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] — CONSIDERACOES GERAIS

A biologia dos cogumelos tem assumido, ultimamente, importancia capi-
tal em virtude da recente descoberta de diversas substancias antibiéticas.

Desde VAUDREMER (1910, 1913), conhecemos a capacidade antibacte-
riana de alguns cogumelos; todavia, s6 apds a descoberta da penicilina por
FLEMING (1929) ésses estudos cresceram de interésse e hoje sdo numerosas
as substancias antibacterianas conhecidas e estudadas.

Em recente revisio de 100 amostras de varias espécies de cogumelos
WiILKINS e HARrris (1942) encontraram atividade antibacteriana em 30; de
47 amostras de Aspergillus, 18 apresentaram-se com atividade; de 34 amos-
tras de Penicillium, 9 foram positivas e das 19 amostras de cogumelos imper-
feitos, apenas 3 mostraram-se com atividade. Como vemos, os generos As-
pergillus e Penicillium foram os mais focalizados e os que apresentaram maior
percentagem de amostras com atividade antibacteriana.

No presente trabalho, realizado na Se¢do de Micologia do Instituto Os-
waldo Cruz, estudamos a atividade antibacteriana de tédas as culturas de
Aspergillus flavus da cole¢do desta Seg¢ao. Em outro trabalho, publicaremos
os resultados de idéntico estudo em relacdo as demais amostras de Aspergil-
lus, de que dispomos.

(*) Pesquisa e dosagem da atividade antibacteriana de 12 amostras de Aspergillus
flavus da Secdo de Micologia do Instituto Oswaldo Cruz.

* Recebido para publicacio a 1 de julho e dado a publicidade em agodsto de 1944,
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O Aspergillus flavus tem merecido a atengao dos pesquisadores, por ser,
reconhecidamente, uma espécie antibiotica. Assim é que White (1940) estu-
dou uma amostra de Aspergillus flavus, identificada pelo Dr. CHARLES THoOM,

de Washington, a qual cresce, facilmente, em meios liquidos e da filtrados
bactericidas para alguns germes gram-positivos e gram-negativos. Nesse tra-
balho, WHITE faz referéncias a outra amostra de Aspergillus [lavus total-
mente inativa e a varios representantes do grupo oryzae-flavus que mostra-
ram resultados discordantes. GLISTER (1941), pouco depois de WHITE, es-
tuda um coqumelo, considerado por éle como provavelmente pertencente ac
género Aspergillus; o autor ignora se ha alguma relacdo com o agente bacte-
ricida dos filtrados de cultura do Aspergillus }lavus descrito por WHITE, mas
verificou que inibe o crescimento de organismos gram-positivos e gram- ne-
gativos a uma diluicao aproximada de 1: 200.000. A substancia ativa de
GLISTER é, segqundo MENZEL, WINTERSTEINER e RAKE (1943), idéntica ao
acido aspergilico, embora as caracteristicas culturais désse cogumelo sejam
diferentes das do Aspergillus flavus. WHITE e HiLL (1942) referem-se a uma
amncstra de Aspergillus fravus (1) isolada, que apresenta atividade em meio
com triptona ou peptona, apesar de sua inatividade em meio Czapek-Dox.
Tal substdncia apresentaria atividade contra Streptococcus beta-hemolyticus
A, a diluicao de 1: 40.000 e, a outras diluicdes, contra Staphylococcus au-
reus. Streptococcus fecalis, Aercbacter e Escherichia.

Em 1943, foram descritas trés substancias, produzidas pelo Aspergillus
Jlavus: acido aspergqilico, tlavicina e tlavacidina.

Acido Aspergilico — WHITE e HiLL (1943) apresentam seu trabalho
criginal com o estudo de uma substancia cristalina ativa isolada por éles de
cvlturas liquidas da amostra de Arpergillus flavus de WHITE.

“We propose to call our substance “aspergillic acid”’, dizem éles nesta
publicacao.

Sugerem sua composicdo empirica, que seria C,, H,, N, O,. Apresenta
a atividade antibacteriana contra certas bactérias gram-positivas e gram-nega-
tivas ¢ possui toxicidez relativamente alta, embora apresente agao protetora
contra infeccdo experimental dos camondongos com Streptococcus hemoly-
ticus e Pneumococcus. Os autores fizeram testes qualitativos e quantitativos
da atividade antibacteriana do sal sédico do acido aspergilico.

(1) Procuramos, atentamente, a referéncia bibliografica correspondente a éste ~abs-
tract’’, publicado no Jl. Bact., 1942, 43 (1) : 12 e ndo o encontramos; as bibliografias dos
outros trabalhos sobre o assunto nao fazem referéncias a esta publicacdo de WHITE e HILL
em 1942. Isto nos impediu de lér o trabalho no original
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Os primeiros testes nos mostram que, a diluigdo de 1: 1.000, o acido as-
pergilico esteriliza meios com Staphylococcus aureus, Streptococcus beta-he-
molyticus, Aerobacter aerogenes, Streptococcus fecalis ou Escherichia coli,
sendo que, a diluicdo de 1: 5.000, esteriliza os trés primeiros.

Os testes quantitativos mostram-nos ainda sua acdo bactericida a di-
luicao de 1:5.000, para o Staphylococcus aureus, em 2 horas, assim como sua
acao bacteriostatica, até a diluicdo de 1:400.000 para varios outros germes
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, Pneumo-
coccus Tipo I, Grupo A Streptccoccus 203 e g-Streptococcus fecalis).

Do estudo comparativo que os autores fizeram entre acido aspergilico e
sulfanilamida, vé-se que, sébre Escherichia coli, o acido aspergilico tem uma
acdo mais pronunciada a diluicao de 1:40.000 do que a sulfanilamida a

1:10.000.

JoNES, RAKE e HAMRE (1943) publicaram, alguns dias depois de WHITE
e HiLL, um trabalho de grande interésse sébre as propriedades biolégicas do
acido aspergilico bruto e purificado. Trabalharam com a prépria amostra de
Aspcergillus flavus de WHITE, cultivada em Czapek-Dox e Sabouraud. A
atividade anti bacteriana do acido aspergilico obtido por éstes autores é do-
sada pelo método de dilui¢ao comum, usando Streptococcus pyogenes e tam-
bém pelo teste de antiluminescéncia. (1).

Comparando as curvas de atividade obtidas por JoNES, RAKE e HAMRE
(1943) com as nossas, podemos notar que a amostra de Aspergillus flavus
por éles utilizada nao chegou a impedir o Staphylococcus aureus em diluicao
superior a 1:50, nem mesmo com a juncdo de triptona e agucar ao meio de
cultura, enquanto algumas de nossas amostras de Aspergillus flavus apre-
sentam atividade antibacteriana total contra o Staphylococcus aureus em di-
luicao de 1:80 (culturas n.o 78, 140, 145, 249, 383 e 1.250). O acido as-
pergilico isolado por JoNEs, RAKE e HAMRE apresenta-se muito ativo contra
cocos gram-positivos e menos ativo contra cs anaerdbios e bacilos gram-ne-
gativos.

Flavicina — FEsta substancia, descoberta por BusaH e GorH (1943) e
anteriormente denominada aspergilina, foi obtida de uma cultura de Asper-
gillus flavus, isolada como contaminag¢ido de Penicillium notatum. A amostra
crescc bem em meios ordinarios, especialmente, quando adicionada de dex-

(1) A propdsito do emprégo de bactérias luminescentes (Phofobacterium fischeri) na
dosagem de atividade antibacteriana de certas substancias, RAkKE, McKEE e JoNEs (1942)
fizeram interessante comunica¢do, pela qual se verifica tratar-se de um processo que permite
a leitura dentro de 30 minutos e cujos resultados, em 339, dos casos, sio idénticos ao pro-
cesso de diluicdo habitual com Streptococcus pyogenes C203. O método, sequndo afirmam
os autores, nao se adapta a dosagem da penicilina.
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irose ou outros acucares. Semeada em cultura de Staphylococcus aureus ou
Staphylococcus albus cresce bem em superficie e os estafilococos sao dissol-
vidos em 2-3 dias a 37.°C. Na dosagem da flavicina, adotam os autores o
sequinte critério de unidade antibacteriana: “é a quantidade de substancia
ativa que, dissolvida em lcm3 de caldo inibe o crescimento de nossa amostra
de Staphylococcus aureus (inoculacdo standard aproximadamente 40.000
organismos por ¢m3) em 24 horas’’; isto significa que o material que apre-
senta atividade a diluicdo de 1:1.000 contém 1.000 unidades por cm3. Dentro
déste criterio, as culturas estudadas pelos autores se apresentaram, entre o
6.° e o 8.° dias, com atividade de 10-30 unidades por cm3. E’, aproximada-
mente, a atividade apresentada pela maioria das culturas por nés estudadas.
Apds purificacdo parcial, a flavicina produz completa bacteriostase em 24

horas, as sequintes dilui¢bes e contra os seguintes germes:

1:625.000 — Streptococcus hemolyticus e Bacillus anthracis.

1:312.500 — Corynebacterium diphtheriae.

1:125.000 — Staphylococcus aureus e S. albus.
16.600 — Brucella abortus.

1:
1: 6.250 — Bacillus subtilis.
1: 1.250 — Eberthella typhosa, Shigella dysenteriae, S. paradysen-

teriae Flexner e Vibrio cholerae.

A esta ultima diluicdo, ndo eram inibidos Salmonella paratyphi A., S.
paratyphi B, Escherichia coli, Bacillus Friedldnderi e Pasteurella pestis.

A flavicina apresenta-se muito téxica, quando em extrato bruto; a pro-
procdo que vai sendo purificada, sua toxicidade vai diminuindo.

Flavacidira — McKEE e Mac PHiLLAMY (1943), fazendo a cultura sub-
mersa do Aspergillus flavus (amostra de WHITE), obtiveram uma substan-
cia diferente do acido aspergilico. Por suas caracteristicas biolégicas e qui-
micas, a nova substincia apresenta-se muito semelhante a penicilina. O es-
tudo cromatografico de seu sal sédico (com 240 unidades Florey por mgr.)
mostrou que, na sua composi¢do, estavam presentes o Carbono (45,36%),
Hidrogénio (4,16% ) Azoto (3,02% e Sédio (13,369 ). O estudo compa-
rativo da nova substancia com a penicilina, no que diz respeito a agao pro-
tetora contra infeccdo experimental dos camondongos pelo Pneumococcus
Tipo I, veio mostrar, mais uma vez, a grande semelhanga das duas substan-
cias.

Em estudo posterior, McKEE, RAKE e Houck (1944) dao a nova substan-
cia a denominacdo de flavacidina. Em seu filtrado, os autores acreditam que
exista também acido aspergilico em pequenas quantidades, verificadas, espe-
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cialmente, pelos testes de antiluminescéncia. Alids, a producdo de uma ou
outra das duas substancias’ — acido aspergilico e flavacidina — pode ser
feita com a mesma amostra, diferindo, apenas, o meio de cultura e o método
de cultivo. Sao palavras de McKEE, RAKE ¢ Houck (144):

“The production of flavacidin instead of aspergillic acid by
Aspergillus flavus appears to be a function both of type of medium
and method of cultivation, thus when tryptone brown-sugar medium
was used aspergillic acid was produced in static cultures and fla-
vacidin in shaken cultures and the method of cultivation was the
determining factor. It is probable that all crude filtrates of Asper-
gillus flavus cultures contain an admixture of the two antibiotic
substances, the predominating substance being determined by me-
thod of cultivation” (pag. 191).

Nao sabemos se a substancia antibiética, por nés encontrada e dosada
entre as amostras de Aspergillus [lavus, pertencé a alguma destas acima es-

tudadas. Pesquisas posteriores, que esperamos fazer em breve, esclarecerdo
O assunto.

II — MATERIAL E METODO UTILIZADOS
Culturas

Toédas as culturas utilizadas em nossas pesquisas pertencem a cole-
¢do da Secao de Micologia do Instituto Oswaldo Cruz.

Transcrevemos, a seguir, as fichas correspondentes as'culturas estuda-

das:

Cultura n.° 25 — (1921) Aspergillus flavus LiNk, 1791. Deter-
minada por O. DA FONSEcaA; proveniente de Johns Hopkins Hospital,
Baltimore; isolada de um caso de otomicose, clinica do professor CROWE;
material do doente Mrs. Niller; segundo THoOM é um organismo do

grupo flavus, mas ndo inteiramente idéntico ao Aspergillus flavus ti-
pICO.

Cultura n° 78 ~ (1921) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-
minada por LASSEUR; proveniente de SCHMITTER ccm a nota: “338
Aspergillus flavus Dr. Lasseur NANcY, Vuillemin Lab.”

Cultura n.° 140 — (1941) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-
minada por C. THoM e M. B. CHURCH; proveniente de Washington,
D. C., Estados Unidos da América; isolado do milho; da colecdo de
TaOoM, n.° 3.557/9.
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Cultura n° 141 — (1921) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-
minada por C. THom e M. B. CHurcH; proveniente de United Sta-
tes Department of Agriculture, Washington, D. C.; isolado de for-
ragem; da colecio de THOM, n.° 128 scl.

Cultura n.° 143 — (1921) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-
minada por C. THoM e M. B. CHuURCH; proveniente de Demerara; iso-
lado de insetos parasitos da cana de agucar; da cole¢ido de THOM nu-

mero 2.773.

Cultura n° 143 — (1921) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-

minada por C. THowM; proveniente de Centralbureau voor schimmel-
cultures, Amsterdam; da cole¢do de THOM, n.° 108.

Cultura n.° 145 — (1921) Aspergillus flavus LNk, 179]1. Deter-
‘minada por C. WEHMER; proveniente de Hannover.

Cultura n.° 249 — (1921) Aspergillus flavus Link, 1791. Deter-
minada por C. THOM; proveniente da cole¢do de THOM, com a nota:
“Quail”’ de caso de micose pulmonar désse animal; na lista M. B. C.:
“Quail, case of aspergillosis™; (obs. Myc. pag. 14).

Cultura n.° 284 — (1921) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-
minada por C. THOM; proveniente da colecdo de THOM, com o nii-
mero 4.402 como vindo de Bangkok; na lista de M. B. C.: "Aspergil-
lus flavus-orizae group. Bread. Bangkok Siam” (obs. Myc. p. 14).

Cultura n.° 383 — (1921) Aspergillus flavus LINK, 1791. Deter-
minada por CHURCH; proveniente de sementeira de latas de pickles,
isolado por Miss CHURCH; tanto a cultura original, como o repique
obtido para a colecdo foram feitos em gelose simples pelo que os as-
pectos caracteristicos ndo aparecem; sementeira do mesmo material em
Czapek-agar, porém, deu Aspergillus flavus tipico (Obs. Myc. p. 14).

Cultura n.° 473 — (1921 Aspergillus flavus LNk, 1791. Deter-
minada por BAINIER; proveniente da Faculté de Pharmacie de Paris.

Cultura n.° 1.250 — Aspergillus flavus; a proveniéncia desta
amostra é desconhecida. - -

Meios de cultura

Antes de passarmos as amostras nos meios de cultura para pesquisa da

atividade antibacteriana, repicamos em meio de Czapek-Dox sélido, a fim de
trabalharmos com culturas recentes. Quando estas ja se acham bem desenvol-
vidas, fizemos a sementeira em meios liquidos. Trabalhamos com dois meios:
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1. Meio de RAuLIN, ligeiramente modificado por MoSSERAY :

Sacarose .« . ... 50,0
Acido tartarico ............. 0.40
Carbonato de magnésio ... .. 0,25
Nitrato de aménio ......... 2,50
Carbonato de potassio ... ... 0,40
Fosfato de aménio ......... 0,40
Sulfato de aménio ......... 0,20
Sulfato ferroso ............ 0,05
Sulfato de zinco ........... 0,50

Agua destilada q.s. para 1.000 cm3

Esterilizar a 120.°C por 20 minutos (Morfologia y Biologia de los hongos
— Técnica Micolégica — Pablo Negroni — pag. 197).

2. — Meio com levédo (Férmula do Dr. ArREA LEAO)

evéedo de Fleischmann ...... 10,0
Peptona bacteriolégica ....... 10,0
Cloreto de sédio ............ 10,0

Agua q.s. para 1.000 cm3

Hidroliza-se o levédo pela adi¢do de 5 % de acido cloridrico e aqueci-
mento a vapor fluente por 20 a 30 minutos. Deixa-se esfriar. Ajusta-se o
pH a 7,0. Filtra-se em papel de filtro ou 1a. Adicionam-se os outros com-
ponentes do meio. Reajusta-se o pH a 7,0. Distribuem-se 50 cc. em balbes

de 250 cm3, de modo que a camada nao exceda de 2 cm de altura. Autoclave
a 120.°C por 20 minutos.

Todas as amostras apresentaram 6timo desenvolvimento, em ambos cs
meios, a temperatura ambiente.

Método de pesquisa da atividade antibacteriana

A pesquisa da atividade antibacteriana foi feita no 6.° e 12.° dias apés
a sementeira, obedecendo a seguinte técnica: a 4 cm3 de caldo simples adi-
cionavamos 1 ¢cm3 do meio de cultura a ser dosado e 1 gota de uma cultura
de 12 horas de Staphylococcus aureus, diluida a 1/20. Agitavamos forte-
mente o tubo. Partiamos, assim, da diluicdo inicial de 1/5; quando a esta
diluicdo, a amostra apresentava-se ativa, prossequiamos. com a técnica ha-
bitual, até a diluicao de 1/160. A atividade antibacteriana era verificada pela
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auséncia de turvagdo do caldo, apds 24 horas de permanéncia na estula a
37.°C. A leve turvagdo do caldo era considerada como atividade parcial.

[II — RESULTADOS

Como podemos ver dos graficos e quadro anexos, estudamos, inicial-
mente, tddas as culturas de Aspergillus flavus, pesquisando a atividade anti-
bacteriana na dilui¢do inicial de 1/5 e apenas no 6.° e 12.° dias. Posterior-
mente, em uma seqgunda fase do trabalho, particularizamos a pesquisa, traba-
lhando com dilui¢des maiores (até 1/160) e durante 14 dias.

QUADRO 1
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS AMOSTRAS DX ASPERGILLUS FLAVUS

MEIO COM LEVEDO MEIO RAULIN & MOSSERAY

| DILUICAO DE 1/5 DILUICAO DE 1/5

Aspergillus flavus
(n.° cultura)

6 dias 12 dias 5 dias 12 dias

=
F+4+ | | H++H
+ 1+ ++] | E++ ]
|

) N
1.260. ... ... ... .. ... +

= Atividade antibacteriana total
= Atividade antibacteriana parcial
= Anséncia de atividade antibacteriana

Os resultados a que chegamos foram os seguintes:

[ — Encontramos atividade total sOmente em seis das doze culturas es-

tudadas (culturas n.° 78, 140, 145, 249, 383 e 1.250).

2 — Quatro amostras apresentaram, apenas, atividade antibacteriana par-
cial (culturas n.° 25, 141, 284 e 473). -

2 — As duas amostras restantes nao revelaram atividade antibacteriana

(culturas n.° 142 e 143).

Chamamos a atencdo para o fato de algumas culturas apresentarem ati-
vidade antibacteriana apenas em certo meio; é o caso das culturas ns. 25, 284,
283 e 473 que se mostraram inativas no meio de Raulin & Mosseray, ao passo



Furtado: Atividade antibacteriana 53

80 80
40
20
10
5
0
6 7 s 1 14
DIAS DIAS
GRAFICO 1 — Atividade antibacteriana total GRAFICO 1II — Atividade antibacteriana total
das culturas n.” 78 e 383 de Aspergillus tlavus da cultura n.” 140 de Aspergillus tlavus
80 80
40 40
20 20
10 -
5 5
0 0
6 7 8 i 14 6 7 8 1 14
DIAS
DIAS
GRAFICO III — Atividade antibacteriana total GRAFICO IV — Atividade antibacteriana total

da cultura n.” 145 de Aspergillus }lavus da cultura n.” 149 de Aspergillus tlavus



54

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

DILUICAO 1

41, (1) 1944

80

b
C

DILUICAO 1.

20

10

& 7 8 " 14

DIAS

GRAFICO V

Atividade antibacteriana total da cul-
tura n.° 1.250 de Aspergillus [lavus

DIAS

GRAFICO VI

Aspergillus [lavus

Atividadc antibacteriana parcial das culturas 25 e 284 de



Furtado: Atividade antibacteriana

20 #A\
ad N\
7’ \
5L L7 \\
O ’ d \
<L f’ \
Oy 10 & \
= " \
- - \
— 5 4 \
O
\
- \
O | \
6 7 8 11 14
DIAS

GRAFICO VII

Atividade antibacteriana parcial da cultura n.° 141 de Aspergillus

flavus
20

O
>
5 10 J)m————m e e m S EEEsTmmTTT -
_ d
a -~

5

(@)

DIAS

GRAFICO VIII

Atividade antibacteriana parcial da cultura n.° 473 de Aspergillus
[avus

55



56 Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz 41, (1) 1944

que no meio com lévedo se mostraram com atividade, por vézes bem alta
(cultura n.° 383). Isto nos leva a crer que muitos cogumelos sdo considera-
dos como desprovidos de atividade antibacteriana, porque ainda nao lhes en-
contramos o meio de cultura adequado.

Outro fato de importancia é o tempo de pesquisa. Algumas culturas ina-
tivas até o 6.° dia, passavam a apresentar atividade no 12.° dia (culturas nia-
meros 140 e 141, em meio Raulin). Dai a necessidade de prolongarmos por

varios dias a pesquisa, mesmo que se venha apresentando repetidamente ne-~
gativa.

IV — CONCLUSOES

— A atividade antibacteriana foi pesquisada entre tddas as amostras de
Aspergillus flavus da Se¢ao de Micologia do Instituto Oswaldo Cruz.

— Das doze amostras estudadas, dez apresentaram-se com atividade.

— Na pesquisa da atividade antibacteriana sao fatores de importancia
o meio de cultura e o tempo de verificacao. | .

— Apresentamos nossos sinceros agradecimentos ao Sr. Prof. Dr. AN-
ToNIo EucENio ArREA LEio, Chefe da Secdo de Micologia do Instituto Os-
waldo Cruz, pela orientagio e assisténcia que nos deu na organizagdo de todo

L

éste trabalho e a srta. MARrRIA DEeEuspeEpiT ArRAujc Fraca, estudante de me-
dicina, pela colaboracao que nos prestou.

Adolpho da Rocha Furtado.

CONCLUSIONS

— The antibacterial activity of all the strains of Aspergillus flavus from
the Section of Mycology of the Instituto Oswaldo Cruz was studied.

— From twelve strains studied, ten showed antibacterial activity.

— In a study of antibacterial activity the medium of culture and the
time of observation are important.
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