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GENERALIDADELS

As leveduras pretas s@o organismos mencionados na lite-
ratura cientifica desde meados do século XIX: tudo que ha
registrado a seu respeito nao encerra detalhes pois o assunto
é tratado de maneira um tanto sumaria.

Alguns “strains” apresentam predomindncia de carater
fungiforme e outros, predominéncia de carater leveduriforme,;
entretanto, isto ndo lhes confere importancia de modo que
LODDER KREJ-Van RIJ ndo registram ésse organismo como
membro désse grupo de fungos.

Ha certas caracteristicas fundamentais para a devida si-
tuacdo de um organismo na escala taxon6émica. Um fungo apre-
senta colonia com aspecto filamentoso; o talo vegetativo é
formado exclusivamente de filamentos nucleares; o talo re-
produtivo tem crescimento essencialmente limitado quanto a
formacao de 6rgdos esporédforcs; os esporos, ao germinar, I=-
usltam uma protuberdncia que se desenvolve em tubo germi-
nativo, o qual se prolonga ate atingir uma deierminada dimen-
sio0. Nesta ocasido forma-se o septo e de novo o tubo se poe a
crescer. Em consequéncia forma-se o micélio verdadeiro. Nu-
ma levedura o aspecto da colénia é geralmente cremoso. O
talo vegetativo é constituido de células esparsas ou em cadeias.
O esporo, ao germinar, ndo forma tubo germinativo, mas emi-
te brotas cujas gemas permanecem presas umas as cutras. Nas
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espécies formadoras de hifas, estas ndo se constituem em tubo
primitivamente continuo, mas é de certo modo pré-formado;
os elementos se ajustam ponta a ponta constituindo as cadeias
micelianas. Oferecem déste modo pouca resisténcia, fragmen-
tando-se em seus elementos unitéarios.

A levedura preta isolada do sapoti é dotada de um fendme-
no biolégico que ndo é mencionado nos regisciros bibliografi-
cos das demais leveduras pretas. Isto lhe confere um cerio des-
taque das demais, constituindo a razao das cogitacoes do pre-
sente estudo.

HISTORICO

H4a apenas um género para as leveduras pretas, o qual te-
ve inicialmente duas espécies. Quem classificou originalmen-
te ésse género foi BARY, em 1868, com uma s6 especie, a qual
chamou de Dematium pullulans.

Em 1898, outra espécie foi descrita por MONTOYA Y
FLOREZ, que a denominou de Caraté noir (1).

CASTELLANI & CHALMERS (1913), ao estudar molés-
tias tropicais, redescreveram a espécie precedente, dando-lhe
a denominac¢do de Montoyella nigra.

HORTA (1921), estudando uma tinha preta, deu ao agen-
te etioldgico o nome de Cladosporium werneckii, o qual nada
mais era que a propria Montoyella nigra.

BERKHOUT (1923), estudando o Dematium pullulans
classificado por BARY, chamou-o de Pullularia pullulans.

CIFERRI & ASHFORD (1929), realizaram um eswudo so-
bre dois “strains” de P. pullulans, ambos isolados de pele hu-
mana.

HAYTHORN et al (1932) constataram que muitos orga-
nismos encontrados num caso de moléstia de Hodking (2) era
uma Monilia.

DODGE (1935), em seu livro sébre micologia médica, al-
terou a denominacido de Cladosporium werneckii para Dema-
tium werneckii.

(1) Caraté — moléstia que grassava na Columbia, produzin-
do descamagdo epidérmica e atribuida a Aspergillus, Peni-
cilliuns e Monilias.

(2) Moléstia de Hodking — moléstia que produz engorgita-
tamento das glédndulas linfaticas com descoloracdo dos
glébulos vermelhos.
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HOSTER et al. (1948) encontraram Torula entre outros
organismos infectando um caso de moléstia de Hodking.

DE VRIES (1952), reclassificou o Dematium werneckii
para Pullularia werneckii.

Sumarizando ésses fatos, pode-se resumir o seguinte :
Dematium pullulans de Bary, 1868.

Pullularia pullulans Berkhout, 1923.

Caraté moir Montoya & Florez, 1398.

Montoyella migra Castellani & Chalmers, 1913.
Cladosporium werneckii Horta, 1921.

Dematium werneckii Dodge, 1935.

Pullularia werneckii de Vries, 1952.

Resultou pois duas espécies para o género Pullularia: P.
pullulans e P. werneckii.

Fm 1956, WYNNE & GOTT isolaram de um granuloma de
um paciente portador da moléstia de Hodking uma cultura em
tudo semelhante a uma Pullularia sp.; notaram, entretanto
que essa cepa produzia Aacido a partir de carboidratos o que
permitia uma discordéncia com a descri¢do oficial do género.
Entdo estudaram essa nova cepa, dai resultando uma modifi-
cacdo para o género, que passa a ter uma nova espécie que € a
Pullularia fermentans.

fsses mesmos autores procederam a uma revisido das va-
riedades da espécie pullulans e encontraram nelas o mesmo ca-
rater fermentativo e por isso colocaram essas variedades na
dependéncia da espécie fermentans.

Em 1959, ULSON apresentou uma tese sdbre as levedu
ras pretas, incluindo nesse grupo os géneros: Torula, Hormis-
cium, Dematium, Cladosporium, Acrotheca, Phialophora, Fon-
secae, Sporotrichum e Pullularia.

Como se pode perceber, a descricio desse génerc é inte-
grante frequente da literatura médica, pois tem muilas vezes
sido estudada por ter sido isolada de casos patologicos.

MATERIAL E METODOS

Material

Em 1954, isolamos um organismo de um fruto maduro de
sapoti. Usamos métodos de nossa rotina, isto €, enriquecimen-
to em meio de LAURENT e posteriormente procedemos ao
isolamento e purificacdo até cultura pura.

A amostra de Pullularia pullulans com a qual estabelece-
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mos nossa comparacdo procede da Faculdade de Medicina da
Universidade de S. Paulo, por gentileza da Dra. C. M. ULSON,
cujo registro esta sob niumero 12 de sua colecao, cepa que es-
t4 cadastrada com a denominacao de P. pullulans (de Bary e
Loewy) Berkhout.

Métodos
Caracteres micromorfolégicos

Para a aprecia¢do dos caracteres micromorfolégicos reali-
zamos cultura em lamina, crescendo em meio de batata e cul-
tura em gota pendente, usando solucdo nutritiva de Sabouraud
e caldo com 0,1% de KNO3.

A cultura em lamina se fez por estria, recobrindo-se com
Jaminula, mantendo-se em temperatura ambiente, 28-30° C,
em caAmara umida até o desenvolvimento conveniente,

A cultura em gota pendente se fez nos meios nutritivos ja
mencionados, conservando-se as mesmas condi¢cdes ambientais
da cultura anterior. Realizamos também outra observagao mi-
cromorfolégica, cultivando as cepas em Suco de cenoura. Apos
o desenvolvimento pudemos examinar a0 microscopio.

Caracteres morfolégicos culturais

Fizemos culturas em tubos, usando 0s seguintes meios: a)
meio de 4gar-malte; b) meio de adgar-Sabouraud; e ¢) meio de
agar-Czapek.

Inoculadas as culturas foram mantidas igualmente as
mesmas condicdes ambientais anteriores.

Caracteres bioquimicos

O aspecto bioguimico foi observado segundo seu compor-
tamento biolégico, cultivando-se nos meios apropriados.

a) Producao de H2S; b) nitratase; c) urease; d) utilizagao
do etanol como unica fonte de carbonio; e) auxanograma do
nitrogénio proveniente de vérias fontes; f) auxanograma dos
actcares; g) zimograma de carboidratos; h) producao de aci-
do capaz de decompor o0 carbonato de calcio; i) acdo sbbre o
leite tornassolado e leite simples; j) hidrélise da arbutina e as-
culina; e, k) hidrolise da gelatina.

RESULTADOS

Caracteres micromorfolégicos
Meio de batata em ldmina

A Pullularia pullulans apresenta hifas ora tipo pseudo mi-
~dlin nra tino micélio verdadeiro.
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Forma clamidosporc com muita frequéncia, ou marrom ou
hialino; formam-se também células esparsas hialinas ou mar-
rons, atingindo estas 22,5 x 15,0 micros e as brancas alcangam
15,0 x 6,25 micros. As células marrons podem emitir broto que
f-rma pseudo micélio, sem ruptura do envélucro escuro. As
células marrons isoladas ou as do clamidosporo, se avolumam
tanto que provocam a ruptura do envélucro. Entdo formam
ou um micélio hialino ou clamidosporo hialino, ou ainda cla-
midosporo marrom.

A levedura preta do sapoti apresenta também micélio
verdadeiro e falso. Trés tipos de células isoladas se formam :
células hialinas, células marrons e células totalmente pretas.
As células hialinas medem 15,0 x6,25 micros, as marrons
27,5 x 15,0 micros e as células pretas medem 35,0 x 22,5 micros.
Sao estas revestidas de parede celular espessa e equinulada.
A célula quando madura comeca a fendilhar o envoélucro preto
e essa abertura vai aumentando até que hé expulsdo da célu-
la interior que ¢é hialina e apta a reproducio.

Em caldo Sabouraud e em caldo com 0,1% de KNO3

A Pullularia forma micélio verdadeiro e micélio retorcido
em baculo. A levedura preta do sapoti ndo forma micélio, mas
tem forte multiplicagio por brotamento e essas células hiali-
nas formam as células pretas.

Em suco de cenoura.

A Pullularia desenvolve micélio com tanta abundancia
que se forma um feltro muito espésso, com poucas células iso-
ladas hialinas ou marrons. A levedura do sapoti nesse meio nao
forma absolutamente micélio, mas somente células isoladas
hialinas, marrons e muito abundantemente células pretas. Os
caracteres micromorfolégicos estdo representados nos desenhos
esquematicos respectivos.

Caracteres morfoldgicos
Agar-malte
A Pullularia pullulans forma colonia preta, cotonosa, com

pontos brilhantes, centro branco sujo. A levedura preta forma
colonia creme rosado, com zonas escuras.

Agar-Sabouraud
A Pullularia forma colonia preta muito resistente em con-
sequéncia da predomindncia da fase fungiforme; aspecto ru-
goso. A levedura do sapoti forma colonia rugosa, branco-creme
bordada de preto, resistente.
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Agar-Czapek
A Pullularia forma coldnia cremosa, résea, superficie ru-
gosa. A levedura do sapoti forma colonia marron que tende ao
preto, superficie lisa, espessura muito delgada.

Caracteres biogquimicos
Os caracteres bioquimicos das duas cepas estdo represen-
tados no quadro L
QUADRO I

Caracteres bioquimicos da Pullularia pullulans e da
Levedura preta

| P. pullulans L. preta

a) Produgdo de H2S —_ =

b) Nitratase — +

c) Urease — +

d) Utilizagio do etanol como| veu esp. € | Cres. escasso €
Gnica fonte de C. preto branco

e) Auxanograma do N
Peptona
Asparagina
Ureia A ‘
(NH4) 2 SO4 |
KNO3

f) Auxanograma dos agtcares |
Glucose
Galactose |
Sacarose |
Maltose
Lactose
Rafinose

g) Zimograma de carboidratos |
Glucose
Galactose
Sacarose :
Maltose
Rafinose | |

h) Producdo de 4cido capaz de |
decompor o CaCO3 — | —

i) Acado s6bre o leite tornas- alcaliniza | pept. s/ &cido
solado

i) Acédo sobre leite simples | peptoniza

k) Hidrélise da asculina 4

1) Hidrolise da arbutina +

m) Hidrdlise da gelatina -}

R s s

F+ i+t R R

4|+

|
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Caracteres micromorfolégicos

O exame dos caracteres micromorfolégicos nos fazem en-
contrar uma diferenca entre ambas as cepas estudadas.

A P. pullulans goza da predominéncia do carater fungifor-
me, enquanto a levedura preta tem a predomindncia do ca-
rater leveduriforme.

As células marrons de ambas as cepas funcionam como es-
poros assexuados. O que se passa é o seguinte: quando a célu-
la da Pullularia se encontra apta a reprodugdo o envélucro se
rompe e a célula emite uma germinaca> sem se desligar do en-
vélucro escuro. Na levedura preta do sapoti abre-se uma fenda
na parede celular e por ela sae a célula pronta para germinar.

As células pretas da levedura isolada do sapoti constituem
0 maior carater micromorfolégico diferencial porque a Pullu-
laria nao possui a faculdade de formar células désse tipo. Essas
células também tém a funcado de esporos assexuados, porque
s6 apbs a perda do envoélucro que pcde se reproduzir. O meca-
nismo é o mesmo da célula marrom, isto é, abre-se uma fenda,
expulsa-se a célula interior que entao passa a reproduzir.

Caracteres morfolégicos

Os caracteres morfolégicos ndo constituem diferenca no-
tavel nos 3 meios em que ambas as cepas foram cultivadas.

Caracteres bioquimicos

Os caracteres bioquimicos das duas cepas experimentadas
apresentam certa disparidade quando comparad.s entre si,
como se pode verificar pelo exame do quadro I.

Dentre 26 reagdes a que submeatemos as duas cepas, obser-
vou-se um comportamento diferente entre ambas em oito des-
sas reacdes, correspondendo a 30,76% sobre o total.

CONCLUSOES

A Pullularia pullulans apresenta diferenca morfoldgica e
bioldgica da levedura preta do sapoti.

A Pullularia pullulans goza da predominancia da fase fun-
giforme que é genésicamente diferente da fase leveduriforme,
a qual caracteriza a levedura preta do sapoti, ora estudada.

Destaca-se também a presenca de células pretas com pare-
de celular espessa e equinulada, dotadas de mecanismo especial
para expulsdo da célula interior.
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A discordancia da habilidade bioquimica entre as duas ce-
pas é outro carater que consente admiti-las como duas cepas
diferentes.

Considerando que existe diferenca no carater micromor-
folégico e na capacidade biolégica, nos permitimos julga-la
como uma espécie diferente.

Apenas a habilidade fermentativa para destacar uma espé-
cie e depois o aspecto fungiforme ou leveduriforme para colo-
car em relévo as outras 2 espécies, segundo WYNNE & GOTT
(1956) n&o nos parece indicacao suficiente para a taxonomia.

fiste alvitre é decorrente da situagdo criada por esta cepa
isolada do sapoti, que é fermentativa como a P. pullulens tam-
bém o é, mas possui a fase leveduriforme em predominancia
e varios caracteres biolégicos em desacordo com a P. pullulans.
Nao ha possibilidade de se colocar a levedura preta apenas
eomo uma variedade dentro da espécie, uma vez que sao mui-
tos os caracteres diferenciais.

Compete pois criar uma nova espécie que esteja de acor-
do com todos os seus caracteres.

RIASSUNTO

IL’A. ha stuadiato mediante prove di micromorfologia ed
fisiologia la differenza tra um ceppo di Pullularia pullulans ed
un altro di un lievito nero isolato da fruto maturo di Achras
sapota L.

E’ stato osservato le varie differenze tra la micromorfo-
logia di ambedue, inoltre dalla differenza della rispettiva ca-
pacitéd biologica.

Anche é stato dimostrato la necessita d’essere istituito una
nuova sp. che possa riaggiungere gli elementi che oltre alla ca-
pacitd fermentativa abbiano differenze nella biologia; cioé,
non é sufficiente soltanto 14 capacita fermentativa nel riguar-
do della ricera di una sp.
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LEVEDURA PRETA DO SAPOTI
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