 4+ 9024 (Ca)| + 4+ | ++ 4y
9060 (C.k.) ++ ++ o+ 4 9060 (Ck)| ++ [ ++ P
9226 (C.a.) + + ++ o+ 9226 (C.a)| ++ | ++ a4
9230 (C.a.) + ++ ++ 4+ 9230 (Ca)| - F e+ | o+ o+
9247 (C.a.) i+ ++ + 4+ +++ 9247 (C.a.)| + ‘4 + ++ + o+ P
9431 (C.a.) + + ++ + 4+ 9431 (Cg.)| + + ++ + o+ .

[
i

amostras mantidas até duas leituras de grande crescimento { + +),
apods o que foram passadas para concentracdes maiores de violeta
de genciana

meio liguido, sem violeta de genciana

i

amostras mantidas até duas leituras de grande crescimento ( + +),
apos o que foram passadas para concentracSes maiores de violeta
de genciana.

meio liquido, sem vipleta de genciana
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Tabela b

Tabela 7

87

Comportamento das amostras de Candjda, provenientes de crescimentos
sucessivos em meios liquidos com 25 e 100 Iug/ ml de violeta de gencia-
na, frente a concentragdo de 10.000 ug/ml

do quimioterépico em meio solido

Meio liquido com 100 i g/ml de violeta de Meio sélido com violeta de genciana
) genciana® . a 10.000 U g/ml

Amostra n: Tempo de incubagdo (dias) a 37°C Controle Amostra n? Tempo de incubago (dias} a 37°C Controle®
1 2 3 1 12| 31a}s]|6]|7 1
97 (C.a.) + + + + + + + 97 (Cal)l ++| ++]|++ | ++]|++]|++]++ ++ +
99 (C.a.) T+ ++ + o+ + 99 (C.al| + + + + + + +4+ ] +++
100 {C.a.) e . ot 100 (CaM ++] ++ | ++ | ++|++]++]++]| +++
144 (C.a.) 4 o+ + 4 144 (Cal| + | + |+ | + 1+ |+ |+t] THF
464 (C.a.) + ++ 44+ 464 (Cal)| + | + |+ 1+ |+ |+ |+ Tt
189 (C.k) . . b+ 1189 (CkY| ++] ++|++ [++][++]|++]++[ T+7F
1335 (C.a.) ++ ++ +++ 1336 (Cad| ++| ++|++ [ ++|++]++ ]| ++| FH+F
1336 (C.a.) +4 ++ +k 1386 (Ca)| - = |- |- |- ||t
1351 (C.g.] ++ + 4+ +++ 131 Cg)f = — |~ | -]~ |**F"
8224 {(C.a.} + 4 ++ + 4+ 8224 (Cadf ++| ++|++ | ++|++[++]| ++[ +++
8357 (C.t.) + ++ ++ +4 867 (Ct)f —| — | — |- |-~ |- |**"F
9024 (C.a.) ++ ++ + o+ 9024 (Ca)] — | = [ ~= | =~ - | +**
9060 (C.k.) + o+ T4 + 4+ 9060 (Ck}j ++| ++|++ | ++|++| ++]| ++ +++
9226 {C.a.} ++ + 4 T+t 9226 (Cal|l — | —t — 1 -+ |+ | + | *+F
9230 (C.a.} + ++ ++ +++ 9230 (Cad| + | + [+ [+ [+ ]+ | + | +H+t
9247 (C.a.) o 4+ + 9247 (Cadf — | — | — | — | —| =] - | **+F
9431 (C.g.) ++ + 4+ 4+ 931 (Cogf — | - | -V -4 -}t

a = amostras mantidas até duas leituras de grande crescimento {+ +),
apés o que foram passadas para concentragces maiores de violeta

de genciana
b = meio liquido, sem violeta de genciana

Comportamento das amostras de Candida, provenientes de meios liqui-
dos com 100 /,Lg/ml de violeta de genciana, frente a concentracdo de
10.000 4 g/ ml do quimioterapico em meio sélido

Tabela 6

Meio s6lido com violeta de genciana

a 10.000 U g/ml
Amostra n® Controle®
Tempo de incubaggo {dias) a 37°C
1 2 3 4 5 6 7 1

97 Cal|++{++|++|++]|++]++[++] +++
99 (Cal)| + + + | + + + + + 4+
100 (Calf++|++|++]++++]++]++ ] +++
144 {(C.a) | + + + + + + + + + +
464 (C.a}l]| + + + + + |+ + + 4+ +
189 (Ck) | ++ [++ |++]++]++]++]++] +++
1336 (C.a.) | — - - - - - — + 4+ +
1336 (C.a.) had - - - —_ el — + + +
131 gl = - | =1 - =]—-1-1]+++
8224 (C.a)| + + + + b4+ '++ T+ +
8357 (C.ty | — - ad - — — — + + +
024 (Cal| — | = | = | -|=-|—-—-1+++
9060 (Ck)|++|++|++]|++]|++]|++[++]| +++
9226 (C.a.) | — - - - — — - + 4+
9230 (C.a.)| — - — - — — - + 4+ +
9247 (Cad| — | = | == - |- |- |+++
9431 (C.g.)| — - - - - - - + 4+ +

a = meio solido, sem violeta de genciana

a=

meio s6lido, sem violeta de genciana

Tabela 8

Comportamento das amostras de Candida, provenientes de crescimentos
sucessivos em meios liquidos com 25, 50 e 100 g g/ml de violeta de gen-
ciana, frente a concentragio de 10.000 teg/ml

do quimioterapico em meio solido

Meio sélido com violeta de genciana

"a 10.000 Lt g/ml
Amostra n° Controle®
Tempo de incubacdo (dias) a 37°C
1 2 3 4 5 6 7 1

97 (Calj++|++]++]|++]++]++]++] +++

99 (C.al| + + + + + + + 4 +
100 (Cal| ++|++]++f++|++|++]++] +4+
144 (C.a.)| + + + Lo R I I
464 (Ca)| + | + | ++[++]|++[++]++] +++
1189 (Ck)| ++|++ | ++|++|++f++|++]| +++
1336 (Calj++)++|++]++|++|++]|++] +++
1336 (C.a.)| + + + b+ +|++++ | ++] +++
1351 (Cgl| — | =] =]~ | =1 =1]-1] +++
824 (Ca)l++|++|[++]|++[++]++]++]| +++
8357 (C.t)| — —_ - —_ — — — + + +
9024 (C.a}| + PO R I R o o B
9060 (Ck)|++ ]| ++l++}++++]++]++ 4+
9226 (C.a.)| + + + + + [ ++ ] ++ ++{ ,
9230 (C.a)| + + + + + ++ | ++ 4+
9247 (Cad| — | - | ~ | = === | +++
8431 (Cgf — | — | - | = | = |~ |~ | +++

a = meio s6lido, sem violeta de genciana
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e 0 de outras, somente apos 5 dias de incubac&o (amos-
tras n? 97, 100 e 8224). Este fato mostra a alta resis-
téncia de algumas amostras de Candida, em meios s6-
lidos com altas concentrag8es (10.000 w© g/ml} de vio-
leta de genciana.

Observa-se, pela Tabela 2, que o crescimento em
concentragBes de 25, 50 e até 100 4 g/mi ocorreu em
periodos de incubag8o menores que trés dias. Embora
o crescimento nos meios sélidos ou liquidos, contendo
violeta de genciana, tenha sido relativamente menor e
mais demorado que aquele em meios controle, as ob-
servacdes realizadas ndo concordam com os achados
“in vitro” de outros autores (2, 9, 11). Verifica-se que
algumas amostras s8o quase insensiveis a droga, em
discordancia do observado por estes autores, utilizando
concentragBes muito inferiores de violeta de genciana.

Quanto as espécies, trés amostras selvagens de
C. albicans (n® 97, 100 e 8224) e duas de C. kruzei
(n? 1189 e 9060) cresceram em 10.000 & g/ml do qui-
mioterapico, enquanto as outras foram inibidas nesta
concentracdo (Tabela 1).

Em meios liquidos, cinco das 17 amostras selvagens
de Candida tiveram o crescimento retardado, em con-
centracdo de violeta de genciana a 50 M g/ml, cres-
cendo em periodos de dois ou trés dias. Estas mesmas
amostras e mais quatro outras apresentaram o mesmo
comportamento, na concentracdo de 100 u g/m! (Ta-
bela 2).

A passagem prévia das amostras que apresentaram
crescimento lento, em concentracdes do quimioterapico
de até 50 u g/ml, permitiu crescimento mais precoce
das mesmas, quando semeadas em concentrag@es de
até 100 1 g/ml (Tabelas 2 a 4).

A semeadura em meio sélido contendo 10.000 4 g/ml
de violeta de genciana, apés passagem em concentra- -

¢Bes de 100 u g/ml (Tabela 6) ou crescentes de 25 e
100 ug/mi (Tabela 7) ou 25, 50 e 100 wg/ml, suces-
sivamente (Tabela 8), permite verificar que o menor
namero de culturas viaveis, oito no primeiro caso, foi
aumentado, nos dois casos subseqlientes, para 10 e 13,
‘respectivamente. O contato, em concentragdes grada-
tivas cada vez maiores, é fator importante na selecdo
de amostras, cada vez menos sensiveis a violeta de
genciana.

Convém assinalar que as amostras de C. guiller-
mondii (n? 9431 e 1351), C. tropicalis {n® 8357) e s6
uma de C. afbicans (n° 9247) mantiveram a sensibili-
dade inicial & violeta de genciana {Tabelas 1 e 8).

Comparando-se os resultados das provas de sensi-
bilidade das amostras selvagens, em meio solido com

10.000 u g/ml do guimioterapico, com as provas ap6s
passagens em concentragBes sucessivamente crescen-
tes, verifica-se o grande aumento no nGmero de amos-
tras resistentes — de cinco para 13, em 17 amostras
estudadas.

A anélise destes dados permite pressupor a existén-
cia de linhagens de Candida resistentes & violeta de
genciana, em condig8es naturais. )

Tais linhagens poderiam ser selecionadas por trata-
mentos prolongados, principaimente, pelo uso de pe-
quenas doses do quimioterapico, ou naqueles que, por
quaisquer motivos, permitissem que houvesse decrés-
cimo na concentracdo da droga que efetivamente'pu-
desse entrar em contato com o microrganismo.
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Caracterizacion bioquimica y significado clinico de
una especie recientemente descrita dentro de
la familia enterobacteriacea: Citrobacter diversus™

Gustavo Prieto, Jeannette Vargas, Hilda Bracho & Mary de Mestroni**

Resumen

Caracteristicas bioguimicas de 29 cepas de Citrobacter diversus aisladas entre los afios 1972-1975 de material clinico hu-
mano diferente al de las heces. Los miembros de esta especie no producen H,S en el medio de TSt después de 24 ho-
ras de incubacion, ni crecen en el medio de KCN. Producen indol a partir del triptofano, decarboxilan la ornitina y
fermentan el adonitol. El malonato fué utilizado por el 93% de las cepas. Estas caracteristicas en conjunto le diferen-
cian de otras enterobacterias. La mayoria de las cepas producen reacciones positivas tardias entre 48 y 72 horas en los
medios de lactosa, sucrosa vy salicin. La metodologia que conduce a su identificacion en el laboratorio clinico es descri-
ta. Citrobacter diversus es aislado a partir de una variedad de especimenes clinicos. Se aisla como dnico agente de un
hemocultivo en un nifio que padecia de meningitis a Haemophilus influenzae, en tres infecciones de herida operatoria y
en un paciente con processo infeccioso cronico de vias urinarias a Escherichia coli. En los casos restantes se le consigue
acompafiando a otras bacterias algunas de las cuales son reconocidas como patégenos primarios y otfas como oportunistas.

Summary

Biochemical characterization and clinical signification of a recently described specie in enterobacteriaceae: Citrobacter
diversus -

The biochemical characteristics of 29 strains of Citrobacter diversus, isolated between 1972-1975 from specimens of
human origin different to the stools were determined. Members of this specie did not produce hydrogen sulfide in TSt
medium after 24 hours of incubation and failed to grow in KCN medium. They produced indole and ornithine decarboxi-
lasa and fermented adonitol. Malonate was utilized by 93% of the strains. These biochemical characteristics permit to
differentiate this species from other Enterobacteriaceae. Most of the strains show delayed reactions after 48—72 hours
in lactose, sucrose and salicin. Citrobacter diversus was isolated from a variety of clinical specimens. It was isolated
as a pure culture from blood culture taken from a child who was suffering Haemophilus influenzae meningitis. Three
cases were recovered from wound infections and another was cultured from a patient with chronic urinary infection
due to Escherichia coli. In all the other cases the organism was found with other bacteria which are known as pathogens
and other as opportunists.
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Introduccion

Durante la Gltima década los bacilos Gram-nega-
tivos aerébicos han desplazado, especialmente en el
medio hospitalario, al Staphylococcus aureus de las
casuisticas etiolégicas como agentes productores de
procesos infecciosos en el humano (2). Miembros de
este grupo de bacterias a los cuales tradicionalmente
se les reconocia ausencia o reducido poder de pato-
genicidad, aparecen en la actualidad frecuentemente
implicados en tales procesos. Esta variacion etiologica
ha motivado que el laboratorio de bacteriologia dis-
ponga de una metodologia que permita la caracteriza-
cion de los aislamientos clinicos, conocimiento éste

que puede prestar ayuda para emprender una terapia
adecuada y para conocer la epidemiologia de las in-
fecciones nosocomiales.

En la familia Enterobacteriaceae la taxonomia del
género Citrobacter ha sido revisada recientemente por
Ewing & Davis (1) quienes propusieron en base a pre-
cedentes historicos prioridad para la designacién “Ci-
trobacter diversus”, a una segunda especie dentro de
éste género. Varios habian sido los nombres propues-
tos en el pasado para designar esta especie, habien-
dosele conocido como: Citrobacter intermedium (5),
Citrobacter koseri {3), Padlewskia (4} y Levinea malo-
natica (6).

Citrobacter diversus constituye un grupo de bacte-

* Catedra de Microbiologia. Facultad de Medicina. Universidad del Zulia y Hospital Universitario de Maracaibo. Venezuela.

** Hospital Coromoto. Maracaibo. Venezuela.
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rias que comparten las caracteristicas generales del gé-
nero Citrobacter dentro de la tribu Sa/monellae, y que
puede diferenciarse de la otra especie del género, Ci-
trobacter freundii, en base a la fermentacion del ado-
nitol, produccion de indol a partir de triptofano v a la
ausencia de crecimiento en el medio de KCN.

En el presente trabajo se estudian las caracteristicas
bioguimicas y el posible significado clinico de Citro-
bacter diversus. 4

Materiales y Metodos

Se analizan las caracteristicas bioquimicas de 29
cepas de Citrobacter diversus aisladas entre los afios
1972-1975, de material clinico humano diferente al de
las heces. El aislamiento inicial se realiza en medios
de agar sangre, agar chocolate y principaimente me-
dios diferenciales como el Mac Conkey.

Para la caracterizacion bioquimica se sigue la meto-
dologia descrita por Ewing & Davis (1), Los aislamien-
tos primarios y las pruebas bioquimicas fueron reali-
zadas a temperatura de 35°—37°C.

La historia .de’los pacientes de donde estas cepas
fueron aisladas fueron revisadas y los aislamientos
agrupados como infeccién primaria, infeccién secun-
daria, o de significado indeterminado basandose en
criterios ya establecidos.

Resultados

En el aislamiento inicial el 97% de las cepas mues-
tran la caracteristica de colonias no fermentadoras
de la lactosa en el medio de Mac Conkey. Como puede
apreciarse en la tabla 1 en el medio de TSI el 66%

producen reacciones de bisel alcalino, taco acido, gas
positivo, H,S negativo mientras que el 34% restante
muestran reacciones de bisel y taco acido con produc-
cién de gas. Ninguna de las cepas produce H,S en
este medio después de 24 horas de incubacién.

En la tabla 2 se puede observar la diferenciacién
de Citrobacter diversus con otras enterobacterias, uti-
lizando una bioquimica primaria constituida por indol,
citrato, motilidad” y ornitina, cuando las cepas en el
TSI producen el primer tipo de las reacciones descritas.

La tabla 3 muestra, utilizando las mismas reaccio-
nes bioquimicas, la diferenciacion de estas cepas cuan-
do en el TSI se produce el éegundo tipo de las reac-
ciones ya mencionadas. El 100% de las cepas estudia-

‘das producen a las 24 horas positividad en las pruebas

de indol, motilidad, citrato y ornitina. La Grea fué hi-
drolizada por el 55% de las cepas, produciendo en és-
ta cambios unicamente a nivel del bisel.

Para la clasificacion definitiva fué necesario utilizar
las pruebas bioquimicas que muestran las tablas 4 y 5,

Tabla 1

Reacciones en el TSI

Reaccion en el TSI N¢ de cepas %
Bisel : Alcalino
Taco : Acido 19 66
Gas : Positivo

H,S : Negativo

Bisel : Acido

Taco : Acido 10 34
Gas : Positivo

H,S : Negativo

Tabta 2

Cuadros diferenciales

Bisel : Alc.
TSI Taco: AGO A
st =
 Citrobacter Shigelta E. coli  Salmonella Serratia Enterobacter Proteus Providencia
diversus  freundii lac. tardia - paratyphi A hafniae agglomerans  morganii  rettgeri
Indol + v -0+ + - - +o- + N +
Urea vt vt - - - Wt - vt + + -
Motilidad + + - +o0- + + ¥ +o0- + ¥ i
Citrato + + - - ~ + v v _ + +
Ornitina + v v v + + + - + _ _
ALG = Alcalino
A = Acido
G = Gas
\% = Variable
t = Tardio
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Tabla3

Cuadros diferenciales

91

Biesel : A
TSI Taco: AGo A
st il
Citrobacter Enterobacter i Serratia
e Escherichia  Klebsiella ~ Enterobacter! Serratia? )
diversus freundii agglomerans rubidea
Indol + v + - - -0 + - -
Urea vt vt - + +o- vt vt vt
Motilidad + + + 0~ - + + 0~ + +0-
Citrato + + - + + v + +of{+}
Ornitina + v v - + - + + 0-
A = Acido
G = Gas
V = Variable
t = Tardio
1 = E. cloacae ; E. aerogenes
2 = S. marcescens; S. liquefasciens
Tabla 4 Tabla 5
Caracterizacion bioquimica y significado clinico de una especie Caracterizacion bioguimica y significado clinico de una especie
recientemente descrita dentro de la familia enterobacteriaceae: recientemente descrita dentro de la familia enterobacteriaceae:
Citrobacter diversus Citrobacter diversus
Reacciones bioquimicas
Prueba bioquimica C. freundif C. diversus
U . o
Reaccion % + {+) Reaccion%+ (+) Prueba bioquimica Reaccion % + {(+)
‘HSen TSI - 0 _ 0 Rojo de metilo + 100
Indol +o0- 50 " 100 Voges proskauer - 0
K.C.N. + @ - 0 K.C.N. - 0
11 o
Ornitina decarboxilasa +0- 58 + 100 Getatina (25°C) - 0
Adonitol _ _ 4 100 Lisina decarboxilasa .- 0
Arginina dehidrolasa ~o(+) 7. (24)
Fenilalanina, deaminasa - 0
+ = 90% 0 mas de positividad a las 24 horas Malonato + 3
{+) = reacciones positivas después de 24 horas Gas de glucosa +. 100
Lactosa + o(+) 62 (41)
Sucrosa -0+ 3 (7
de las cuales son de gran importancia: la inhibicion  Manitol + 100
del crecimiento en el medio de KCN y la fermenta-  Dulcitol -0+ 38
cién del adonitol (0% y 100% de positividad respec- ~ Saicin {+1o+ 0 83
. : . N . Adonitol + 100
tivamente en nuestras cepas), éstas permiten diferen- Inositol 0
ciar Citrobacter diversus de la variante H,S negativa  gghitol " 100
de Citrobacter freundii. Arabinosa + 100
En los medios de lactosa, sucrosa y salicin pro-  Raffinosa . - ¢
ducen reacciones positivas débiles a las 24 horas 52, Rhamnosa + 100
o . . " . Maltosa + 100
31 y 10% respectivamente, reacciones positivas tardias Xilosa N 100
i . : . o
‘entre 4872 horas son observadas en el 41, 7y 83% de ¢ gyosa F 100
las cepas para los mismos medios mientras que los  Oxidasa - 0
carbohidratos restantes fueron fermentados a las 24  Nitratos + 100
horas o permanecieron negativos después de 72 horas O.N.P.G. + 9
de incubacion. El 7% de las cepas dan la reaccién .
- = . ayr = 9 . itivi
dehidrolasa de la arginina positiva a las 24 horas, 24%  * 90% o més de positividad a las 24 horas
. .y (+) = reacciones positivas después de las 24 horas
de ellas necesito 72 horas para dar esta reaccion po- -
. X X F .. = fermentativo
sitiva y el 69% restante permanecio negativo para  ONPG = ortho-nitrophenyl-beta-galactopyranoside
esta reaccion. OF = oxidativo fermentativo
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La tabla 6 muestra un estudio comparativo entre
las reacciones cbtenidas por Ewing & Davis (1) en
1972 y las logradas en este estudio.

La tabla 7 ilustra las fuentes de aislamientos de
las cepas estudiadas. Exceptuando los aislamientos
producidos a partir de un hemocultivo, tres heridas
operatorias y-un urocultivo, en los restantes se pro-

duce el aislamiento de Citrobacter diversus acompafia-
do de otras bacterias tales como: Staphylococcus au-
reus, Pseudomonas aerugin_bsa, Acinetobacter calcoa-
ceticus var. anitratum, Acinetobacter calcoaceticus
var. jwofii, o frecuentemente de otros miembros de
la familia enterobacteriaceae principaimente Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli.

Tabla 6

Caracterizacion bioquimica y significado clinico de una especie recientemente

descrita dentro de la familia enterobacteriaceae: Citrobacter diversus

Reacciones bioquimicas

Ewing & Davis (1) 113 cepas Prieto & col. 29 cepas
Reaccion % + (+) Reaccion % + (+)
Urea v 78 (1 - o + 31 (24)
Indol + 100 + 100
Citrato + E + _100
Motilidad + 93 + 100
Rojo de metilo + 100 + ‘iOO
Voges proskauer - 0 - 0
K.C.N. - 0 - 0
Gelatina (25°C) - 0 - 0
Lisina decarboxilasa - 0 - 0
Arginina dehidrolasa + o {+) 60 (38) - 0o (+) 7 (24)
Ornitina decarboxilasa + 100 + 100
Fenilalanina deaminasa - 0 - 0
Malonato + o - 88.5 + 93
Gas de glucosa + 100 + 100
Lactosa v 33 (51) + o (+) 52 41)
Sucrosa - o + 17 - o + 31 | (7
Manitol + 100 + 100
Duilcito! + o - 53 - o + 38
Salicin (+) o + 10 81) {(+) o + 10 (83)
Adonitol + 100 + 100
Inositol - 0 - 0
Sorbitol + 97 + 100
Arabinosa + 99 + 100
Raffinosa - 0 - 0
Rhamnosa + 99 + 100
Maltosa + 100 + 100
Xilosa + 100 + 100
Of glucosa F 100 + 100
Oxidasa - 0 - 0
Nitratos + 100 + 100
O.N.P.G. + 100 + 97
+ = 90% de positividad a las 24 horas
(+) = reacciones positivas después de las 24 horas

fermentativo
ortho-nitrophenyl-beta-galactopyranoside
oxidativo fermentativo

ONPG =
oF =
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Tabla 7

Caracterizacion bioquimica y significado clinico de una especie
recientemente descrita dentro de fa farnilia enterobacteriaceae:
Citrobacter diversus

Sitios de aislamiento

Sitios de aislamiento N? de cepas
Secrecion herida operatoria 10
Esputo ' 4
Orina* 4
Secrecion ulcera varicosa 3
Hemocultivo 1
Exudado faringeo 1
Secrecion traqueal 2
Secrecion vaginal 1
Desconocido 3
Total 29

* Urocultivos con contajes superiores a 10% bacterias por ml. de orina.

Discusion

En terminos generales los resultados de este estu-
dio coinciden con los obtenidos por Ewing & Davis (1).
Consideramos igualmente que la diferenciaciéon de Ci-
trobacter diversus con la variante H,S negativo de
Citrobacter freundii que representa el 16% de los ais-
lamientos de esa especie y de los cuales aproxima-
damente el 50% son indol positivo, es importante es-
pecialmente cuando su comportamiento ante algunos
agentes antimicrobianos es también diferente. En este
sentido la inhibicién del crecimiento en el medio de
KCN (0% y 97% de positividad para Citrobacter di-
versus y Citrobacter freundii respectivamente) y la fer-

mentacién del adonitol (0% en Citrobacter freundii
y 100% en Citrobacter diversus) son brue'bas bioqui-
micas que permiten establecer la diferenciacion.
Citrobacter diversus sblo fué aislado como Gnico
agente en las siguientes condiciones: de un hemo-
cultivo en un nifio de 4 meses gque padecia de menin-
gitis a Haemophilus influenzae, en tres infecciones de
herida operatoria, dos de las cuales eran de pacien-
tes que se encontraban en malas condiciones genera-
les y en un paciente con proceso infeccioso cronico
de vias urinarias a Escherichia coli. En los casos res-
tantes su papel pudiera catalogarse de secundario o
indeterminado ya que es aislado acompafiando a otras
bacterias, algunas de las cuales son reconocidas como
patégenos primarios y otras como oportunistas.
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Efféct of pH, temperature and time of stirring on the solubility
of trypsin used in cell cultures

Edda de Rizzo*

Summary

The trypsin solution is one of the most commonly used solutions in cell culture for the disaggregation of cultured cells
and tissues. Investigating the solubility of trypsin powder at different ‘pH tevels it was found that its maximum pro-
teolytic activity can already be detected five minutes after the suspension of the powder in buffer or distilled water. Thus,
the prolonged stirring to which trypsin is submitted for its solubilization when 0.2% trypsin solutions at pH 7.4 are pre-
pared, does not increase that activity, estimulates the autholysis of the enzyme which starts as soon as pH 5.0 is
reached, and eventually, allows microorganisms present as natural contaminants of trypsin powder (bacteria, virus,
mycoplasma, molds) to synthesize toxins that often cause a cytotoxic effect on the cell cultures preventing their utili-
zation in virology. The preparation of trypsin solutions as concentrates {10% or 50 X} at low pH (4.3), and their storage
at ~20°C are recommended because by preserving the proteolytic activity of trypsin, the solutions can be kept stabie for
longer periods of time.

Resumo

Efeito do pH, temperatura e tempo de agitagdo sobre a solubilidade da tripsina usada em cultura celular

A solug:ao de tripsina & uma das mais usadas em cuitura celular, tanto na dispersdo de células para serem cultivadas “in vitro”,
como na de tecidos, para a obtenc3o de culturas celulares primérias. O estudo da solubilidade da tripsina em po, ém diferen-
tes pH, demonstrou que toda a sua atividade proteolitica ja pode ser detectada cinco minutos apbs a suspensdo do pé6 em
tamp&o ou em 4gua destilada. Assim, os longos periodos de agitaciio a que a tripsina & indevidamente submetida para alcan-
gar maior solubilizagdio quando solugBes a 0,2% de tripsina, pH 7,4, sio preparadas: a) no aumentam sua atividade proteo-
litica; b) fazem com que a autélise da enzima (que geraimente se inicia quando pH 5,0 é alcancado) seja estimulada; e c) even-
tualmente permitem que 0s microrganismos presentes como contaminantes naturais da tripsina em pd (bactérias, virus,
micoplasmas, fungos, etc) se multipliquem ou sintetizem toxinas que, freglientemente, causam efeito cnotoxmo nas cultu-
ras celulares, impedindo sua utilizacdo em virologia. A preparacdo de solucSes de tripsina em pH baixo (4.3), sob a forma de
concentrados (10% ou 50 X), assim como sua estocagem a -20°C, sfio recomendadas por que, preservando a atividade pro-
teolitica da tripsina, proporcionam maior estabilidade as solucdes, as quais podem, ent8io, ser estocadas por mais tempo
do que as solugBes diluidas.

Introduction

Trypsin, an enzyme belonging to the endopeptidase
group, is synthesized by pancreas in the form of an
active precursor called trypsinogen and can be com-
pletely and specifically inhibited by natural, high mole-
cular weight compounds of the protein class (1,4).

The use of trypsin in the digestion of the substrate
in which a cell cuiture was grown was first described
by Rous & Jones (5). Later, Moscona (3) described
the disaggregation of embryo tissues by treatment
with trypsin and found out that cell suspensions could
be kept by subsequent cultivation. Other enzymes,
such as elastase, pancreatin, papain and collagenase

can also disaggregate tissues but trypsin is, by far, the
most used.

Crude trypsin, specially swine trypsin, used in
tissue culture to disperse cultured cells, is commercially
available as a yellowish, fine powder and often contains
adventitious agents, i.e., bacteria, viruses, molds,
yeast and mycoplasma. It is prepared in phosphate
buffer, pH 7.4, and stirred for variable periods of time,
usually at room temperature or at 37°C, before ster-
ilization by filtration,

In the present study, the effects of pH, temper-
ature and time of stirring on the solubility of trypsin
powder used in cell culture techniques, were inves-
tigated.

* Tissue Culture and Cantrol Laboratory, Virology Department, Instituto Butantan, S&o Paulo, Brazil.

Fellow of the CNPq (Contract n® 1111.5040/76).
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Materials and Methods

Trypsin — Trypsin powder (1:300) from Nutri-
tional Biochemical Co., Control lot n® 1180, was cho-
sen for the study and used as 0.2% in trypsin diluent
(phosphate buffer), pH 7.4, and as 10% in distilled
water.

Skim milk — To 288 g of powdered skim mitk
(Molico, Nestlé) mixed with 2.500ml of distilled water,
12mi of 0.5% phenol red solution were added and the
pH was adjusted with 1IN NaOH solution until the prep-
aration became salmon-pink. The volume was then
made up to 3.000mi and the skim milk was autoclaved
at 110°C for 15 minutes.

For use the original solution was diluted to 1:4 in
Tris buffer, pH 7.6.

Proteolytic titer — The proteolytic titer of the routi-
nelly used 0.2% trypsin solution was initially investi-
gated at 4 and 37°C. For this, 0.6g of trypsin powder
were added to 300ml of trypsin diluent, pH 7.4, and
the pH adjusted to 7.4 by the addition of TN NaOH. The
volume was divided in two 150mi samples which were kept
at 4 and 37°C, respectivelly. At pre-determined times
(5, 10, 60, 120 and 180 min) three mililiter aliquots
were collected, clarified thru 26mm AP 20 pads {Mil-
lipore Co.)}, serially diluted (two fold) up to 1:1024
in cold Tris buffer, pH 7.6, and mixed with equal vol-
umes of 1:4 skim milk. After shaking, the mixtures
were incubated at 37°C and then kept for 10 min
at room temperature. -The titer scored was the highest
dilution of the sample which cleared the mixture.

The same test was carried out with 10% trypsin
solution (50 x concentrated} in water, adjusted to pH
2.0, 4.3, 7.4 and 11.0 by the addition of 1N HCI or
1N NaOH in proper amounts, with pH monitoring.
Samples were collected at 5, 20 and 60 min of stirring,
treated as previously, and tested for the proteolytic
titer, which represents the proteolytic activity shown
by the solubilized trypsin.

Protein — The protein contents of 10% trypsin so-
lutions tested at pH 2.0, 4.3 and 11.0 was determined
by the Lowry method (2).

Bacterial growth — 0.1 mg amounts of the 10%

trypsin solutions were collected at 5,20 and 60 min of
stirring, spread on blood agar plates, and incubated
at 37°C. The growth was recorded after 24 hours and
the contamination present was identified.

Resulits

Table 1 summarizes resuits obtained by carrying out
tests on the solubility of the 0.2% trypsin solution,
routinelly used in cell culture. It was observed that
at 4°C all the pr_oteolytic activity of the trypsin {pro-
teolytic titer equal to 1:64) was detected in the first

sample tested (5 min) and that it remained unchanged
even after 180 min of stirring. At 37°C, however, the
starting proteolytic titer dropped 2 fold at both 10 and
60 min, 4 fold at 120, and 8 fold at 180 min.

The final pH scored was slightly increased at 37°C.

Table 1

Proteolytic titer of the 0.2% trypsin solution, pH 7.4, stirred at 4 and 37°C

Temperature | 0,2 % trypsin Time of Proteolytic

of the at pH agitation titer

test {min)
(°C) initial | final

5 1: 64

10 1: 64

60 1. 64

4 7.4 7.4 120 1: 64

180 1: 64

5 1: 64

10 1: 32

37 7.4 7.47 60 1: 32

120 1: 16

180 1. 8

Table 2 shows the results of preliminary tests on sol-
ubility of trypsin performed at room temperature
(22°C) with 10% trypsin stock-solution in water, at
pH 2.0, 4.3 and 11.0. At pH 4.3 all the proteolytic

" activity could be detected in the 5 min sample,_ and

the proteolytic titer (1:2560) did not vary during the
whole test (60 min). At pH 2.0 a two fold decrease
of the starting activity occurred after 20 min of agita-
tion; at pH 11.0 a two fold decrease occurred in the
first five minutes and the titer remained the same for
the 60 min duration of the test.

Table 2

Proteolytic titer and protein cohtents of 10% trypsin sotck-solution at
pH 2.0, 4.3 and 11.0, stirred at 22°C.

10% trypsin -Time of Proteolytic Protein
at pH agitation titer contents
P (min) (mg/ mi)

5 1: 2560 43.7

2.0 20 1: 1280 43.8

60 1: 1280 50.4

5 1: 2560 46.5

4.3 20 1: 2560 53.1

60 1: 2560 56.2

5 1: 1280 43.1

11.0 20 1: 1280 44.6

60 1: 1280 45.7
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In the same table it can also be observed that although
a better solubility of the powder, represented by a
greater protein contents, could be attained with longer
stirring (60 min) in all three. pH tested, a decrease of
the proteolytic activity was also detected at the same
time. The stability of the proteolytic titer which repre-
sents the proteolytic activity, was better at pH 4.3
than at the other two studied pH.

Bacillus cereus was the only natural bacterial con-
taminant detected in the powder of the brand of trypsin
under test and also in other brands commercially
available, Table 3 presents data obtained on the growth
of B. cereus in blood agar plates inoculated with 0.1ml
samples collected at 5,20 and 60 min of agitation. The
control for the bacterial growth test was represented
by one sample of the solution under test which was
sterilized by filtration thru a 0.22 um membrane. The

Table 3

Growth of the natural contaminant of trypsin powder — Bacillus cereus

pH of the 10% trypsin Time of Bacterial
test solution agitation growth
{min)

Filtered thru 5 0

0.2 um 20 0

(Control) 60 0

4.3

5 . + +
fir;l::ed 20 ++
60 N
Not 5 ++
2.0 filtered 20 + +
60 ++ +
Not 5 + +
11.0 filtered 20 ++
60 + -+ +

0 : absence of growth

+ : growth in 25% of the area of blood agar plates
inoculated

: growth in  60% of the area of blood agar plates
inoculated

: growth in  75% of the area of blood agar plates
inoculated

: growth in 100% of the area of blood agar plates
inocutated

++
+++

++ 4+

results indicated that with ionger periods of stirring
{60 min) the B. cereus originally present could eventually
multiply and be detected iater in greater number in the
blood agar plates inoculated with the collected samples.

Data obtained previously led to the experim_ent
whose results are shown in Table 4, carried out with
10% trypsin stock-solutions adjusted to pH 2.0, 4.3,
7.4 and 11.0, and held under stirring at three different

temperatures (4, 22 and 37°C). The aim of the test
was to show the wide variation of the proteolytic
activity” of the stock-solution samples coliected at
5,20 and 60 minutes according to the period of agita-
tion, and to investigate which pH preserved best the
proteolytic activity of the trypsin solution used in cell
culture.

The proteolytic activity represented by the proteo-
lytic titer was more stable in the experiments carried
out at 4°C. At this temperature the titer of the samples
maintained at pH 2.0, 4.3 and 7.4 was not affected.
The 'same did not occur at pH 11.0. At room temper-
ature and at 37°C the best stability was observed at
pH 4.3 and 7.4, but not at pH 2.0 and 11.0.

Table 4
Variation of the proteolytic titer according to pH, time of agitation and
temperature
o . Time of Proteolytic titer tested at
10% trypsin agitation temperature of
atpH (min)
4°C 22°C 37°C
5 1: 2560 1: 2560 1: 1280
2.0 20 1: 25660 1: 2560 1: 1280
60 1: 2560 1: 2560 1: 1280
4.3 5 ]:2560 1: 2560 1: 2560
’ 20 1: 2560 1: 2560 1: 25660
60 1: 2560 1: 2560 1: 2560
7.4 5 1: 2560 1: 2660 1: 2560
’ 20 1: 2560 1: 2560 1: 2560
60 1: 2560 1: 2560 1: 2560
5 1: 2560 1: 1280 1: 1280
11.0 20 1: 1280 1: 1280 1: 1280
60 1: 1280 1: 1280 1: 640
Discussion

The trypsin routinelly used in tissue culture is pre-
pared either as 10% (50 X concentrated)} stock solution
which is stored frozen at -20°C for months until dilu-
tion and use, or as 0.2% solution, kept at 2 to 8°C for
some weeks.

During the preparation and before sterilization by
filtration both solutions show a clowdy look given by
the trypsin powder. The fact leads to the erroneous
idea that long periods of stirring, usually held at room
temperature or at 37°C, are necessary to attain higher -
solubility and, consequently, the maximum proteolytic
activity of trypsin.

~ Tests carried out in this investigation demonstrated
that the proteolytic titer of 10% trypsin stock-solutions
under test was best preserved at 4°C, when their pH
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ranged from 2.0 to 7.4. All the proteolytic activity being
detected after five minutes of agitation demonstrated
that stirrings longer than 5 to 10 min, performed at 22
or 37°C, with solutions at high pH, cause a decrease
of the activity of trypsin and consequently, of its ca-
pacity to detach cells from the walls of the culture flasks
and from each other. Turned less effective the trypsin
solution will act slower on the cell monolayers when
cultures are replicated, or in ‘the disaggregation of
tissues during trypsinization for the obtention of prima-
ry cell cultures.

Although higher protein contents could be reached
with longer stirring, they did not mean an improved
solubilization of trypsin but were consequence of the
solubilization of other components present in the com-
mercial, powdered trypsin tested, which are responsible
for the clowdy appearance of the solution. »

Regarding to the presence of natural bacterial con-
taminants in the trypsin powder, the elimination of
long periods of stifring at temperatures higher than 10°C,
prevents the autholysis of the enzyme (which starts at
pH above 5.0} and may very likely prevent the pre-
pared trypsin from presenting greater amounts of toxins
éynthesized by the contammants. This fact should be
considered a very important precaution in the prepa-
ration of trypsin, culture media, calf serum and other
solutions used in cell culture as toxins, once present
in the preparations, cannot be eliminated because they

—_

pass thru the filtering membranes (0.22 um) used in
the processes of sterilization. Thus, trypsin solutions
should be prepared as concentrates (10% or 50 X) at
pH 4.3, shortly stirred, centrifuged at 4°C for the elim-
ination of the unnecessary components present in
the trypsin powder, rapidly sterilized by filtration, and
stored at -20°C until the dilution for use, when the
pH would be adjusted to 7.4 by the addition of sterile
7.5% NaHCO, solution. Concentrated acidic trypsin
solutions, kept frozen at —20°C, remain stable Iongef

~than the ones prepared at 0.2%, which are usually

stored at 4°C for limited periods of time.
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Comparagéo entre hidrélise acida e enzimatica de amido para
determinagdo de agiicares redutores totais*

Willibaldo Schmidell & Marcus Vinicius Fernandes**

‘Summary

Comparison between acid and enzymatic hydrolysis of starch for determination of total reducing sugars

Acid and enzymatic hydrolysis were employed for determination of total reducing sugars in cassava flour, and during the cul-
ture of Aspergillus niger NRRL 337 in a medium containing cassava flour as the main carbon source. Enzymatic hydrolysis
gives better results because it is not affected by the cellular material, which might not happen when employing acid hydrolysis.

Determinations in the cassava flour give similar results from both methods.

Resumo

Hidrélise 4cida e enzimatica foram empregadas para a determinagao de actcares redutores totais na farinha de mandioca, e
durante o cultivo de Aspergillus niger NRRL 337 em meio contendo farinha de mandioca como principal fonte de carbono.
Concluiu-se que para a determinagio de ag(icares redutores totais durante o cultivo acima citado, a hidrélise enzimética apre-
senta melhores resultados, por n3o ser influenciada pela presenga do material celular..Nas determinag8es em farinha de man-

dioca o resultado obtido por qualquer dos métodos é equivalente.

Introdugéo

Ao se estudar a cinética do crescimento de um micror-
ganismo, uma das determinacdes mais importantes
consiste na dosagem adequada do substrato limitante
a cada instante do cultivo. Em particular, quando se es-
tuda o crescimento de microrganismos em meios de cul-
tura, que tém como fonte de carbono o amido, é fre-
qliente acompanhar-se o consumo desse substrato atra-
vés de dosagens de acGcares redutores totais (ART), ou
seja, a soma dos aclicares redutores existentes e 0s acd-
cares redutores provenientes de uma hidrélise a que
uma amostra do mosto em fermentacdo & submetido.

No caso do cultivo de Aspergillus niger NRRL 337, em
meio de cultura, & base de-farinha de mandioca {assun-
to que vem sendo pesquisado em nossos laboratérios),
a determinagdo de ART vem sendo efetuada por hidréli-
se 4cida (1, 6, 9), de acordo com o método de Sachs-
se (2), sendo os aclcares redutores resultantes dosados
pelo método de Semogyi (8). Em virtude da impossibili-
dade de separag8o do material celular, por se trabalhar

* com meio de cultura que contém sélidos em suspens#o,
0 método de Sachsse é aplicado sobre a totalidade de
amostra do mosto em fermentag8o, sendo, licito pois,
esperar interferéncia, em virtude da presenca das célu-

las em suspensdo, em quantidades variaveis ao longo
do tempo.

O escopo deste trabatho consiste na comparacgdo de
resultados quando se efetua a dosagem de aglicares re-
dutores totais, utilizando hidrolise 4cida, e quando se
substitui esta hidrolise pela enzimatica.

A utilizagdo de hidrélise enzimética, em métodos ana-
liticos, para determinagdo de amido, tem sido citada por
alguns autores (4, 7). Tem sido ressaltado também que
tal hidrélise n8o & total (7), motivo pelo qual existe a ne-
cessidade da determinac8o de um fator empirico, entre
a quantidade de amido e de aglcares redutores gerados
apos a hidrélise enzimética (empregando-se soluces
padr8o de amido). Na verdade, mesmo na hidrélise 4ci-
da, indicada pelo método de Sachsse (2), existe, na lite-
ratura, a proposta do fator empirico 0,925, evidenciando
uma conversio incdmpleta, pois seria de se esperar o fa-
tor estequiométrico 0,9.

No caso da hidrélise enzimatica, fomos forcados a
introduzir algumas alteragdes no método proposto na fi-
teratura (4, 7), a fim de‘adequé-lo as nossas condicBes
de utilizagdo, motivo pelo qual procuramos descrevé-lo
com maiores detalhes.

* Financiado em parte pela FAPESP (Fundaciio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo).
** Departamento de Engenharia Quimica — Escola Politécnica da USP, Caixa Postal 8174,01000 S&o Paulo, SP.
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Materiais e Métodos '

Solugéo tampdo citrato (pH = 4,8) — A partir de solugdo
de 4cido citrico 0,05M, ajusta-se o pH a 4,8 com NaOH
2N.

Solugéo de glucoamilase — Diluir cem vezes, em tam-
pdo citrato, o concentrado de glucoamilase {Diazyme
L-100, Miles Laboratories Inc.), que possui a atividade
de 9000 Ul (unidades internacionais} por ml.

Desta forma, teremos uma soluc8o com atividade de 90
Ul/ml. Uma unidade internacional de glucoamilase éde-
finida como a quantidade de glucoamilase necesséria
para liberar 1umol de glicose em um minuto, num grande
excesso de amido (4).

Dosagem de agucares redutores totais por hidrdlise en-
zimética — Em bal3o volumétrico, coloca-se o volume
adequado de mosto em fermentacdo (meio de cultura
e células) e a solucio de glucoamitase {90 Ul/ml), de for-
ma tal que se tenha uma relagdo enzima-substrato de
18 Ul por 1mg de amido. Em paralelo, realiza-se um “bran-
¢o” no qual a soluggio problema seja substituida-por agua
destilada. Deixa-se em termostato a 45°C por 30 minu-
tos. Logo apés, adiciona-se uma gota de fenolftaleina e
neutraliza-se com NaOH 2N, com a finalidade de inativar
as enzimas. Executa-se a inativagio também no “bran-
co”. Dilui-se convenientemente, filtra-se em papel filtro
CS&S589(2) e dosam-se os acUcares redutores pelo mé-
todo de Somogyi (8), sendo os resultados expressos co-
mo glicose.

0 fator empirico, mencionado na introdugéo, para
este processo, foi determinado, encontrando-se o valor
0,977, ou seja:

Am = 0,977 AR (r = 0,9986)
Onde: Am = concentraco de amido (g/l)

AR = concentrac8o de acticares redutores (g/1)
r = coeficiente de correlacfio da regressdo linear

Tal fator foi obtido no intervalo de concentragBes (de
amido soltvel) de 0,199 g/! até 50,52 g/ (sendo também
perfeitamente utilizavel quando se examina, mais aten-
tamente, concentrag&eé relativamente baixas, ou seja,
entre 0,199g/1 e 1,99 g/I. Esta faixa é importante, no que
se refere a determinagBes de consumo de substrato nos
instantes finais de um cultivo descontinuo).

Dosagem de agtcares redutores totais por hidrolise aci-
da — Utiliza-se o método de Sachsse (2), que consiste
em colocar 256ml do mosto em fermentacdo em baldo de
fundo chato, completa-se a 103,3ml com agua destila-
da, adiciona-se 6,7ml de HCI (d = 1,18} e deixa-se em
ebulicdo, com condensador de refluxo, por 2,5 horas.
Neutraliza-se com NaOH 6N, dilui-se convenientemente,
filtra-se e dosam-se os aclcares redutores pelo método
de Somogyi (8), sendo os resuitados expressos como
glicose.

O fator empirico, para este processo, foi determina-
do, encontrando-se o valor 0,946, ou seja:

 Am = 0,946 AR (r = 0,9986)

Tal fator foi obtido no mesmo intervalo de concentra-
¢Bes de amido solavel, anteriormente mencionado.

Ensaio de cultivo de A. niger — No trabalho efetuado
em tanque de fermentac#io utilizou-se meio de cultura
com a seguinte composicdo: faririha de mandioca 25,0g;
extrato de levedura 0,10g; MgSO, * 7H,0 0,50g;
(NH,),S0,5,0g; Na, - 12H,0 3,78; KH,PO, 3,5g;
agua potével até 1.000 ml. A farinha de mandioca era
previamente gelatinizada, em 500 ml de 4gua. potavel.
O meio de cultura era esterilizado em autoclave a 120°C,
‘durante 30 minutos.

0 ensaio de cultivo de A. niger foi levado a efeito em
um fermentador Microferm MF-114 (New Brunswick
Sc. Co.), de 14 litros de capacidade total, contendo 9
litros de meio de cultura e 1 litro de indculo. CondicBes
do cultivo: temperatura = 35°C; pH = 3,0; vazéo de
ar = 12 litros/min; freqiiéncia de agitacdo = 500 rpm.

0 inéculo foi preparado em incubador rotativo, utili-
zando-se frascos erlenmeyer de 1000ml, com 200ml de
meio liquido, com a composi¢o acima indicada. A téc-
nica seguida para o preparo do inoculo foi a descrita por
Venosa & col. {9), fixando-se as seguintes condicdes de

" cultivo: temperatura, 35°C; pH inidial, 5,0; freqﬂéncia

de agitagdo, 200 rpm.

Determinacgéo de acticares redutores — O mosto era sub-
metido a filtracdo, dosando-se, no filtrado, a concentra-
¢do de agticares redutores, pelo método de Somogyi (8),
sendo os resultados expressos como glicose.

Determinagdo da concentragdo de proteina celular
— Efetuada pelo método de Lowry(5), segundo proce-
dimento descrito anteriormente (6).

Resultados

A aplicacdo dos métodos de dosagem de agucares
redutores totais, via hidrélise acida ou via hidrélise enzi-
mética, em suspensdes de farinha de mandioca, é apre-
sentada na Tabela 1. Pode-se afirmar que qualguer que
seja o método de dosagem escolhido, os resultados ob-
tidos n&o apresentam diferencas sensiveis, desde que se-
jam levados em conta os fatores empiricos mencionados.
Isto pode ser efetuado calculando-se os acGcares redu-
tores totais através das seguintes expressdes:

0,946 (ARm - AR{) , ag:
0.9 '

hidrolise dcida: ART =

hidrolise enzimatica:

0977 (ARm - AR; - ARE) , ag.

ART = 09
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Tabela 1

Resultados das dosagens de acticares redutores totais por hidrélise 4cida e enziméatica em suspensdes de farinha de mandioca*

Concentracio Concentragfio de ART** Concentrac8o de ART**
de farinha de . (hidrolise &cida) {hidrélise enzimatica)
mandioca '
. 1 2 média 1 2 3 4 média
40,56 34,41 36,56 35,49 36,18 34,67 37,41 35,47 35,93
30,42 25,46 25,46 25,46 26,89 26,04 25,55 26,23 26,18
20,28 17,99 17,60 17,80 17,29 17,25 17,23 18,01 17,45
* todos os valores estio expressos em g/l.
** ART = aclcares redutores totais.
Discusséo

onde: AR, = aclicares redutores existentes na amostra -
antes da hidrolise
ART = aclcares redutores totais -
AR = aclcares redutores determinados apés a hi-
drélise
ARg = aclcares redutores provenientes do prepa-

rado enzimético,: determinados’ através ‘do:

“branco”’

A Figura 1 mostra os resultados das determinacdes
de aglcares redutores totais pelos dois métodos duran-
te o cultivo de A. niger, em meio & base de farinha de
mandioca. Como observac#o imediata, pode-se verificar
que as determinac8es por hidrélise acida apresentam re-
sultados sempre maiores em relacfio aos dosados por hi-
dréiise enzimética.

Em virtude de, durante o cultivo de A. niger, as de-
terminacBes de aglicares redutores totais por hidrolise
acida apresentarem resultados sempre maiores gue os ob-
tidos por hidrélise enzimatica, somos levados a concluir
que a dosagem por hidrélise acida é influenciada pela
presenca' do material celular, tendo em vista o fato de
efetuarmos as dosagens no total do material em fermen-
tagdo. A hipétese de que a diferenca, entre os resulta-
dos dos dois métodos, seja provocada pela farinha de
mandioca deve ser descartada, ja que as dosagens nes-
se material apresentam resultados equivalentes, inde-
pendentemente do método utilizado.

Os resultados obtidos por hidrolise enzimatica sdo
coerentes, uma vez que, ao final do cultivo de A. niger,

aclcares redutores e agtcares redutores totais (g/1)

o

{4) odwsy

[3,]

1
N
(o]

proteina (g/1)

Fig. 1: Proteina celular (*}, agucares redutores (o) e aglcares redutores totais determinados via hidrolise acida (A ) e enzimética (A) durante o

cultivo de A. niger NRRL 337 em fermentador a 35°C e pH = 3,0
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a concentragdo de agGcares redutores coincide com a
de aclicares redutores totais, indicando a hidroélise com-
pleta do material amilaceo. Pelos motivos acima, pode-
-se afirmar que a determinacdo de aclcares redutores to-
tais, utilizando hidrélise enzimética, tem maiores pos-
sibilidades de representar o fendémeno de consumo do
substrato, durante o cultivo de A. niger em meio a base
de farinha de mandioca.

Outros fatores favoraveis & escolha da hidrélise enzi-
maética seriam o fato de se utilizar um procedimento es-
pecifico, no que diz respeito & hidrdlise e, ainda, ser este
método mais simples e rapido que o de hidrdlise acida,
exigindo tempo de converso cinco vezes menor.
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