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O que mais me preocupava durante o curso
médico, era a escolha, dentre os vdrios e complexos
problemas das sciéncias médicas, de um assunto
sobre o qual versasse a minha fese de doufo-
ramento.

Foi 0 Ex.™ Snr. Prof. Froilano de Melo, dis-
tinto parasitologista que, tendo vindo para a cidade
do Pirto, reger um curso de Investigacies de Mi-
cologia e Profozoologia médicas, a convite da Fa-
culdade de Medicina desta cidade, que sugeriu
a ideia de escolher o assunto que apresento, quer
por ndo lter sido ainda apresentado nesta Facul-
dade nenhum frabalho sobre as leveduras, quer
por ser um assunto a que me dedico, sob a sua
direccdo, hd alguns anos.

Este meu modesto trabalho ndo tem o desen-
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volvimento que desejava dar-lhe, devido a escas-
sez do tempo de que dispunha e por terem surgido,
a iltima hora, contratempos que fizeram com que
ndo conseguisse completar o estudo de todas as
leveduras cultivadas.

Cumpre-me agora agradecer a todos que me
auxiltaram nos meus trabalhos, permmrzda me es-
pecialisar:

O Ex™ Sur. Prof. J. A. Pires de Lima que
tao amavelmente me forneceu os dados clinicos sé-
bre 0s casos de estomatite ulcerosa que vém des-
ctitos na segunda parte déste meu trabalho.

O Ex™ Snr. Prof. Carlos Ramalhdo que poz
a minha disposigio todos os recursos do Instituto
de Bacteriologia de que ¢ ilustre Director. )

O Ex™ Snr. Prof. Froilano de Melo, pelo




valioso auxilio que me prestou com os seus ensi-
namentos e pela orientacio que den aos meus
trabalhos.

O Ex!™ Snr. Prof. Abel Salazar, que com
tanta amabilidade se oferecen a ilustrar éste meu
trabalho, com os seus desenhos, e pela honra que
- me concedeu presidindo a defesa da minha ftese.

O Ex™ Snr. Prof. J. Leite de Vasconcelos pe-
los preciosos dados que me forneceu para a primei-
ra parte da introducio déste trabalho.

Por iiltimo cumpre-me agradecer aos meus ami-
gos e companheiros de trabalho, em especial os
Snrs. Mdrio Andrade e Joaguim Pinto Nunes.




INTRODUGAO

A palavra levedura parece ter a sua origem em
levédo (e 1évado) que como o termo /lévifo (em ita-
liano) assenta em /lévifus, suposto participio latino
formado de levare “levantar,, segundo o modélo
de cubitus (de cubare) e domitus (de domare).

De levédo forma-se levedura, com o sufixo-ura,
que se junta aos témas dos adjectivos, para se for-
marem nomes abstractos, segundo o modélo de
quentura que deriva de quente.

Designa-se vulgarmente por levedura todo o
microorganismo possuindo a propriedade de pro-
vocar a fermentacdo alcodlica, isto €, capaz de des-
dobrar o agticar, de uma solucdo agucarada, em
dlcool e dcido carbénico.

Actualmente os botdnicos consideram como le-
vedura todo o fungo unicelular, quaisquer que se-
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jam as suas propriedades bio-quimicas, de forma
oval ou esférica que se multiplica por gemacio.

Esta definicio ¢ muito vaga e nada explica
porque existem fungos que, vivendo normalmente
sob a forma de micélios, podem em certas condi-
¢oes, por meio de secessdo dos seus filamentos,
dar origem as células de forma perfeitamente leve-
dural, forma que se mantém durante muitos anos.
Tais sdo os basidiosporos de certos Basidiomicetas,
0s ascosporos de certos Ascomicetas, etc.

Ao lado destas leveduras, meras formas de de-
senvolvimento, hd outras designadas vulgarmente
por leveduras verdadeiras, em oposigio is formas
levedurais, que vivem sempre ém estado’de Jeve-
dura, ndo apresentando nunca verdadeiros micélios.
mas sim, pseudo-micélios, os quais sdo formados.
quer devido ao alongamento das suas células quer
a sua juncgdo num mesmo sentido, E a existéncia
destas formas de desenvolvimento que fez com
que os primeiros observadores lutassem com gran-
des dificuldades para conseguirem fazer uma des-
crigdo fiel dos caracteres das leveduras, :

~ Entre estas duas leveduras existe contudo uma
diferenga fundamental que s6 por si basta para as
destringar—é a formagéio de esporos internos, efe-
ctuada sémente pelas leveduras verdadeiras, todas
as vezes que elas estejam colocadas em condicdes
desfavordveis. De Bary, Reess e Hansen foram os
primeiros que compararam éstes corpos, is ascas




15

dos Ascomicetas e consideraram as verdadeiras le-
veduras como fungos autonomos vivendo exclusi-
vamente sob a forma levedural e incapazes de se
desenvolverem sob a forma de micélio. .

Desde que Hansen observou o ciclo evolutivo
das leveduras na natureza e desde que foi demons-
trada a existéncia de uma sexualidade absoluta-
mente compardvel ao que se observa nos Asco-
micetas inferiores, todos os micologistas admitem
a autonomia das leveduras e a sua entrada no
grupo dos Ascomicetas.

As leveduras constituem pons uma famllla dos
Ascomicetas conhecidos pélo nome de Saccharo-
micetaceas. Entre os Saccharomicetaceas existem
contudo certas espécies que perdem a propriedade
de produzir ascosporos, sob a influéncia de certas
condigdes especiais, .

Estas leveduras, cuja ortgem ndo é amda co-
nhec1da formam um grupo distinto e teem a desi-
gnac;ao de leveduras duvidosas ou leveduras de
posicao mcerta

. Deve-se a Leuwenhoeck a primeira descrigdo
das leveduras, feita em 1680 que as descreveu
como - corpos: globulares, ovoides ou esféricos, de
aspecto organizados sinamalnibeni vy my 2



Em 1799, Fabroni considerou a levedura como
uma substancia albuminoide. Mais tarde, Desma-
zieres, Mitscherlick, Cognard-Latour, Schwann e
Kutzing demonstraram que as leveduras de cerveja
e do vinho eram células multiplicando-se por ge-
magdo, e em 1839 Schwann notou pela primeira
vez no interior das leveduras, novas células que se
tornavam livres pela ruptura da membrana da cé-
lula-mae. -

Mas € desde Pasteur que a natureza das Ieve-
duras € verdadeiramente conhecida. Pasteur, Han-
sen e Buchner dominam a histéria do estudo- das
leveduras e marcam nela trés etapes distintas:

Até a época em que Pasteur coniecou as suas
pesquisas sobre a fermentagfo, sabia-se sémente
que a levedura de cerveja se multiplicava quando
introduzida num moésto agucarado e julgava-se
que ela se formava espontaneamente, nos casos
em que ndo estivesse colocada em similhantes
condigOes, possuindo uma forga oculta donde pro-
vinha a fermentac3o.

Em 1859 Pasteur provou por intimeras expe-l

riéncias que a fermentagdo era correlativa 4 vida
das leveduras, e mais tarde, demonstrando a impos-
sibilidade da geragdo espontinea, intreduziu o mé-
todo das culturas puras. A partir déste momento

as leveduras deram origem a numerosos trabalhos.

Os métodos das culturas ndo foram porém
postos em uso imediatamente e foi Hansen o ver-




dadeiro fundador déste estudo e do seu aperfeicoa-
mento, marcando assim a 2. étape no estudo das
leveduras. Pelas suas numerosas - observagoes e
pesquisas de 60 anos, o sibio micologista chegou
a descobrir processos que permitem semear cul-
turas com uma so6 célula e isolar com seguranca
as espécies distintas umas das outras pelos seus
caracteres diferenciais. A obra de Hansen foi co-
roada com a sua classificagio das leveduras hoje
universalmente admitida.

A 32 étape, marcou-a Buchner com a des-
coberta da zymase alcodlica, dando assim um
grande impulso ao estudo fisiolégico e principal-
mente ao conhecimento da nutricio e do meca-
nismo da fermentagdo alcodlica das leveduras.






Caracteres gerais das leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, que vi-
vem geralmente sob a forma de células isoladas
dividindo-se por gemacio.

Forma.— Elas apresentam duas formas diferen-
tes: a forma levedural propriamente dita que re-
presenta a sua forma normal da vegetacdo, e a mi-
celiana, observada pela primeira vez por Hansen,
forma rara que adquire um certo desenvolvimento
sOmente em certas e determinadas espécies.

A forma levedural propriamente dita é caracte-
rizada por células esféricas ou elipticas, envolvidas
numa membrana espéssa e contendo qudsi sempre
granulos refringentes € vactiolos. A ‘sua dimensdo
¢ de 1 a 5m de largura e 5 a 9™ de comprimento.

As diferentes espécies de leveduras possuem



todas qudsi a mesma forma, ndo se podendo por-
isso diferencid-las nitidamente umas das outras.
Assim por exemplo, hd espécies que apresentando o
aspecto de células arredondadas, possuem ao lado
destas formas, outras, elipticas e alongadas; como
também, existem espécies que, apresentando o as-
pecto de células elipticas ou alongadas, possuem
igualmente formas redondas.

Ha a notar, porém, a existéncia em cada es-
pécie de uma forma predominante que chama a
atencdo do observador e dd a espécie um facies
especial. Vé-se isto no S. cerevisiae, onde pre-
domina a forma redonda, no S. elipsoideus onde a
forma predominante € eliptica, etc. Essa forma celu-
lar predominante, imprimindo a uma determinada
espécie, um aspecto especial, sugere ao meu espi-
rito a seguinte ideia: ¢ ndo se poderia por meio de
uma metddica estatistica, diferenciar uma espécie
da outra, pela percentagem das formas que uma
levedura apresenta? E um estudo por fazer e que
talvez possa constituir um dos meios para a clas-
sificacdo das espécies. ..

Ao lado destas leveduras cu;as formas celula-
res sdo varidveis, hd certas espécies em que as cé-
lulas apresentam uma forma caracteristica que cons-
titue um elemento importantissimo para a sua dife-
renciacdo; assim, a Hansenia apiculata é caracteri-
zada pela existéncia de um mamilo mais ou menos
comprido, numa ou nas duas extremidades da cé-
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lula oval e que d4 as células uma forma apiculada.
Certas Torulas sio do mesmo modo ficilmente
diagnosticadas pela sua forma nitidamente redon-
da, contendo um grande glébulo de gordura, e
pela sua gemagdo especial dando origem a muitos
gbmos, simultineamente em vdrios pontos da sua
superficie. ‘ ‘

Certas leveduras podem apresentar formas anor-
mais como sucede por exemplo com o S. Bailii
que apresenta nas culturas velhas, formas nitida-
mente amiboides. Pesquisas posteriores demons-
traram que as formas amiboides, estudadas por
Lindner ndo sdo sendo formas de copulagdo, isto
é, células com vérios prolongamentos emitidos pela
sua superficie e destinados a unirem-se a outros
diverticulos semelhantes provenientes doutra célula
afim de se efectuar a copulagdo, mas que, ndo
tendo podido cumprir a sua func¢do, formam na
extremidade uma pequena dilatagdo ampular, dan-
do-lhes assim um aspecto de amibas.

Divis@o.— Em qudsi todas as leveduras a divi-
sdo faz-se por gemagdo, caracterizada pelo apareci-
mento de um pequeno gémo a superficie exterior
da célula, o qual se separa mais tarde, afim de
gemar por sua vez depois de ter atingido a dimen-
$30 de uma célula adulta. Quando a divisdo €
muito rdpida, acontece as vezes as células formarem
simultineamente muitos gdmos em diferentes pon-




tos da sua superficie os quais continuam a multi-
plicar-se’ antes de se separarem da célula-mde,
constituindo assim pequenas coldnias compostas
de muitas células ligadas umas as outras. _

A gemagdo produz-se sempre que a célula se
encontra em boas condi¢bes de nutrigdo. O oxi-
génio acelera a gemacfo; todavia, a sua presenca
ndo € indispensdvel como: provou Hansen, obser-
vando a existéncia da gemacdo nas leveduras cul-
tivadas ao abrigo do oxigénio. Hansen demons-
trou igualmente que a temperatura exerce uma
grandeinfluéncia na gemagdo e por uma série de
curiosas experiéncias descobriu que para a maior
parte das leveduras a temperatura maxima para a
gemacdo vai de 340 a 470 C. e a minima de 05
a3 C

Certas leveduras, que porisso sdo denomi-
nadas Schizosaccharomices, dividem-se por scissi-
paridade. A multiplicacdo efectua-se do seguinte
modo: a célula alonga-se por uma das suas extre-
midades em forma de tubo que se alarga e toma a
forma de um gdémo unido a célula por meio de
um célo muito largo, onde mais tarde, aparece um
septo transversal que separa por completo o qomo
da célula-mae.

Quando ‘as leveduras ndo encontram, no meio
em que estdo cultivadas, condi¢Oes favordveis 2
vida, elas cessam de se multiplicar e formam entdo
certos orgdos de resisténcia aos quais Will chamou
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células durdveis. Estes corpos, s3o células cercadas
de uma membrana muito espéssa e cujo contetido
é rico em glicogénio e gorduras gragas aos quais
elas se conservam durante muitos anos em estado
de vida retardada até que condicGes favordveis
permitam a sua multlpllcagao

Mas, o processo mais empregado pelas leve-
duras para a perpetuagdo das espécies € a formagao
de esporos no interior das suas células, consti-
tuindo o que se chama a asca. Estes esporos
observados pela primeira vez por Schwann, sdo
dotados de uma grande resisténcia e podem viver
neste estado durante muitos anos.

Mais tarde, quando as células encontram con-
dicdes favordveis, rompem-se e 0s esporos assim
libertos multiplicam-se pelo processo ordindrio.

Ndo parece contudo que a formagdo dos as-
cosporos seja devida exclusivamente a falta de ali-
mento, como afirmou Klebs, porque ela pode
existir igualmente nos meios sélidos muito nutri-
tivos como, por exemplo, na cenoura, na batata, etc.

Para Klebs, a existéncia da esporulagdo nos
mejos solidos seria devida 4 impossibilidade de a
parte superior da cultura poder alimentar-se em
virtude da existéncia de uma-espéssa camada de
células, que a separa do meio nutritivo. Mas Han-
sen, contrdrio as ideias de Klebs, constatou .que
nas culturas em gelatina com mosto de cerveja, os
ascosporos formavam-se tanto nas partes centrais



como nas marginais das colénias, o que demons-
trava que a falta de alimento ndo era a causa tinica
da esporulagdo. Para éste autor a esporulacio pode
ser determinada por dois factores—falta de ali-
mento e acumulagdo, no meio da cultura, dos pro-
dutos téxicos segregados pelas leveduras.

Além déstes dois factores, que s6 por si nio
sdo suficientes, segundo as pesquisas de Barker e
do préprio Hansen, h4 outras condigdes neces-
sdrias para a protecqdo dos ascosporos, Assim para
que uma levedura esporule, entre vdrias outras con-
digdes, € necessdrio: @) que as suas células sejam
novas e que tenham matérias de reserva, acumu-
ladas nas culturas anteriores; &) livre acesso do ar,
demonstrado experimentalmente por Hansen: ¢)
temperatura favordvel, varidvel segundo as espé-
cies, podendo-se contudo dizer que a temperatura
propicia para a maior parte das leveduras é de 25¢
aproximadamente, sendo as temperaturas limites —
05a3°Ce375°C.

Hansen observou casos em que os ascosporos
germinam transformando-se directamente em ascas
sem ter sofrido nenhuma multiplicagdo prévia.

As ascas, exceptuando os casos em que elas
resultam de uma copulagdo, conservam em regra a
forma e as dimensdes das células vegetativas sim-
ples. O niimero dos ascosporos que cada asca
contém varia de 1 a 12, existindo contudo uma
tendéncia em cada espécie para fixar um certo e
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determinado niimero. As suas dimensdes variam de
15 a 5 e apresentam em geral as formas esféricas
ou ovais, contendo na parte central um gl(’)bulo' dée
gordura. :
- Em certas espemes a formac;ao da asca é prece-
dida de um processo sexual e a asca € entdo o re-
sultado de uma copulagdo que se assemelha muito
a que se observa em certos ascomicetas inferiores.

Guilliermond examinando numa camara ha-
mlda de Bottcher uma gota de mosto de cerveja
gelosado, observou que os ascosporos cultivados
neste meio germinavam e produziam células vege-
tativas que durante os dois primeiros dias se mul-
tiplicavam muito activamente; depois a multipli-
cagio retardava-se e as células reuniam-se umas as
outras formando pequenas colonias. Destas células,
algumas continuam a dividir-se, mas a maior parte
toma a forma arredondada e cessa de multiplicar.
E neste momento que comega a copulagdo, efe-
ctuando-se pela jungdo de dois pequenos prolon-
gamentos emitidos por duas células iguais e que
ficam assim reunidas por meio de um canal de
copulacao. O septo mitético que se encontra no
meio do canal da copulagdo, separando as duas
células, é reabsorvido e o nicleo de cada uma
destas células transformadas assim em gametas;
introduz-se no canal, onde se efectua a fusdo pro-
topldsmica e nuclear. Apés a fusdo, as duas células
ddo origem a uma tnica célula oval—ovo ou




zygosporo—que aumenta de volume e njo tarda a
germinar por meio de duas ou trés sucessivas di-
visdes nucleares dando origem a 4 ou 8 niicleos
que se espalham no zygosporo e cercam-se de
uma zona de citoplasma muito denso, transfor

mando-se em 4 ou 8 ascosporos.

O zygosporo encontra-se entdo transformado
em asca. '

Hé casos em que a fusdo dos gametas ¢ in-
completa e a asca formada conserva um ligeiro
sulco mediano que ndo é sendo o vestigio do canal
de copulagio.

Em certos casos ainda, as ascas nascem por
parthenogénese em virtude da qual os dois gametas
reunidos pelo canal de copulagdo, cujo septo ndo
se perfura, formam individualmente uma asca par-
thenogenética. -

Além das formas descritas, hd espécies em que
se observa a copulagdo isogdmica entre ascosporos
nascidos de uma asca formada sem fusdo. Foi
Hansen quem primeiro observou éste fenémeno.
Actualmente considera-se esta copulacdo dos asco-
poros, nao como uma verdadeira fecundagio mas
como um processo sexual substituindo a fecun-
dago desaparecida. A célula que dé origem 2 asca
deve ser considerada como um gameta—desenvol-
vendo-se parthenogenéticamente, Como a forma-
¢30 dos ascosporos necessita de duas divisdes'se~
guidas e sem nenhum periodo de repouso, 08
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niicleos formados possuem uma pequena quanti-
dade de cromatina, e é a copulagdo que compensa
a falta desta substancia.

Citologia.— O estudo da citologia das levedu-
ras restringiu-se muitos anos ao nticleo cujo pro-
blema deu origem a intimeros trabalhos, uns sobre
a sua existéncia, outros sobre a sua natureza; etc.

Dangeard, Leblanc, Bouin e outros desco-
briram nas leveduras um corpo que descreveram
como niicleo. Outros autores porém, admitiam a
existéncia de um nicleo difuso, pelo facto de ndo
o terem podido diferenciar e terem notado na célula
levedural, a existéncia de um grande niimero de
grios, disseminados, que tinham uma grande afini-
dade pelos corantes. Eischenschitz observando que
ésses grios eram mais abundantes no vactiolo do
que em qualquer outra parte da célula, considerou
o vactiolo como uma espécie de nticleo rudimen-
tar. Wager e Peniston descrevem nas leveduras um
vactiolo nuclear, cheio de grdos cromaticos, € um
nucléolo situado sempre ao lado do vactiolo. O
conjunto déste vactiolo com os grios de cromatina
e o nucléolo constituiria para éles um estado pri-
mitivo de desenvolvimento filogenético do niicleo.

Trabalhos posteriores demonstraram que a in-
terpretacio de Wager € inexacta e que as leveduras
apresentam uma estrutura idéntica 4 dos outros
fungos possuindo portanto um niicleo nitidamente




diferenciado. O que Wager considerou como vas
ciiolo nuclear, ndo’ é sendo um vactiolo secretor
encerrando grdos de secrecdio, conhecidos por cor-
piisculos metacromaticos e que ndo sio consti-
tuidos 'de cromatina, O nucléolo de Wager, longe
de ser homogéneo, apresenta a estrutura de un1
verdadeiro niicleo.

A estrutura das leveduras é actualmente bem
conhecida, ndo havendo diivida nenhuma sobre a
existéncia do nticleo. Na célula leveduiral hd pois a
considerar— o niicleo, o citoplasma, coni os seus
elementos figutados, e finalmente, a membrana.

‘Antes ‘de tratar déstes diferentes elementos
constituitivos da célula levedural, descreverei al-
guns dos processos utlllsados para o exaine Cito-
légico das Ieveduras )

Métodos do exame citoldgico das levedums.
E sobre as células vivas que deve recair o primeiro
exame, no estudo citoldgico das leveduras.” Estas
células devem ser coradas coin o vermelho neutro
afim de ndo se alterarem. Para isto coloca-se algu-
mas células_levedurais vivas, numa solugio aquosa
de vermelho neutro a 1 por 10.000 e vé-se entio
que émquanto o protoplasma e o niicleo ficam inco-
lores, o vactiolo e os corpiisculos metacromadticos,
que 'sdo as partes menos vivas da célula, fixam
ficilmente' os corantes. Observado que seja o
aspecto das células vivas, deve-se estudar depois, e
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com mais atencdo, as células fixadas, isto €, as
células, mortas por substincias que as fixam na
forma que elas possuiam quando vivas. A fixacdo
obtem-se ficilmente colocando um pedago de ge-
latina, cenoura ou batata, meio onde a levedura se
tenha desenvolvido, num vaso contendo o liquido
fixador,

-Os processos de fixagdo e de coloragdo variam
segundo se quer estudar o nicleo ou os outros
elementos das células.

Para o estudo do niicleo deve-se preferir o
liquido de Bouin (‘) ou o de Perenyi (%), segundo
‘recomenda Guilliermond. A fixagdo deve durar 12
horas aproximadamente, depois das quais céra-se
pelo método de Heidenhaim, com hematoxilina
férrica. Por éste método o niicleo cora-se de negro
e o protoplasma de cinzento, notando-se assim,
uma nitida diferenciagdo. Os grdos baséfilos co-
ram-se também intensamente ao passo que os cor-
pusculos metacromdticos, ndo fixam o corante. A
hematoxilina de Delafield e o hemalumen dio
igualmente bons resultados, apds a fixacdo pelo
liquido de Bouin. Por meio déstes corantes obtem-
-se uma nitida diferenciacdo tanto do niicleo, que

() Liquido de Bowin (picroformol):—Agua saturada de

acido picrico, 75 gr. Acido acético glacial, 5 gr. Formol, 20 gr.

(%) Ligquido de Perenyi:—Acido chrémico a 0,5 9, 3 gr
Acido nitrico a 10 9, 4 gr. Alcool a 95 %y, 3 gr.



toma uma cor difusa, como dos corpiisculos meta:
crométicos que se céram de vermelho vinoso
intenso.

Niicleo.—O niicleo ocupa uma posicio varid-
vel segundo a forma da célula e o seu estado de
desenvolvimento. Estd situado qudsi sempre ao
lado do vactiolo que contém os corptisculos meta-
cromdticos. A sua estrutura compde-se de uma
membrana externa e o nucleoplasma incolor. Neste,
ficam situados o nucléolo e a réde cromdtica cuja
quantidade varia segundo as espécies, O nicleo

€ sempre tinico em cada célula, mesmo nos casos

em que as células se alongam e formam filamentos
que constituem rudimentos de micélios.

A divisdo nuclear parece consistir em uma
simples divisdo directa e sem nenhum cardcter de
cariocinese como afirmaram Furhmann e Swellen:
grebel. Na divisdo celular por gemagdo, o gémo,
desde a sua formacdo, é constituido por um cito:
plasma muito denso encerrando alguns grios ba-
sofilos emigrados da célula-mde. Logo que o gbémo
atinja uma certa dimensdo, forma-se no meio do
citoplasma, um pequeno vactiolo que se enche logo
de corpiisculos metacrométicos. Durante éste’ pe-
riodo, o nicleo conserva a sua primitiva posicio
até que o gdmio adquira o seu mdximo desefvol-
vimento. S6 neste momento é que éle, sem todavia
mudar de lugar, alonga-se e toma a forma de



haltere, com uma das suas partes grossas introdu-
zida no gdmo. No meio da parte delgada do hal-
tere dd-se entdo uma divisio separando as duas
cabecas, das quais, uma formard o niicleo do go-
mo e a outra, continuard na célula-mae. Quando a
divisdo celular se efectua por secessdo transversal,
como sucede nos Schizosaccharomices, dé-se tam-
bém o mesmo processo de divisdo nuclear,

Citoplasma.— O citoplasma, geralmente homo-
géneo nas células novas, é muito denso, e encerra
em qudsi todas as leveduras, principalmente nas
leveduras esféricas ou ovais, um vactiolo (vactiolo
nuclear de Wager) cheio de corptisculos metacro-
maéticos de Babés. Ao lado déste vactiolo aparecem
mais tarde, durante o seu desenvolvimento, outros
vactiolos com glicogénio, dando 4 célula uma
estrutura alveolar. Concomitantemente - aparecem
glébulos de gordura e o trima citoplasmico que
limita os vactiolos enche-se de intimeros grios de
variadas formas e dimensdes tomando a cor do
niicleo e que teem a designagio de grdos baso-
filos. [

Resumindo, o citoplasma contém pois, numero-
sas secregdes: corpusculos metacromdticos, glico-
génio, grios basdfilos e gorduras. Os corptisculos
metacrométicos tomam com o azul de metile-
na, Unna, toluidina, etc, uma cor, que varia de ver-
melho & violeta, e a cor vermelho-vinoso, com a

3
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hematoxilina ou hemateina. Biitschli designa os
corpusculos de Babés com o nome de grdos ver-
melhos por causa da sua metacromasia, gracas i
qual pode-se distinguir éstes corpos, do niicleo e
dos outros elementos da célula.

O papel da cromatina foi discutido durante
muitos anos. Certos bacteriologistas e entre éles
Behring, julgavam haver uma certa relagio entre a
existéncia dos corptisculos metacromdticos e a vi-
ruléncia das bactérias patogénicas, e consideravam
éstes corpos, como produtos toxicos das bactérias.
Pesquisas posteriores demonstraram nao haver ne-
nhuma relagio entre éstes dois factores e consi-
deraram a metacromatina simplesmente como um
produto de reserva. O papel da metacromatina pode
ser bem observado durante a esporulagio das leve-
duras. Os corptisculos metacromaticos que se en-
contram acumulados em grande quantidade nas
células destinadas a esporular, sdo absorvidos pelos
ascosporos depois de terem sofrido os fendmenos
de pulverisagio e dissolugdo; mais tarde, quando
0s ascosporos atingem a maturagdo, éstes corpos
desaparecem totalmente sofrendo assim a mesma
evolugio da gordura e do glicogénio que, como
éles, constituem matéria de reserva. O glicogénio,
fdcilmente reconhecivel pela cor castanho escuro
que toma com o iodo-iodeto de potdssio, foi obser-
vado pela primeira vez nas leveduras, por L. Errera.
Esta substancia existe em qudsi todas as leveduras;
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aparece nas células desde o inicio da fermentagdo,
atinge o seu mdximo ao cabo de 48 horas e vae
desaparecendo pouco a pouco até o fim da fermen-
tagdo. Durante a esporulagdo, ela acumula-se em
grande quantidade nas ascas e é absorvida pelos
ascosporos durante a sua maturagdo.

As gorduras também aparecem principalmente
durante a esporulagio e servem igualmente de ali-
mentagdo aos ascosporos.

Quanto aos grios basdfilos cujo papel ainda
ndo se conhece muito bem, sdo produtos albumi-
noides.

Membrana.— A membrana das células leve-
durais € espéssa e apresenta um duplo contdrno,
muito nitido. A sua constituigdo quimica € ainda
pouco conhecida, parecendo ser constituida, se-
gundo Schlossberger, de uma celulose especial
similhante a fungina ou metacelulose, distinguin-
do-se da verdadeira celulose, por ndo se dissolver
em Oxido de cobre amoniacal e comportar-se dife-
rentemente em presenga dos reativos iodados.

Hansen notou que as leveduras quando se en-
contram numas certas condigGes, segregam umas
substancias mucilaginosas englobando as suas cé-
lulas numa espécie de rede, e apresentando assim
um aspecto de zoogléas. Este facto parece desem-
penhar um. papel importante nos fenémenos de
coagulagdo das leveduras seguida da clarificagdo



que se produzem nos liquidos de fermentagdo e
que sdo compardveis as aglutinagdes das bactérias.

Certas leveduras patogénicas quando se en-
contram parasitando algum hdspede, possuem a
propriedade de proteger isoladamente cada uma
das suas células, contra a reacgio do organismo,
por meio de uma cdpsula muito espéssa e de na-
tureza mucilaginosa. '



 Fisiologia das leveduras

Neste capitulo tratarei dos fenbmenos nutri-
tivos gerais das leveduras, isto €, da nutricdo pro-
priamente dita, respiracdo, fermentacdo alcodlica, e

das suas relagdes com o mundo exterior.

Nutrigdo.— A levedura pode viver em contacto
.com o ar e neste caso ela respira, ou, vive ao
abrigo do ar e entdo ela toma a energia que neces-
sita por meio da chamada fermentagdo alcodlica
a qual consiste em transformar a maior parte do
acgicar existente no nieio em que ela vive, em

alcool e 4cido carbonico.

A célula levedural, como ji falei no capitulo
anterior, compde-se de uma membrana que parece
ser constituida de celulose ou de uma substancia
vizinha, de um protoplasma, de natureza albumi-

L noide e de um nticleo, rico em nucleina.
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A levedura alimenta-se de substincias mine-
rais, azotadas e de hidratos de carbono. Dentre as
primeiras, o fosfato de potdssio desempenha um
papel preponderante na sua nutrigio e as pes-
quisas de Stern e de d’Elion demonstraram que os
fosfatos sdo elementos minerais indispensdveis a
vida das leveduras. Acerca da nutricio das leve-
duras a custa das substincias albuminoides, os
conhecimentos sdo ainda incompletos. Segundo
Pasteur e Ad. Mayer, as leveduras nio podem de-
senvolver-se a custa da albumina do ovo, nem da
fibrina. Isto é devido, ndo s6 por estas substincias
nio atravessarem a membrana celular, como tam-
bém pelo facto de a endotryptase das leveduras
ser uma diastase intracelular que dificilmente se di-
funde fora da célula. Todavia, em certas condigGes,
a endotryptase é susceptivel de atravessar a mem-
brana celular. Assim, Boullanger observou que
certas leveduras cultivadas no leite, desenvolvem-se
muito lentamente, produzindo ao cabo de alguns
meses um codgulo que se liquefaz lentamente. Ao
contrdrio do que sucede com estas substincias,
as leveduras assimilam fdcilmente os derivados
dialisdveis dos albuminoides, tais como as albu-
moses e as peptonas. Pesquisas recentes demons-
traram que os derivados dos albuminoides sao
mais ficilmente assimilados do que as albuminas,
constituindo para as leveduras, alimentos azotados
de escolha. .

e



Na nutri¢do hidrocarbonada é necessdrio ‘dis-
tinguir a nutricio da levedura vegetal, isto é, da
levedura em estado de vida aerébia, e a da /leve-
dura fermento, ou por outra, da levedura durante a
fermentagio. Tratarei primeiramente da levedura
em estado de vida aerébia, deixando o segundo
caso para quando descrever a fermentacdo alcodlica,

As leveduras ndo podem aproveitar o carbono
do ar atmosférico em virtude de serem desprovidas
de clorofila e portanto teem de utilizar o carbono
das substancias hidrocarbonadas.

Segundo P. Lindner e Saito, o agticar mais fa-
voravel a assimilagdo das leveduras é a maltose,
que é assimilada por quési todas as leveduras. A
dextrina, que constitui um mau alimento para as
leveduras em geral, é transformada activamente
pelas Térulas e Micodermas. A sacarose tem um
papel muito reduzido na assimilagdo, sucedendo o
mesmo com a glucose, levulose e com a rafinose.

As experiéncias de L. Lindner e Saito demons-
traram ndo existir nenhuma relagio entre o poder
fermentescivel dum aglicar e o seu emprégo na
assimilagdo. Assim, encontra-se leveduras que em
condicdes de vida aerdbia assimilam activamente
um agticar, que ndo sdo capazes de fermentar, du-
rante a sua vida anaerdbia. Existem igualmente le-
veduras, como por exemplo o S. Ludwigii e vdrios
outros, fermentando certos acticares que sdo inca-
pazes de assimilar.
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~ ' Certos autores, atendendo 4 abundante quanti-
dade de glicogénio existente nas células levedu-
rais consideraram esta substincia como um pro-
duto intermedidrio entre o acticar e o alcool. Para
Griiss o glicogénio constituiria um produto exclu-
sivamente destinado a respiragdo, em presenca do
ar, e a fermentagdo alcodlica, na sua auséncia. O
glicogénio formar-se-ia a custa dos agticares absor-
vidos pela célula e transformar-se-ia quer em 4cido
carbonico e dgua, na vida aer6bia, quer em alcool
e dcido carbdnico, na fermentacio alcodlica.

Kohl é da mesma opinido, e baseia-se no facto
de o glicogénio ser abundante na célula levedural,
principalmente durante o periodo activo da fermen-
tacdo e no seu desaparecimento qudsi total, quando
as células se preparam para esporular, bem como
110S ascoSPoros. :

As observacdes de Guilliermond veem negar a
teoria de Griiss e provar a existéncia do glicogé-
nio, em abundancia, nfio s6 durante a fermentacio,
como também durante a formagdo das ascas, subs-
tAncia que é completamente absorvido pelos ascos-
poros no curso da sua maturagfo.

As pesquisas de Will demonstraram a existén-
cia de grande quantidade de glicogénio nas células
durdveis.

Respiragdo.— A levedura além de possuir a pro-
priedade de respirar, como todo o ser vivo, tem a




propriedade de absorver o oxigénio que se encon-
tra em estado de combinagao.

Schutzemberger e Risler observaram que colo-
cando uma levedura viva, no sangue arterial ou
numa solucfio de hemoglobina saturada de oxigé-
nio, o liquido passa rdpidamente de cor vermelha
para azul escuro e para a cor preta. Comtudo ¢
necessdrio frisar que a levedura pode apoderar-se
sémente do oxigénio das combinagdes instdveis,
como a hemoglobina.

- A actividade respiratoria, medida pela quanti-
dade de oxigénio consumido na unidade do tempo,
pela unidade do péso, ndo é influenciada pela lu-
minosidade. Fla varia porém sensivelmente se-
oundo o grau da temperatura. Muito fraca a 10°
eleva-se lentamente até 18¢, atingindo o seu mé-
ximo a 60° acima do qual cai bruscamente produ-
zindo a morte da levedura. '

Como ji se viu, Griiss faz desempenhar ao gli-
cogénio um papel importante na respiracdo e con:
sidera-o como uma reserva, exclusivamente des-
tinada para a respiracio e para a fermentacdo
alcodlica. Para éste autor as leveduras oxidariam a
glucose, derivada pela hidrélise do glicogénio, e
transforma-la-iam em dcido carbodnico e dgua por
meio das suas oxidases. ' '

Fermentagio alcodlica.— As leveduras em geral
desenvolvem-se nos: liquidos sob forma de depd-
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sito, e é sémente em condigSes excepcionais
que formam a superficie, uma espécie de peli-
cula, conhecida vulgarmente pelo nome de véu.
Quando se cultiva as leveduras numa delgada ca-
mada de liquido agucarado, elas desenvolvem-se
no fundo, por encontrarem ai, a quantidade do
oxigénio que lhes é necessdria, em virtude de
haver uma fécil e constante renovagio do ar. Nes-
tas condigdes ela é aerGbia, e como tal, comporta-
-se como todos os vegetais, isto ¢ absorve o agii-
car existente no liquido, utilizando uma parte déle
para a manutengdo do seu protoplasma, e para a
creagfio de nova substincia viva, e transformando
o resto, em dcido carbénico e dgua, por meio de
oxidagdo.

Introduzida porém, num baldo completamente
cheio de liquido agucarado, ela, encontrando pés-
simas condig¢Ges para o renovamento do ar, con-
some apenas uma pequena parte do aglicar para
o seu sustento, e transforma o resto em alcool
e dcido carbdnico, por meio da sua zimase, e é
éste fenénmeno quimico que fornece A levedura,
nos casos de vida anaerdbia, a energia de que ela
necessita.

Pasteur, provou por uma série de experiéncias
demonstrativas que a fermentacio é tanto mais
activa quanto menor ¢ a quantidade de oxigénio.

As experiéncias de Denys Cochin, discipulo
de Pasteur, provaram que a levedura ndo era um
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organismo estrictamente anaerébio pelo facto de a
auséncia total de oxigénio, produzir a completa su-
pressdo da fermentagao.

A fermentacdo alcodlica, segundo Pasteur, pode
ser produzida por todas as células vivas, desde que
contenham agticar.

As experiéncias de Bérard, Bellamy, Mazé, etc,,
confirmam que o fenémeno da fermentagdo al-
coolica ndo é exclusivo das leveduras e demons-
tram efectivamente que na auséncia do oxigénio
todas as células vivas que contenham agticar podem
produzir a fermentagdo alcodlica. E as proprias le-
veduras, submetidas 4 inanigdo numa atmosfera
privada de ar, podem fermentar o glicogénio
que elas tinham acumulado e que constituia a sua
reserva, sofrendo assim, uma espécie de autofer-
mentacdo.

Muitas leveduras, como as Micodermas e mui-
tas Térulas, ndo possuem a propriedade da fermen-
tacdo alcodlica. Elas formam um denso véu que
cobre toda a superficie do liquido, vivendo assim
em contacto com o oxigénio necessirio para o seu
desenvolvimento. '

Qual é o mecanismo pelo qual se produz a
fermentacdo? Para Berthelot e Claude Bernard a
fermentagdo provem duma diastase segregada pela
levedura.

Pasteur e Denys Cochin ndo conseguiram iso-
lar esta diastase das células levedurais e porisso
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o primeiro, ‘sem todavia eliminar a existéncia de
uma acgdo diastdsica, pensou que a fermentagio
devia estar ligada a accdo. vital da prépria célula
levedural.

Posteriormente, Buchner, conseguindo extrair
0 suco das leveduras e a zimase que ela contém,
veiu “confirmar a opinido de Berthelot e eliminar
por completo a concepc;ao v1tahsta da fermentaqao
alcoohca. |

‘Descreverei aqui resumidamente o processo
seguido por Buchner para extrair o suco das leve-
duras. Tritura-se, até formar uma massa pastosa,
1.000 grs. de leveduras, bem lavadas e deshidrata-
das, 1.000 grs. de quartzo fino em pé e 250 grs.
de tripoli que se junta afim de se obviar a difi-
culdade da pulverisacdo, devido & elasticidade e &
pequena dimensdo das células. Sujeita-se esta rmassa
d acgdo de uma prensa hidrdulica, repetidas vezes
e sob uma forte pressdo, e recolhe-se em seguida
0 suco, que possue a cor acastanhada. Aquecido a
40° ou 50, o liquido deixa separar flocos insolti-
veis de albumina e perde o seu poder fermentativo.

Albert e Rapp demonstraram um processo de
se-obter a fermentagdo alcodlica, com células mor-
tas. Coloca-se a levedura depois de morta, por meio
de alcool, éter ou acetona, e depois de deshidra-
tada, sobre o papel filtro; lava-se com éter e deixa-
-se secar a temperatura de 450, Obtem-se assim
um pg braiico, constituido de células mortas, cha-



mado zymina e ao qual Danerhefe deu o nome de
levedura durdvel. Albert e Rapp viram que as célu-
las continuavam a ter as propriedades fermentativas
pelo facto de produzirem rdpida fermentagdo quan-
do colocadas numa solucio acucarada. Lebedeff
obteve 1gualmente uma zimase muito activa, por
meio de maceragdo das leveduras, em dgua sm1ples
durante muito tempo.

Teorias da fermentacdo alcodlica.—Todos ad-
mitem que a fermentagdo alcodlica parece desem-
penhar o papel de libertar a energia necessdria a
vida da levedura, todas as vezes que esta se encon-
tra em condi¢des em que a respiracio ndo € pos-
sivel. Quanto ao seu papel biolégico e as suas re-
lagGes com a resplracao é que os fisiologistas ndo
estdo de acordo.

Passo a expOr resumidamente, algumas das vé-
rias teorias que existem para explicar éste feno-
meno.

Teoria de Pasteur.—Foi Pasteur quem primei-
ro pensou que as leveduras, vivendo ao abrigo do
ar, deviam certamente procurar o oxigénio que lhes
faltava, decompondo os elementos que lhes sdo
acessiveis.

Segundo éste sdbio, a fermentacao seria pms
um fenémeno de resisténcia a asfixia, em virtude
do qual, a levedura, ndo encontrando o oxigénio




indispensdvel & sua vida, apossar-se-ia do existente
em estado de combinagdo, no acticar, do meio em
que ela vive. Esta teoria, criticada por vérios auto-
res, nao deixa de ser verdadeira em parte, porque,
se ¢ certo que a levedura ndo se apodera do oxi-
génio do agticar que faz fermentar, como afirmava
Pasteur, ela liberta, por meio déste fendmeno, a
energia que € necessédria para a sua vida.

Teoria de Wortmann e de. Delbriich,— Para
éstes autores o alcool desempenharia o papel de
uma toxina e serviria  levedura para se defender
contra os organismos que lhe disputassem o ter-
reno. As primeiras leveduras ou leveduras selva-
gens, segundo éstes autores, parasitariam em geral,
exclusivamente os frutos apodrecidos ou a secrecio
mucosa das drvores, ao lado doutros organismos
vivendo nas mesmas condigdes e contra os quais
elas tinham de travar constantes lutas. Neste
struggle for life, as leveduras conseguiriam sair
sempre vitoriosas, gracas ao seu fermento, o qual
constitue por assim dizer um meio de conservagio
da espécie. A cultura das leveduras pelo homem,
contribuiu para que elas podessem ter uma vida
anaerdbia, desenvolver a propriedade de segregar
alcool e suportar ddses crescentes desta subs-
tincia, de maneira que as leveduras primitiva-
mente aerébias, adaptaram-se lentamente i vida
anaerobia. - '
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‘Tem-se apresentado contra esta teoria, o facto
de as toxinas ndo serem geralmente segregadas
em quantidade suficiente para prejudicar os mi-
croorganismos que as produzem, sucedendo porém
com as leveduras, precisamente o contrdrio— pro-
duzem uma fal quantidade de alcool que elas pro-
prias chegam a envenenar-se.

Teoria que considera a fermentacdo uma das
Jases da respiragdo. —Segundo esta teoria, que
ndo ¢ sendo a teoria de Pasteur modificada, a fer-
menta¢do € uma das fases da respiragao.

Baseando-se na existéncia do alcool em vérios
tecidos e no facto de a fermentacio alcodlica nio
ser um fendmeno exclusivo das leveduras, visto
existir na maior parte dos fungos, Mazé, Duclaux,
Pfeffer, Palladum, Stoklasa e vdrios outros, admi-
tem a existéncia da zimase em todos os organis-
mos, intervindo de uma maneira constante na
respirag@o. O alcool para éstes fisiologistas é sem-
pre um produto intermedidrio da respiragdo nor-
mal das plantas e dos animais. A respiragdo, se-
gundo esta teoria, compreende duas fases. Na
primeira—respiragdo intramolecular ou fermen-
tacdo alcodlica, em que ndo- hd necessidade do
oxigénio, —dd-se a dissociagio do agticar em alcool
e 4cido carbonico, pela accdo da zimase. Na se-
gunda o alcool formado na primeira fase seria

* transformado em presenga do ar e por meio da
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oxidase, em dcido carbdnico e dgua—é a respira-
¢ao propriamente dita ou respiragdo externa.

Certos fisiologistas admitem que o alcool ndo
é somente um produto intermedidrio da respiragdo
mas também o termo mais simples da assimilagdo
do carbono. Os alimentos hidrocarbonados seriam
todos transformados. em alcool antes de serem
assimilados.

Habifat.— As leveduras sio necessdriamente
saprofitas ou parasitas por ndo poderem assimilar
o carbono atmosférico em virtude de serem des:
providas de clorofila. Qudsi todas elas, exceptuan-
do as que sio cultivadas nos laboratérios e as
quais se pode chamar leveduras domésticas, vivem
em ‘estado saprofitico, nos logares onde existe
agticar. Sdo os frutos que constituem, em regra, o
habitat das leveduras, encontrando-se também nas
flores, nas secregdes mucosas das drvores, nos de:
tritos ‘vegetais'em decomposicdo, etc. Um grande
ntmero de leveduras sdo parasitas dos animais e
do homem e podem produzir neles virias lesGes:

Parasitismo.— O parasitismo das leveduras
exerce-se unicamente nos animais e no homem;
Ele 'é conhecido desde muitos anos. Remack
e Robin observaram nos intestinos de diversos
mamiferos, o Saccharomycopsis gutfulatus.” Me-
tchnikoff -descobriu has_Daphnias: a. Monospora
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cuspidata que provoca nos crustdceos, uma doenga
especial.

Por éstes tltimos tempos teem sido descober-
tas muitas leveduras, ocasionando no homem e
nos animais domésticos, diversas doencas designa-
das por blastomicoses. Assim, Raynand, Lucet e
Guegen encontraram o Crypfococcus linguce pilosc,
num doente de lingua negra pilosa. Achalme e
Troisier descobriram o S. anguinae, agente das
anginas que sdo clinicamente andlogas ao sapinho.
Dantec considera igualmente as leveduras como
agentes de certas disenterias. :

Pensou-se ao principio que certas leveduras,
- habitualmente saprofitas, poderiam apresentar, em
certas condigoes, propriedades patogénicas ou td-
xicas. Por uma série de inoculagdes feitas em di-
versos animais, M."® Lydia Rabinowitch provou que
as leveduras ndo segregavam toxinas capazes de
exercer uma acgdo prejudicial nos animais, pois que
das 50 espécies de leveduras inoculadas, somente
sete foram patogénicas para o coelho e para o rato, e
nenhuma para o cobaio, e a morte désses animais,
parecia ser para ela, por infecgdo e ndo por intoxi-
cagdo.

Nao considerando as infecdes secundarias, pelas
leveduras, de diversas lesGes da pele, mucosa e mes-
mo das visceras, s30 raros os casos em que as leve-
duras exercem um papel patogénico real e exclusivo.

As blastomicoses parecem ser, doencas excepcionais.
4



Filogenia das leveduras

As leveduras seriam espécies auténomas ou re-
presentariam simplesmente uma forma de evolugio
dos fungos filamentosos mais desenvolvidos, vi~
vendo em estado de leveduras durante o outono &
tomando no inverno uma forma miceliana? :

Tal é a questido que foi discutida durante lon-
£0S anos. i

O desconhecimento da origem das leveduras e
do seu ciclo evolutivo complicava a solugio do
assunto. Sabia-se que a levedura de cerveja era
transmitida desde longos anos por meio de suces-:
sivas passagens laboratoriais, podendo-se mesmo
dizer que as leveduras actualmente utilizadas na
indstria, remontam aos tempos egipcios. Mas se a
levedura de cerveja poude ser domesticada e pro-
fundamente modificada pela cultura do homem, e;
fixar-se definitivamente em estado de levedura,
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! donde - proviria a levedura do vinho e como se-
| ria transportada a superficie das uvas, onde elas
vivem habitualmente? Pasteur observou que na
uva, a levedura existe sempre associada a um ou-
tro fungo, Dematium pullulans, que se encontra
nas vinhas durante todo o ano. Baseando-se neste
facto, éste sdbio considerou a levedura como uma
transformagdo do Dematium, tanto mais que éste
fungo apresenta no seu desenvolvimento, formas
levedurais. Mas, bem depressa teve de abando-
nar esta ideia, em consequiéncia das experién-
cias do seu aluno Chamberland que demons-
trou claramente que as leveduras de Dematium
ndo tinham nenhuma relagio com a levedura do
vinho, visto ndo poderem produzir a fermentac;ao
alcodlica. ‘
O problema da posicdo das leveduras na clas-
sificagio dos fungos, estava pois subordinado ao
problema da sua origem, e tanto um como o outro,
86 poderiam ser resolvidos pelos seguintes méto-
dos: a) obtendo a transformagdo dos fungos em
leveduras ou vice-versa; &) fazendo um estudo mi-
nucioso do ciclo evolutivo das leveduras, na natu-
reza; ¢ estudando a morfologia e a citologia das
leveduras, pelo qual se chegasse 'a provar, nos
Saccharomices, a existéncia de caracteres especiais
que 0s distinguem das outras leveduras, fazendo
com que sejam cons:derados um. grupo auto-
nomo. = .
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 Numerosas experiéncias, com o fint de se'cons
seguir a transformagdo dos fungos em verdadeiras
leveduras, deram resultados negativos, parecendo
portanto que elas devem constituir um grupo dparte.

Para Jérgensen, as leveduras derivariam, ndo
das leveduras ordindrias do Dematium, mas das
suas leveduras, desenvolvidas em condigGes espe:
ciais. Para éste autor, as leveduras do Dematium
transformar-se-iam em’ verdadeiros Saccharomices,
possuindo a propriedade de formar esporos internos
e de produzir a fermentaciio alcodlica, somente
quando estivessem nas uvas, a temperatura de 20°
aproximadamente.

Os trabalhos de Seiter, Klocker e Schlonnmg
vieram demonstrar com precisdo que os resultados
obtidos por Jorgensen e outros, provinham das
lmpurezas da cultura. Estes autores tentaram igual-
mente, por meio de experiéncias, transformar cer-
tos fungos em leveduras, sem toda\na chegarem a
obter tal resultado.

O estudo do ciclo evolutivo das leveduras na
natureza, foi iniciado em 1881 por Hansen que
tomando para objecto da sua observagio o S. api-
culatus, ficilmente ‘réconhecivel em virtude da for-
ma especial das suas células, chegou a conclusdo
de que é a'chuva e a queda dos frutos que trans-
portam as Ieveduras para o solo onde elas htber-
nam, em regra.

 As experiéncias de Miiller-Thurgan e Berlese
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obtiverani o mesmo resultado e o proprio-Harnisen,
estudando mais tarde ‘o ciclo evolutivo de diversas
outras leveduras, notou que em todas elas o ciclo
era idéntico ao do S. apiculatus. ‘

‘Comio € que essas leveduras sao depois trans-
portadas do solo para a superficie dos frutes? O
ar parece desempenhar um importante papel no
transporte das leveduras, e -a sua ‘existéncia em
grande quantidade, ho ar, principalmente durante
o estio e o outono, foi observada por Chamberland.
Hansen constatou igunalmente a existéncia das le-
veduras nas poeiras atmosféricas e o papel que elas
desempenljam para o regresso das leveduras para
a supérficie dos frutos na época da sua maturagao.
Nesta ocasido, as leveduras, encontrando tima tem-
peratura mais elevada e o meio de cultura mais
favordvel para ‘o seu desenvolvimento, multiplicam-
-se activamente, favorecendo asszm a sua dissemi-
nagfio nas poeiras.

Boutroux descobriu a ex1stencna dos S. cere-
visiee, elipsoideus e apiculafus em vérios insectos,
tais como moscas, abelhas, formigas, etc,, demons-
trando assim o importante papel que os insectos
desempenham no transporte das leveduras.

Wortmann e Berlese sdo também' de opinido
que sdo principalmente os insectos que transportam
as leveduras de uma vinha para outra. Para Berlese
o transporte ndo se faria simplesmente pelas patas
dos insectos. E de opinido que as leveduras podem
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atravessar o tubo digestivo, sem morrer. Esta hipé-
tese foi confirmada pelos trabalhos de Neumayer,
demonstrando que as leveduras eram resistentes
aos sucos digestivos.

Quanto & morfologia e a citologia das levedu-
ras, trabalhos recentes vieram demonstrar de uma
maneira indiscutivel, a natureza ascogénica das l¢-
veduras, a sua autonomia e o seu parentesco com
os Ascomicetas. Os caracteres. morfolégicos e
citologicos da asca das leveduras apresentam ver-
dadeiramente, grande analogia com a asca dos
Ascomicetas. Os ascosporos desenvolvem-se por
processos idénticos, apresentando ainda, em certas
leveduras, formas caracteristicas, absolutamente and-
logas as dos ascosporos de certos Ascomicetas:
Finalmente, a descoberta da copulagdo na origem
da asca, nos Schizosaccharomices, veiu demonstrar;
juntamente com os caracteres morfoldgicos e cito-
l6gicos das ascas das leveduras, a sua autonomia
e comprovar a sua entrada no grupo dos Ascomi-
cetas. A questdo da origem e da posigdo das leve-
duras estd hoje definitivamente resolvida.

As Térulas € as Micodermas, dcerca das quais
ja me referi no capitulo anterior, sdo leveduras que
ndo esporulam e como tal devem ser separadas da
familia dos Saccharomicetdceas ou leveduras ver-
dadeiras, visto a sua origem e a sua posi¢do na
classificagdo, ndo estarem ainda estiidadas.



~Quie logar dévem ocupar as leveduras, na clas-
sificagdo dos Ascomicetas? Durante muitos anos;
dentre: os fungos que se assemelhavam as levedu-
ras,” conhecia-se  apenas 'as Exodsceas- que,: pelos
caracteres das suas ascas e pelas formas levedurais,
fazem lembrar imenso os' Saccharomices. As pes-
quisas de Dangeard e de Ikeno demonstraram
contudo que a asca das Exodsceas encerra no ini-
cio, dois micleos, que se fundem num' s6, pouco
antes das divisGes nucleares, afim de’ formarem
oito ascosporos. As leveduras pelo contrério, dife-
rem ‘das Exodsceas por ndo apresentarem fusao
nuclear, na asca.

/' Conhecia-se desde muitos anos a familia das
Endomycetaceas que possue espécies muito vizi-
nhas das- leveduras. Desta familia, sé os géneros
Eremascus e Endomyces sio bem conhecidos. O
género Eremascus possue as espécies E. albus e
E. fertilis. Este tltimo foi descoberto e estudado
por M. Stoppel que o descreve do seguinte mo-
do.—Apresenta a forma de um niicleo septuado e
ramificado, tendo em geral cada célula: um 'sé
nticleo. Ndo produz conidias mas déd origem a um
considerdvel nitimero de ascas, derivadas de unia
copulagio isogdmica que se efectua geralmente
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entre duas células contiguas, do mesmo filamento,
que se unem por meio de pequenos diverticulos,
desempenhando o papel de gametas que se anasto-
mosam formando assim uma espécie de ponte
de unido entre as células. O septo que separa as
duas células, no meio do canal de copulagdo, nao
tarda a desaparecer e uma parte do citoplasma in-
troduz-se entdo neste canal formando na sua parte
média—o ' zygosporo. Neste momento cada uma
das células divide o seu niicleo em dois niicleos-
+filhos, um dos quais fica na célula, e o outro, in-
troduz-se no zygosporo, onde os dois niicleos se-
xuais se fundem dando origem a um niicleo volu-
moso. Depois desta fusdo, o zygosporo separa-se
por meio de um septo transversal, dos dois ramos
donde éle proveio, engrossa e transforma-se em
asca octosporada absolutamente similhante & asca
da levedura. Os ascosporos germinam, produzmdo
directamente um micélio e possuem duas membra-
nas envolventes, uma das quais, a externa, se abre
no momento da germinacao.

- Dadescri¢do pode-se concluir a estrelta relagio
gue existe entre o Eremascus e as leveduras: as
suas ascas apresentam os mesmos caracteres e re-
sultam de uma copulagdo que se encontra igual-
mente nos Zygo e Schizosaccharomices; o pro-
eesso da formagdo da asca precedido de copulagdo
assemelha-se muito ao das leveduras. E certo que
a. copulagio das leveduras em geral, difere da do
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E: fertilis por ser incompleta e chégar & forma-
¢d0 de uma asca em forma de haltere; mas o Sch;
octosporus pode ser considerado como o interme-
didrio entre a copulagdo do Eremascus e a das ou-
tras leveduras. :

O género Endomyces possue maiores  afini-
dades com as leveduras; assim, o Endomyces fibu-
liger, descoberto por Lindner, apresenta muiitas
similhancas com o Eremascus fertilis. E conside:
rado ‘como um intermedidrio entre as leveduras
e o Eremascus, pelo facto do seu micélio, que é
formado ‘de células uninucleadas, dar origem, por
gemacdo dos articulos, a uma série de formas leve=
durais. - :

Eis a'descricio do Endomyces fibuliger feita
por Guilliermond. O Endomyces fibuliger produz
conidias que se formam igualmente por gemacio
dos articulos, e que podem ser comparados em parte
as células durdveis das leveduras. Possue ascas ana-
logas as do Eremascus, encerrando sémente quatro
ascosporos. No processo de formagio das ascas,
existe igualmente muita similhanca. Tanto no Ere-
mascus fertilis como no End. fibuliger, sdo duas célu-
las contiguas que produzem protuberancias com ten-
déncia a reunirem-se, Pode-se portanto, considerar
o End. fibuliger como uma forma derivada de um
género vizinho do Eremascus fertilis. O Endo-
myces - fibuliger constitue um intermedidrio entre
o Eremascus fertilis e o End. capsularis, descoberto




59

h& poucos anos por Schidnning. Este dltimo apre-
senta -igualmente um micélio septuado e ramifi-
cado, formado de ‘célilas uninucleadas e for-
nece, por gemagdo das células, numerosas leve:
duras. Produz também ascas idénticas as do E.
fibuliger, com 4 ascosporos providos de duas
membranas e ‘dando origem quer as leveduras
quer ao micélio. Mas aqui, ao contrdrio do que
sucede com o End. fibuliger, ndo existe traco ne-
nhum de sexualidade ancestral: as ascas nascem
por uma espécie de gemagio das células ou mes-
mo a custa de uma célula do micélio, sem existir
nenhuma anastomdse prévia, como sucede no End.
fibuliger. O End. capsularis representa pois o grau
mais elevado que parecem terem atingido na evo-
lugdo parthenogenética os descendentes do Ere:
mascus. [ |

~ Os estudos filogenéticos déstes fungos pare-
cem realmente provar que o género Eremascus
representa uma forma ancestral donde proviria
uma forma ainda hipotética, vizinha do Endomyces
fibuliger, mas diferindo déle pela existéncia da
copulagio isogdmica, caracteristica do Eremas-
cus. Esta copulagdo, muito reduzida no E. fibuli-
ger, desaparece completamente no End. capsularis.
Desta forma hipotética derivariam as leveduras,
gracas a regressdo, tanto dos fendmenos sexuais,
que tenderiam a desaparecer, como da forma mice-
liana dando logar as formas levedurais.
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‘Em tesumo’ o fingo hipotético derivado do
Eremascus daria origem a dois ramos—um, o E
fibuliger- € o' End. capsularis, € outro, os Zygo:
saccharomices e os Saccharomices. O género Sac:
charomices  representaria uma forma  partenoge-
nética derivada do Zygosaccharomices, segiindo
parece demonstrar a existéncia de formas interme:
didrias nas 'quais as ascas, apésar de se formarem
sem copulagdo, conservam vestigios' de sexuas
lidade.: - : : i
-~ Donde proviriam os Schizosaccharomices?
Guilliermond estudando o End. Magnusii e o E.
decipiens observou  que’ tinham muita -analogia
com as-Schizosaccharomices. Eis a desericio 'des-
tas formas do género Endomyces feifas por éste
ilustre micologista. Estes dois fungos assemelham:
-se muito ao E. fibuliger, distinguindo-se déle pelo
facto de, emi logar de produzir formas levedurais,
dar - origem, por’ dissociagio dos articulos do mi-
célio, as células designadas com o nome de oidias;
estas depois de se isolarem, sdo susceptiveis de cres:
cereni e de se septuarem de novo, como as células
dos Schizosaccharomices. Na sua forma geral a oidia
¢ idéntica a célula do Schizosaccharomices, notando-
-se contudo que citologicamente, o End. Magnusii
se distingue muitas vezes pelo facto de possuir mui-
tos niicleos. Fstes fungos apresentam clamidosporos
que nascem como as oidias, por uma dissociagio
das células -do micélio, distinguindo-se contudo
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pela existéncia de uma membrana muito espéssa e
pelo facto de elas, depois de formadas, cessarem de
crescer emquanto ndo encontrarem condi¢Ges pro-
prias para a germinagdo. Estes corpos, espécies de
oidias enquistadas, podem ser comparadas as célu-
las durdveis das leveduras. O E. decipiens € o E.
magnusii produzem numerosas ascas que nascem
nas extremidades dos filamentos. No E. decipiens
elas ndo sao precedidas de nenhum acto sexual, ao
contrdrio do que sucede no E. magnusii, na qual a
asca resulta de uma copulagdo heterogdmica, muito
semelhante ao do Sch. octosporus, que se efectua
entre um gameta macho e um gameta femea, nas-
cidos na extremidade de um ramo miceliano.

Pode-se pois considerar os Schizosaccharomi-
ces como derivados de uma forma ainda hipotética,
andloga ao E. magnusii, mas muito menos evolu-
cionado. Desta forma derivariam de um lado o E.
magnusii, com a sua forma partenogenética, e os
Schizosaccharomices, e do outro lado, o E. fibuli-
ger, 0s Zygosaccharomices e as leveduras que ger-
minam.



Métodos de cuﬂltura

Para se estudar uma levedura é necessdrio co-
nhecer os processos que permitem isolar, cultivar e
observar as leveduras. Eis sobre o que versard éste
capitulo.

As leveduras como as bactérias, cultivam-se
bem, tanto ‘nos meios liquidos como nos sélidos,
sendo todavia conveniente cultiva-las em meios li-
quidos ligeiramente 4cidos, ao contrdrio do que su-
cede com as bactérias que preferem os meios alca-
linos. :

Para se obter o desenvolvimento de uma leve-
dura num meio. liquido, Guilliermond aconselha
coloca-la em recipientes de superficies largas nas
quais a camada do liquido nutritivo nio deve ex-
ceder 1 a 2 cm, de maneira que o ar tenha livre
acesso. ' i &
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Para se obter a fermentagdo de uma levedura,
pode-se utilizar indeferentemente baldes ou tubos
de ensaio, contendo liquido acucarado até encher
por completo os tubos, afim de o ar se renovar
muito dificilmente.

Para as culturas-de leveduras, emprega-se ge-
ralmente os recipientes utilizados nos laboratérios,
tais como placas de Petri, tubos de Roux, etc. Para
os estudos de fisiologia serve-se de preferéncia os
balGes de Pasteur, de Chamberland, etc.

Os liquidos favordveis ao desenvolvimento das
leveduras sdo: o liquido de Raulin, muito favora-
vel a vegetacdo de.certas espécies; o mosto de cer-
veja, que constitue o alimento: de predile¢do das le-
veduras, sendo por isto o mais utilizado paraa stia
cultura, e vdrios outros:como o liquido de Mayer,
Hansen, etc. >
2= Osmeijos sélidos utilizados geralmente s30 a
batata, a-cenoura, ec. Estes mieios sdo de grande
utilidade laboratorial pelo facto de as'leveduras se
desenvolverem néles muito activamente, apresen-
tando- aspectos ‘macroscopicos caracteristicos para
cada espécie e sendo assim de grande utilidade
para; o-diagnostico 'da espécie. Além disto € nos
meios; solidos que as leveduras esporulam mals fd-
c1lmente )

Metodo para se obler @ esporulacao,-—»Como
]a d:sse num dos capitulos anteriores, para que uma
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levedura esporule é hecessdrio que as suas células
sejam novas, bem alimentadas ‘e que tenham acu-
mulado no ptrotoplasma, reservas suficientes para a
formagdo dos ascosporos. Para isto, cultiva-se a
levedura que se quer fazer esporular, durante 48
horas, num meio nutritivo (mosto de cerveja) que
se renova duas a trés vezes, Depois de rejuvenés-
cida, submete-se a inanigiio afim de ela se multi-
plicar por gemagdo e formar ascosporos. ,
O melhor processo para éste fim, € 6 processo
de Engel, niais tarde aperfeicoado por Harsen
e que consiste em colocar a levedura, rejuvénes-
cida' e’ tirada do moésto de cerveja, num bloco
de gésso de superficie lisa. Para se obter as trés
condigdes indispensdveis para a esporulagdo, —li-
vre acesso doar, temperatura favordvel e um’ certo
grau de humidade, — coloca-se um bloco de gésso
num vaso contendo dgua destilada, em quantidade
suficiente para atingir a metade da altura do bloco;
de mado que as leveduras encontrem -assim, as
condigdes de humidade necessérias para formar
os ascosporos. O vaso simplesmente coberto por
meio duma tampa, afim do ar fdcilmente penetrar
néle, € -esterilizado ao autoclave, 4 temperatura de
1159, diirante meia hora. Em seguida coloca-se as
leveduras rejuvenescidas sobre o bloco, fecha-se o
vaso e coloca-se na estufa i temperatura de 25' e
30". Ao cabo de 30 horas, encontra-se por éste
processo a ‘maior parte das-célilas jd'esporuladas.

b




Hansen, afim de evitar a f4cil infecgfio do vaso,
pelas bactérias, substituiu o vaso de Engel por
um aparelho especial, conhecido hoje pelo nome
de frasco de Hansen, e que consiste num frasco
cilindrico fechado por meio de uma rolha esmeri-
lada, com um tubo contendo algoddo, afim de per-
mitir a entrada do ar. Introduz-se no frasco uma
camada liquida de gésso, no meio da qual coloca-
-se um pedago de gésso, e esteriliza-se & tempera-
tura de 1159, Depois, por meio de uma ansa de
platina, deposita-se no bloco, um fragmento da
levedura que se quer estudar, fecha-se o frasco e
introduz-se no fundo, uma pequena quantidade de
dgua esterilizada, por meio de um tubo lateral que
o frasco possue.

M Gorodkowa preconisa um novo processo
que tem a vantagem de ser mais ficil que o de
Engel-Hansen e que tem dado magnificos resul-
tados. Consiste simplesmente em cultivar as células
levedurais jovens e activas no seguinte meio, que
actualmente tem o seu nome:

Agua destilada . . . . 100 grs
Balalh o ab neiidnc inaAns vosch T T,
Peplong . .+ o e e ey i
Caldo simples . . . . . : e
Cloreto de sédio . . . . 0,6 grs.
Glucose . . .« . . . 0,25

" As leyeduras. desenvolvem-se. rdpidamente du-
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rante as primeiras horas, mas como a pequena
quantidade de glucose, que o meio contém, é insu-
ficiente para a nutrigdo, elas comegam a esporular
abundantemente ao cabo de 2 ou 3 dias.

Existem vdrios outros processos para se obter
0s ascoporos, mas de todos €les, 0 método de En-
gel-Hansen e o de M."* Gorodkowa sdo os que dao
melhores resultados, na opinido de Guilliermond,

- Métodos de purificagio e de isolamento das le-
veduras.— As leveduras vivem em geral associadas
as bactérias, aos diferentes fungos e mesmo as vi.
rias espécies de leveduras, sendo porisso uma ope-
racdo muito delicada fazer-se o seu isolamento,
principalmente quando se quer isolar umas das
outras, as diversas espécies levedurais.

Deve-se a Hansen e a Lindner o conhec1mento
dos métodos que permitem efectuar com seguranga,
o isolamento das leveduras.

Os métodos de purificagdo sdo dois: o metodo
fisiologico e o método de dilui¢io ou de cultura
fraccionada.

Método fisioldgico.— Este método baseia-se no
facto de, numa associagdo, os diversos organismos
que a compdem multiplicam-se desigualmente em-
bora colocados num mesmo meio nutritivo e a
uma mesma temperatura. E pela concorréncia vital
que se realisa a seleccdo das espécies em virtude da
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qual, certas espécies morrem ou vegetam dificul-
tosamente, até serem eliminadas pelas espécies mais
fortes. Assim, para se se separar uma levedura, de
uma bactéria, cultiva-se vulgarmente, num meio
nutritivo ligeiramente ‘4cido, pelo facto de se sa-
ber que as leveduras encontram nos meios 4cidos
condigbes favordveis & sua existéncia, ao contrdrio
do que sucede com as bactérias que preferem os
meios alcalinos.

Pasteur e Cohn preconisam cultivar, as dife-
rentes espécies levedurais que se quer isolar, em
meios nutritivos, de composigio quimica variada,
e a temperaturas diferentes. Por éste processo, éstes
autores pretendem obter o desenvolvimento de cer-
tas espécies, a custa das outras, todas as vezes que
encontrassem um meio nutritivo e uma tempera-
tura que lhes fossem favordveis.

Este processo, segundo afirma Guilliermond, ¢
puramente empirico e sem nenhuma seguranca,
pois que muitas espécies podem desenvolver-se
simultaneamente e de uma maneira igual, sem se
prejudicarem, caso encontrem condigGes favordveis
ao seu desenvolvimento. Além disto, pode suceder
que uma espécie, que tenha eliminada uma outra
pelo facto de ter encontrado boas condigGes de
vida, seja eliminada por sua vez, por uma outra
espécie que até dquele momento se encontrava la-
tente.

O método flswloglco embora ndo nos dé re-
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sultados precisos ¢ de grande utilidade quando se
queir‘a'separar as bactérias das leveduras, o que re-
presenta jd, a primeira étape para 0 lsolamento de
uma levedura. :

Para se separar umas leveduras das outras, pre-
comsa-se o seguinte método.

M étodo de diluigdo ou de culfuras fraccionadas,
—Foi Pasteur o primeiro que empregou para a
purificagdo das leveduras, o seguinte método in-
ventado por Lister para isolar as bactérias. Faz-se
uma mistura de gésso e de uma pequena quanti-
dade de leveduras, dissecadas e reduzidas a po.
Espalha-se na atmosfera, o p6 assim obtido, dei-
xando-o cair de uma grande altura e abre-se entdo
muitos balGes contendo um liquido nutritivo e nos
quais préviamente se tenha feito vdcuo. As célu-
las espalhadas por éste processo, penetram nos ba-
loes e desenvolvem-se 14 dentro.

Hansen aperfeicoou éste método e apresentou
dois processos que oferecem toda a seguranca ne,
cessarla. :

Meétodos de Hanserz Eis conio Hansen des-
creve os seus métodos. Deita-se uma pequena quan:
tidade de levedura, na dgua esterilizada, em uma
determinada proporgdo, agita-se o baldo de modo
que as células se espalhem na dgua uniformemente,
tira-se entdo uma gota déste liquido e conta-se ao
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ficroscopio o niimero de célufas que ela conténr
Se a gota tiver por exemplo 10 células, deita-se
uma gota da mesma dimensao, num baldo contendo
20% de dgua esterilizada, agita-se o liquido, de
modo que as células se espalhem, e em seguida,
deita-se 1 déste liquido, sucessivamente em 20 ba-
16es. de liquido nutritivo. Se a operagdo tiver sido
bem feita, 10 dos baldes semeados, deverdo conter
tima sé célula, emquanto os restantes 10 ndo de-
vem conter nenhuma. Para se ter a certeza de que
as culturas em desenvolvimento provém de uma
sO célula, Hansen aconselha agitar bem os balGes
e deixa-los depois em repouso para que as células,
que se encontravam espalhadas no liquido, se de-
positem isoladamente, no fundo do baldo. Cada
célula, multiplicando-se, dard origem a uma colénia
separada e distinta das outras.

O segundo método de Hansen consiste no
emprégo de meios solidos contendo gelatina e
gelose. Este método ndo ¢ sendo uma aplicagio
do método de Koch, o qual consiste em deitar
num baldo de gelatina, aquecido a 30°, uma gota
da diluicdo duma cultura impura. Os gérmens
sdo espalhados na gelatina, agitando bem o baldo.
Deita-se em seguida a gelatina numa placa de vi-
dro que se coloca, sob uma campdnula esterilizada,
numa estufa a temperatura de 220. Depois de res-
friada, a gelatina solidifica-se e os gérmens espa-
hados desenvolvem-se em vdrias: colénias.
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Hansen empregon para o estudo das leveduras,
o imétodo de Koch, substituindo a placa de vidro
por cidmaras himidas ordindrias, ou cimara de
Bottcher que premitem seguir ao mICI'OSCOPIO 0
desenvolvimento das colénias. | e

A cAmara himida ordindria compde-se de uma
l4mina, tendo uma pequena escavagio na sua parte
central, ¢ de uma lamela, na face interior da qual
deita-se uma gota do liquido nutritivo contendo
algumias células, obtidas pela diluigdo, segundo o
processo anterior. |

A cémara de Bottcher, também chamada cA-
mara de Van Tiegen e Lemounier, compde-se de
uma ldmina de vidro e um anel também de vidro,
colado na sua parte central por meio de bdlsamo
de Canad4. Nesta pequena excavagio formada pelo
anel, deita-se uma gota do liquido nutritivo con-
tendo uma ou poucas células levedurais. Por meio
déste aparelho pode-se examinar ao microscopio o
desenvolvimento de uma s6 celula durante muitos
dias.

O processo de isolamento de Hansen, consiste
em deitar na ldmina, que estd dividida em 16 qua-
drados, uma godta de gelatina nutritiva, aquecida a
300 e contando em diluicdo, as leveduras que se
pretende isolar. Depois de a gelatina se solidificar
pelo resfriamento, faz-se a contagem do niimero
das células levedurais que a gota de gelatina con-
tém. Os quadrados existentes na ldmina’ facilitam
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imenso. esta contagem. Depois de se ter observado
o nimero dos quadrados ocupados pelas células,
leva-se a cAmara a estufa, & temperatura de 250 e
por meio de sucessivos exames microscopicos, re-
gularmente intervalados, ficilmente se observa a
multiplicacdo das células e a formac;ao das suas
coldnias. |
- Lindner preconisa outros metodos mais s:mples,
fundados no tiresmo principio. Dos seus vdrios mé:
todos descreverei apenas dois,--o0 método de cul:
tura em gotas e o de cultura em goticulas.

y @ pnmelro “consiste no segumte Depois de
se conseguir, por meio de sucessivas dilui¢des da
levedura no moésto de cerveja ou qualquer outro
liquido, que uma goéta desta solugio nutritiva con=
tenha uma so6 célula, tira-se por meio de uma fina
pipeta, uma pequena quantidade da. diluigfio e culs
tiva-se numa placa de Petri; préviamente esterili-
zada, ‘depositando em gotas separadas de modo
que cada célula dard origem a uma coldnia.

O seu segundo método consiste em tirar, por
meio de um estiléte muito fino, uma pequena
quantidade da diluicdo das leveduras, que se deita
em pequeninas gdtas ou em finas estrias sobre uma
{dmina que se coloca em seguida numa cAmara or-
dindria ou na de Bottcher. As goticulas que con-
tém uma s6 célula produzirdo assim uma cultura
pura e o seu desenvolvimento pode ser ficilmente
examinado ao microscépio.
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Conservacdo das leveduras.—A conservagao
das leveduras, sem necessidade de as cultivar em
novos meios € de uma grande vantagem labora-
torial. Ela foi 0 objecto de estudo, de vdrios mico-
logistas distintos, durante muitos anos. Actualmente,
devido as pesquisas de Hansen chegou-se a con:
clusdo de que o melhor meio para a conservagdo
das leveduras consiste em cultiva-las num liquido
a 10 ©fo de sacarose, sem dcido. Este agticar nio
fermenta e é consumido muito lentamente.

Will inventou um outro processo que consiste
em dissecar a 40° a levedura, p6 de silicio, gésso
e carvido, e colocar a mistura em caixas metdlicas
herméticamente fechadas, ao abrigo do ar e de luz.
Por éste meio, éste autor conseguiu conservar cer-
tas espécies de leveduras durante nove anos.

Esta résisténcia segundo Hansen € devida aos
ascosporos que se formam durante a dissecagfo.

Conhecidos os meios que permitem isolar as
leveduras, é necessirio conhecer a maneira de as
diferenciar, isto ¢, reconhecer se a levedura isolada
pertence a uma especie jzi'descrita ou a uma espé-
cie nova e neste tltimo caso a que género e a que
espécie ela pertence.

Os caracteres morfolégicos em virtude de esta,
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rém sujeitos s variagGes, ndo constituem caracte-
res diferenciais que permitam determinar as espé-
cies. E necessdrio pois procurar, além déstes, outros
| caracteres ‘distintivos das espécies. Hansen, uitiliza
' como caracteres de determinagdo: a forma e a di-
mensdo das células, em diversas temperaturas e em
diferentes meios; os limites da temperatura para a |
gemacdo; a forma dos ascosporos e o seu modo
de germinagdo; o aspecto macroscépico dos véus
e das culturas e o seu modo de formagdo; as pro-
priedades  bioquimicas das leveduras, ‘principal-
mente a’'sua acgdo nos diferentes agticares etc. Lind-
ner acrescenta a éstes caracteres, o aspecto ma-
| croscopico das coldnias gigantes.
- Passarei a exammar cada um destes caracteres
em especial.

a) Quando se quer estudar uma levedura, o
exame deve incidir primeiramente sdbre o aspecto
macroscopico do depdsito e depois sdbre o aspecto
microscépico das células. A forma macroscépica
do depdsito nas fermentacGes, pode apresentar aspe-
ctos caracteristicos, assim, a levedura pode ficar em
suspénsdo e turvar o liquido ou pode aderir-se ao
fundo do tubo, formar gémos, colar-se is paredes
etc. Depois de 'se conhecer o aspecto do depésito,

| deve-se observar ao microscépio a forma e a di-
mensio das células. déste depdsito. Embora as di-
mensGes das células ndo tenham grande importan-
cia, visto 'serem essencialmente varidveis, o estudo
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das stias formas porém, é de um grande valor pois
qgue hi leveduras possuindo formas caracteristi-
cas que permitein diagnostica-las imediatamente.
O género Hansenia e o S. apiculatus, por exemplo,
apresentam células de tipo apiculado que permitem
diferencia-las nitidamente das outras espécies. O
género Sacchoromycodes distingue-se facilmente,
pelas suas células alongadas, tubulosas, em forma
de frasco, e pelo seu modo de multiplicagdo que
fica por assim dizer entre a gemagdo e a secessdo
transversal. Os géneros Torulaspora e Debaryomy-
ces e muitas espécies de Térulas possuem igual-
mente algumas leveduras de forma perfeitamente
esférica, com um glébulo de gordura no interior
e constituindo o #ipo fdrula. Existem também leve-
duras de formas alongadas, cilindricas com um
contetido hialino, gemando sempre nas extremi-
dades e constituindo o #jpo micoderma. Mas a
maior parte das espécies, apresenta células de forma
muito varidvel, sem nenhum cardcter nitidamente
~ diferencial e possuindo sémente uma predominan-
cia de uma das formas alongada, eliptica ou esfé-
rica. _
De uma maneira geral pode-se dizer que a
forma da levedura nio nos d4 indicagdes sufi:
cientes € precisas para o conhecimento do género
e da espécie. 1
b) As temperaturas limites da gemagdo per-
mitem distinguir entre si certas espécies que te-
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nham 4 mesma forma. Hansen, afim de facilitar o
estudo, reuniu em um quadro, as temperaturas ma-
ximas e minimas de diversas espécies de leveduras.
Por éste quadro 'constata-se, que certas espécies
suportam temperaturas muito elevadas (460 a
470), ‘e outras ndo podem gemar acima de 349,
Hansen demonstrou igualmente que, muitas vezes
as “leveduras apresentam formas particulares, que
nos fornecem um importante elemento para o seu
estudo, quando cultivadas & temperatura: que Ihes
sdo extremas. : 2y venat
¢) +Na caracterizagio dos géneros, os caras
cteres morfol6gicos da asca e dos ascosporos, o
seit modo de germinagio e a copulagdo que pre-
cede a formagdo da asca em certas leveduras, sdo
iguatmente de grande importancia. Assim, o género
Zygosaccharomices, caracterizado unicamente pela
sexualidade, foi creado por Barker, pelo facto de
éste autor ter observado néle a existéncia de copu-
lagdo. Todas as leveduras nas quais a asca resulta ;
de uma copulagdo, pertencem ao género Zygosac-
charomices, excepto os Schizosaccharomices que
apesar de possuir uma copulagdo andloga, encon:
tra-se separado déle, devido a sua forma e ao seu
modo de divisao celular. .
Klocker, constatou fendmenos sexuais andlo-
gos, no Debaryomyces globosus que éle considerou
como pertencendo a um género novo, baseando-se
na forma especial dos seus ascosporos. it
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O Nematospora coryli € a Monospara cuspi-

dafa distinguem-se também, pelas suas ascas, de
grandes dimensdes e de forma muito mais alon-
gada que as células vegetativas, possuindo um na-
mero fixo de ascosporos (4 na primeira e 1 na se-
gunda) que tém a caracteristica forma de fuso ou
de agulha e que servem para determinar mtlda-
mente éstes dois géneros.
. A forma dos ascosporos ¢ realmente caracteris-
tica em certos casos, assim por exemplo, na Willia
anomala os ascosporos tém a forma de chapeu e
nos Schwanniomyces, a.forma anular com uma
membrana espinhosa.

A existéncia dos fenomenos sexuais prece:
dendo a formacdo da asca e dos ascosporos, ddo-
<«nos pois, dados suficientes para caracterizar os
géneros Nematospora, Monospora, Zygosaccharo-
-myces, Debaryomyces, Schwanniomyces ¢ Willia.

Fornece-nos também wm importante auxilio
para a determinagdio das espécies, o modo de ger:
minagdo dos ascosporos.. Baseado néle, Hansen
caracterizou o género Saccharomycodes no qual os
ascosporos sofrem em regra uma copulagio no
inicio da germinacdo, ligando-se depois, dois a
dois por meio de um canal de copulagiio que se
alonga produzindo novas células, por um processo
que fica entre a gemacdo e a secessdo. -

A forma e a dimensdo dos ‘ascosporos ndo
apresentam contudo, na maior. parte das espécies e
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ém especial nas leveduras industriais, nenhum ca-
rdcter especifico que sirva para a diferenciacio das
espécies.

d) Podem também ser utilizados como im-
portantes caracteres diferenciais, o modo de for-
magdo e o aspecto dos véus. Segundo Hansen, as
leveduras podem ser divididas sob éste ponto de
vista em dois grupos. Umas, em que o véu se
forma logo desde o inicio da fermentacgdo e nestas
0s véus, sdo de cor cinzenta, muito desenvolvidos,
sécos e plissados. Este grupo compreende os gé-
neros. Willia ‘e Pichia. As leveduras do segundo
grupo formam o véu quando a fermentagio j4 estd
no fim, Os seus véus sdo pouco desenvolvidos,
hiimidos e mais ou menos viscosos. Neste grupo
existem leveduras que nio formam véu nem anel e
outras que formam sémente anel. -

A formagio do véu e dos ascosporos estd su-
jeita, segundo demonstrou Hansen, s condicGes
de determinadas temperaturas, visto que as tempe-
raturas’ limites € Gtimas das leveduras variam de
uma espécie para outra, e éste facto pode servir de
grande uitilidade para a determinagdo da espécie.

Os véus podem apresentar caracteres morfols:
gicos caracteristicos' tais como — pelicula & super-
ficie, grumos flutuando no liquido, anel em volta
do tubo, etc, caracteres que variam segundo ‘as
temperaturas em que aparecem.

Os  aspectos ‘de vegetagdo que ‘as. leveduras
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apresentam nos meios sélidos constituem também
importantes caracteres de diferenciacio. Assim, a
gelatina é rdpidamente liquefeita por certas espé-
cies, outras, liquefazem-na lentamente e outras
ainda sdo desprovidas desta propriedade.

Para o estudo de uma espécie é conveniente
examinar o aspecto microscépico que apresentam
as culturas de leveduras, em gelose, gelatina, ce-
noura, batata, etc. =

As culturas podem ser feitas em placa estna e
em picada. Na primeira, vé-se que as leveduras
produzem colénias profundas ou superficiais se-
gundo forem anaerdbias ou aerébias. Na cultura
em picada obtém-se culturas de aspectos diferentes.
As coldnias podem ter a forma de um funil ou
apresentar zonas concénricas com estrias radiadas
partindo de uma saliéncia central.

Os caracteres que as culturas apresentam em
placa ou em picada, embora de grande utilidade,
devem ser considerados com certas reservas pelo
facto de os aspectos variarem sob a influéncia de
diversos factores externos, como a qualidade da
gelatina, a dimensdo e a forma do vaso de cultura,
etc. Sémente as coldnias obtidas nas culturas por
estria é que oferecem formas constantes e que sao
geralmente anilogas as que se observa nas cold-
nias gigantes.

¢) O método das culturas gigantes preconi-
zado por Lindner ¢é actualmente utilizado em todos
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os laboratérios. Consiste em semear a levedura na
parte central da gelatina estendida em grande su:
perficie. Obtém-se as coldnias gigantes em grandes
baldes contendo uma camada de 2 de gelatina.
Elas ddo geralmente em cada espécie um aspecto
diferente e caracteristico.

f) A accdo das leveduras sdbre diferentes
agticares é também de grande utilidade. E neces-
sdrio examinar se a espécie desdobra certos agii-
cares (sacarose, maltose e lactose) e quais sdo os
acucares que ela fermenta (sacarose, maltose, 1a-
ctose, rafinose, dextrina, inulina, etc). .

A maior parte das leveduras néo tem acc;ao
sobre a lactose '
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Classificagao das leveduras

Como jd se viu nos capitulos anteriores, as le-
veduras devem ser consideradas como um grupo
dos Ascomycetas inferiores, muito vizinho da fa-
milia das Endomycetdceas e parecendo derivar de
uma forma ancestral, vizinha do Eremascus fertils,
do qual proviriam também os derlvados das Endo-
mycetdceas e as leveduras.

Em virtude das afinidades existentes entre as
leveduras e as Endomyceticeas, Van Tieghem,
agrupa-as na familia das Eremascineas. :

Hansen considera porém as leveduras como
uma forma especial dos Ascomycetas, vizinhos das
Exodsceas e das Endomycetdceas, que éle designa
com o nome de Saccharomyceticeas. Embora entre
as Endomycetdceas e as Saccharomyceticeas exis-
tam todos os graus de transi¢do e hajam formas
que dificilmente se pode considerar como perten--
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cente 4 uma ou & outra, destas duas familias, as le-
veduras devem ser consideradas como uma familia
distinta, que, com a familia das Endomycetdceas,
constituird o grupo das Profoascineas.

Como se divide a familia das Saccharomyce-
tdceas?

Hansen divide as Saccharomycetdceas em dois
grupos: o primeiro compreende as leveduras que
formam um véu mucdso e sem bdlhas de ar, sé no
fim da fermentagdo. Este grupo compreende os géne-
ros Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Saccharo-
mycodes e Saccharomycopsis. O segundo grupo
abrange os tipos que formam, desde o inicio da fer-
mentagdo, um véu séco e com bdlhas de ar. Perten-
cem a éste grupo os géneros Willia e Pichia. Os gé-
neros Nematospora e Monospora sio considerados
por Hansen, um grupo distinto e ao qual éle deu o
nome de Saccharomycetdceas duvidosas.

Nesta classificagio, Hansen exclue os Schi-
zosaccharomyces, que considera um grupo: espe-
cial de leveduras, tendo mais afinidades com os
bacilos endosporados do que com as Saccharomy-
cetdceas. Esta exclusio ndo tem nenhuma razio de
ser, porque, se € verdade que estas leveduras dife-
rem das outras, pelo seu modo de divisdo (secessdo
transversal) elas pertencem incontestavelmente i
familia das Saccharomyceticeas, pela copulagio que,
em qudsi todas elas, precede a formacio das ascas.
Além disto, elas sdo vizinhas do género Saccharo-
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mycodes cujas células se dlvrdem por um processo
intermedidrio entre a secessdio tipica e a gemacho,
constituindo assini ‘uma forma de transicio entre
o0s Schizosaccharomyces € as outras leveduras:

A ‘actual classificagdo divide as Saccharomyce-
tdceas em cinco grupos:

I . Leveduras multiplicando-se pela secessdo
transversal e cujas ascas, derivadas de uma copu-
lagdo, possuem 4 ou 8 ascosporos, providos de
uma s6 membrana. :

Compreende apenas os Schizosaccharomyces
com as suas poticas espécies conhecidas.

Il. Todas as leveduras que gémam e nas
quais a formagdo da asca é precedida de uma co-
pulagdo iso ou heterogdmica, podendo todavia
perder esta sexualidade, mas nestes casos, conser-
vam sempre vestigios dos fenémenos sexuais.

Este grupo abrange: o género Zygosacchara-
myces, caracterizado tnicamente pela copulagdo
isogdmica que precede a formagio das ascas;
o género Debaryomyces, possuindo ascosporos
com membrana espinhosa; o género Schwannio-
myces, cujos ascosporos além de possuirem a mem-
brana espinhosa tém uma orla saliente; o género 7o-
rulaspora com a sua forma esférica e que é inclui-
do neste grupo tinicamente pelo facto de as células
ascogenas conservarem vestigios de atrac¢fio sexual,

1L Leveduras cuja formagio da asca ndo é
precedida de nenhum fenémeno de sexualidade ‘e
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que nos meios liquidos agucarados végetani sob a

forma de depdsito, formando contudo ‘em certos

casos, embora tardiamente, um véu mucoso. Y

Abrange o género Saccharomycodes cujas’ cé-
lulas se multiplicam por um processo que fica
entre a secessdo transversal e a gemacdo, sendo
porisso considerado, como uma forma de transicio,
entre os Schizosaccharomyces e outras leveduras.

“Este género é também caracterizado pela ten-
déncia que possue, em produzir formagdes mice-
lianas muito desenvolvidas, e pela substitui¢io da
sexualidade ancestral, num estado ulterior de desen-
volvimento, por um fenémeno compensador ou par-
fenogamia, que consiste na fusio dos ascosporos.

Pertencem também a éste grupo os géneros
Saccharomycopsis, Saccharomyces (') e Hansenia.

O primeiro € caracterizado por possuir ascos:

() Hansen juntou as numerosas espécies que possue o
gen. Saccharomyces em 6 sub-grupos, distintos pelos seus
caracteres de fermentagéio:

_. 10 Os Saccharomyces que fermentam a sacarose, mal,
tose e dextrose, e ndo actuam sobre a lactose.

2,0 Os Sac. que fermentam a sacarose e dextrose, e nﬂo
fermentam a maltose e a lactose, |

132 Os Sac. que fermentam a dextrose, maltose e néo
tém accédo sobre a sacarose e lactose.

4.2 Os Sac. que fermentam a dextrose mas ndo actuam

' sObre a sacarose e lactose, "

5.2 Os Sac. que fermentam a lactose.
6.0 Os Sac. que: ndo produzem nenhuma fermentacao
ou cuja acgdio fermentativa ¢ mal conhecida.
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poros de membrana- dupla similhantes aos de cer-
tas Endomycetdceas.

O segundo compreende as leveduras que na
sua maioria nao produzem micélio e nos quais 0s
fenémenos sexuais desapareceram completamente
excepto em algumas espécies, nas quais a copula-
¢do € substituida também, per uma fusdo dos as-
cosporos (partenogamia).

Finalmente, o género Hansenia que possue
células de formas caracteristicas e de fécil dlagnos-
tico (apiculadas).

V.. Leveduras, em que nio existe nenhum
vestigio de sexualidade, na origem das ascas, e que
formam nos meios liquidos agucarados, logo desde
o inicio, um véu denso que toma mais tarde o as-
pecto opdco e séco, devido a penetragdo do ar nos
seus intersticios.

Este grupo compreende o genero Willia, cara-
cterizado pelos seus ascosporos de formas excén-
tricas, e o género Pichia que possue ascosporos
hemisféricos ou angulosos.

V. Leveduras cujas afinidades sdo mal conhe-
cidas.

Este grupo ¢ constituido pelas Saccharomycetds
ceas duvidosas de Hansen, compreendendo sémente
o género Monospora cujas ascas tém um s ascospo-
ro alongado, em forma de agulha, e, o género Nema-
fospora, possuindo ascas com oito ascosporos fusi-
formes terminando cada um por um longo micélio.




<=~ Além déstes cinco grupos h4 ainda’a conside:
rar as leveduras que ndo esporulam e que éstdo
reunidos no grupo provisério das Anascosporadas
o leveduras duvidosas. Dividem-se em 3 grupos:
1.2-As Térulas, queabrangem todas as leveduras que
ndo esporilando, apresentam os caracteres do 3.
grupo das Saccharomycetdeeas, isto ¢, leveduras que
nos meios liquidos agucarados vegetam sob a for-
ma de depdsifo, formando contudo em certos ca-
sos, mas fardiamente, um véu mucdso, sem ar; 20
As Micodermas, leveduras que formam nos meios
liquidos agucarados, logo no inicio do seu - désen-
volvimento, um véu muito denso, contendo ar, isto
€, tadas as leveduras aspordgenas que correspon-
dem a0 4. grupo das Saccharomy'cetéceas 30 As
leveduras patogénicas (') s quais se dd genénca-
mente 0 nome de Cryptocaccas.

(" Gougerot e de Beurmann dividem as leveduras pa-
togemcas asporégenas em 3 géneros:

Afelosaccharomyees.— Género provisério (provém .do an-
tigo Cryptococcus de Kutzing). Possuem células idénticas as
do Saccharomyces, Auséncia de ascas. Nas culturas, encon-
tram- -se eshdcos de micélios formados pela reunido de células
gemiparas (pseudo-micélio), mas nunca, formas filamentosas,

Parasaccharomyces.— Possuem os mesmos caracteres dos
Atelosaccharomyces, apresentando, mais formas filamentosas
rudimentares, filamentos verdadeiros e formas oidicas.

£ymonema,—Fungos anascosporados caracterizados por
formas levedurais, micélio septuado e ramlﬁcado oidias c
clamldoSporqs :
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Apés o estudo da classificagdo das leveduras,
procurarei ‘fazer uma resumida descricdo das suas
espécies. Mas como ser-me-ia impossivel descre-
ver todas as espécies conhecidas, pelo facto de se-
rem numerosissimas, fratarei apenas de algumas
delas, cujos caracteres tém sido j4, bem estudadas.

Depois de expor os caracteres das leveduras
pertencentes as familias das Saccharomycetdceas e
das Ndo-Saccharomycetdceas, mais propriamente
conhecidas pelo nome de Anascosporadas ou le-
“veduras duvidosas, pela sua caracteristica de ndo
esporulagio e por ocuparem um logar incerto na
- classificagiio das leveduras, descreverei, na parte fi-
nal déste capitulo, os caracteres de certos fungos
pertencentes & familia das Endomycetdceas, que pela
complexidade do seu micélio acham-se separados
das leveduras, mas, cujos caracteres morfolégicos e
fisiolégicos possuem tdo intimas afinidades com as
Saccharomycetdceas que € por vezes muito dificil
fazer a sua diferenciagdo. '
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Saccharomyceticeas

Fungos monocelulares que se multiplicam por
gemagdo e cujas células possuem a propriedade de
se transformarem em' ascas, conteudo 1 a 12 ascos-
poros. = /
-~ Esta familia compreende os segumtes generos
resumldos em 5 grupos.

5 ! 1 GRUPO
Género Schizosaccharomices’

Sch. Pombe. Lindner—Descobertas por Saare e
Zeidler nos produtos de fermentacio do milho afri- .
cano e descrita’ por Lindner. Células alongadas e
com as extremidades geralmente arredondadas, di-
vidindo-se por secessdo transversal. Ao abrigo do
ar, as células desenvolvem-se e formam longos
tubos, simples ou ramificados, transversalmente
septuados. Segundo Guilliermond, as ascas derivam
de uma copulagdo isogdmica. Esta fusdo ¢ em regra
incompleta e a asca dela proveniente, é constituida
por dois engrossamentos unidos por meio de um
estreito canal. E déstes engrossamentos, que provém
por partenogénese os ascosporos, que sdo sempre
em namero de 4. Ndo forma véu nos liquidos
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acucarados. Liquefaz a gelatina: Fermerita a maltose,
sacarose, dextrose, levulose, rafinose e s vezes a
dextrina e a inulina. Nao fermenta a d. mannose.
Beijerinck observou nesta espécie levedural a' exis-
téncia de ragas esporégenas e asporégenas: As pri-
meiras formam colénias brancas e as segundas co-
I6nias escuras, quando cultivadas em gelose. 3
& o eres

1 Sch. Octosporus. Beijerinck — Descoberta por éste
autor e por Schionning, nas uvas de Corinto. Células
esféricas ou rectangulares, com as extremidades ar-
redondadas, e cuja multiplicagdo se faz por secessdo
transversal. A asca que é oval, forma-se por um dos
seguintes processos: a) pela fusdo de duas células
irmas; b) pela fusdo:de duas células:ndo provenien-
tes de uma mesma célula; ¢) pela partenogénese.
Os ascosporos em niimero de 4 ou 8, de formaelip-
tica, sdo envolvidos numa fina membrana ami-
loide. As culturas em gelose, sdo redondas, conve«
xas e escuras na parte central. No mosto gelosado
desenvolvem-se ‘colénias de cdr branca, castanho €
coldnias ligeiramente acastanhadas. As primeiras sdo
compostas de células que ddo origem aos ascospo<
ros, as segundas, contém apenas as células vegeta-
tivas, e as terceiras, possuem ascas e células vege-
tativas. Ndo produz véu. Liquefaz a gelatina,
Fermenta a maltose, dextrose, levulose, d. mannose,
rafinose e dextrina; Ndo tem accao sobre a saca-
rose e sdbre a lactose. ) CGI0D



Sch. Mellacei. Jorgensen — Descoberta por P.
Greg, na sacarina utilizada em Jamaica, na fabrica-
¢d0 de rhum, e descrita por Jorgensen e Holm.
Células quési idénticas as do Sch. Pombe. Ascas
formadas por copulagdo isogdmica ou por parte-
nogénese. Os ascosporos, em regra 4, provém das
extremidades da asca e tém a forma alongada, com
uma delgada membrana envolvente, de natureza
amiloide. Ndo forma véu, mas sim um atiel, a0 cabo
de alguns meses. Fermenta a maltose, dextrose, le-
vulose e sacarose. :

11 GROUPO

Género Zygosaccharomyces

Zyg. Barkeri. Sacardo-Sydow —Descoberta por
Barker, numa solugdo de sacarose e descrita pela
primeira vez por Sacardo e Sydow. Células ovais.
Ascas provenientes de uma copulacio isogdmica
igual & do Sch. Pombe e mellacei, Dois a quatro
ascosporos, derivados das extremidades das ascas.
Nao produz véu, formando porém um anel, ao cabo
de 10 a 15 dias. Fermenta a dextrose, levulose, sa-
carose, nao tendo acgdo sobre a maltose, lactose e
dextrina, : '

Zyg. Prioranus. Kiicker —Isolada por Klécker do
corpo das abelhas e descrita pelo mesmo bacterio-
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logista. Células alongadas, arredondadas ou ovais
e qudsi sempre ligadas entre si. Ascas precedidas
de uma copulagio isogdmica igual & do Zyg. Bar-
keri ou formado por partenogénese. Os ascosporos
em niimero de 4 provém dos engrossamentos exis-
tentes nas extremidades da asca. Forma um espésso
anel e raramente um ligeiro véu, Coldnias com o
aspecto caracteristico de uma ciipula. Fermenta a
dextrose, levulose e maltose. Ndo fermenta a saca-
rose e lactose.

Zyg. Japonicus. Saifo— Descoberta por Saito em
certos produtos de fermentagdo. Células redondas
ou ovais, formando muitas vezes longos filamentos .
micelianos, compostos de curtos articulos. Ascas
formadas por copulagio e de forma idéntica as an-
teriores, com 1 a 4 espoéros esféricos possuindo pe-
quenos grinulos no seu interior. Produz um véu
branco, ao principio muito fino, e que engrossa
cada vez mais, formando pregas. Coldnias em forma
de circulos concéntricos, interrompidos por ligei-
ros sulcos. Cultura em gelatina, de cor amarelada,
saliente na parte central e delimitada por um sulco
marginal. Fermenta a dextrose, levulose e mialtose.
Nio actua sobre a lactose, sacarose, rafinose e
inulina.

- Zyg. Lactis a. W. Dombrowski— Isolada da man-
teiga, pelo Prof. Jensen e descrita por Dombrowski.
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Células redondas. Asca precedida de copulacio com
1 a 4 ascosporos. Forma véu pouco denso: Colo-
nias, em regra de forma circular. Cultivada por
picada, sé se desenvolve até uns 3 cm. da super-
ficie. A colénia gigante apresenta o aspecto crateri-
forme. Fermenta a lactose, sacarose, dextrose, ndo
tendo acgfio sobre a maltose. -

Género Debaryomyces'

Deb. Globosus. Klocker —Descoberta por Klocker
na ilha de S. Tomé. Células de forma esférica.
Ascas formadas por partenogénese ou por copu-
lagdo, que, em certos casos se realisa entre uma cé-
lula adulta e um goémo formado momentos: antes
pela mesma célula, e que se encontra ainda, ligado
a ela. Ascosporo em geral tinico, de forma globular,
com pequenas saliéncias 2 superficie e tendo no seu
interior um: glébulo de gordura. ‘Produz um anel
muito delgado e ndo forma véu. As colénias gi-
gantes apos unis 25 a 30 dias apresentam uma cor
branco-acinzentada. Fermenta a dextrose, levulose,:
rafinose e dificilmente a inulina. No fermenta a
maltose nem a lactose.

Género Schwanmomyces

Schw. Oceidentalis; Kocker — Descoberta por K16-
cker juntamente com o Deb. globosus. Células elip-:
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ticas ou esféricas. As ascas, formadas por parte-
nogénese, possuem um espordo, que:ndo € sendo o
vestigio da copulagiio ancestral, por meio do qual
elas procuram ligar-se, antes de esporular, sem to-
davia o conseguirem. Cada asca tem um so esporo,
dividido ‘em duas partes desiguais, por meio de
uma delgada saliéncia que o contorna quési com-
pletamente. Forma um ligeiro véu e um anel espés-
so. As coldnias gigantes sdo de cor branco-cinzenta
e brilhantes, e com um bordo irregular. Fermenta a
dextrose, levulose, rafinose e inulina, ndo actuando
sdbre a maltose e sobre a lectose. i gulde

Género Torulaspora

Torulaspora Delbrucki. Lindner— Descoberta por
Lindner, numa cerveja inglésa. Células redondas
com vactiolos e granulagdes. Ascas com espordes
idénticos aos da espécie anterior e possuindo 3 a
5 ascosporos. Fermenta a dextrose, levulose e d
mannose

- 8. Lactis y. W. Dombrowski~-Isolada por Col-

lan e descrita por Dombrowski esta levedura foi in-
cluida no género Torulaspora, apesar de possuir
caracteres diferentes déste género, pelo facto de as.
suas ascas provirem de células que apresentam
vestigios de copulagdo. Células ovoides ou ‘esféri-
cas, com globulos de gordura e possuindo um
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espordo, quando pertengam ao grupo das células
destinadas a esporular. Ascas contendo 1 a 2 es+
poros, brilhantes e com uma géta de gordura na
sua parte central. As culturas em gelatina, em placa,
tomam uma forma redonda e quando cultivadas
por picada desenvolvem-se mais intensamente, na
parte superior. As.coldnias gigantes tém a forma
de um botdo central, donde partem finos raios
para a parte periférica, constituida por circulos
concéntricos. Forma véu e anel. Fermenta a saca:
rose, dextrose, ndo actuando sobre a maltose e
sobre a lactose.

I GROUPO
Género S'accharomyc'odes )

Sac, Ludwigii, Harzsen*Descoberta por Ludmg
na. secre¢do mucosa do carvalho, associado ao
Endomyces Magnusii, tendo porisso éste micolo-
gista, considerado esta espécie como uma forma de
desenvolvimento do End. Magnusii. Células elipti-
cas, alongadas, tubulosas, etc. Nas culturas antigas,
produz formagGes micelianas, coni septos e ramifi-
cagdes, muito similhantes aos verdadeiros ‘micélios.
As ascas sdo redondas, bi- ou tetrasporada ¢ os
seus esporos: encontram-se qudsi sempre unidos:
entre si. A germinagdo ¢ precedida de um processo’
compardvel & partenogamia. Forma véu, Fermenta
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ardextrose, d. ‘mannose, levalose e rafmose Nao
fermenta a maltose e a lactose.

tGehe'ro Saccharomycopsis - :

Sacc Guttulatus Sccluomzmg— Deseoberta por'
Remack e Robin.. Células grandes, ovais ou elipti-
cas e em geral unidas as outras, pelas extremidades-
Ascas com 1.a 4. esporos ovais, munidos de uma
dupla membrana envolvente. Nao forma véu. Fer-
menta a dextrose.

Género Saccharomyces | - -7

S. Cerevisiae. Hansen —Células arredondadas ou'
ovoides, reunidas, as vezes, em cadeias simples ouw:
ramificadas. Ascas mono ou tetrasporadas, com es-
poros refringentes. Produz véu; sriente 4 'tempe-
ratura de 200 a 34°." Fermenta a sacarose, dextrose
e maltose E inactiva para a lactose

s, Carlsbergensis. Hafzsetz—CéIulas redondas, hi-:
geiramente agucadas numa das extremidades, pelas
quais se-juntam; formando pseudo-micélios. Os as-
cosporos sdo raros. As col6nias gigantes tomam a:
formia . de uma roseta tendo na parte central uma:
ligeira depressdo, circundada por um anel saliente;
Nao forma véu. Liquefaz lentamente a“ gelatiria/:.

/
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Fermenta a sacarose, maltose e dextrose ndo actuan-
do sobre a lactose.

S. Marxianus. Hansen— Encontrada nas uvas,
por Marx e descrita por Hansen. Células ovais
apresentando formagbes micelianas devido a sua
jungdo. Cultivadas em gelatina produzem verda-
deiros micélios, septuados. Ascas com esporos es-
féricos ou ovais. Forma um ligeiro véu. Fermenta
a sacarose, dextrose, d. mannose, levulose e inulina.
Nio fermenta a maltose, lactose e melibiose.

S. Exiguus. Reess-Hansen—Células pequenas
ndo dando formagdes micelianas. Fraca formagio
dos ascosporos e do véu. Fermenta a sacarose, dex-
trose, levulose, rafinose, dextrina e inulina, mas ndo
actuasobreamaltose, lactose, melibiose e d. mannose..

$. Rouxii, Boutroux--Encontrada no sumo de:
certas frutas. Células pequenas, esféricas ou elipti--
cas e dispostas em cadeias. Ascas mono ou. tetras-:
poradas. Nao produz véu. Fermenta a dextrose e
maltose. E inactiva para a sacarose e lactose.

8. Unisporus. Jorgensen— Células ovais e:peque--
nas. Poucas ascas, ascosporos redondos e refrin-
gentes' e em numero de um, em cada asca. Nio:
produz véu. Fermenta a dextrose mas ndo fermenta:
a:sacarose, maltose e lactose. ‘
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S. Fragilis. Jorgensen— Células pequenas, ovais
ou alongadas. Produz ascas com esporos redondos
ou alongados. Forma véu. Fermenta a lactose, mas
ndo actua sobre a melibiose. '

S. Hanserii, Zopf— Células esféricas ou elipticas:
contendo um ou mais glébulos de gordura. Ascas
com um ou dois ascosporos esféricos. Nio lique-
faz a gelatina. Os caracteres de fermentagio desta
levedura ndo sdo conhecidos.

S. Anginae, Achalme e Troisier — Encontrada por
éstes bacteriologistas num caso de angina, clinica-
mente andlogo ao sapinho. Células ovoides, isola-
das ou em grupo de 8 a 10, contendo um ou dois
granulos refringentes. Ascas tetrasporada. Nos meios
solidos, as culturas sdo espéssas e de cor rosea. Ndo.
liquefaz a gelatina. Fermenta a sacarose.

S.. Tumefaciens. Curtis—QObservada por Curtis
num. tumor mixomatoso ao nivel do tridngulo de
Scarpa e num abcesso lombar de um seu doente.
Células ovoides ou esféricas providas de uma
grossa cdpsula que lhes forma uma espécie de:
auréola transparente. Quando cultivadas, estas célu-
las perdem a cdpsula e apresentam-se unidas em
cadeias de 3 ou 4 elementos. Ascas mono ou te-
trasporada. As colénias sdo punctiformes e fun-
dem-se rdpidamente. Ndo liquefaz a gelatina. Ndo
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forma véu. Fermenta a sacarose. E patogénica para
o rato, cdo, etc, produzindo sémente lesdes locais.

S. Branulatus, Vuillemin e Legrain— Encontrada
num hematoma do maxilar inferior. Células ovais ou
elipticas, contendo glébulos de gordura e providos
de uma membrana com granulagoes. Ascas com 1
a4 esporos esféricos ou elipticos. Nos meios liqui-
dos forma um depdsito de cor résea. Nao liquefaz
a gelatina. E patogénica para o coelho, produzindo
ndédulos inflamatérios e abeessos locais quando ino-
culada por via subcutanea.

Género Hansenia

Han, Apiculata, Lindner— Encontrada nos frutos
maduros, nas secre¢des das drvores e em certas
flores. Células ovais, com uma pequena saliéncia,
numa ou em ambas as extremidades, que lhes dd
uma forma caracteristica, da qual proveio o nome
apiculatus. Ascas monosporadas. Hansen e Klo-
cker conseguiram isolar desta espécie, 4 varieda-
des cuja duragdo do poder fermentativo era dife-
rente. Fermenta a dextrina e levulose. Ndo actua
sObre a sacarose, lactose e rafinose.
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IV GRUPO
Género Pichia

Membranaefaciens, Hansen—Isolada por Hansen
e Seifert. Células ovais, em forma de chourigo, pos-
suindo muitos vactiolos. Formacdes micelianas de-
vido a jungdo das células. Ascas com dois esporos,
em regra redondos. Coldnias cinzentas ou ligeira-
mente avermelhadas, em forma dum escudo, com a
parte central liquefeita. Segundo Hansen néo fer-
menta nenhum agticar, mas segundo Lindner fer-
menta ligeiramente a dextrose e a levulose.

P. Farinosa. Lindner—Isolada da cerveja, por
Lindner. Células ovais ou alongadas que se reu-
nem em micélios, simples ou ramificados. As ascas
sdo provenientes de uma copulacio e contém 1 a4
esporos redondos tendo no seu interior um grami-
lo refringente. Colénias circulares, com bordo ir-
regular. Liquefaz rdpidamente.a gelatina. Forma
véu nos meios agucarados. Fermenta a dextrose e
levulose, ndo actuando s6brea maltose, sacarose e
rafinose.

“@énero Willia

o111 W, Anomala, Hansen— Células’ pequenas, ovais
'ou em forma de chourigo. Ascas bi ou tetrasporada.
Ascosporos hemisféricos, tendo na sua parte acha-
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tada, um pequeno rebordo saliente que lhe dd o
aspecto de um chapeu. A germinagdo faz-se, pro-
duzindo gdmos em vdrios pontos da sua superficie,
os quais continuam a multiplicagio sem se sepa-
rarem da célula-mde. Produz um. véu cinzento
muito similhante ao da Monilia candida. Fermeénta
a dextrose. Ndo tem acgfio sdbre a sacarose e mal-
tose. 1y

W. Saturnus, Klocker — Células ovais ou globu-
lares @ que mais tarde se tornam redondas, com
um glébulo de gordura e possuindo na sua super-
ficie, um rebordo que o cerca completamente em
forma de anel e que lhe dd o aspecto do planeta
Saturno. Ascas com 1:a 4 esporos que se multi-
plicam por gemagdo, precedida as vezes de fusdo
de 2 ascosporos, acompanhada de fusdo nuclear.
As colénias apresentam um aspecto crateriforne.
Liquefaz lentamente a gelatina. Fermenta a dex-
trose, rafinose e levulose, ndo ‘tendo acgdo sobre
a maltose e lactose.

VY GRUPO
Género Monospora

Mon, Cuspidata, Metchnikoff—Células ovais que
alongando-se formam ascas monosporadas e em
forma de agulha, isto € agicada nas extremida-
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des. Esta espécie, desde que Metchnikoff a desco-

briu no estémago das .Daphnias, nunca mais foi

encontrada.

Género Nematospora

Nem. Coryli. Peglion —Células alongadas ou re-
dondas com membrana de duplo contdrno. Ascas
grandes e octosporadas, dispostas em niimero de

4 e em sentido longitudinal, em cada uma das me-
tades da célula. Sdo alongados, em forma de fuso,

tendo numa das extremidades um longo cilio que

desaparece no periodo da germinagdo do ascosporo

o qual se transforma entao numa celula curta e
delgada.

' Anascosporadas

Compreende leveduras que néo esporulam e
cujo logar na classificacdo € incerta. _

Neste grupo hd a considerar os géneros Toru-
la Mlcoderma e Cryptococcus

Género Toérula

Este género, muito espalhado na natureza, com-
preende as térulas das cervejarias ou de dwersas
orlgens térulas de leite e térulas coloridas. .

Entre as 1.3, além' das 7 térulas que Hansen
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descrevei’ e’ classificou numei*ando-as e das 17
estudadas -por: Will; temos:

Torula Brettadomyces de H. Claussen, com as
suas racas A e'B:

Térula, A—Células elipticas e as vezes muito
alongadas assemethando-se a filamentosfhicelianos.
Células gigantes com um envélitcro espésso €: pro-
toplasma refrmgente apresentando- as vezes, vactio-
los: onde existe um cofpiisculo méveél.: Forma véu.
Fermenta a dextrose, levuldse, sacarose e maltose
Nao fermenta a lactose € a dextrina. '

Torula, B—Céhilas qudsi idénticas as do tipo A.
Forma véu, Fermenta a sacarose, maltose, déxtrose,
levulose e lactose, nio fermentando a dextrina,

Torula Colliculosa.' Hartmann =Células esféricas,
com um vactiolo e glébulos de gordura, que se
reunent as-vezes em:cadeias-de 3 ou 4 elementos.
As colonias gigantes apresentam o'aspecto dé uima .
verruiga muito saliente. Liquefaz lentamente a gela-
tina. Fermenta a sacarose, dextrose ‘e rafinose.
Quanto a lactose é fermentada sémente pelas célu-
las velhas.

~Térulas de leite -

Térula. Loctis. Henze e Cohn— Célillas -ovais,
elipticas ou esféricas. Cultivada, em picada,” num
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tubo de gelatina peptonada, com glicerina a 1 °/o,
forma uma saliéncia superficial e colonias ao longo
da picada donde partem finas ramificagOes brancas.

Nio produz véu. Fermenta a lactose, dextrose, sa-'

,carose e dificilmente a maltose.

& Lebom Rist e Koury — Células ovais, de
contdrno duplo e contendo granulagdes. Nao apre-
senta formacdes -micelianas. Colénias = brancas,
transparentes, de bordos circulares e superficie con-
vexa e hiimida. Nio liquefaz a gelatina. Fermenta
a sacarose e maltose, ndo actuando sobre a lactose.

Toérulas coloridas

Torula Pulcherrima. Lindner — Encontrada por
&ste autor nas uvas e em diferentes frutos,, Células
elipticas, arredondadas com um grande globulo de
gordura e envolvidas por uma espéssa membrana.
As culturas apresentam uma pigmentacdo verme-
Iha, Fermenta a dextrose, d. mannose e levulose.

Térula. Glutinis. Pnngshem e Bdewsky Cer
lulas ovais que se juntam formando pseudo-micé-
lios. Forma véu. LiGuefaz lentamente a gelatina. As
culturas possuem uma cor rosea. Ndo fermenta a
maltose e inulina.




~Género Micoderma

Mic. cerevisiae. Desm. Hansen— Células de for-
mas variadas, conténdo 1:a 3 grdos refringentes.
Forma véu logo depois de cultivada. Ndo produz

fermentacio * alcodlica. Segundo Guilliermond, o
Mic. cerevisiae, representa nao uma espécie s6 mas
um  grupo delas, pois que Lasché descreveu 4
espécies, capazes de produzlrem a fermentacao al-
codlica.

Mic. vini. Desm—Células ovais com 2 vactio-
los encerrando granulos refrigerantes. Estas célu-
las, quando gemam, reunem-se is vezes em cadeias
ramificadas que fazem lembrar hifas. De Seynes
julgou notar nesta  espécie a existéncia de ascos-
poros, mas estudos posteriores vieram demonstrar
‘que &sses corpos ndo eram sendo ‘gl6bulos - de
-gordura

- Mie. Lebens. R:st e Kanry Celulas alongadas
que por jungdo formam pseudomicélios. Colénias
acinzentadas, ‘circulares ‘e himidas. Cultivada em
gelatina, desenvolve:se rdpida ‘e abundaritemente 4
superficie e lentamente, no trajécto:da picada. Nao
liquefaz a gelatina. Forma véu. Fermenta a mal-
tose, mas ndo actua sobre a lactose e'sacarose.
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Género Cryptococcus

Cryp. Degenerans,— Encontrada por Roncali num
ganglio axilar de uma mulher com cancro do seio.

Células redondas, ovais, isoladas ou agrupadas, po-
‘bres em granulacdes e de aspecto homogénio. For-

ma véu. Nio liquefaz a gelatina. Coldnias brancas

-ou acinzentadas. Ndo fermenta a sacarose. Patogé-

nico para o cobdio.

Cryp. linguae-pilosae. Vuillemin—Encontrada por
Raynaud na lingua negra pilosa e estudada por
Lucet. Células redondas, ovoides, com membrana
de duplo contdrno, protoplasma hialino contendo
granulos refringentes. As células reunidas, formam
pseudomicélios. Cultura de aspecto filamentoso, de
cor branca e brilhante. Produz véu. Fermenta a le-
vulose. Patogénico s6 para os animais.

Cryp. Hominis. Vuillemin — Descoberta por
Busse,; num caso de periostite crénica da tibia. Cé-
lulas redondas ou ovais possuindo uma membrana
dupla. Produz véu ou depésito. Ndo liquefaz a ge-
latina. Fermenta a dextrose. Patogénica para o coe-
lho, cdo e para o ratinho branco.

Cryp. Ruber. Vuillemin — lIsolada por -Demme,
do leite da vaca, da urina dum diabético e das féses



108

diarréicas das criangas. Células redondas ou ovala-
res e de cof avermelhada: Forma colénias peque-
nas, do tamanho de uma ervilha. quuefaz lenta-
menfe a gelatma E patogemca '

Cryp: Satmoneis:] Sdrtory ~ Encontrada 'num
-caso.« de “estomatite. | Células  esféricas’ formando
‘pseudomicélios.’ Culturas ©or 'de rosa. Desenvol-
vem-se bems, ent todos 05 theios, queér sélidos quier
liquidos. Produz véu. Coagula o leite: Nao fermenta
a maltose, dextrose e inulina. Nao ¢é patogemca
'para [ c’a’o, coelho e cobalo

Endomvcetdceas

Pertencem @ esta familia s generos Endomy-
“ces; Momha e Ofdum cujas espécnes passo a des-
crever. ; :

. Género Endbmyce's

1 End., Albicans. Viilleniin+— Elementos leyedurais
esféricos ou rovais, qie: se reproduzem: por: espcx-
rulagdo. . Ftlamentos micelidnos rectos roii curvos,
simples’ ou ramificados, possuindo septos ao. iivel
dos quais se-éncontra formas levedurais. Fstes ele-
mentos, que existem tatbém ‘na extremidade ter-
minal do micélio, sio mononucleares. Produzem
formas e resistéricid, clamidosporos, estéricos, cer-
©ados rde; uma dura; e ¢spéssa membrand, quie’ddo
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origem a elementos levedurais filamentosos todas
as vezes qiie: sejam ctiltivados: em 'meios novos.
Ascas elipticas e tetrasporadas: Nointerior dos fila~
mentos- formam-se  os' gldbulos internos: que sdo
corpos morfolGgicamente: iguais: 'aos: clamidospo-
ros. Vuillemin considera-os também orgéos de re-
sisténicia. Nao: produz ' véu. ‘Culturas brancas cre-
mosas-e hiimidas. Coagula lentamente o' leite. Fer-
menta a ' dextrose. Esta levedura, 'produz' aftas do

sapinho; frush dos autores mglés&s e mugaef d05
francéses. :

End, Cruzi. Mello e Pais—Isolada das vias res-
piratérias num caso’de asma crénica. Células ovoi-
des ou arredondadas com o protoplasiia hialino, e
munidas  de' uma ‘membrana simples e 'granulos
escuros; Estas. células alongam-se, formando fila-
mentos simples ou ramificados ‘e com clamidospo-
ros terminais. Ascas raras, com 2:ou-4 ascosporos
circulares. Produz véu. Cultura branco-amarelada.
Fermenta a maltose, glucose e dextrose:: Nao fer-
menta a Ievufose dextrma e lactose_

End, L‘apsularis. Guﬂliermond — Fortnas - leve-
durais ovoides ou elipticas, apresentando as vezes
uma saliéncia agugada numa das- extremidades.
Filamentos micelianos ramificados e septuados,
tendo cada articulo um sé nticleo. Ascas, prove-
nientes dos articulos micelianos, com 4 esporos
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ovais. e com uma dupla meinbrana. Produz véu.
Liquefaz a gelatina. As cuilturas no mésto de cer--
veja sdo sécas, aveludadas e de cor castanha. Fer-.
menta a maltose, dextrose, levulose, ndo actuando
sObre a rafinose, lactose e sacarose.

A Candida. Bonorden— Encontrada por Porak-
nas aftas duma crianga recemnascida. Células idén-
ticas as do S. elipsoideus ou cerevisine. Elementos
micelianos facilmente dissocidveis. Forma véu nos
liquidos agucarados. Fermenta a glucose, sacarose,
e a dextrina, na opinido de Bau.

M. Tropicalis. Castellani— Descoberta por Cas-
tellani em alguns casos de bronc¢omicose, em Cei-
ldo. Células arredondadas ou ovais e micélios, em:
regra fragmentados. Ndo tem ascas. Ndo liquefaz a
gelatina. Fermenta a glucose, levulose, maltose e li--
geiramente a sacarose. ‘

M. Rosea. Zenoni—Isolada num caso de hepa-:
tite febril com ictericia. Células redondas e abun-.
dantes micélios no campo microscépico. As cultu-
ras em Sabouraud apresentam uma linda cor résea.
Nao liquefaz a gelatina: E patogénico para o coelho,
cobdio e para o ratinho branco.
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Género Oidium

Oidium Lactis—Muito espalhada na natureza e
nas fermentagdes industriais, esta levedura é conhe-
cida vulgarmente pelo nome de fermento lctico ou
milk mould, dos ingléses. Encontra-se também nas
conservas de vdrias espécies, nos excrementos dos
animais domeésticos, etc. Apresenta o aspecto de
uma penugem branca. As culturas formam uma
camada uniforme, de cor branca. Micélios irregu-
larmente septuados, com ramificages unilaterais.
Conidias provenientes da septuagdo das extremi-
dades micelianas e da separagdo dos articulos.
Estas conidias alongam-se, dividem-se ou formam
tubos germinativos que por sua vez se ramificam e
se dividem em conidias de segunda ordem. Lique-
faz a gelatina, Coagula o leite. Segundo Lang, fer-
menta a glucose, lactose e lentamente a sacarose e
a maltose. Segundo Castellani esta espécie nao fer-
menta nenhum agticar, exceptuando a glucose que
¢ fermentada ligeiramente.




PARTE III




Trés casos de estomatite ulcerosa
de natureza moniliana

Estudo clinico.— A descrigdo clinica que segue,
devemos a amabilidade do Ex.mo Snr. Prof. Pires de
Lima.

Muito resumida, pelo facto de néo se ter ligado
grande importincia & doenga, que se apresentava,
sob a forma de uma estomatite banal, de marcha
lenta, ela dd contudo uma ideia bem nitida da evo-
lugdo que as doencgas desta natureza, podem ter.

MM M. C. da idade de 12 anos apresenta em

junho de 1922 uma intensa estomatite, estendendo-.

-se por toda a mucosa labial, vestibulo da boca,
gengivas, abobada e véu palatino. Sialorreia abun-
dante, dificuldade de mastigacio, degluticio e de
fonagdo, ulceragdes em diversos pontos, ectrépion

dos labios, dores e pequenas hemorragias nos pon-

tos ulcerados.
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. Nenhuma elevagfo térmica. Acha-se curada ao
cabo de duas semanas de tratamento, por coluté-
rios de borato de séda. A doente estivera dias antes,
em contacto com duas primas suas, que também
apresentavam uma forte estomatite, cuja descrigdo
segue. :

Judith, 3 anos de idade, adoece stibitamente no
dia 16 de Maio, com febre e agitagdo. Um ou dois
dias depois, manifesta-se uma estomatite de forma
aftosa atacando de preferéncia a face interna dos
labios que se apresentavam tumefactos. Ao fim de
8 dias, a febre (que nunca alcangou 39°) bem como
as aftas, tinham desaparecido! A convalescenga de-
correu sem acidentes.

Celina, irma de Judith, de 6 anos de idade. Dias
depois da irmd, adoece com um inicio brusco e
espectaculoso: febre intensa (qudsi 40°) grande
agitagdo (subdelirio). No dia seguinte sdo-lhe admi-
nistrados 0,30 de calomelanos e 2 dias depois
nota-se uma intensa estomatite, com numerosas
aftas na mucosa bucal, gengivas escuras e tumefa-
ctas, ldbios fortemente edemaciados. Ao fim de 8
dias de tratamento (laxativos, antisépsia da boca,
com 4gua oxigenada e colutdrios iodados), a febre
e as aftas desaparecem, mas a convalescenga é longa,
e a tumefacgdo dos ldbios permanece durante algu-
mas semanas.
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A doenga da M. M. C. despertou, no Ex.mo
Prof. Pires de Lima, suspeitas da possibilidade de
contdgio, que parece muito provdvel neste caso,
pois que os trés casos constituem uma espécie de
epidemia familiar que passaria completamente des-
percebida se as pesquisas laboratoriais ndo forne-
cessem uma tdo curiosa contribuigdo para o estudo
da sua etiologia. '

A pedido do mesmo Professor, fez-se um exame
directo das secre¢des dos pontos ulcerados, cons-
tatando-se uma abundéincia de elementos do tipo
levedura. Fez-se a sementeira em tubos de Sab-gluc.
e malt, e ao cabo de 3 dias, vé-se desenvolver nestes
tubos uma cultura quési pura de levedura cujo
estudo resolvi fazer, pois que no Curso de Parasi-
tologia, era principalmente o estudo das leveduras
patogénicas e saprofitas que as mais das vezes era-
-me distribuido.

Culturas

Gelose.— Ao cabo de 24 h, fraco desenvolvi-
mento, cultura amarela, humida, brilhante, asseme-
lhando-se a uma cultura bacteriana. No 8.2 dia, a
cultura é mais abundante, conservando todavia o
mesmo aspecto. Apos 3 meses, a cultura toma uma
cor ligeiramente acinzentada e apresenta pequenas
saliéncias, pouco maiores do que uma cabega de
alfinete. Ao cabo de 4 meses, a cultura torna-se
séca, encarquilhada e qudsi poeirenta.
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Sab-gluc. e Sab-malf.— Desenvolvimento fraco,
cultura hiimida, amarelada e brilhante. Aspecto
igual 3 a do meio anterior.

~ Gorodowka.— Aspecto igual ao da gelose, no-
tando-se s6 um desenvolvimento pouco mais fraco.

Caldo —Depésito no fundo. Néo forma véu &
superficie.

Leite.— Coagulagio total. Ndo produz véu.

Gelatina.—Nio hd liquefagdo. A cultura deseﬂ-
volve-se ao longo do trajecto da picada.

Elementos micoldgicos.— Cada tubo de cultura
foi cuidadosamente examinado ao microscépico,
principalmente o meio de Gorodowka. O exame foi
feito em diferentes épocas afim de se poder obser-
var todos os elementos micoldgicos segundo a
idade da cultura. Eis os elementos encontrados.

a) Células vegetativas do tipo levedura, re-
dondas e ovalares, contendo ou ndo, granulagdes
ou vactiolos, apresentando-se muitas vezes em ge-
macdo bindria ou em cadeias de algumas células
formando curtos articulos pseudomicelianos.

b) Células gigantes do tipo levedura tendo
um grande vactiolo com a sua periféria tdo proxi-
ma da membrana celular que se assemelham a cé-
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lulas com membrana de duplo contdrno. Estes ele-
mentos tornam-se cada vez mais abundantes, nas
culturas antigas. :

¢) Longos filamentos micelianos, septuados e
ramificados com granulagdes internas, espalhadas
irregularmente, gdémos laterais que formam mais
tarde ramos micelianos ou que evolucionam como
clamidosporos. O micélio é facilmente dissocidvel,
dando origem a elementos de dimensdes iguais as
das células vegetativas.

d) Conidias, situadas nos gomos laterais dos
conidioforos, munidos ou ndo de um curto pedi-
culo, ou dispondo-se em cachos de muitos elemen-
tos, ovoides, desiguais e situados na extremidade
terminal dos conidioforos.

e) Auséncia de ascas.

Poder patogénico.—Tendo injectado 1% duma
emulsdo desta levedura (cultura de 48 h.), na veia
do coelho, o animal ao cabo de 24 horas apresenta
sinais manifestos de doenga, recusando-se a alimen-
tar e sucumbindo ao terceiro dia. A autépsia cons-
tata-se macroscopicamente a existéncia das seguin-
tes lesdes: congestdo e hipertrofia renal muito pro-
nunciada, notando-se a superficie déstes orgaos,
pequenos pontos brancos simulando abcessos mi-
liares. Pulmdes fortemente congestionados e tendo
fécos de hepatisagio, disseminados pelos dois pul-

moes. Alguns ginglios tordxicos encontram-se




igualmente muito hipertrofiados. Nos outros or-
gdos ndo se nota nenhuma lesdo aprecidvel a 6lho
ni. Os frottis do rim ddo-nos uma grande quanti-
dade de leveduras. Tendo feito sementeiras com o
rim, pulmdo, figado e um ganglio tordxico, obti-
vemos culturas puras da nossa levedura. O coelho
morreu pois, de uma septicémia aguda, causada por
esta levedura.

Tendo examinado ao l‘l‘l!Cl’OSCOplO os cortes
andtomo-patolégicos dos orgdos afectados, nota-
mos o seguinte. De todos os orgdos examinados,
0s que se apresentavam mais alterados eram o rim
e o figado.

Em toda a substincia cortical do rim, tendo
por centro, e, ponto de partida os glomérulos de
Malpighi lacerados, encontram-se fécos intensos
de necrose onde se aglomeram leucécitos, grandes
linfécitos, detritos das células endoteliais, leveduras,
etc. A medida que se aproxima da camada me-
dular, as rupturas vasculares vdao sendo cada vez
mais raras, desaparecendo qudsi completamente,
proximo da papila. Pontos hd, em que as embolias,
ap6s a ruptura dos glomérulos, foram arrastados
juntamente com os fragmentos déstes, através dos
tubos contornados e por¢do descendente das ansas
de Henle, indo parar na parte mais estreita que estas
apresentam, na unido dos seus *[ superiores com

o '[; inferior.

No figado notam-se também, fécos de necrose,
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em tudo similhantes aos do rim e invadindo um
lobo hepético completo, deixando ilesos ou atin-
gidos s6 em parte, os lobos vizinhos, segundo a
ruptura vascular se der, nos capilares intralobulares
ou nas artérias interlobulares.

Se atendermos agora a citologia déstes dms
orgdos, vémos que no rim, junto da papila, onde
ndo hd rupturas vasculares e nem embolias, existe
um processo de degenerescéncia, por tumefacgdo
turva, e no figado, fora dos 16bulos necrosados,
nota-se a irregularidade da disposi¢do das células
hepéticas que se acham cheios de pigmento biliar e
tendo entrado francamente em degenerescéncia que
pertence ao mesmo tipo da do rim.

Se é certo que as zonas de necrose podem ser
atribuidas exclusivamente a fendmenos mecdnicos,
ndo sucede porém o mesmo, nas partes restantes
dos orgios, onde éstes fenémenos ndo existem.
Consequientemente ndo hd s6 perturbacdes devidas
a deficiéncia de irrigagio mas também, alteragdes
devidas aos fenémenos toxicos.

Quanto ao pulmao e bago, nota-se apenas uma
intensa congestao.

Classificacdo botinica do género da nossa le-
vedura.—QOs caracteres que acabamos de descrever,
principalmente a auséncia de ascas e a existéncia
de micélio dissocidvel e cachos de conidias situa-
das na extremidade dos conidioforos, levam-nos a




classificar esta levedura no género Monilia sensu
restricto.— Gmelin 1791 nec Persoon 1797,

Empregamos o termo sensu restricto pelo facto
de os patologistas, principalmente os ingléses, con-
siderarem a palavra Monilia como sinénimo de
levedura, dando-lhe a mesma significagdo que ti-
nham entre nds, as antigas palavras blastomycoses
e blastomicetas.

Discussdo clinica.—A abundancia duma leve-
dura patogénica nas ulceragSes bucais de M. M.
C. leva-nos a considerar a sua estomatite como
tendo sido provocada por esta levedura. Parece-nos,
que a doenga das suas primas era da mesma natu-
reza e que M M. C, adquiriu o contigio por
ocasido das suas visitas as doentes.

AfecgOes desta natureza sio muito freqiientes
nos trépicos, possuindo as leveduras, como o de-
monstrou o Ex.me Prof. Froilano de Melo, na pele,
Nnas Mucosas e Mmesmo nos orgaos, 0 mesmo grau
patogénico e saprofitico das bactérias. Na Europa
ndo se conhecia vulgarmente sendo o sapinho (trush
dos autores ingléses, Schwinchen, dos alemaes).
Doenca conhecida desde os tempos mais antigos,
ela era denominada estomatite saccharomicética ou
oidiomicose bucal. Estas duas designagdes sio con-
tudo erréneas, porque o #rush pode ser produzido
por fungos que nido pertencem, nem aa género
oidium Link 1909 nem i familia Saccharomicetd-
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cea. Com efeito as pesquisas de Castellani demons-
traram queé o Oidium albicans Robin 1851 com-
preendia pelo menos 2 leveduras, e, que o frush
(farfalho em portugués e sapirtho na designagao
brasileira e indoportuguesa) compreendia um gru-
po de estomatites produzidas pelos seguintes fun-
gos, |

Gen. Oidium Link.— Oidium matalensis Cast.;
Oidium rotundatum Cast.; Oidium asteroides Cast.

Gen. Hemispora Vuillemin:—Hemispora ru-
gosa Cast. :

Gen. Endomyces Link: —Endomyces Vuillemin
Landrieux.

Segundo a opinido do Prof. Froilano de Melo
e dos partiddrios do desmembramento das afec¢Ges
blastomycéticas, que deviam ser separadas dos an-
tigos grupos clinicos, conhecidos pelas suas lesoes
andtomo-patolégicas, e segundo o género da leve-
dura patogénica, nos classificaremos o caso de
M M. C. como uma esfomatite ulcerosa moni-
liana, tanto mais que os clinicos que seguiram de
perto a evolugdo da sua doenga e das outras duas
pequenas, reconhecern que a marcha clinica nao
era similhante a do farfalho.

Classificacdo da espécie.—Para a classificacdo
das espécies levedurais dum género, baseamo-nos
nos elementos fornecidos pelo aspecto das culturas,
e nas reacgdes bioquimicas, principalmente na fer-
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mentagdo dos agticares. A comparacio foi feita
segundo o quadro que Castellani publica no Ma-
nual of Tropical Diseases e por Froilano de Melo
no Ensaio de classificacio de fungos pertencen-
tes a classe dos Blastomyces. :

Como Castellani descreveu o género Mamlza
sensu late, incluindo os géneros Anascosporados
Atelosaccharomyces, Parasaccharomyces e Zymo-
nema, as reacgdes da nossa levedura serdo forgo-
samente comparadas com algumas espécies que
devem sair do género Monilia, para serem classifi-
cadas nos outros géneros acima descritos.

A nossa levedura fermenta a glucose, maltose,
lactose, manite e inulina. Infelizmente ndo conse-
guimos obter todos os agticares empregados por
Castellani e Chalmers. As espécies descritas por
Castellani que ndo produzem gaz na glucose sdo:
lustigi Cast.; perryi Cast.; zeylanica Cast. A pri-
meira forma gaz na sacarose, ndo fermenta a la-
ctose, manite e a inulina. A segunda produz as
mesmas reacgoes exceptuando, uma ligeira modifi-
cagdo dcida nainulina. A terceira apresenta as mes-
mas reac¢des da nossa; a cor das suas culturas é
amarelada e a acidez da inulina muito ligeira, em
quanto a nossa acidifica-a fortemente. Na rafinose,
a nossa levedura produz s6 acidez, a M. Zeylanica
dd 4cido e gaz, ambas estas reaccdes, fracas. Na M.
Zeylamca ndo se observa nenhum poder patogé:
nico para os animais.




Apesar destas pequenas diferengas, a nossa le-
vedura assemelha-se muito & M. Zeylanica Cast.
E certo que ndo observanios a formagio de gaz na
rafinose, mas esta reacgio na M. Zeylanica tipica €
muito fraca, e em vista da inconstancia que se obser-
va muitas vezes nas reaccdes acucaradas das levedu-
ras, ndo nos julgamos autorizados a classificar a
nossa levedura como uma espécie diferente da M.
Zeylanica Cast.



T T o R A i S e TR T s o T L T T T i e e e S A e N N e ——

Sobre uma levedura saprofitica extre-
mamente espalhada no Porto

Introdugdo.— O estudo, mais ou menos com-
pleto dos fungos saprofitas de uma regido, tem
grande interesse para a micologia médica, por nos
habilitar a excluir ficilmente, do grupo dos agentes
patogénicos, um grande niimero de fungos que in-
quinam por vezes os meios laboratoriais empre-
gados para as culturas. Nas dermatomicoses e
nas micoses sistemdticas que classificamos como
abertas, por se terem ulcerado ou por incidirem em
canais e cavidades que estdo em relagdo com o ar
exterior, numerosos sio os fungos que acidental-
mente vivem nestes logares, como saprofitas ou
criando, quando muito, associagdes mais ou menos
graves. ' :
Este trabalho nfio tendo por fim insistir em
consideracOes gerais relativas ao assunto, deter-
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| -nos-emos aqui, ndo deixando porém de registar,

| que no grupo dos fungos de tipo levedura, que no
curso livre de Parasitologia me foi distribuido pelo
eminente Prof. desta Cadeira o Snr. Dr. Froilano
de Melo, como introdugio ao estudo sistemdtico
das blastomicoses no Norte de Portugal, a levedura
saprofitica  que vamos descrever tem um habitat
bastante espalhado no Pérto e uma histéria cu-
riosa. :

| Encontrava-se primeiramente no Laboratério

| Bacteriolégico, inquinando muitos meios de cul-
tura, sobretudo os tubos empregados no estudo das
dermatofitias. Nas culturas feitas por um colega do
curso, num caso de dermatomicose generalizada do
corpo, descrita na tese do Dr. Lima Catneiro como
tinha generalizada, nota-se a existéncia de uma in-
quinagdo em 17, dos 18 tubos cultivados.

Pensou-se por momentos que o agente daquele

interessante caso estava descoberto; a breve trecho
porém uma rdpida conferéncia entre os que no
Curso de Parasitologia se tém dedicado aos es-
tudos de micologia, e o desenvolvimento ulterior
do mesmo fungo em muitas outras culturas com-
pletamente diferentes levou-nos a conclusdo de que
uma levedura saprofitica, com um habitat extensis-
simo no Porto e que por vezes vinha complicar
singularmente o estudo das dermatomicoses desta
regido.



Culturas

Gelose simples.— Ao cabo de 48 horas a cul-
tura toma uma cOr rdsea, tendendo para a cor de
carne de salmdo; a cultura desenvolve-se sob forma
cerebriférme, lembrando ansas intestinais, ou sob
a forma de granulagOes salientes, mais ou menos
confluentes. Ao cabo de 3 dias, apresenta o mesmo
aspecto, embora pouco mais desenvolvida. No 4.0
dia, as granulagGes confluidas j4, formam longas
ansas. Apos 8 dias apresenta uma cor vermelha
(coral) que se acentua cada vez mais.

Sab-malt.—Em 48 horas a cultura toma-se
hiimida, de cor rdsea e cheia de granulagGes iguais
as do meio anterior, tendo a parte central pouco
mais escura do que a parte periférica. Até o0 3.0¢
4.0 dia ela apresenta qudsi o mesmo aspecto, tor-
nando-se talvez pouco menos hiimida. No 8.0 dia
torna-se vermelha (coral) cOr que.se acentua.com
a idade.

Cenoura.—Em 48 h.—cor de rosa pdlida, arre-
dondada, com pequenas granulagGes a periferia.
No 3.0 dia as granulagdes juntam-se em forma de
uma roséta, forma que tende a desaparecer até o

8.0 dia, pela formagio de finas estrias ansiformes.

Leite.— Ao 2.0 dia nota-se a formagdo de véu
9




com finas granulacGes da cor de tijolo e coméco
da coagulacdo. Ao 3.2 dia, observa-se principios de
caseificacdio. que € mais pronunciada ao cabo de
24 horas, dia em que o depdsito se torna roseo,
mantendo-se até o 8. dia.

~ Caldo simples.—Em 24 h,—Depésito ligeira-
mente réseo, com finas particulas em suspensao. No
3.0 dia nota-se, muitos fl6cos em suspensdo e depé-
sito esbranquigado, cor que mantem até o 8. dia.

Caldos malt. e gluc.— Aspectos lguaus a0s do
meio anterior.

Gorodowka.— Cultura séca e de cor rosea, em
forma de ansas intestinais. A cultura desenvolve-se
ha parede do tubo em forma de crescente. Este as-
pecto mantem-se até o 8.0 dia.

Aciicares.—Fermenta a glucose, maltose, dul-
cite, manite e ligeiramente a sacarose. Nio fer-
menta a Iactose

Elemen’tos micologicos.—Um estudo cuidadoso
dos elementos micolégicos desta levedura, deu-nos:

“a) Elementos ovalares e arredondados de tipo
levedura, com niicleo e granulagdes metacromdti-
cas, algumas das quals se encontram em gemac;ao
bin4ria.

L
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e Grupos de células colectando-se em ca-
chos.

¢) Curtos artlculos de eIementos levedurals
reunidos, a gemagdo bindria continuando-se sem
haver dissociacio das células-filhas, originando
assim, pequenos elementos pseudomicelianos,

d) Células gigantes, em culturas velhas, forte-
mente vacuolisadas e com granulos metacromé-
ticos que poderiam ser erroneamente interpretados
COM ascosporos.

" ¢) Auséncia total de hifas mlcehanas formas
oidicas, clamidosporos e ascas.

Classg‘icagcio da espe‘a‘e.—_A nossa levedura
pertence ao Gén. Atelosaccharomyces, de Beurm e
Goug, 1909. Para classificar a espécie, procurémoé
compara-la com todas as leveduras cor de rosa
que se encontram na literatura micolégica por nés
consultada, mesmo que sejam incluidas em géne-
ros diversos do nosso, visto ndo haver, nem mes-
mo actualmente, um critério uniforme para a clas~
51ﬁca<;ao dos géneros, constituindo isto, uma séria
dificuldade para a classificacdo sistemdtica, princi-
palmente das leveduras descritas anos atraz e
sobre as quais ndo encontramos informagdes deta-
lhadas Ei-las:

Saccharomyces Granulatus Vuill. e Legram
1900, —Tem ascas,



Zymonema Kochi (von Wettstein). 1885.— As
colénias sdo sempre arredondadas e cobertas de
uma camada pulvurenta e espéssa. O leite é coa-
gulado lentamente.

Cryptococcus Salmoneus. Sarton. 1911.—Ndo
fermenta nenhum agticar e coagula lentameénte o
leite.

Monilia résea. Lenoni, 1912.— Tem filamentos
micelianos e cachos conidianos pertencentes ao
género Monilia.

A unica levedura com a qual ndo conseguimos
estabelecer uma diferenciagfio precisa, por ndo a
encontrarmos suficientemente descrita, é o Saccha-
myces roseus— Maggiora e Gradenigo. 1896. En-
contrada em casos de otite, mas considerada ndo
patogénica, ndo sabemos se tem ou nio ascas. De-
mos a nossa levedura o nome de Afelosaccharo-
myces roseus. Se o fungo de Maggiora e Grade-
nigo nao tiver ascas, cabe-nos a honra de marcar-
-lhe o logar que lhe pertence e de a fazer sair da
familia das Saccharomycetdceas; se porém a leve-
dura de Maggiora e Gradenigo, é um verdadeiro
Saccharomyces, entdo o fungo que inquina os nos-
sos meios laboratoriais é uma espécie nova, a qual,
em qualquer dos casos, a designacdo Afelosaccha-
romyces roseus é bem cabida.



Mais um caso de saprofitismo
levedural

Estudo clinico.—Trata-se dum individuo, com
edémas nos membros inferiores, edémas que desa-
pareciam com o regimen ldcteo, reaparecendo todas
as vezes que se modificasse esta alimentagdo. O
sintoma predominante neste doente era a ardéncia
da lingua, que se apresentava quasi totalmente re-
vestida dum enduto esbranquigado estendendo-se
até as gengivas, acompanhada de comichio e de
sensa¢do dolorosa. Apds 4 dias de tratamento (co-
lutérios boratados) o doente apresentou sensiveis
melhoras. _

O exame déste enduto, entre a ldmina e lamela,
deu-nos abundantes elementos levedurais. As se-
menteiras feitas em placa de Petri, davam-nos ao
cabo de 3 dias muitas colénias de aspecto leve-
dural. :
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Culturas

Em tubos de gelose simples, as coldnias, ao
cabo de 3 dias, apresentavam-se — fracamente des-
envolvidas, hiimidas, esbranquicadas e com finas
granulagGes, espathadas. No 8.0 dia apresentavam o
mesmo aspecto. Ao cabo de duas semanas, a cul-
tura, mantendo o mesmo aspecto, apresentava um
desenvolvimento extraordindrio.

Nos outros meios sélidos, o aspecto era igual
ao do meio anterior, notando-se s6, que nos tubos
de Sab-gluc. e malt. o desenvolvimento era mais
rapido. :

No caldo simples, notava-se ao cabo de 48 h.
uma ligeira turvagio, que no 3.0 dia desaparecia
para dar logar a um ligeiro depésito esbranqui-
cado. No leite, nota-se coagulagdo completa ao'
3°dm : '

Elementos micoldgicos.—Examinando cuidado-
samente ao microscépio as culturas feltas encon-
tramos os seguintes elementos: :

"a) Elementos cilindricos providos de fmas
granulagGes.

&) Micélios septuados, longos e ramificados
unilateralmente.

¢) Tubos germinativos formados pela ]unc;aor
das conidias. :
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d) - Elementos em gemagdo bindria.
¢) Nio tem ascas. :

Classificacdo.— A nossa levedura pertence ao
Género Oidium Link. 1908, emendavit Pinoy.

" Para classificarmos a espécie, recorremos as
suas reacgdes biogquimicas, - especialmente a sua
acgdo nos aglicares que tivemos a mao. 4

A nossa levedura ndo fermentou e nem produ-
ziu gaz em nenhum dos meios agucarados em que
foi cultivada.

Comparando esta reacgdo com 0 quadro das
fermentacOes acucaradas, das diferentes espécies do
Género Oidium, que veem descritos no Manual
of Tropical Medicine de Castellani e Chalmers.

Eis as reacgdes produzidas por estas espécies:

Lactis. Link. 1809. — Nio fermenta nenhum
acticar ou fermenta, muito ligeiramente e com
grande inconstancia, a glucose.

Asteroides. Cast. 1914.—Fermenta a glucose,
levulose, maltose, sacarose, lactose, manite e rafi-
nose, muito ligeiramente. Nao fermenta a dextrose

e a dulcite.

Matalense. Cast. 1915.— Fermenta ligeiramente
a maltose e as vezes, ligeiramente também, a saca-
rose, galactose e a inulina. Nio fermenta a lactose,




manite e a dulcite. As suas reaceSes sfo incons-
tantes na glucose, levulose e na sacarose.

Rotundatum. Cast. 1911.— Fermenta a glucose,
levulose. Nio fermenta a sacarose. E inconstante na
maltose, lactose e na manite.

A nossa levedura é o Oidium Lactis Link. 1800.



Sobre uma levedura saprofitando as ulge-
ragoes sifilfticas da ringfaringe

Introducdo.— Os diversos capitulos do nosso
estudo, demonstram que as leveduras vivem no or-
ganismo 1nos mesmos graus de saprofitismo e pa-
togenecidade que as bactérias. Trata-se de uma mu-
lher com extensas ulceragGes nas amigdalas e véu
palatino. Num exame directo, entre limina e lame-
la, mostra alguns elementos do tipo levedura; o
exame ultramicroscépico € positivo para o trepone-
ma de Schaudinn. O tratamento especifico faz des-
aparecer rdpidamente as lesdes, e nos tubos cultiva-
dos, nota-se grande desenvolvimento das leveduras.

Chamamo-la saprofita porque as lesdes que a
doente apresentava, ndo foram influenciadas pela
presenca déste fungo, nem mesmo a titulo de uma
complicagdo secunddria, como tdo freqiientemente
se vé nas infecgdes bacterianas associadas.
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Culturas

Em tubos de gelose simples a levedura apre-
sentava, o aspecto de uma cultura bacteriana, muito
desenvolvida. Nas culturas em cenoura, era branca,
hiimida, homogénea e brilhante.

Em gelose maltosado e glucosado apresenta-
va 0 mesmo aspecto.

No caldo simples, bem como no maltosado e
glucosado, ndo havia formagdo de véu, notando-se,
desde o 2. dia, um depdsito pulvurento, branco,
sem flocos em suspensio.

No meio de Gorodowka a cultura, ao cabo do
3.0 dia, apresenta-se com um grande desenvolvi-
mento, cOr branca, humlda bnlhante e homo-
génea.

Todas as culturas em meios sélidos, apds uns
15 dias, tomam uma tonahdade ligeiramente acas-
tanhada. :

Elementos micoldgicos.-—- A constitui¢do mico-
légica do nosso fungo é das mais simples: células
de tipo levedura, em geral ovéides, algumas circu:
lares. No 4.0 dia encontram-se esbdgos dé forma-
¢Oes micelianas rudimentares (promicélio), e, pseu-
domicélios, constituidos pela reunido de leveduras,
em gemagdo bindria, que continuam multiplican-
do-se, sem se dissociarem. Nao tem ascas.



Classificagdo.— A nossa levedura. pertence ao
Geénero Atelosac‘ckaromtceo de Beurm e Goug.
1900.

Para a classificaciio da espécie vamos recorrer
as suas reacgdes bioquimicas, espemalmente a sua
accdo nos aclicares que conseguimos obter:—A
nossa levedura fermenta a glucose, lactose, bem
como a manite e a inulina. Ndo fermenta a sacarose
e a.maltose. :

~ Comparemos estas reacgdes com o quadro das
fermentacdes agucaradas das diversas leveduras, que
Castellani e Chalmers englobam sob a designagdo
lata de Monilias. Neste quadro, as espécies-caracte-
rizadas por produzirem apenas dcido e ndo gaz,
nos aciicares, sio: blanchardi, burgessi, lustigi,
perryi e zeylanica.

Por indicacio do Prof. Froilano de Melo, in-
cluimos nas leveduras a comparar com a nossa,
algumas, que no quadro de Castellani trazem a in-
dicacio de Gs. (slight gas), por nos ter afirmado
aquele Professor que na sua experiéncia, as reaccdes
ligeiras sdo de uma certa inconstancia, por vezes
num mesmo échantillon proveniente do mesmo
tubo ou de edades diferentes. Eis as reacgdes désses
fungos:

Blanchardi.— Fermenta a sacarose, maltose e
ligeiramente a inulina; fermenta e produz gaz (gs)
na glucose. Ndo fermenta a lactose e a manite.
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Burgessi.—Produz gaz (gs) e fermenta a glu-
cose, sacarose e maltose. Nao fermenta a lactose,
manite e a inulina.

Lustigi. —Fermenta a glucose e ligeiramente a
maltose; fermenta e produz gaz (gs) na sacarose.
Néo fermenta a lactose e a manite,

Perryi.—Fermenta a glucose, maltose e ligeira-
mente a inulina; fermenta e produz gaz (gs) na sa-
carose. No fermenta a lactose e a manite.

Zeylanica.— Fermenta a glucose, sacarose, mal-
tose e ligeiramente a lactose e a inulina, Nio fer-
menta a manite.

A nossa espécie serd intitulada Atelosaccharo-
myces portuensis.

Visto. Pode imprimir-se

4. Safarvar aﬁfwao de %m}dﬁ&ea

Presidente, Director,
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Explicagdo das gravuras

Fic. A — Monilia Zeylanica.

Células vegetativas,

Células em gemacao bindria.

Células gigantes.

Filamento miceliano tendo na sua extremidade um ca-
cho de conidias.

Pseudomicélio.

Fic. B — fAtelosaccharomyces roseus.

Células vegetativas isoladas e em grupo.

Células em gemag#o bindria.

Articulos de elementos levedurais unidos em cadeia.
Células gigantes.

Fic. C — Atelosaccharomyces portuensis.

Células isoladas.
Pseudomicélio formado pela reunido das células.
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Fi6, D — Oidium Lactis.

Elementos cilindricos.
Micélios septuados.

Tubos germinativos formados pela juncdio das conidias.

Tubo I—Monilia Zeylanica (cultura de 3 meses).

Tubo II— Atelosaccharomyces roseus (cultura de 15
dias).

Tubo III— Atelosaccharomyces portuensis (cultura de 8
dias).







Fic. D

Tubo 1 Tubo 11 Tubo III




Corte do rim, — Obj. 3 e 8 Reichert.
Coloragdo. — Hemateina-eosina. Fixagdo. — Liguido
de Bouin,




Corte do rim, — Obj. 3 e 8 Reichert.
Coloragdo. — Hemateina-eosina. Fixagio. — Liquido
de Bouin,




ERRATAS

Pags. Linhas Onde se ¢ Leia-se

10 12 segunda terceira

21 14 i Su

f n gm 9“’

27 2 B Sp

54 13 para o regresso Nno regresso
56 21 nicleo micélio

87 29 micélio cilio
124 2 que Castellani publicado por

publica Castellani
127 8 micoses sistema- micoses que
ticas que
128 23 e 25 de que uma de que se tratava ‘
duma

Na Est. III Corte do rim Corte de figado
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