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RESUMO

GIARETTA, Rosangela Dallemole. M.S., Universidade Federal de Vigosa,
margo de 2003. Alteragcdes na adesdo, viabilidade e morfologia de
Pasteuria penetrans pela exposicdo a desinfetantes e antibiéticos.
Orientador: Leandro Grassi de Freitas. Conselheiros: Silamar Ferraz e
Rosangela D'Arc de Lima Oliveira.

Avaliou-se a agéo dos desinfetantes alcool 70%, detergente neutro 5%,
formol 10%, hipoclorito de sodio 0,5% de cloro ativo e dos antibidticos
penicilina 200 mg/mL, estreptomicina 200 mg/mL e cloranfenicol 200 mg/mL,
sobre a adesdo e a reproducdo de Pasteuria penetrans em Meloidogyne
javanica. Bem como a acgao direta de hipoclorito de sédio, em diferentes
concentragdes de cloro ativo, sobre a adeséo e a morfologia dos enddsporos e
o periodo necessario para promover a desinfestacdo de placas contaminadas
com enddsporos da bactéria em solugcdo de hipoclorito de sédio a 0,5% de
cloro ativo. Os tratamentos com alcool, detergente neutro e antibiéticos nao
impediram a adesdo nem a reproducgéo de P. penetrans, e incremento de 277%
e 169% na adesao dos enddsporos nos tratamentos com alcool e detergente
neutro respectivamente, com relagéo a testemunha. Formol a 10% nao afetou a
adesdo dos enddsporos porém inibiu seu desenvolvimento ao passo que o
hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo impediu a adesdo dos enddsporos
aos nematoides e, portanto, a multiplicacdo da bactéria. O pré-tratamento dos

endosporos de P. penetrans com hipoclorito de sodio, em diferentes

vii



concentracbes de cloro ativo, afetaram drasticamente a adesdo dos
endosporos de P. penetrans aos juvenis de M. javanica, principalmente em
concentragbes a partir de 0,125%. O estudo morfolégico mostrou que houve
mudancgas na estrutura dos enddsporos, iniciando com a dissolugédo das fibras
parasporais em hipoclorito de sédio a 0,125% e atingindo destruicédo total das
mesmas a 0,5%. Quando placas contaminadas com enddsporos da bactéria
foram submersas em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro
ativo, 1 minuto de contato ja foi o suficiente para promover a eliminagao de
85% dos enddsporos das placas e 15 minutos para completa desinfestagéo das
mesmas. Conclui-se, portanto, que o hipoclorito de sédio € um potente agente
inativante de endésporos de P. penetrans atuando num curto periodo de
tempo, podendo ser recomendada a utilizagdo de hipoclorito de sodio a 0,5%
de cloro ativo por 15 minutos para a desinfestagdo de vidrarias contaminadas

com P. penetrans.
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ABSTRACT

GIARETTA, Rosangela Dallemole. M.S., Universidade Federal de Vigosa,
March 2003. Alterations in the attachment, viability and morfology of
Pasteuria penetrans by the exposure to disinfectants and antibiotics.
Adviser: Leandro Grassi de Freitas. Committee members: Silamar Ferraz
and Rosangela D'Arc de Lima Oliveira.

The action of the disinfectants alcohol 70%, neutral detergent 5%,
formol 10%, sodium hypochlorite 0,5% of active chlorine and of the antibiotics
penicillin 200 mg/mL, streptomicin 200 mg/mL and chloranphenicol 200 mg/mL
on the attachment and reproduction of Pasteuria penetrans in Meloidogyne
javanica was evaluated. The direct action of sodium hypochlorite, in different
concentration of active chlorine, on the attachment and morphology of the
endospores was also evaluated, as well as the time required for disinfestation of
glass petri dishes contaminated with the bacterial endospores in sodium
hypochlorite at 5% of active chlorine. Treatments with alcohol, detergent and
antibiotics did not impair the attachment or the reproduction of P. penetrans,
and increments of 277% and 169% in the attachment of the endospores were
observed in the treatments with alcohol and detergent, respectively. Formol
10% did not affect the attachment but inhibited the bacterial development while
sodium hypochlorite at 5% of active chlorine impaired the attachment of the
endospores to the nematode and, consequently, the multiplication of the

bacteria. Pre-treatment of P. penetrans endospores with sodium hypochlorite in



different concentrations of active chlorine drastically affected the attachment to
M. javanica juveniles, mainly in concentrations above 0,125%. The
morphological study showed changes in the structure of the endospores,
beginning with the dissolution of the parasporal fibers in sodium hypochlorite at
0,125% of active chlorine and reaching the total destruction of them at 0,5%.
One minute of immersion of the contaminated petri dishes in sodium
hypochlorite 0,5% of active chlorine was enough to eliminate 85% of the

bacterial endospores and 15 minutes for a complete disinfestation of them.



INTRODUGAO GERAL

Os fitonematdides atacam todas as espécies de plantas cultivadas,
mas pelo seu tamanho reduzido e muitas vezes por ndo causarem sintomas
visiveis passam despercebidos pelos agricultores (Tihohod, 1993), causando
sérios danos a agricultura, com perdas econémicas em torno de 100 bilhées de
dolares anualmente (Sasser e Freckman, 1987).

As medidas, tradicionalmente utilizadas para o controle de
fitonematdides, sdo a rotacdo de cultura, o uso de variedades resistentes e o
controle quimico (Ferraz e Santos, 1985). Recentemente, com a retirada de
muitos nematicidas do mercado, por serem altamente téxicos e causarem
serios riscos a saude humana e ao meio ambiente, métodos alternativos, como
o controle biolégico, tém despertado um maior interesse por parte dos
pesquisadores, por serem meétodos mais seguros para o controle desses
fitoparasitas (Dickson e Oostendorp, 1990; Stirling, 1991; Dickson et al., 1994).

Dentre os varios antagonistas de nematoides, apenas alguns inimigos
naturais, como as bactérias do género Pasteuria Metchnikoff, 1888, tém
apresentado um grande potencial como agente biocontrolador em condi¢des de
campo (Kerry, 1987; Dickson et al., 1994).

As bactérias do género Pasteuria, parasitas obrigatérias de
fitonematodides, sdo gram-positivas formadoras de enddsporos e pseudo-

micélio septado (Starr e Sayre, 1988). Trés espécies de Pasteuria sao



parasitas de nematéides, Pasteuria thornei Starr e Sayre, 1988, que parasita o
nematoide das lesbes das raizes Pratylenchus brachyurus Godfrey, 1929 (Starr
e Sayre, 1988), Pasteuria nishizawae Sayre, Wergin e Starr, 1991, que parasita
os nematoides formadores de cistos, Heterodera elachista Ohshima, 1974,
Heterodera glycines Ichinohe, 1952 e Globodera rostochiesnsis Behrens, 1975
(Sayre et al., 1991) e Pasteuria penetrans (ex Thorne, 1940) Sayre e Starr,
1985 parasita de Meloidogyne incognita Chitwood, 1949 e de outras espécies
desse género (Sayre e Starr, 1985). Essa espécie foi classificada,
anteriormente, por Thorne (1940) como Dubosqia penetrans e como Bacillus
penetrans por Mankau 1975a e b.

Além do nematdide hospedeiro, o tamanho e o formato dos endésporos
distinguem esses fitoparasitas. Os enddsporos de P. thornei e P. nishizawae
sdo elipsoidais, quase elipticos em corte, porém os esporangios de
P. nishizawae sdo em forma de xicara, com didmentro médio de 5 um,
enquanto que os de P. thornei sdo rombdides com diametro médio de 3,3 um.
Ja os endoésporos de P. penetrans sao amplamente elipticos em corte e
apresentam esporangios também no formato de xicara (Figura 1), mas com
didmetro médio de 4,2 um (Sayre et al., 1991).

Das trés espécies parasitas de fitonematoides, P. penetrans é a mais
estudada e sua potencialidade no controle biolégico de fitonematodides ja foi
observada tanto em casa de vegetagdo como em campo, nas diferentes
espécies do género Meloidogyne Goeldi, 1889 (Stirling, 1984; Brown e Smart,
1985; Chen et al., 1996; Weibelzahl-Fulton et al., 1996; Tateishi, 1998; Freitas
et al., 2000a e b). Esse antagonista apresenta dois modos de agéo no controle
desses fitoparasitas. O primeiro ocorre quando juvenis do segundo estadio (J2)
de Meloidogyne spp., ao se movimentarem em solos infestados pela bactéria,
entram em contato com os enddsporos, que sao altamente adesivos e se fixam
firmemente na cuticula do nematéide. Apds a penetragcao do J2 na raiz e o
estabelecimento do sitio alimentar, um tubo germinativo € emitido da base
central do enddsporo que perfura a cuticula do nematdide e se estabelece no
pseudoceloma, onde se ramifica e da origem a colénias vegetativas

semelhantes a uma couve-flor. As terminagdes da colbnia se engrossam
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Figura 1 - Desenho esquematico da morfologia do enddsporo de Pasteuria
penetrans (Freitas e Carneiro, 2000).

durante a formacgao do enddsporo no seu interior. Apds a esporulagéo, ocorre a
separagao das células-mée do restante da colénia. A membrana celular recebe
o nome de esporangio (Figura 1), que sera rompido com o dessecamento ou
degradado por microrganismos, liberando assim o enddsporo para se aderir a
cuticula do nematéide hospedeiro. O enddsporo livre ainda apresenta uma
membrana envoltéria chamada exdsporo, que nao impede, mas prejudica a
adesdo. Essa membrana também é rompida por processos fisicos ou
biolégicos. O enddsporo, propriamente dito, possui fibras parasporais,
responsaveis pela adesao, e o centro do esporo € constituido de uma capa que
confere resisténcia ao calor e dessecagao do cortex, membrana plasmatica e
protoplasma (Figura 1) com os constituintes tipicos de uma bactéria, como
material genético e ribossomo.

Ao final do ciclo do nematodide, ao invés de ovos, cada fémea de
Meloidogyne spp. produz 2 milhdes de enddsporos da bactéria,

aproximadamente (Mankau, 1975a; Sayre e Wergin 1977). Portanto, sua agao



traduz na inibicdo da reproducdo do nematdide. Com a decomposi¢cdo do
sistema radicular e dessas fémeas, esses enddsporos sao liberados para o
solo, que se aderem a outros J2, reiniciando assim um novo ciclo da bactéria
(Mankau, 1975a; Chen e Dickson, 1998). Com o passar dos anos, 0 numero de
endésporos no solo tende a aumentar e, quando um grande numero de
enddsporos se aderirem a cuticula dos J2, estes tém a mobilidade e a
penetracdo no sistema radicular prejudicada (Stirling, 1984; Davies et al.,
1990), tornando, entdo, o solo supressivo (Dickson et al., 1991; Chen et al.,
1996; Weibelzahl-Fulton et al., 1996; Freitas et al., 2000b). Desta forma, o
segundo modo de agado é caracterizado pelo impedimento da penetragdo do
nematoide nas raizes das plantas.

Os mecanismos que envolvem a adesdo dos enddsporos de
P. penetrans a cuticula de J2 ainda ndo sao bem compreendidos (Davies et al.,
1992). Davies e Danks (1993) sugerem que carboidratos presentes na
superficie da cuticula dos nematodides interagem com moléculas de
N-acetilglucosamina na superficie dos endésporos de P. penetrans, que, por
sua vez, estdo ligadas a outras proteinas ou peptideoglicanos que sao
extensdo da parede celular de P. penetrans. Davies et al. (1996) destacam
também uma glicoproteina, a fibronectina, responsavel na adesdo dos
endosporos. Essas interagdes entre os enddsporos e a superficie dos J2 é de
fundamental importancia para se entender a especificidade do nematodide
hospedeiro com a bactéria.

O processo de adesdo dos enddsporos aos J2 pode ser afetado por
fatores como temperatura, pH, dessecag¢ao, acdo microbiana e outros que
possam romper ou degradar o esporangio e o exdsporo, com exposi¢cdo das
fibras parasporais, o que promove um melhor contato a cuticula do nematdide
hospedeiro (O'Brien, 1980; Stirling et al., 1986; Davies et al., 1988; Stirling et
al., 1990; Hatz e Dickson, 1992).

A capacidade adesiva dos enddsporos de P. penetrans a organismos
vivos se restringe somente ao nematdide hospedeiro (Gives et al., 1999),
caracteristica importante no controle bioldgico, pois, assim, ndo afeta outros
microrganismos do solo. Outros atributos favoraveis de P. penetrans, como
agente de biocontrole de fitonematdides, sdo a grande capacidade de

dispersao (Freitas et al., 2000b), a viabilidade dos enddsporos por varios anos



durante o armazenamento (Mani, 1988; Giannakou et al., 1997) e a resisténcia
de enddsporos a temperaturas extremas (Stirling et al., 1986; Bird et al., 1989;
Giannakou et al., 1997).

Entretanto, em razdo da capacidade adesiva dos enddsporos de
P. penetrans, essa bactéria pode causar problemas de contaminagcées em
utensilios laboratoriais como vidrarias, tubos plasticos, peneiras e vasos
ceramicos, entre outros, e com isso contaminar outros experimentos que nao
envolvam P. penetrans.

A esterilizacdo desses materiais muitas vezes é dificultada em fungao
da natureza do objeto, além disso, bactérias produtoras de esporos sao
conhecidas por serem extremamente resistentes ao calor, radiacdo e muitos
produtos quimicos utilizados como desinfetantes (Enomoto et al., 1997). Essa
resisténcia a muitos agentes quimicos ocorre por causa da relativa
impermeabilidade da membrana protoplasmatica e também da camada externa
da capa do esporo, o que faz com que ocorra uma lenta penetracéo do produto
para o centro do esporo (Setlow, 1994).

Varios sao os trabalhos encontrados na literatura, sobre diferentes
tipos de agentes quimicos, testados para inativar bactérias produtoras de
endoésporos (Gorman, et al., 1983; Gorman, et al., 1984; Bloomfield e Arthur,
1992; Vardaxis et al., 1977; Angelillo et al., 1998; Netscher e Duponnois, 1998;
Hobson e Seal, 2000; Domonici et al., 2001; Motta et al., 2001), sendo que a
eficiéncia de cada um varia de acordo com o produto e o método utilizados.

Vardaxis et al. (1977), ao avaliarem o efeito de solugbes de formol a
10%, alcool absoluto ou etilico a 70%, ou a 50% sobre esporos de Bacillus spp.
Cohn, 1872, observaram que a solu¢do com o formol a 10% promoveu a morte
de 100% dos esporos da bactéria em menos de 24 horas e o tratamento com o
alcool ndo inativou os esporos da bactéria, mesmo apds 14 dias de imersao
nas respectivas concentragcées. Domonici et al. (2001), ao testarem solugdes
de formol a 10% em esporos de Bacillus, constaram que a inativagdo dos
mesmos ocorreu somente apds um periodo de sete dias. Netscher e
Duponnois (1998), ao avaliarem o efeito inativante do alcool 90% sobre
endosporos de P. penetrans, constataram que o desinfetante ndo afetou a
adesdo dos enddsporos, porém os autores nao avaliaram qual o efeito do

alcool na infectividade dos mesmos.



O desinfetante hipoclorito de sédio (NaOCI) é um dos agentes quimicos
mais testados contra esporos de bactérias e apresenta bons resultados mesmo
em baixas concentragbes de cloro ativo (Gorman, et al., 1983; Gorman, et al.,
1984; Bloomfield e Arthur, 1992; Motta et al., 2001). Para P. penetrans,
Netscher e Duponnois (1998) também relataram brevemente que a utilizagao
de solugdes com hipoclorito de sédio € uma alternativa simples e econémica
para esterilizar materiais contaminados com enddsporos dessa bactéria.

Angelillo et al. (1998), ao avaliarem a eficacia de duas substancias
antimicrobianas, glutaraldeido a 2 % (Asporin) e peroxygen a 1 % (Virkon) para
desinfestacdo de instrumentos dentarios contaminados por B. subtilis
(Ehrenberg, 1835), também constataram que o agente quimico glutaraldeido foi
mais eficiente e que houve completa eliminacdo da bactéria, quando os
instrumentos permaneceram por um periodo de 4 a 5 horas expostos ao
desinfetante. Por outro lado, peroxygen necessitou de um periodo aproximado
de 20 horas para completa eliminagao de B. subtilis.

Apesar de desinfetantes a base de glutaraldeido apresentarem bons
resultados nos testes realizados com Bacillus sp., Hobson e Seal (2000) citam
que esses germicidas apresentam odores fortes, o que requer o uso de sala
com ventilagdo especial para a sua manipulagdo. Além disso, certos
equipamentos requerem periodos longos de exposi¢ao ao glutaraldeido para a
esterilizacio.

Por isso, quando se escolhe um desinfetante especifico para a
esterilizagdo, devem ser considerados alguns fatores como alta eficiéncia,
rapidez e estabilidade do produto, baixos danos aos instrumentos, custo e
toxidez a seres humanos (Angelillo et al., 1998).

Outra dificuldade quando se trabalha com P. penetrans, por apresentar
parasitismo obrigatério, € a produgdo massal de ino6culo. Até o momento, a
fonte de in6culo dessa bactéria € obtida pelo método descrito por Stirling e
Wachtel (1980), o qual consiste em inoculagbes de J2 de Meloidogyne spp.
aderidos com a bactéria, em plantas hospedeiras. Ao final de 45 e 60 dias, as
raizes sao moidas, obtendo-se assim um pé de raiz ou através de extragdes de
fémeas contaminadas pela bactéria e mantidas em suspensdo aquosa
(Mankau e Prasad, 1977). Apesar de os dois métodos nao permitirem a

producdo de grandes quantidades de indculo, varias pesquisas foram



realizadas para maximizar a produgao (Stirling et al., 1990; Sharma e Stirling,
1991; Davies et al., 1991; Freitas et al., 1999; Gomes et al., 1999), dentre elas,
a adigéo do esterco de curral no substrato (Gomes et al., 1998; Gomes, 2001).

Quando se adiciona qualquer tipo de esterco ao substrato, ha duvida
quanto a presenga de residuos quimioterapicos nos mesmos, como por
exemplo antibidticos, e se esses produtos poderdao ou nao afetar a
multiplicacdo de P. penetrans. A presenca de antibiéticos no esterco é devido a
sua utilizacdo terapéutica nos animais e, também, porque esses estido sendo
utilizados em doses subterapéuticas, na racdo, para promover o crescimento e
melhorar a eficiéncia da conversao alimentar (Pelczar et al., 1996).

ApOds a absorgao e a difusdo de alguns antibiéticos pelos tecidos, esses
sao eliminados quase que totalmente, sob forma ativa, nao sofrendo alteragbes
metabdlicas importantes. Outros, porém, sofrem metabolizagdo nos tecidos,
sendo eliminados parcialmente, sob forma natural, ativa, e, em parte, como
metabdlitos, os quais podem ou nao sofrer atividade antimicrobiana (Tavares,
1986).

A acéao dos antibidticos sobre os agentes infecciosos provoca dois tipos
de efeitos, desde que o organismo seja sensivel a droga, a morte do agente ou
a parada do seu crescimento e reprodugdo. O mecanismo de acgédo de
substancias ditas antibidticos é exercido essencialmente por interferéncia na
sintese da parede celular; alteragcbes na permeabilidade da membrana
citoplasmatica; interferéncia na replicagdo do DNA e interferéncia na sintese
protéica (Tavares, 1986; Pelczar et al., 1996).

Apesar de ndo haver estudos sobre o papel de P. penetrans como
agente contaminante de materiais laboratoriais, o que é, sem duvida, um
problema real, conforme relatado por pesquisadores e técnicos, informalmente,
a contaminagao de P. penetrans, em experimentos de outra natureza que nao
a de controle biolégico, pode interferir nos resultados e invalidar conclusdes. E
importante que se realizem testes laboratoriais através de contaminacdes
controladas desses materiais e se fagcam estudos sobre a eficiéncia de
diferentes solucbes desinfetantes, para que possam ser utilizadas
rotineiramente e evitar contaminagdes indesejadas. Também €& necessario
avaliar a acdo de alguns antibidticos sobre a adesao e a reproducdo de

P. penetrans.



Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a agéo de diferentes
solucoes desinfetantes e de antibidticos sobre a adesdo e a reprodugao de
P. penetrans; a acgado direta de hipoclorito de sodio, em diferentes
concentragdes de cloro ativo, sobre a adeséo e estrutura dos enddsporos de
P. penetrans; e o tempo necessario para desinfestar vidrarias com enddsporos

da bactéria em solugéo de hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo.
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CAPITULO 1

Acao de desinfetantes e antibiéticos sobre adesao e viabilidade de

endosporos de Pasteuria penetrans em Meloidogyne javanica

Resumo - Avaliou-se a acao de alcool 70%, detergente neutro 5%, formol 10%,
hipoclorito de sodio a 0,5% de cloro ativo e dos antibidticos penicilina,
estreptomicina e cloranfenicol na concentragdo de 200 mg/mL cada sobre
adesdao e reproducao de Pasteuria penetrans em Meloidogyne javanica. Placas
de vidro contaminadas artificialmente com 2 mL de uma suspensdo de
1x10® enddsporos/mL e secas ao ar em temperatura ambiente de laboratdrio
(aproximadamente 23°C) foram colocadas em contato com os desinfetantes ou
antibiéticos por 30 minutos, depois enxaguadas e receberam em seu interior
suspensdo com 1.000 J2 de M. javanica por placa. Apds, aproximadamente,
uma hora em repouso, contou-se o numero de endésporos aderidos em 20 J2,
escolhidos ao acaso, e procedeu-se a inoculacido em tomateiros em casa de
vegetacdo. Os tratamentos com alcool, detergente e antibidticos ndo afetaram
negativamente a adesao nem a reproducéao de P. penetrans. Ja o hipoclorito de
soédio e formol impediram a reproducdo da bactéria, embora a adesao nao
tenha sido afetada no tratamento com o formol. O hipoclorito de sodio atuou

como um desinfetante eficiente para a eliminacao de P. penetrans.

Palavras-chave: Pasteuria penetrans, Meloidogyne javanica, desinfetantes,
antibiéticos, adeséo, enddsporos.
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The effects of disinfectants and antibiotics on the attachment and viability

of Pasteuria penetrans in Meloidogyne javanica

Abstract - The action of the disinfectants alcohol 70%, neutral detergent 5%,
formol 10%, sodium hypochlorite 0,5% of active chlorine and of the antibiotics
penicillin 200 mg/mL, streptomicin 200 mg/mL and chloranphenicol 200 mg/mL
on the attachment and reproduction of Pasteuria penetrans in Meloidogyne
Javanica was evaluated. Glass Petri dishes artificially contaminated with 2 mL of
1x10° endospores/mL suspension and air dried at room temperature
(approximately 23°C) were exposed to different disinfectants and antibiotics for
30 minutes, rinsed and received each a suspension of 1000 M. javanica J2.
After one hour, the number of endospores attached was counted in 20 randomly
chosen J2 per dish, and the suspensions used to inoculate tomato plants in the
greenhouse. Treatments with alcohol, detergent and antibiotics did not affect
negatively the attachment or the reproduction of P. penetrans. Sodium
hypochlorite at 5% of active chlorine and formol 10% impaired the bacterial
reproduction, but formol did not affect the attachment. Sodium hypochlorites act

as an efficient disinfestant for the elimination of P. penetrans.

Key words: Pasteuria penetrans, Meloidogyne javanica, disinfestants,
antibiotics, attachment, endospores.
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INTRODUGAO

A bactéria Pasteuria penetrans (ex Thorne 1940) Sayre e Starr, 1985,
parasita obrigatéria de nematdides, € um dos antagonistas mais estudados
pelo seu grande potencial no controle de nematdides formadores de galhas,
Meloidogyne spp. (Weibelzahl-Fulton et al., 1996; Freitas et al., 2000a e b).
Pasteuria penetrans também apresenta algumas vantagens como
especificidade ao hospedeiro (Gives et al., 1999), alta capacidade de dispersao
(Freitas et al., 2000b), longevidade (Giannakou et al., 1997), resisténcia a
dessecacgao (Stirling e Wachtel,1980), temperaturas extremas (Bird et al., 1989)
e nematicidas (Mankau e Prasad, 1972; Stirling, 1984), atributos importantes no
controle biolégico.

Apesar de a resisténcia, persisténcia e dispersdao de P. penetrans
serem pontos positivos para o controle bioldgico, a dificuldade de se trabalhar
com essa bactéria se deve a capacidade adesiva de seus enddsporos, pois
eles se aderem facilmente em vidraria e outros utensilios laboratoriais, o que
pode causar sérios problemas de contaminagcdo de experimentos (Hewlett e
Serracin, 1996) e assim espalhar-se rapidamente em culturas mantidas livres
de P. penetrans em casa de vegetagao (Giannakou et al., 1997).

Esterilizagbes desses materiais sdo necessarias para que nao ocorram
contaminagdes indesejadas. Produtos desinfetantes como o alcool, hipoclorito
de sodio (NaOCI) e formol ja foram avaliados quanto a agao esporicida em
Bacillus spp. Cohn, 1872, (Gorman, et al., 1983; Sisco et al., 1988; Choudhuri
et al., 1990; Bloomfield e Arthur, 1992; Vardaxis, et al., 1997; Motta et al., 2001;
Dominici et al., 2001).

Vardaxis et al. (1997), ao estudarem a exposicdo de esporos de
Bacillus em solugao de formol a 10%, observaram que o desinfetante preveniu
o crescimento da bactéria em menos de 24 horas. Motta et al. (2001) relatam
que apenas 5 minutos de contato de materiais contaminados artificialmente
com Bacillus com solugado de hipoclorito de sodio a 2,5% de cloro ativo foram
suficientes para inativar essa bactéria. Netscher e Duponnois (1998), ao
testarem o efeito do alcool a 90% e de hipoclorito de sddio a 0,5% de cloro
ativo sobre enddsporos de P. penetrans, constataram que o alcool nado afetou a

adesao aos J2 de M. incognita. Quanto ao tratamento com hipoclorito de sédio,
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os autores apenas relataram que é um método simples e econdmico para
inativar endésporos dessa bactéria, porém nao relataram qual o efeito desses
desinfetantes sobre a infectividade e adesao dos enddsporos de P. penetrans.

Outra dificuldade quando se trabalha com P. penetrans, em razdo do
seu parasitismo obrigatoério, € a produgao massal de in6culo. Apesar de muitas
tentativas de cultivo in vitro ja terem sido realizadas até o momento (Williams et
al., 1989; Bishop e Ellar, 1991), a producéo de indculo de P. penetrans ainda
se baseia na técnica descrita por Stirling e Wachtel (1980), que consiste em
inocular juvenis de Meloidogyne spp. infestados com enddsporos da bactéria,
em plantas hospedeiras mantidas em casa de vegetacado. Ao final do ciclo de
vida da bactéria, os sistemas radiculares sao colhidos, secos e moidos para se
obter um po fino que serve como fonte de indculo da bactéria para aplicagbes
em campo.

Mesmo que essa técnica ndo permita a producdo de grandes
quantidades de inéculo, muitos estudos visam otimizar a sua producgao in vivo
(Stirling et al., 1990; Sharma e Stirling, 1991; Davies et al., 1991; Freitas et al.,
1999; Gomes et al.,, 1999), dentre eles a adicdo do esterco de curral ao
substrato (Gomes et al.,1998; Gomes, 2001). Porém, estercos de curral podem
apresentar residuos quimioterapicos, como antibidticos, decorrente da
utilizacdo dos mesmos em doses terapéuticas nos animais ou em doses
subterapéuticas na ragcédo para promover o crescimento e melhorar a eficiéncia
da conversao alimentar (Pelczar, et al., 1996). Entdo, caso se utilize estercos
de curral contaminados com antibidticos, para producdao in vivo de
P. penetrans, fica a duvida se residuos dessas drogas poderdo afetar a
multiplicagdo da bactéria. Segundo Tavares (1986) e Pelczar et al. (1996), a
acao de antibidticos sobre os agentes infecciosos pode provocar a morte do
agente ou a parada do seu crescimento e da reprodugdo, caso 0 organismo
seja sensivel a droga.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a agéo de diferentes
solucbes desinfetantes e de antibidticos sobre a adesdo e reproducédo de
P. penetrans para desinfestar materiais contaminados com enddsporos dessa

bactéria.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa-MG
(UFV), no Laboratério de Nematologia, localizado no Nucleo de Biotecnologia
aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) e em casa de vegetacdo do

Departamento de Fitopatologia.

Obtengdo do indéculo de Pasteuria penetrans. O in6culo de
P. penetrans (P 25), proveniente da Floérida, EUA, foi multiplicado em
Meloidogyne javanica, parasitando plantas de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill) Santa Cruz 'Kada' em casa de vegetagdo. Com o auxilio de
um microscopio estereoscopico, fémeas do nematdide infectadas com a
bactéria foram retiradas das raizes, colocadas em tubos de ensaio contendo
agua, e maceradas para obtencdo da suspensido de enddosporos.
Posteriormente, com o auxilio de camara de Newbauer e microscépio 6tico,
fez-se a calibragem da suspensido para 1x10° endésporos/mL, que, em

seguida, foi armazenada em geladeira a 8°C até a sua utilizacgo.

Obtengao do inéculo de Meloidogyne javanica. Utilizou-se como
inéculo uma populagado de M. javanica mantida em plantas de tomate Santa
Cruz 'Kada', em vasos, em casa de vegetacao. Cortes perineais e eletroforese
de isoenzimas foram realizados para confirmacado da identidade do in6culo
antes de sua multiplicagado. Os juvenis de segundo estadio (J2), utilizados nos
ensaios, foram obtidos através da extracdo de ovos das raizes de tomateiros
infectadas por M. javanica (Hussey e Barker, 1973), e incubados a 26°C em
camara de eclosdo, montada com uma peneira previamente revestida com
papel-toalha sobre um prato com agua. A cada 24 horas, a agua foi passada
em peneira de 0,025mm de malha (500 mesh) e, com auxilio de jatos fortes de
agua de uma pisseta, os juvenis foram recolhidos em um becker e submetidos
a aeracao forcada com bomba de aquario para manté-los ativos até o momento

de sua utilizagao.

Montagem do ensaio. O ensaio constou de nove tratamentos com

seis repeticbes cada, implantado em delineamento inteiramente casualizado:
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1) alcool 70%; 2) detergente neutro 5%; 3) formol 10%; 4) hipoclorito de sddio
0,5% de cloro ativo; 5) penicilina; 6) estreptomicina; 7) cloranfenicol; 8) agua
(testemunha) e 9) testemunha, sem P. penetrans. Mediu-se o pH dos
respectivos tratamentos. A unidade experimental foi constituida de uma placa
de Petri previamente autoclavada por uma hora, que recebeu 2 mL da
suspensdo de enddsporos de P. penetrans de 1x10° enddsporos/mL.
Posteriormente, as placas foram mantidas em temperatura ambiente de
laboratério (23°C + 2°C) para secagem da suspensao, obtendo-se desta forma
placas infestadas com enddésporos de P. penetrans. Apds 18 horas, as seis
placas de cada tratamento foram imersas vagarosamente em potes de plastico,
contendo 500 mL das respectivas solugdes desinfetantes ou de agua no
tratamento testemunha, e permaneceram submersas por aproximadamente
30 minutos. Para os tratamentos com antibiéticos, foram feitas as aplicacbes
direta sobre as placas. Cada placa recebeu 1 mL com 200 mg/mL do
respectivo antibidtico, permanecendo também por 30 minutos. Posteriormente,
as placas foram enxaguadas, individualmente, por oito vezes com jatos de
agua de torneira para remogao dos desinfetantes e antibidticos.

Apos este procedimento, colocaram-se em seguida, em cada placa,
7 mL de uma suspensdo aquosa, contendo 1.000 J2 de até oito dias de idade
de M. javanica e, posteriormente, as placas foram levemente agitadas por mais
ou menos dois minutos e deixadas em repouso por aproximadamente uma
hora, periodo suficiente para a adesao de cerca de dez enddsporos/J2
observados em alguns juvenis no tratamento P. penetrans em agua. Decorrido
este periodo, em cada repeticdo, o numero de enddsporos aderidos/J2 foi
contado em 20 J2 escolhidos ao acaso, com auxilio de microscopio de objetiva
invertida no aumento de 400X.

Posteriormente, cada suspensdo com 1.000 nematoides foi distribuida
sobre o solo ao redor de uma planta de tomate Santa Cruz 'Kada' de,
aproximadamente, 10 cm de altura, mantidas em casa de vegetagéo, em copos
plastico de 500 mL de capacidade, sobre uma mistura de solo e areia (1:1, v:v),
previamente tratados com brometo de metila.

Setenta dias apds a inoculagao, as plantas foram colhidas, separando-
se o sistema radicular de cada planta de sua parte aérea. A seguir, as raizes

foram lavadas e avaliadas quanto ao numero de ovos, numero de galhas e
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percentagem de fémeas parasitadas por P. penetrans por sistema radicular. A
extragdo de ovos foi realizada conforme o método descrito por Hussey e
Barker, 1973, modificado para agitagdo manual durante 3 minutos, e a
quantificagao foi feita em camara de Peters. Apds a extragdo de ovos, 0s
sistemas radiculares foram mantidos em geladeira a 8°C até a contagem das
galhas e a extragao, ao acaso, de 50 fémeas de cada sistema radicular. Ao
proceder a extracdo com o auxilio de pinca e estilete, cada fémea foi
esmagada entre lamina e laminula com uma gota de azul de algodio e
observada em microscopio o6tico para determinacdo de presencga e estadio de
desenvolvimento de P. penetrans. Os dados, quanto ao numero de
enddsporos/J2 e de fémeas com ovos ou infectadas com a bactéria, foram
submetidos a analise estatistica descritiva por ndo seguirem a distribuigdo
normal. O numero de ovos, transformados em log x+1, e os indices de galhas
foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o programa Sistema de
Analise de Estatistica e Genética SAEG (Euclydes, 1983), e as médias

comparadas entre si pelo teste Duncan a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O maior numero de enddsporos aderidos ocorreu no tratamento com
alcool 70% (Figura 2) com uma média de 49 enddsporos/J2, seguido do
tratamento com detergente neutro a 5% em agua, com 35 enddsporos/J2. Os
demais tratamentos, formol 10% e antibidticos, apresentaram médias
semelhantes a testemunha com P. penetrans. O menor indice de adesao
ocorreu no tratamento com hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo, que nao

diferiu da testemunha sem P. penetrans.
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Figura 2 - Numero médio de enddsporos de Pasteuria penetrans aderidos em
juvenis de Meloidogne javanica apds serem expostos por
30 minutos a diferentes desinfetantes e antibiéticos. (Médias de seis

repeticbes. Em cada repeticdo, a contagem foi feita em 20 juvenis,
observados ao acaso).

A adesao de enddsporos de P. penetrans a cuticula do nematodide
hospedeiro é a primeira fase do processo de infec¢ao da bactéria ao nematoide
hospedeiro (Stirling e Wachtel,1980). Varios autores citam que, além dos
fatores bioquimicos que envolvem a adesdo de enddsporos a cuticula dos
nematoides, fatores fisicos e quimicos também influenciam o mecanismo de

adesao (O'Brien 1980; Stirling et al., 1986; Davies e Danks, 1993; Davies et al.,
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1988). O aumento na adesdo, apdés a dessecacdo e a sonificagdo de
endosporos, também foi observado em M. arenaria, M. javanica e M. incognita
(O'Brien, 1980; Netscher e Duponnois,1998; Stirling et al., 1986) em fungao da
remogao do esporangio e do exoésporo, o que fez com que houvesse a
exposi¢cao das fibras parasporais (Figura 1), responsaveis pela adesdo dos
enddsporos. Isto, possivelmente, ocorreu neste estudo, no tratamento com
alcool 70% associado a dessecacao ao ar por 18 horas a 23°C, e associados,
talvez, a outros fatores envolvidos na adesao, como a limpeza da superficie
dos enddsporos promovida pelo alcool. Segundo Duponnois et al. (1997), o
alcool promove apenas a desinfestacdo de enddésporos de P. penetrans,
eliminando a microbiota associada a bactéria, pois ndo houve diferencas na
adesdo de endodsporos de P. penetrans tratados e nao-tratados com alcool
97% e incubados com M. graminicola. Ja Netscher e Duponnois (1998), ao
avaliarem o efeito do alcool 90% em enddsporos secos de P. penetrans, que
foram mantidos uma noite em contato com o desinfetante até a sua completa
evaporagao e, posteriormente, ao compararem a adesdo com endosporos
dessecados, e sem tratamento com alcool com enddsporos sempre mantidos
em suspensao aquosa, observaram que o tratamento com o alcool nao afetou
a adesao, mas com o dessecamento foi significativo.

Neste experimento, o segundo maior valor de enddsporos aderidos nos
J2 de M. javanica ocorreu no tratamento com detergente neutro 5% (Figura 2)
cujo valor foi maior que o dobro de enddsporos/J2, em relagéo a testemunha
com P. penetrans, que apresentou apenas 13 endodsporos/J2. A grande
quantidade de endésporos aderidos possivelmente tenha ocorrido pelo
rompimento do esporangio e do exodsporo dos enddsporos, quando esses
foram dessecados, expondo assim as fibras parasporais responsaveis pela
adesdo, associado talvez ao pH da agua. O aumento na adesédo também tem
sido observado apdés o processo de sonificagdo dos enddsporos (Davies et
al.,1988; Orui ,1997), favorecido pelo pH entre 6 e 8 (Orui, 1997). Segundo
Davies et al. (1988), em pH neutro, os enddsporos geralmente aderem-se em
grande quantidade ao nematdide hospedeiro, o que provavelmente deve ter
ocorrido neste ensaio quando se utilizou detergente neutro. Contudo, talvez o
fator mais relevante pelo incremento da adesdo com o uso de detergente,

assim como no tratamento com alcool, seja uma provavel limpeza que a
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superficie dos endodsporos sofreu durante a agdo do produto, o que nao
ocorreu com a testemunha com P. penetfrans apenas em agua.

O menor numero de enddsporos aderidos aos juvenis de M. javanica
ocorreu no tratamento com hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo (Figura 2);
apenas um enddsporo foi observado aderido a um J2. Essa redugdo, na
adesao, provavelmente tenha ocorrido por causa da acdao do desinfetante
sobre as proteinas especificas na superficie dos enddsporos de P. penetrans,
que estdo envolvidas no mecanismo de adesdo do endosporo a cuticula do
hospedeiro (Davies et al., 1992; Esnard, et al., 1997). O hipoclorito de sd6dio
remove proteinas da camadas de esporos de Clostridium bifermentans,
Bacillus subtilis e Bacillus cereus (Wyatt e Waites, 1975 e Bloomfield e Arthur,
1992) e de peptideoglicano do coértex de B. subtillis (Bloomfield e Arthur, 1992),
o0 mesmo deve ter ocorrido com os enddsporos de P. penetrans ao serem
tratados com hipoclorito de sodio a 0,5% de cloro ativo, impedindo a adesao
aos J2 de M. javanica.

A diminuicdo da adesao dos enddsporos de P. penetrans, em fungao
da desnaturagdo dos componentes do enddsporo como glicoproteinas e
peptidoglicanos, também ja foi sugerida por Davies e Danks (1993), apos pré-
tratarem enddsporos de P. penetrans com proteinase K. As proteinases
desnaturam glicoproteinas e peptidoglicanos, que s&o componentes
diretamente envolvidos na ades&o do enddsporo a cuticula.

Neste ensaio, também, observou-se que somente o tratamento com o
hipoclorito de sddio promoveu a remocéo de praticamente todos os enddsporos
da superficie das placas. Apenas algumas carcagas de fémeas infectadas
foram observadas quando se avaliou a adesdo, o que interferiu na adesao nos
J2. Essas carcagas, que sao cuticulas retorcidas e secas, provenientes do
maceramento de fémeas de Meloidogyne spp. para a obtengédo de enddsporos,
podem ter promovido a protecado para alguns endésporos quando estes foram
submetidos ao tratamento com o desinfetante. Portanto, foi confirmada a
eficacia do hipoclorito de sédio como agente inativante.

O pré-tratamento dos endésporos com formol 10% ou com os
antibioticos ndo afetou a adesao nos J2 de M. javanica, quando comparou-se
com a testemunha com agua e P. penetrans (Figura 2). Esses resultados

sugerem, portanto, que o tratamento com formol, bem como com os
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antibioticos, ndo afetou as proteinas especificas presentes na superficie dos
endosporos, responsaveis pela adesao a cuticula dos J2 (Davies et al., 1992;
Esnard, et al.,, 1997), o que, provavelmente, deve ter ocorrido no tratamento
com o hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo.

As menores médias de numero de galhas por sistema radicular
(Tabela 1) ocorreram nos tratamentos com o alcool 70% e com o antibiético
estreptomicina. A reducao da infectividade nos tratamentos deve-se ao alto
nivel de adesédo de P. penetrans aos J2, prevenindo, assim, a penetracao
destes no sistema radicular (Stirling, 1984 Davies et al., 1990), sendo que
15 enddsporos aderidos a cuticula dos J2 ja séo suficientes para haver redugao
na infectividade (Brown e Smart, 1985) e, consequentemente, resultar num
menor numero de galhas (Mankau, 1980; Freitas et al., 2000a).

A maior média, com 657 galhas por sistema radicular, ocorreu no
tratamento com o antibiético cloranfenicol, porém nao diferiu dos tratamentos
com hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo, penicilina e testemunha com
agua sem P. penetrans.

Esse alto indice de galhas no tratamento com o antibidtico
cloranfenicol, comparado com os demais tratamentos, foi devido as raizes das
plantas apresentarem galhas separadas, ou seja, quando se fez as extragdes
das fémeas a maior parte dessas apresentavam apenas uma fémea, o que nao
ocorreu nos demais tratamentos, isto possivelmente deve ter ocorrido em razéo
de alguma acdo ainda desconhecida de residuos do antibiético sobre o
nematoéide hospedeiro, o que deve ser melhor investigado em estudos futuros.

Para que ocorra a infecgao de P. penetrans em J2 de Meloidogyne sp.,
basta que apenas um enddsporo germine, porém s&o necessarios no minimo
de 3 a 5 enddsporos aderidos para garantir a infecgéo, pois apenas 20 a 30%
germinam (Sayre e Wergin ,1977; Stirling, 1984) e com isso garantem que as
fémeas que sao infectadas ndo produzam ovos (Mankau, 1980). Tal fato
ocorreu nos tratamentos com antibidticos, alcool e detergente neutro,
confirmando, portanto, que P. penetrans nao é sensivel a essas drogas, pois
nao afetou a adesdo nem a reprodugédo da bactéria (Tabela 1; Figuras 2 e 3).
Duponnois et al. (1997) também constataram que a reproducdo de

P. penetrans nao foi afetada, quando enddsporos foram tratados com alcool
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Tabela 1 - Numero de galhas e ovos de M. javanica em raizes de tomateiro,
inoculados com 1000 J2 com enddsporos de P. penetrans aderidos,
apos serem tratados por 30 minutos com diferentes desinfetantes e

antibidticos.
Tratamento N2 galhas/sist. N2 ovos/sist.
radicular radicular
Alcool 70% 307 ¢ 18.185 ¢
Detergente neutro 5% 392 bc 28.239 bc
Formol 10% 456 bc 96.848 a
NaOCI 0,5% de cloro ativo 503 abc 116.575 a
Penicilina 200mg 470 abc 31.167 bc
Estreptomicina 200mg 309 ¢ 25.404 bc
Cloranfenicol 200mg 657 a 40.867 b
Testemunha Pp 414 bc 25.029 bc
Testemunha agua 560 ab 88.070 a

Médias obtidas de seis repeticbes. Médias dentro da coluna seguida pela
mesma letra nao diferem entre si, de acordo com o teste Duncan (P < 0,05).
Médias originais sdo apresentadas na tabela. Médias do numero de ovos foram
transformadas para log x+1 para analise estatistica.

O Fémeascom Pp A Fémeas comovos < Fémeas sem ovos ou Pp

o B 1
30 I 5o 7

20

RN RN

Alcool Detergente Formol NaOCl 0,5% Penicilina  Estreptomicina Cloranfenicol Testemunha Testemunha
70% neutro 5% 10% de cloro 200mg 200mg 200mg Pp agua

Numero de fémeas de M. javanica

Tratamentos

Figura 3 - Numero médio de fémeas de Meloidogyne javanica com oOvoOsS,
infectadas com P. penetrans, ou sem ovos ou P. penetrans.
(Médias de seis repetigbes; intervalo de confianga = + 2,015*
erro-padrao).
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97% por 12 horas, igualando-se aos enddsporos nao-tratados em adesao. A
ineficiéncia do &alcool, como agente inativante de bactérias formadoras de
esporos, também pode ser observado por Sisco et al. (1988) e Vardaxis et al.
(1997) em trabalhos com Bacillus sp. B. stearothermophilus e B. subtilis ndo se
mostraram sensiveis ao alcool absoluto ou &lcool etilico a 70% ou 50%,
respectivamente. Segundo Melo (2002), o alcool € um agente bactericida muito
usado na maioria dos casos de desinfec¢cao e seu mecanismo de acgao, para
esse efeito, se faz por meio de desnaturacdo protéica. No entanto, contra
esporos de bactérias, o alcool etilico € pouco eficiente por ndo penetrar em
material muito rico em proteina, o que provavelmente ocorreu com o0s
endoésporos de P. penetrans.

O pré-tratamento dos enddsporos de P. penetrans com antibiéticos nao
afetou sua reproducéo (Figura 3), o que nos leva a crer que a utilizagao de
esterco de curral no substrato, possivelmente com residuos de antibidticos,
para multiplicacdo de P. penetrans, nao ira afetar o desenvolvimento e a
reproducao da bactéria. Segundo Tavares (1986), a resisténcia de bactérias a
determinados antibidticos pode ser natural, devido ao microrganismo
apresentar uma determinada estrutura celular que impede o antibiético de agir
ou quando lhe falta o sitio de agcao da droga. Essa resisténcia natural faz parte
das caracteristicas biolégicas do microrganismo, estando presente nos
individuos que compdem uma determinada espécie, como é observado em
Pseudomonas aeruginosa por se mostrar impermeavel ao antibidtico
estreptomicina (Tavares, 1986). Isso provavelmente deve ter ocorrido também
com os endosporos de P. penetrans pela presenga da capa que protege a
célula bacteriana (Figura 1). Talvez, a insensibilidade de P. penetrans a esses
antibioticos esteja associada também a lavagem que os enddsporos sofreram
ap6s 30 minutos de contato, tempo que pode ter sido insuficiente para a
penetracdo do antibidtico.

Segundo Tavares (1986), os valores de concentragdo inibitéria minima
(bacteriostatica) e bactericida sofrem variagdes muito grandes em fungédo da
cepa do microrganismo estudado. Os antibiéticos derivados de penicilinas sao
antibiéticos bactericidas e atuam contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, espiroquetas e actinomicetos, o que interfere na sintese da parede

celular bacteriana em crescimento, causando a lise osmética do microrganismo
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(Reese e Betts, 1995; Tavares, 1986). Como a parede celular de P. penetrans
exposta a penicilina ndo estava mais em crescimento, o que ocorre no interior
do nematdide, e como a parede celular é protegida pela capa do enddsporo, é
compreensivel que esse antibidtico ndo tenha causado danos a bactéria. A
estreptomicina age em bactérias metabolicamente ativas por provocar
alteragdes ribossomais, de tal modo que a formacao das proteinas bacterianas
se faz de maneira anormal, levando a lesdes irreversiveis da célula bacteriana.
Parece agir, ainda, no ciclo de Krebs, interferindo na respiracao celular, e atua
sobre bacilos Gram-negativos e em alguns cocos Gram-positivos (Lacaz, 1975;
Tavares, 1986; Reese e Betts, 1995). Como os enddsporos tratados estavam
em fase de dorméncia, também faz sentido a falta da atuacdo de
estreptomicina sobre P. penetrans. O mesmo ocorreu com o cloranfenicol, que
€ um antibidético de amplo espectro ativo contra muitas bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, Rickétsias, Clamidias e Micoplasmas (Reese e
Betts, 1995) e possui agao bacteriostatica, com inibicdo da sintese protéica.
Esse antibidtico impede a ligacdo do RNA-mensageiro ao ribossoma, por fixar-
se ao ribossoma, em competicdo com o acido nucléico. O cloranfenicol parece
também inibir reagdes enzimaticas de formagédo dos polipeptideos (Tavares,
1986).

A presencga de fémeas infectadas com P. penetrans no controle, sem a
bactéria (Figura 3), confirma a grande capacidade de contaminagdo dos
endodsporos de P. penetrans, como relatado por Hewlett e Serracin (1996) e
Giannakou et al. (1997), apesar de 0 maximo de assepsia e cuidado serem
tomados na montagem e na avaliagéo dos ensaios.

Os tratamentos com formol 10%, hipoclorito de sddio 0,5% de cloro
ativo e a testemunha sem P. penetrans resultaram nos maiores numeros de
ovos, 0 que caracteizou, portanto, a eficacia desses produtos em impedir a
reproducgao de P. penetrans (Tabela 1 e Figura 3). A acao esporicida de formol
a 10%, em bactérias produtoras de esporos como Bacillus stearothermophilus
e B. subtilis, também foi observado por Vardaxis et al. (1997) e Domonici et al.
(2001), evitando em 100% o crescimento das bactérias. Segundo Vardaxis et
al. (1997), esporos dessas bactérias, quando imersos na solugdo, foram
inativados em menos de 24 horas. Neste ensaio, observou-se o mesmo efeito

em apenas 30 minutos no formol, porém, mesmo mortos, os enddsporos nao
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perderam a capacidade de adesao, o que é altamente indesejavel, pois podem
interferir nos resultados de experimentos contaminados por P. penetrans,
reduzindo a penetracdo dos J2 nas raizes. A eficiéncia de hipoclorito de sédio
também foi demostrada em B. stearothermophilus, que promoveu a inativagao
da bactéria, e com isso sua eficacia em curto periodo de tempo (Motta et al.,
2001). Wyatt e Waites (1975) sugerem que o hipoclorito de sédio promova a
ruptura da parede dos esporos em Clostridium bifermentans, Bacillus subtilis e
Bacillus cereus, inativando o mecanismo de germinagdo. Gorman et al. (1983)
e Bloomfield e Arthur (1992), ao utilizarem o hipoclorito de sédio, obtiveram
100% de morte de B. subtilis a concentragdo de 200 ppm de NaOCI, em
apenas 5 minutos de contato. Gorman et al. (1984) sugerem que o efeito letal
do hipoclorito de sddio sobre o esporos de B. subtilis envolve, primeiramente, a
degradacdo da parede do esporo seguido da remocdo do material do
protoplasma.

Entdo, nos resultados obtidos neste ensaio, também conclui-se a
eficiéncia de hipoclorito de sodio a 0,5% de cloro ativo sobre os enddsporos de
P. penetrans, considerado, neste caso,0 desinfetante mais efetivo que impediu
a adesao dos enddsporos aos nematdides, consequentemente, a multiplicacao
da bactéria. Assim a presenga de residuos dos antibidticos testados no
substrato, provavelmente, ndo irdo afetar multiplicagcdo de P. penetrans, pois

nao afetaram a adeséo e nem a reprodugao da bactéria.
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CAPITULO 2

Alteragoes na morfologia e adesdao dos endésporos de

Pasteuria penetrans promovidas pelo hipoclorito de sodio

Resumo - Avaliou-se a acdo de hipoclorito de sodio em diferentes
concentracbes de cloro ativo sobre os enddsporos de P. penetrans. O pré-
tratamento dos enddsporos, em concentragcdes a partir de 0,125%, afetou
drasticamente a sua adesao aos J2 de M. javanica. O estudo morfolégico dos
enddsporos mostrou que houve mudangas nas camadas externas dos
endoésporos a concentragéo de 0,125%, degradagao do esporangio, exésporo e
das fibras parasporais a 0,25% e completa eliminacdo dos endodsporos a
0,5% de cloro ativo. Quando placas contaminadas artificialmente foram
submersas em uma solucao de 0,5% de cloro ativo, houve uma eliminagao de
85% dos enddsporos a partir de um minuto de contato e a desinfestagao total,

apos 15 minutos.

Palavras-chave: Pasteuria penetrans, Meloidogyne javanica, hipoclorito de
sodio, adesao, endodsporos, desinfestacao.
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Alterations in the morfology and attachment of Pasteuria penetrans

endospores promoted by sodium hypochlorite

Abstract - The direct action of sodium hypochlorite, in different concentration of
active chlorine, on the attachment and morphology of the endospores was
evaluated. Pre-treatment of P. penetrans endospores with sodium hypochlorite
in different concentrations of active chlorine drastically affected the attachment
to M. javanica juveniles, mainly in concentrations above 0,125%. The
morphological study showed changes in the structure of the endospores,
beginning with the dissolution of the parasporal fibers in sodium hypochlorite at
0,125% of active chlorine and reaching the total destruction of them at 0,5%.
One minute of immersion of the contaminated petri dishes in sodium
hypochlorite 0,5% of active chlorine was enough to eliminate 85% of the

bacterial endospores and 15 minutes for a complete disinfestation of them.

Key words: Pasteuria penetrans, Meloidogyne javanica, disinfestation, sodium
hypochlorite, endospores.
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INTRODUGAO

O hipoclorito de sddio (NaOCI) € um dos desinfetantes quimicos mais
usados por apresntar ampla agao antimicrobiana do componente Cl que atua
contra virus, algas, protozoarios e bactérias (Hidalgo e Dominguez, 2000).

O efeito bactericida, bem como esporicida, do hipoclorito de sddio, em
bactérias produtoras de esporos como Bacillus subtilis, ja foi observado até
mesmo em baixas concentragdes de cloro ativo (Wyatt e Waites 1975;
Bloomfield e Arthur,1992), e o efeito letal sobre os esporos é exercido
primeiramente pela degradacdo do coértex, seguido da remogdo do material
protoplasmatico (Gorman et al., 1984).

A utilizagdo do hipoclorito de sodio, como agente inativante em
endoésporos de Pasteuria penetrans (ex Thorne) Sayre e Starr, 1985, também
foi relatado brevemente por Netscher e Duponnois (1998), por ser um método
simples e econdmico na inativagdo dessa bactéria.

Pasteuria penetrans é uma bactéria gram-positiva, formadora de
endosporos e pseudo-micélio septado (Sayre e Starr, 1985) e muito estudada
pelo seu grande potencial como agente de controle biolégico do nematdide
formador de galhas, Meloidogyne spp. (Stirling, 1984; Brown e Smart, 1985;
Chen et al., 1996; Weibelzahl-Fulton et al., 1996; Tateishi, 1998; Freitas et al.,
2000). Sua acéao ocorre na esterilizagao de fémeas, bem como na redugao da
infectividade dos juvenis nos sistemas radiculares de plantas hospedeiras
(Mankau, 1975a; Sayre e Wergin 1977; Stirling, 1984; Davies et al., 1990).

Os enddsporos dessa bactéria sao estruturas unicelulares sem
mobilidade, apresentam alta capacidade adesiva quando maduros e se fixam
firmemente a cuticula, ap6és o contato com o nematdéide hospedeiro (Mankau,
1975; Stirling, 1991; Chen e Dickson, 1998).

Por apresentar alta capacidade adesiva, os enddsporos também se
aderem facilmente a vidros, plasticos e metais, o que pode provocar problemas
de contaminagdes em utensilios laboratoriais (Hewlett e Serracin 1996),
podendo contaminar outros experimentos livres de P. penetrans em casa de
vegetacdo, caso esses endosporos nao sejam devidamente inativados
(Giannakou et al., 1997).
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A inativacdo desses enddsporos em materiais contaminados como
vidrarias, peneiras de metal e pincas pode ser realizada através da
autoclavagem (Hewlett e Serracin 1996). No entanto, esse método de
esterilizagcdo ndao pode ser utilizado em materiais como tubos de plastico,
peneiras e materiais graduados.

Por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo direta de
hipoclorito de sédio em diferentes concentragdes de cloro ativo sobre a adesao
e a estrutura dos enddsporos de P. penetrans, bem como o tempo necessario
para desinfestar vidrarias contaminadas pela bactéria em solucéo de hipoclorito

de sbdio a 0,5% de cloro ativo.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Vigosa (UFV) —
MG, nos Laboratérios de Nematologia, Virologia, Patologia Florestal/Genética
localizados no Nucleo de Biotecnologia aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO),
Laboratério de Microscopia Eletrbnica e em casa de vegetagcdo do

Departamento de Fitopatologia.

Inéculo de Pasteuria penetrans. Foi utilizado como inéculo um
isolado de P. penetrans (P 25), proveniente da Florida, EUA, multiplicado em
tomateiros infestados por M. javanica, cultivados em casa de vegetagao.
Fémeas do nematdide infectadas por P. penetrans foram retiradas das raizes,
colocadas em um tubo de ensaio contendo agua, e maceradas com um bastao
de vidro para obtencdo de uma suspensdao de endésporos que,
posteriormente, foi calibrada com auxilio de camara de Newbauer e
microscopio 6tico para 8,1x10° enddsporos/mL e armazenada em geladeira a

8°C até a sua utilizaczo.

Inéculo de Meloidogyne javanica. Foi utilizada como inéculo uma
populacdo de M. javanica mantida em tomateiros, cultivados em casa de
vegetacdo. Cortes perineais e eletroforese de isoenzimas foram realizados
para confirmagdo do inéculo antes de sua multiplicagdo. Para obtencao dos
juvenis de segundo estadio (J2), utilizados nos ensaios, foi realizada a extragao
de ovos das raizes de tomateiros infectadas por M. javanica (Hussey e Barker,

1973), incubados em cdmara de eclosdo a 26°C e coletados a cada 24 horas.

1. Tratamento dos endésporos de P. penetrans com hipoclorito de sédio
em diferentes concentragées de cloro ativo

Neste ensaio, testou-se a agao direta do desinfetante hipoclorito de

sédio P. A., 5 a 6% de cloro ativo sobre os enddsporos de P. penetrans diluido

em agua a 0,5%, 0,25%, 0,125%, 0,0625%, 0,03125%, 0,015625% e utilizou-se

agua destilada como testemunha. Também, avaliou-se o efeito do pH das

respectivas solugdes.
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Para o tratamento dos enddésporos, utilizaram-se, por tratamento, trés
tubos tipo Eppendorf com capacidade de 1,5 mL. Cada tubo recebeu 1 mL da
suspensdo aquosa de enddsporos de P. penetrans, previamente calibrada, na
concentragdo de 6,42x10° enddsporos/mL. A suspensdo foi centrifugada em
microcentrifuga por 5 minutos a 14.000 g e, posteriormente, com o auxilio de
uma pipeta automatica, o sobrenadante de cada tubo foi descartado. O pelet de
cada tubo, com os enddsporos de P. penetrans, foi ressuspendido com 1 mL
de hipoclorito de sdédio em cada uma das concentracbes. Para melhor
homogeneizagdo dos enddsporos no respectivo tratamento, cada tubo foi
agitado em agitador tipo vortex, em velocidade maxima, por aproximadamente
dois minutos e, em seguida, homogeneizou-se também com pipeta automatica
até a completa diluicdo do pelet. Entdo, os tubos foram deixados em repouso,
em contato com o desinfetante por 30 minutos.

A seguir, centrifugou-se novamente com a mesma velocidade e
periodo de tempo, descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de agua
destilada para fazer a lavagem dos enddsporos, centrifugou-se novamente e
descartou-se o sobrenadante. O processo de lavagem dos enddsporos foi
repetido mais uma vez e, posteriormente, em cada tubo, os enddsporos foram
ressuspendidos em 1 mL de agua destilada.

O teste de adesédo em J2 de M. javanica foi montado em placas de
Petri de vidro com 5 cm de didmentro, previamente autoclavadas por uma hora,
em um delineamento inteiramente casualizado com sete repeticdes. Cada
placa recebeu 6 mL de uma suspensao aquosa, contendo 1.000 J2 de
M. javanica de até oito dias de idade e 0,52 mL da suspenséo de enddsporos
previamente tratados na concentragdo de 2,48x10°. A suspensdo de cada
placa com os J2 e endosporos foi agitada por trés vezes com a pipeta
automatica e, manualmente, por mais ou menos um minuto foi deixada em
repouso por, aproximadamente, 45 minutos. Entdo, o numero de enddsporos
aderidos/J2 foi contado em 20 J2/placa escolhidos ao acaso, com auxilio de
microscopio de objetiva invertida no aumento de 400X. As avaliagdes foram
realizadas individualmente para cada tratamento com o objetivo de padronizar
o0 periodo de repouso de 45 minutos/tratamento. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressao nao-linear (SAS System 8.0, SAS Institute,
Cary, NC-USA).
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2. Estudo morfolégico dos endésporos de P. penetrans, apés tratamento
com hipoclorito de sédio

Para avaliar a agdo do hipoclorito de sddio sobre a morfologia dos
endoésporos de P. penetrans, testou-se o produto P. A. 5 a 6% de cloro ativo
diluido em agua nas diluicées de 0,5%, 0,25%, 0,125%, e utilizou-se apenas
agua destilada como testemunha. A pré-incubagcdo dos enddsporos de
P. penetrans na solugdo do desinfetante foi realizada conforme descrita
anteriormente, porém, apenas dois tubos tipo Eppendorf com capacidade de
1,5 mL, contendo 1 mL de 8,1x106 endosporos/mL, foram utilizados por
tratamento e, apdés a ultima lavagem dos endésporos, o pelet de cada
tratamento foi espalhado sobre quatro tiras de papel-filtro Whatman n® 1, de
4 x 7 mm e imersos imediatamente, em uma solugdo de tampéao cacodilato de
HCl 0,1M (pH 7,2) com 3% de glutaraldeido a temperatura de 4°C. Apos
24 horas, cada amostra fixada foi lavada em solugdo tampao resfriada em
geladeira de cacodilato por trés vezes, durante 20 minutos cada e, em seguida,
foi realizada a pos-fixagdo das amostras em solugdo tampédo com 1% de
tetroxido de 6smio por 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente.
Decorrido este periodo, as amostras foram lavadas trés vezes durante
10 minutos cada, em solu¢ao tampao para remover o excesso do tetroxido de
6smio e, posteriormente, foram desidratadas em série alcodlica etanol de 30,
50, 70, 95 e 100% por 1 hora cada. A exposicéo ao etanol 100% foi repetida
3 vezes, porém, por apenas 45 minutos na ultima vez. Apods a desidratacéo, as
amostras foram imersas em hexamethyldisilasane por 5 minutos e secas ao ar
por 15 horas. Dai as amostras foram montadas em suportes de aluminio que
receberam um revestimento de ouro, para posterior observagdo em
microscépio eletrdbnico de varredura, onde avaliou-se a morfologia dos
endoésporos.

Para estudo sob microscépio o6tico, os enddsporos foram tratados
conforme descrito anteriormente, porém o pelet de cada tratamento foi
resuspendido em 0,5 mL de agua e os enddsporos, em suspensao, foram
observados entre lamina e laminula, em microscopio 6tico na objetiva de 100X
em Oleo de imersdo. As imagens foram capturadas por uma camara de video

acoplada ao microscoépio e digitalizadas no computador.
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3. Determinagdo do periodo necessario para desinfestar materiais
contaminados com endosporos de P. penetrans, em solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo

Placas, artificialmente contaminadas com enddsporos de P. penetrans,
foram submersas em solugéo de hipoclorito de sédio, diluida a 0,5% de cloro
ativo. Os periodos de imersdo das placas foram: 1, 5, 10 e 15 minutos e a
testemunha (sem imersao). Usou-se o experimento inteiramente casualizado
com sete repeticdes.

Para promover a contaminagdo artificial das placas de vidro,
previamente autoclavadas, foram colocados em cada placa 2,5 mL de uma
suspens3do de enddsporos de P. penetrans, contendo 1x10° enddsporos/mL e,
posteriormente, as placas foram armazenadas dentro de bandejas e mantidas
em temperatura ambiente de laboratério (26°C + 2°C) até a secagem da
suspensdo. Apods este periodo, as placas foram colocadas dentro de um
recipiente de plastico com 500 mL da solugao desinfetante de hipoclorito de
sodio a 0,5% de cloro ativo, e mantidas conforme o tempo preestabelecido para
cada tratamento. Posteriormente, foram retiradas cuidadosamente da solugao
desinfetante, enxaguadas, individualmente, oito vezes com agua corrente de
torneira, para remocao do desinfetante e colocadas dentro de bandejas
contendo papel-toalha para remover o excesso de agua. Para o tratamento
testemunha, as placas foram enxaguadas diretamente em agua corrente de
torneira.

Em seguida, cada placa recebeu 7 mL de uma suspensido aquosa,
contendo 800 J2 de até trés dias de idade, agitada manualmente, foi deixada
em repouso por um periodo de 45 minutos. Decorrido este tempo, contou-se o
numero de enddsporos aderidos/J2 em 20 J2 escolhidos ao acaso, com auxilio
de microscopio de objetiva invertida no aumento de 400X. Os dados foram
submetidos a analise de regressédo nao-linear (SAS System 8.0, SAS Institute,
Cary, NC-USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Tratamento dos enddsporos de P. penetrans com hipoclorito de sédio
em diferentes concentragées de cloro ativo

A exposicao dos enddsporos a baixas concentragdes de cloro ativo, na
forma de hipoclorito de sédio, entre 0,015625 e 0,0625%, resultou em altos
valores de adesao entre 24 e 17 enddsporos/J2 de M. javanica, semelhantes a
meédia de adesdo com enddsporos tratados apenas em agua (Figura 4). Porém,
a adesao dos enddsporos aos J2 de M. javanica foi afetada drasticamente, a
medida que se aumentavam as concentragdes de cloro ativo do desinfetante, a
partir da diluicdo de 0,125%. Quase nenhum enddsporo tratado com 0,25 e
0,5% de cloro ativo aderiu aos J2.

40
35
30 _ * .

8 y = 30,883 * exp(-14,1611*X)
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0 T T ] ©
0 ‘0,031 0,063 0,125 0,25 0,50

0.016 Concentragéo de cloro ativo (%) na forma de Hipoclorito de sédio

Figura 4 - Numero de endosporos de Pasteuria penetrans aderidos em juvenis
de Meloidogyne javanica apos tratamento com hipoclorito de sodio, a
diferentes concentragdes de cloro ativo por um periodo de
30 minutos. (Dados de sete repeticdes provenientes de 20 J2 cada).
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Essa reducdo na adesio dos endésporos de P. penetrans pré-tratados
com hipoclorito de sddio, principalmente, entre 0,125 e 0,5% de cloro ativo,
ocorreu, possivelmente, pela agao do cloro do desinfetante sobre as proteinas
presentes na superficie dos enddsporos de P. penetrans, envolvidas no
mecanismo de adesao a cuticula do nematéide hospedeiro (Davies et al., 1992;
Esnard, et al., 1997). A diminuicdo da adeséo de enddsporos de P. penetrans,
em funcdo da desnaturacdo de componentes do enddsporo como
glicoproteinas e peptideoglicanos ja foi sugerida por Davies e Danks (1993),
quando pré-incubaram endésporos de P. penetrans em proteinase K, e
posteriormente colocaram em contato com J2 de M. incognita. Freitas et al.
(1997) também sugeriram que a reducdo na adesdo de enddsporos de
P. penetrans em M. arenaria, apds serem expostos ao calor, foi devido a
desnaturacdo ou a solubilizagdo de N-Acetilglucosamina ou moléculas
similares presentes nas superficies dos enddsporos responsaveis pela adesao.

A remocdo de proteinas da camada de esporo de outras bactérias
como Clostridium bifermentans, Bacillus subtilis e Bacillus cereus pela acéo do
cloro ja foi relatada por Wyatt e Waites (1975), quando trataram esporos
dessas bactérias em 1 mL de hipoclorito de sédio com 10 mg de cloro livre.
Bloomfield e Arthur (1992) e Gorman et al. (1984) também relatam a extracéo
de proteinas da camada do esporo de B. subtillis, bem como de
peptideoglicanos do cortex pela acédo solubilizante do hipoclorito de sédio. Tal
processo deve ter ocorrido neste ensaio e, provavelmente, também deve ter
afetado a morfologia dos enddsporos, quando eles foram pré-incubados nas
concentragdes entre 0,125 e 0,5% de cloro ativo, principalmente.

A diminuicdo na adesao dos enddsporos de P. penetrans aos J2 de
M. javanica, apés o pré-tratamento em diferentes concentragdes de cloro ativo,
nao esta relacionada com a faixa de pH das respectivas solug¢des (Tabela 2).

As solugdes de hipoclorito de sddio apresentaram pH entre 10,7 e 12,0,
mesmo assim o pré-tratamento dos endésporos, em baixas concentracdes de
cloro ativo, resultaram em médias altas de adesdo, semelhantes aos
endosporos tratados somente em agua (pH 5,8). Porém, quando se comparou
o pH das solugdes de hipoclorito de sddio nas concentragdes 0,0625 e 0,125%

de cloro ativo, os valores de pH foram muito proximos (11,1 e 114,
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Tabela 2 - Nivel de pH das solugdes de hipoclorito de sédio, com diferentes
concentracbes de cloro ativo, utilizadas para o tratamento dos
enddsporos de Pasteuria penetrans.

Tratamento pH
(% de cloro ativo)
0,5 12,0
0,25 11,8
0,125 11,4
0,0625 11,1
0,03125 11,1
0,015625 10,7
Testemunha agua destilada 5,8

respectivamente), mas mesmo assim houve uma queda na redugcao da adeséao
de 45% para 96%, respectivamente, nas duas concentragdes. Apesar de haver
muitos trabalhos sobre os efeitos de pH na adesdo dos enddsporos de
P. penetrans (O'Brien, 1980; Davies et al., 1988; Ratnasoma e Gowen, 1996;
Orui, 1997), os resultados, quanto ao nivel de pH ideal, para que ocorra o
maximo de adesao, sao diversos e dificeis de serem interpretados, o que nos
leva a crer, portanto, que a diminuicdo da adesao dos enddsporos aos J2 de
M. javanica, apds o pré-tratamento com o hipoclorito de sédio, ndo esta
relacionado com o pH das respectivas solugbes, mas com o aumento da
concentracdo do cloro ativo que afetou, gradualmente, a estrutura dos

enddsporos de P. penetrans.

2. Estudo morfolégico dos endésporos de P. penetrans, apés tratamento
com hipoclorito de sédio

O estudo morfolégico dos enddsporos de P. penetrans, em microscopio

otico e de varredura, apos o pré-tratamento em diferentes concentracbes de

cloro ativo, demostrou que o desinfetante afetou drasticamente os enddsporos

de P. penetrans, principalmente a partir de 0,25% de cloro ativo (Figuras 5 e 6).
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Figura 5 -

Fotomicrografias de varredura de enddsporos de Pasteuria
penetrans, apos o pré-tratamento por 30 minutos, em solugao de
hipoclorito de sédio com diferentes concentragdes de cloro ativo.
A/B: enddsporos tratados somente em agua; C/D, E/F, G/H:
enddésporos tratados com 0,125%, 0,25% e 0,5% de cloro ativo,
respectivamente. A barra representa 2 um.
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Figura 6 - Fotomicrografias ética de enddsporos de P. penetrans, apos o pré-+

de cloro ativo. A/B: endodsporos tratados somente em agua; C/D,
E/F, G/H: enddsporos tratados com 0,125%, 0,25% e 0,5% de cloro

ativo, respectivamente. A barra representa
2 um.
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A medida que se aumentou a concentracdo de 0,125 para 0,25% de
cloro ativo, observou-se, em microscopia 6tica, que a maioria dos enddsporos
eram aparentemente menores e de coloragdo mais escura. A 0,5%,
praticamente, nenhum enddsporo foi observado aderido aos J2 de M. javanica.
Tal fato foi confirmado quando foi feito o estudo morfolégico dos enddsporos
em microscopio eletrbnico de varredura, apdés o pré-tratamento dos mesmos,
nas respectivas concentracoes.

Nas amostras de 0,25% de cloro ativo, observou-se que a quantidade
de enddésporos foi reduzida e a maioria apresentava somente a sua parte
central (Figuras 5 e 6 E e F). Nos enddsporos que ainda apresentavam as
fibras parasporais, estas estavam retorcidas e menores que as dos enddsporos
da testemunha. Na concentragdo 0,5%, ndo se visualizou praticamente
nenhum enddsporo tipico em microscopia eletrénica de varredura. Entretanto,
estruturas semelhantes a aglomerados de endosporos destruidos foram
observadas (Figura 5 G e H), assim como em microscopia o6tica (Figura 6 G e
H). Ja o pré-tratamento dos enddsporos na concentragéo 0,125% de cloro ativo
nao diminuiu drasticamente o numero de enddsporos presentes nas amostras
(Figuras 5 e 6 C e D), mas observou-se que o hipoclorito de sédio afetou os
endosporos de P. penetrans, pois as fibras parasporais dos enddsporos
estavam levemente inclinadas e os enddésporos eram menores, quando
comparados aos enddsporos nao-tratados. Essas deformidades explicam
porque a adesdo dos endosporos, no ensaio anterior, a partir dessa
concentracao, foi reduzida drasticamente.

O hipoclorito de sédio, em concentracoes menores do que 0,125% de
cloro ativo, provavelmente nao dissolveu ou desnaturou as proteinas
especificas, presentes na superficie dos enddsporos, a ponto de impedir a
adesdo dos mesmos. Nas concentragbes mais elevadas de cloro ativo, entre
0,25 e 0,5%, ocorreu a ruptura do esporangio, exosporo e fibras parasporais,
0s quais compdem a camada externa do enddsporo (Figura 5 E a H). Ao
avaliar as amostras, observou-se que a total dissolucdo dos enddsporos
ocorreu na concentracao 0,5%, o que explica a auséncia dos mesmos nessa
concentracao, assim como a adesao dos enddsporos aos J2 de M. javanica.

O efeito do hipoclorito de sddio sobre esporos de outras bactérias

como Clostridium bifermentans, Bacillus subtilis e Bacillus cereus ja foi relatado
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por Wyatt e Waites (1975). Gorman et al. (1984) avaliaram o efeito do
hipoclorito de sédio sobre todos os componentes do esporo de B. subtilis e
observaram que o hipoclorito de sédio, além de promover a degradagédo das
camadas mais externas do esporo, provocou também a ruptura do cértex,
fazendo com que ocorresse a remogao do material protoplasmatico, o que
inativou a germinacao do esporo. A simples solubilizagdo ou desnaturacido das
proteinas presentes nas superficie dos enddsporos, assim como a remogao da
camada externa dos enddsporos nas concentracdes entre 0,125 e 0,25% de
cloro ativo, ja foram suficientes para reduzir drasticamente o numero de
endosporos/J2 de M. javanica. A adesdo dos enddsporos ao nematodide
hospedeiro € a primeira fase do processo de infecgdo desta bactéria (Stirling e
Wachtel, 1980), o que indica que o hipoclorito de sddio, mesmo em baixas
concentragbes, € um potente agente inativante dos enddsporos de
P. penetrans.

Apesar de o hipoclorito de sédio, nas concentragdes 0,25 e 0,5% de
cloro ativo, ter apresentado o mesmo efeito na reducdo da adesdo dos
enddésporos de P. penetrans, a concentracdo 0,5% inativou todos os
enddsporos em todos os ensaios realizados nessa concentragcdo, o que nao
ocorreu na concentragdo a 0,25%. A maior concentracdo apresenta mais
seguranca na hora de desinfestar materiais contaminados com P. penetrans. A
0,25% de cloro ativo, cuticulas de fémeas secas e retorcidas, abrigando
enddsporos no seu interior, possivelmente ndo s&o removidas e podem ser

fonte de contaminacéao.

3. Determinagao do periodo necessario para desinfestar materiais
contaminados com endoésporos de P. penetrans em solugao de
hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo.

Apenas 1 minuto de contato das placas contaminadas com a solucéo
desinfetante foi suficiente para que 85% dos enddsporos fossem eliminados,
reduzindo,assim, a adesao, mas nao por completo (Figura 7). A desinfestacéo

total das placas ocorreu aos 15 minutos de contato com a solugao desinfetante.
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Figura 7 - Numero de enddsporos de Pasteuria penetrans aderidos em juvenis
de Meloidogyne javanica, apés serem submetidos ao desinfetante
hipoclorito de sédio a 0,5% de cloro ativo por diferentes periodos de
exposicao. (Dados de sete repeticées provenientes de 20 J2 cada).

A eficacia do hipoclorito de sddio, em promover a inativacdo em um
curto periodo de tempo, foi relatada também por Motta et al. (2001), quando
testaram o desinfetante em esporos de B. stearothermophilus. Bloomfield e
Arthur (1992) constataram a morte de mais de 99% dos esporos de B. subtilis,
apds serem pré-tratados por apenas 5 minutos em uma solugdo de hipoclorito
de sédio a 0,002% de cloro ativo. A eliminacdo e, conseqientemente, a
reducdo na adesdo dos enddsporos de P. penetrans ter ocorrido depois de um
minuto de contato apenas, na solugao, possivelmente foi devido a solubilizagao
ou desnaturacao parcial das proteinas presentes na superficie dos enddsporos.
Segundo Matoba et al. (1985), o hipoclorito de sddio, entre as concentragdes
0,005 e 0,5% de cloro ativo, promove a polimerizagdo da proteina «s ¢ caseina
em apenas 5 minutos de contato. Esta polimerizacéo foi mais rapida em funcao
da maior concentracdo do produto e do tempo de exposicdo. Assim, neste

experimento, € possivel que 5 minutos devam ser necessarios para que ocorra
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a remogao da camada externa dos enddsporos (Figuras 5 e 6 E a H), o que
explica a reducao na adesao aos J2 de M. javanica.

Apesar de Netscher e Duponnois (1998) ja terem relatado brevemente
que o hipoclorito de sddio a 0,5% de cloro ativo € uma 6tima alternativa para
desintestar materiais contaminados com enddsporos de P. penetrans, 0s
resultados obtidos neste ensaio demostraram claramente quais foram os
efeitos do hipoclorito de sédio sobre os enddsporos de P. penetrans.

Conclui-se, portanto, que mesmo em baixas concentracbes de cloro
ativo, o hipoclorito de sddio € um potente agente inativante de enddsporos de
P. penetrans, uma vez que afetou a estrutura dos mesmos e,
consequentemente, reduziu a adesdo aos J2 de M. javanica, sendo que a
concentracéo a 0,5% de cloro ativo € recomendada para desinfestar utensilios
laboratoriais, contaminados com endésporos de P. penetrans, pois, além de
dissolver os enddsporos, promoveu também a total remog¢do de carcagas de
fémeas secas e retorcidas, que poderdo abrigar enddsporos no seu interior e,

possivelmente, serem fontes de contaminacéo.
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CONCLUSOES GERAIS

O desinfetante formol a 10% preveniu a reproducéo de P. penetrans,
mas os enddsporos, mesmos mortos, aderiram-se aos J2 de M. javanica, o0 que
pode afetar a infectividade dos J2 e, conseqlientemente, invalidar resultados
em experimentos que nao consideram a bactéria.

Os antibioticos Penicilina, Estreptomicina e Cloranfenicol a 200 mg/mL
nao afetaram a adesdao nem a reprodugdo de P. penetrans, o que sugere,
portanto, que a presenga de residuos desses antibiéticos no substrato nao irdo
afetar a multiplicacéo de P. penetrans.

O desinfetante mais efetivo foi o hipoclorito de sédio pois, mesmo em
baixas concentragbes de cloro ativo, mostrou-se um potente agente inativante
de enddésporos de P. penetrans, afetando a estrutura dos mesmos e reduzindo
a adesao aos J2 de M. javanica.

Solugéao de hipoclorito de sddio, na concentracao a 0,5% de cloro ativo,
apresentou maior eficiéncia na desinfestagao de utensilios com enddsporos de
P. penetrans, pois promoveu a total dissolucdo dos mesmos em apenas
30 minutos.

A utilizacdo de solucado hipoclorito de sédio para desinfetar materiais
contaminados com enddésporos de P. penetrans € uma 6tima alternativa para
ser utilizado rotineiramente em laboratérios que trabalham com essa bactéria,

por ser um método simples seguro e econémico.
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