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Foram feitas testemunhas adeqiiadas do meio e da concentragao alco-
6lica maxima : 10 e 5% na primeira série de experiéncias, e 5% na segunda.

As culturas foram sempre incubadas a 37° C.
RESULTADOS

Na primeira série de experiéncias todas as amostras de brucelas foram
completamente inibidas nas concentragoes de 0.2 — 0.1 — 0.05 e 0.03
UG/ml. Na concentracao de 0.02 UG/ml nasceram, com muita dificuldade,
3 amostras /2 abortus e 1 suis), em raras colonias, e no fim de 5 dias. Na
concentracao de 0.01 UG/ml nasceram, em algumas colénias, 7 amostras
(3 abortus, 3 suis e 1 melitensis), em prazos que variaram de 2 a 4 dias. Nao
cresceram durante todo o prazo de observacao, em nenhuma das concentragoes,
3 amostras (2 abortus e 1 suis). No meio puro, todas as amostras nasceram
no primeiro dia, excepto uma de Br. abortus, que nasceu no segundo dia. No
meio com 10% de alcool etilico, nerhuma das amostras nasceu em 10 dias.
No meio com 5% de alcool etilico, todas as amostras nasceram entre 2 e

6 dias.

Na segunda série de experiéncias verificamos que as amostras semeadas
em meio liquido nasciam, dum modo geral, mais rapidamente do que em meios
solidos. Todas as amostras, em ambos os tipos de meio, foram completamente
inibidas na concentracao de 0.1 UG/ml, durante os 11 dias de observagio.
O efeito da droga sébre as brucelas nao foi somente bacterioimpediente, mas
também bactericida, pelo menos em meio liquido, visto como os conteudos de
25 tubos, escolhidos ao acaso, desses 35 utilizados na prova, depois de 12
aias de incubagao, foram despejados sébre placas de agar triptose e, em ne-
nhuma destas, foi observado desenvolvimento algum de brucelas durante 6
dias de incubacdo a 37° C.

Os resultados obtidos em caldo triptose foram os segquintes:

Na concentracao de 0.05 UG/ml, 22 amostras (13 abortus, 5 suis e 4
melitensis) nasceram em prazos variaveis de 3 a 9 dias. Nas concentracoes de
0.03 e 0.025 UG/ml, somente uma amostra de Br. abortus nao cresceu; as
outras todas nasceram entre o segqundo e o quinto dias, excepto uma de
Br. suis que nasceu, respectivamente, ccm 11 e 6 dias. No meio puro, todas
as amostras nasceram no primeiro dia. No meio com 5% de alcool etilico,
todas nasceram entre 3 e 11 dias, excepto uma de Br. abortus que nao nasceu
durante todo o prazo da experiéncia.

Em agar triptose, nessa sequnda série de experiéncias, a inibicao do
desenvolvimento foi observada mais intensamente do que em meio liquido,
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com menores concentragoes do antibiético. Na concentracao de 0.05 UG/ml,
nasceram apenas 8 amostras ( 6 abortus, 1 suis e 1 melitensis); raras colonias
apareciam entre 7 e 9 dias. Na concentracao de 0.03 UG/ml nasceram
29 amostras (17 abortus, 8 suis e 4 melitensis), em prazos variaveis de 3 a
11 dias, em geral 4 a 8. Na concentracdao de 0.025 UG/ml, apenas 4 amostras
nao cresceram (3 abortus e 1 suis); as outras nasceram entre 3 e 8 dias, em
geral 3 a 5. No meio puro, todas as amostras nasceram entre 1 e 4 dias
enquanto que no meio com 5% de alcool etilico, todas nasceram entre 3 e

8 dias.

Os quadros 1, 2 e 3 resumem os resultados obtidos.

DISCUSSAO

Desde 1918, Walker (14) virificara que existiam na cebola (Allium
cepa), substancias volateis com efeitos inibidores sobre a germinacao de es-
poros de Colletotrichum circinans, um fungo patogénico para ésse vegetal.

Durante 30 anos, Walker e colaboradores continuaram a estudar o assunto,
expondo recentemente o estado atual da questao (5). Enquanto isso, outros
pesquisadores estudavam a agao de substancias inibidoras existentes nao sé
na cebola como também no alho (Allium sativum). Walton & Cols. (15)
verificaram que os vapores de alho eram bactericidas para o Bacillus subtilis,
mas perdiam a atividade apds fervura ou autoclavagem. Outras pesquisas
feitas revelaram que tanto no alho quanto na cebola existiam substancias vo-
lateis bacterioimpedientes e bactericidas, que foram chamadas por alguns
autores, inclusive russos, de fitoncidas, térmo que se procurou generalizar a
outros antibioticos derivados de vegetais superiores e que nao tem encontrado
maior aceitacao ,embora Waksman (13/) o considere melhor, mesmo, do que
“substancia antibi6ético-simile” ou “antibiético de plantas’.

S6 recentemente, porém, em virtude do desenvolvimento tomado pelos
estudos sdbre antibiéticos, é que foi dada maior importancia as substancias
extraidas do alho, inicialmente com o isolamento da alicina, por Cavallito
& Cols. e, mais recentemente, com o isolamento da garlicina, por Machado

& Cols.

Em relacao a esta ultima, é provavel que a maior atividade (em relacao
ao péso) de algumas partidas corresponda a presenca de maior quantidade

de substancias volateis antibiéticas, as quais se perderiam durante os processos
de purificacao, se bem que Machado (8) julgue haver polimerizagao, em vez
de volatilizacao, durante o preparo.
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Com a primeira amostra de garlicina que obtivemos (8 M 1), a atividade
em relacao ao péso era muito grande: 130 UG/mg (8), ou sejam, 0.13 UG/y.
A segunda amostra recebida era menos ativa do que a primeira, cérca de

650 vezes: 0.2 UG/mg.

Nosso modo de pensar com relacdo a provavel acao de substancias
volateis existentes na garlicina, encontra apdio nas verificacoes de Bendz
& Cols. (2), que isolaram de Marasmius ramealis um antibiético parecendo
composto de 2 substancias: uma volatil e outra nao volatil, de certa seme-

lhanca com a alicina de Cavallito & Cols.

Em nossas experiéncias, 10 amostras de brucelas foram completamente
inibidas pela garlicina (amostra 8 M 1), na concentragcao de 0.03 UG/ml
de meio; isso equivaleria, em péso, aproximadamente, a 0.25y/ml. Trés dessas
10 amostras de brucelas foram completamente inibidas, na concentracao de
0.01 UG/ml de meio, ou sejam, 0.075y/ml de meio, demonstrando a grande
poténcia do antibiotico sobre essas bactérias.

Ja na segunda série de experiéncias, a inibicao total de 35 amostras de
brucelas, em meios liquidos e solidos, verificou-se na concentracdao de 0.1
UG/ml de meio, ou sejam, 500y/ml. Esta amostra de garlicina era alta-
mente purificada. Depreende-se claramente que a purificacdo deve ter dimi-
nuido a atividade.

SUMARIO )

Os autores verificaram, pelo método de diluicdo em placas de agar
triptose e em caldo triptose, que a garlicina, antibiético extraido do alho
(Allium sativum), é bastante ativa sobre brucelas.

Em duas séries de experiéncias, 10 e 35 amostras de brucelas foram to-
talmente inibidas, nas concentracdes de 0.03 UG/ml e 0.1 UG/ml de meio,
respectivamente, utilizando-se duas amostras diferentes de garlicina.

Essas concentra¢des correspondiam, respectivamente, a 0.25y/ml e
500y/ml. A disparidade dos resultados deve-se ao fato de que a atividade
da garlicina, em relacao ao péso, varia de partida para partida.

Trés amostras de brucelas foram totalmente inibidas em seu desenvol-
vimento com 0.01 UG/ml, ou sejam, aproximadamente, 0.075y/ml de meio.
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QUADRO 1
Acdio da garlicina (amostra 1), sébre brucelas, em agar triptose
_ﬂl—-_—
: |
""GARLICINA" '
Fahal TESTEMUNHAS
N.O
! DE
Brucella ANOS- 0.2 Meio + dlcool etilico
\ Meio
TRAS 0.1 -
0.05 0.02 0.01 puro
0.03 109 2%
< ] 1
abortus. . .. cvs e vwn D 0 2 em 5Hd. 3 em 2-4d. 4 em 1d. 0 5 em 2-6d.
3 nio cr. 2 nao cr. 1 em 2d.
SULS. . v . .. 4 0 1 em od. 3 em 2d. 4 em 1d. 0 4 em 2-4d.
4 Rao cCr. 1 nao cr.
melilensi8. .. ...... 1 0 0 1 em 3d. 1 em 1d. 0 1 em 5d.
\
0 = nenhum erescimento em 10 dias,
1 UG = 7.7 v aproximadamente.
QUADRO 2
Aciio da garlicina (amostra 2), sdbbre brucelas, em caldo triptose
—___—____—._._—————_————_——'-__
310 | G”:I[H;:i"‘ TESTEMUNHAS
DE
Brucella | -
ﬁ:;::i?;— A eio Meio 4+ 5%
: 0.1 0.05 0.03 0.025 yan de alcool
pPuro .
etilico
QOOTIUBY & o o viis @ s o6 21 0 13 em1 4-9d. 120 em 2-5d. |20 em 2-4d. 121 em 1 d. 20 em 4-11d
8 nao cr. 1 nido cr. 1 ndo cr. 1 nio cr.
BULB: < nisc o inie e s uis 10 0 5 em 4-9d. ) em 2-4d. 9 em 2-3d. 10 em 1d. 10 em 4-11d.
5 nio cr. 1 em 11d. ] em 6d.
melilensis. ........ 4 0 1 em 3-6d. i em 2 d. 3 em 2d. 1 em 1d. 1 em 3-7d.
1 em 4d.

it

0 =

1l vea = 5 mg. = 5.000 7

nenhum crescimento em 11 d.

QUADRO 3

Aciio de garlicina (amostra 2), sébre brucelas, em agar triptose
F_—_ﬂ—

“"GARLICINA'
N0 va/ml TESTEMUNHAS
DE
Brucella AMOS- | | sl Meio - 5%
TRAS 0 1 0.05 0.03 0.025 20 de dlcool
S otflico
LT 1 T e SRR 21 0 6 em 7-9d. |17 em 3-10d.[/18 em 3-81 (21 em 2-4d. |21 em 4-8d.
’ 15 ndo cr. 4 nao cr. 3 nao cr.
AU LR e ls vee o vals e s e s 10 0 1 em 7d. 8 em 4-9d. 0 em 3-7d. [10 em 1-3 d.[10 em 3-6d.
: 9 ndo cr. 2 nio cr, 1 nio cr.
melilensts. ....... : 4 0 1l em 7 d. 4 em 4-11d | 4 em 3-5d. | 4 em 1-2d. | 4 em 4d.
3 nio cr.

M

0 =

l ug = O

nenhum cresciments em 11 dias.
mg = 5.000. ¥
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