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I. INTRODUGCAO

Encetamos um estudo sobre a morfo-biologia do Penictllium
notatum, em virtude da faculdade que possue esse cogumelo de
produzir uma substinecia nfo téxica e altamente bacteriostatica
sobre numerosas bactérias patogénicas, inclusive o Streptococcus
viridans.

Embora as- sulfamidas dominem atualmente no campo da
quimioterapia, varios autores tém pesquizado e estudado substan-
cias produzidas por bactérias e cogumelos que possuem proprie-
dades bacteriostaticas, bacterioliticas e bactericidas, sobre microor-
ganismos patogénicos.

Recebido para publicacdo em 20 de Julho de 1942,
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Essas propriedades representam antagonismos microbianos
cujo estudo tomou impulso com os trabalhos de Metchnikoff. Em
1929, Fleming observou que um cogumelo do género Penicillium era
capaz de produzir em cultivo uma substincia filtravel com acen-
tuada propriedade bacteriostitica sobre varias bactérias Gram-po-
sitivas (estafilococos, estreptococos, etc.) e algumas Gram-negati-
vas (gonococos e meningococos). Essa substincia, & qual deno-
minou penicilina, ndo inibia o H. influenzae, o bacilo coli e outros.
Sugeriu que a penicilina poderia ser usada como agente inibidor
no isolamento de certos germes, particularmente do H. influenzae,
e, como agente antisséptico, no tratamento local de feridas infecta-
das. Em 1932, Clutterbuck, Lovell e Raistrick modificaram o meio
liguido de Czapek-Dox e mnele cultivaram o Penicillium notatum;
verificaram a producfio de penicilina porém apenas isolaram um
pigmento — crisogenina, que nfdo apresentava acfio antibacteriana.
Fm 1935, Reid embora nfo tenha conseguido isolar a penicilina,
estudou algumas de suas propriedades e confirmou as observacdes
de Fleming.

Em 1940, Chain e colaboradores claboraram métodos desti-
nados a obter uma quantidade consideravel de penicilina e a deter-
minar seu poder inibidor, antibacteriano. Conseguiram obter das
culturas um p6 pardo cuja solucdo aguosa era estavel por muito
tempo e, embora n#o fosse uma substincia pura, possuia um poder
antibacteriano bem acentuade. ;

Em 1941, Abraham, Chain e outros, em trabalho minucioso,
descreveram um método de producdo, extracio e purificacdo de
penicilina em larga escala; demonstraram seu alto poder inibidor
sobre numerosas bactérias patogénicas e verificaram que o seu
poder bacteriostitico sobre os estafilococos e estreptococos é muito-
maior que o das sulfamidas. Demonstraram tambem que essa
substancia desenvolve uma acdo terapéutica consideravel em in-
fecchbes experimentais em animais e em infeeccdes pidgenas no
homem. ,

Recentemente, Chain, numa sessfo da Sociedade de Bioquimica
de Oxford, descrevendo as propriedades quimicas e fisicas da peni-
cilina, refere que é um acido forte com 2 grupos acidos ou maltipios
de dois e que na molécula existe carbono, hidrogénio e oxigénio. Na
sua extrutura molecular, ndo encontrou o grupo metoxil, verifican-
do, entretanto, 2 grupos hidroxil. Afirma ainda qgue o sal seco de
bario, obtido da P se mantem indefinidamente e, na solucio aquosa,
¢ mais estavel entre pH 5 e 7.
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Na mesma sessdo, Abraham relata que a instabilidade da P
obriga a recorrer a 3 métodos de purificacdo, dependendo da dis-
solucdo nos solventes, adsorcao seletiva e reducio. Dessa forma,
o sdl branco de bario obtido apresentou uma atividade de 240 unida- -
des por miligrama e inibiu completamente o estafilococo em uma
diluicdo de 1/16.000.000. .

Fleming, ainda na mesma ocasifio, prevé que a penicilina desde
que tenha, pelo que parece, uma constitui¢do diferente da das sulfa-
midas, o isolamento e a sintese da substincia ativa sob forma
pura, abrir4d um novo campo na quimioterapia.

II. ESTUDO MICOLOGICO

1. Posicdo sistemdtica: O microorganismo que vamos estu-
dar pertence ao ramo Eumycetes, classe Ascomycetes, ordem
Plectascales, familia Aspergillaceae, género Penicillium, espécie
P.notatum. ' '

Procedéncia: A cultura que ainda continua em estudos foi
enviada ao Instituto Adolfo Lutz, pelo Dr. Charles Thom, do
“United States Department of Agriculture”, com a indicacéo
144-5767 do germe de Fleming.

2. Condicbes de cultivo:

O Penicillium notatum é um cogumelo aerdbio, ndo se desen-
volvendo em anaerobiose. Cresce bem em temperatura ambiente
(18-26°C). Em geladeira (4 4°C.), o seu desenvolvimento é muito
lento, o mesmo acontecendo em estufa a 37°C. Em seus ensiios,
Abraham e colaboradores cultivaram-no com sucesso a 24°C. ¥’
pouco sensivel as mudancas de pH. Desenvolve-se bem nos meios
comuns de cultura: meios de Sabouraud, Czapek-Dox, ete.. O
extrato de levedura (desde 0,1%) acelera o crescimento do cogu-
melo, ao passo que o nitrito de sbédio (0,3%) o retarda acentuada-
‘mente.

3. Macroscopia das culturas:

a) FEm meios sélidos — Caracteres das colonias gigantes:
Semeamos uma suspensdo de esporos em frascos de Erhlenmeyer
com meio de Sabouraud glicose e verificamos apés 5-7 dias de
incubacio, em temperatura ambiente (18-26°C.), o seguinte as-
pecto: Desenvolvimento de uma colénia discéide com alguns cen-
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timetros de didmetro. A face superior da colonia é seca, de as-
pecto rugoso e de natureza aveludada. Apresenta numerosos
sulcos dispostos como raios de circunferéhcia. Quanto & cOr e ao
aspecto, distinguimos 8 zonas concéntricas: central, intermediaria
e periférica. A zona central de cor verde é mais saliente, possue
filamentos mais aéreos e apresenta, na superficie, gotas amarelas
que nao molham a colonia. A zona intermediaria de c6r branca
com nuances esverdinhadas, possue filamentos menos aéreos que
se continuam externamente por delicadissimos filamentos como
franjas de 2 a 3 milimetros de extensio, aderentes ao meio e que
constituem a zona periférica. As gotas que frequentemente apare-
cem na superficie da colonia formam-se & expensas da agua do
meio de cultura.

A face inferior da colonia é timida, lisa, de e¢br branco-amare-
lada e apresenta-se crivada ou fendida, principalmente, quando exis-
tem gotas na face superior ou aerdbia. A colonia elabora um
pigmento amarelo que se difunde no meio de cultura. No meio de
Sabouraud maltose os caracteres das colonias sfo semethantes aos
ja descritos, apenas com variacdo na tonalidade das coéres. A fo-
tografia n® 1, mostra um aspecto da colénia gigante do P.notatum
nesse meio de cultura.

No meio de Czapek-Dox meodificado com 2% de agar os ca-
racteres das colénias se repetem, porem o pigmento amarelo apare-
ce melhor e se difunde facilmente pelo meio terminando por cori-lo
completamente de amarelo.

b) Em meios liquidos: No meio de Czapek-Dox, modificado
por Clutterbuck, Lovell e Raistrick, observamos todos os caracte- ‘
res ja descritos por Abraham e colaboradores. Em caldo Hottinger
o cogumelo desenvolve-se mais lentamente, podendo-se entretanto,
acelerar o crescimento juntando-se a esse meio 4% de glicose.
Nesses meios liquidos com mais de 2 centimetros de altura, alem do
crescimento na superficie com aspecto de feltro continuo e compacto,
o cogumelo forma no fundo do frasco um sedimento branco, de
aspecto floconoso. O pigmento amarelo acima referido é elaborado
pelo micélio superficial e rapidamente se difunde no meio tornan-
do-o, de incolor, amarelo ouro. Algumas vezes a producio de
pigmento é pequena e o meio fica levemente corado (amarelo pali-
do) ; outras vezes, a c6r do meio torna-se amarelo-alaranjada, e
até avermelhada, quando a producdo do pigmento é muito intensa.

'
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¢) Cultura seca: Semeamos o cogumelo no meio de Czapek-
-Dox com 5% de extrato de levedura e, apés vAarios méses de expo-
sicAo & temperatura ambiente, obtivemos a cultura seca. Esta
apresentava-se com o aspecto de pé escuro, cOr de cacau. Exami-
nado ao microscopio verificamos que esse p6 era formado princi-
palmente por esporos de morfologia normal e fragmentos de micé-
lio ou hifas.

A cultura seca repicada, apds 10 méses, nos meios habituais
de cultura, reproduziu .o cogumelo com todos 08 seus caracteres
morfolégicos e bioquimicos. Conservou assim, as propriedades de
fermentar a dextrose, sacarose, maltose, e glicerina como tambem as
de elaborar pigmento e de produzir penicilina.

Temos a impressdo de que é possivel obter com éxito culturas
secas de outros cogumelos o que evitaria repiques frequentes, dimi-
nuiria as possibilidades de contaminacfo e de perda das culturas.

4. Microscopia das culturas:

As culturas de 2 a 3 dias em temperatura ambiente, apresen-
tam um micélio desenvolvido constituido por filamentos septados
ou hifas retilineas ou enroladas, muitas vezes se anastomosando e
emitindo ramificacbes laterais. O micélio da4 tambem origem a
filamentos férteis denominados conidiéforos que sustentam os apa-
relhos reprodutores do cogumelo. O aparelho reprodutor, chamado
conidiano e que caracterisa o género Penicillium tem a forma de
pincel ou vassoura. Ele é formado por um conifiéforo, filamento
fertil, que se divide em ramos; esses por sua vez se dividem dandoc
ramulos ou, diretamente, ddo origem as metulas que sustentam cé-
lulas alongadas espordgenas denominadas fidlides ou esterigmatas.
Essas altimas geram esporos assexuados chamados conidios que se
dispdem em cadeias no seu préprio prolongamento. As fidlides, em
numero de duas, trés ou mais, formam entre si aAngulos agudos cujos
vértices estdo ligados as extremidades distais das metulas consti-
tuindo assim os verticilios.

Observando-se o cogumelo apds 5-7 dias de cultivo, verifica-se
que aumenta muito o nimero de aparelhos conidianos, os quais
entdo libertam grande quantidade de exosporos. A fotografia n°® 2
mostra um aspécto do cogumelo nesta fase.
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FoToGrRaF1A 1, 1

Colonia gigante do P. nctatum, 7 dias de cultivo em meio de Sahouraud maltose.
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Os exosporos sdo geralmente redondos, hialinos; assemelham-se
a hematias humanas, porem, sio menores, medindo de 3,0 a 5,2
micras de didmetro. A maior parte, entretanto, (cerca de 85%),
possue didmetros que variam de 4 a 5 micras.

FOTOGRAFIA n. 2

Microfotografia do Penicillivm notatum em meio de Czapek-Dox modificado.
7 dias de cultivo em tempsratura ambiente. Aumento: 200 didmetros.

Segundo a fase evolutiva pode-se encontrar esporos peduncula-
dos em inicio de germinacfio. Os pedinculos sfo expansbes cito-
plasmaticas acidéfilas que se coram em vermelho pelo método de
Gram, ao passo que 0s esporos, que sio baséfilos, se coram em
violeta.

5. Caracteres Bioquimicos:

a) Provas de fermentacdo: Utilizamos o meio semi-sélido
de Hiss com fenol vermelho como indicador. Incubac@o em estufas
a 18°C. e 28°C.

As leituras feitas apds 48 horas de incubacio revelaram que o
P.notatum fermenta a dextrose, sacarose, maltose e glicerina, porém
sem producdo de gas. Apéds 5 dias, os resultados se repetiram com
acidificacido menos intensa com excepcio dos tubos de glicerina
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que indicaram acidificacdo maior. Nos dias seguintes observamos
mudanca do indicador para o lado alcalino nos tubos de dextrose,
sacarose e maltose, enquanto que nos tubos de glicerina permaneceu
a acidificacdo por tempo mais longo (3-4 semanas).

Foram mnegativas as provas de fermentacdo de: adonita,
amido, arabinose, dextrina, dulcita, esculina, galactose, inulina, ino-
sita, lactose, levulose, manita, rafinose, salicina, sorbita, trealose
e xilose. ]

b) Outras provas: O cogumelo néo acidifica nem coagula o
leite, porém cresce bem nesse meic produzindo pigmento amarelo.
Néo liquefaz a gelatina. Reacbes de Voges-Proskauer e de vermelho
de metila negativas (5 dias).

Nao produz . indol e ndo reduz nitratos a nitritos (10 dias).

6. Patogenicidade:

Néo encontramos referéncias na literatura consultada sobre a
patogenicidade ou inocuidade do Pewnicillium notatum. Para nos
certificarmos si a sua manipulacio poderia ou nfo oferecer perigo
de infeccdo, fizemos inoculacGes em animais de laboratério. Pre-
paramos uma suspensio de esporos lavando, com 10 ce. de solucgio
fisiolégica, a superficie de uma cultura de 7 dias em meio sélido
inclinado.

a) Inoculacdes em coelhos: Injetamos 1 cc. da suspensdo de
esporos na veia de um coelho. Noutro coelho injetamos a mesma
dose por via subcutinea. 10 dias apés reinoculamos com as mes-
mas doses. Nao verificamos reacdes térmicas nem outres sintomas
de moléstia durante 3 méses de observacio.

b) Inoculacbes em cobdias: KEm 4 cobaias, cujos pesos va-
riavam de 225 a 330 grs., injetamos 0,5 cc. de suspensido de esporos,
subcutaneamente, na virilha. Inoculamos tambem a mesma dose
numa 5.2 cobaia, porém, intraperitonialmente. Uma das 4 pri-
meiras morreu acidentalmente 24 horas apés. A autépsia nada
revelou, a nio ser leve hiperemia no ponto de inoculacdo. 10 dias
apds, as cobaias restantes foram reinoculadas com as mesmas doses.
Uma semana depois da 2.2 inoculacdo, morreu a cobaia injetada
intraperitonialmente. A autépsia nada revelou. O exame histo-pa-
tolégico do pulméo revelou apenas hiperemia e infiltracio peri-vas-
cular. O exame do figado demonstrou apenas discreta infiltracio
peri-vascular. As culturas desses 6rgfdos foram negativas para o
cogumelo em estudo. Apés 3 méses de observacio, as 8 cobaias
restantes continuavam normais. Sacrificamos uma delas e semea-
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~mos fragmentos de figado, pulmio e baco em meio de Sabouraud
glicose, resultando culturas negativas.

c) Inoculagbes em camondongos: Inoculamos 0,2 ce. de sus-
pensdo de esporos em 10 camondongos de 20 a 25 grs., sendo em
5 por via intraperitoneal e, nos 5 restantes, por via subcutidnea.
10 dias depois foram reinoculados com as mesmas doses. Todos
sobreviveram e nio apresentaram quaisquer sintomas de moléstia,
durante 3 méses de observacio. Apds esse tempo, sacrificamos 2
camondongos e retiramos fragmentos de figado, pulméio e baco que
foram semeados em meio de Sabouraud glicose, com resultados
negativos. :

III. ENSAIOS SOBRE PENICILINA

1. Producdo de penicilina:

Afim de obtermos penicilina e analisarmos suas propriedades,
semeamos esporos do cogumelo em frascos de Fernbach contendo
meios liquidos de cultura cujas alturas nao excediam de 2 centi-
metros. O meio que mais usamos e que forneceu material para a
maior parte de nossas pesquisas foi o de Czapek-Dox modificado,

-,

cuja féormula é a seguinte:

NaNO, ....ooiviiiiiiiiienann, 3,0 grs.
KH,PO, it v 1,0 grs.
KOl e 0,5 grs
MgSO,.TH, O ..oooviieniiiiin.. 0,5 grs.
FeSO,.TH,O ..., 0,01 grs.
Glicose anidra .......... .. ... .. ... 40,0 grs.
Agua distilada ............... .. ..., 1000 ce.

A incubacdo foi feita em temperatura ambiente (18-26°C.).

Em alguns frascos adicionamos ao meio 0;01% e noutros 0,02%
de sulfato de zinco; entretanto, nfo verificamos nem aceleracdo
no crescimento, nem aumento na producio de penicilina. A gli-
cose favorece o crescimento do cogumelo e a pigmentacido do micé-
lio, porém ndo é indispensavel para a producdo de penicilina. A
fermentacdo da glicose parece ser a causa da acidificacdo do meio
de cultura nos primeiros dias de cultivo. O pH do meio, inicial-
mente em torno de 6,0, pode baixar muito, chegando a 2,0 entre
o 4° e 5° dias; depois torna a se elevar até ficar francamente
alcalino. Em torno da neutralidade se obtém o maior 'te6r em
penicilina; este ponto foi por nés verificado, apoés 9 a 10 dias, no
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primeiro cultive em temperatura ambiente. Retirando-se o liquido
de cultivo com penicilina e substituindo-o por outro esteril. o cogu-
melo, no mesmo frasco, produzird o maximo de penicilina num
tempo menor (5 a 7 dias), uma vez que ja se encontra bem desen-
volvido. .

Em caldo Hoftinger, com glicose ou sem, verificamos tambem
a producio de penicilina, porém, em quantidade merror.

2. Determinag¢do do. poder bacteriosidtico:

Na avaliacdo do poder bacteriostatico da penicilina, emprega-
mos 2 métodos: '

19)  Em tubos de caldo simples ou de caldo soro.

2%)  Em placas de agar comum ou de outros meios sélidos.

No primeiro método, faz-se, em ‘caldo, uma série de diluicdes
de penicilina cuja atividade serd representada pelo titule da maior

diluicdo que inibir completamente o crescimento de um gernie
dado.

No segundo método, a atividade pode ser avaliada quer pela
area de inibiclo, quer medindo em milimetros o didmetro da mes-
ma cquando f6r circular. Fazendo provas com Staphylococcus
aurens ¢ empregando o método em placas, Abraham e colaboradores
consideraram como unidade (arbitraria) de penicilina a quantida-
de de P que, dissolvida em 1 ce. de agua, produz uma Aarea de ini-
bicdo com 24 milimetros de didmetro médio.

No método em tubos a técnica que adotamos foi a seguinte:

Em tubos com 5 cc. de caldo simples, fizemos diluicOes
seriadas das preparacdes de penicilina, a partir da diluicdo de 1
para 5. A cada tubo de diluicio semeamos 1 alca (2 mm. de
diametro) de uma suspensio homogénea de bactérias resultantes
da diluicdo, a 1 por 20, de uma cultura em caldo de Staphylococcus
aureus, incubada a 37.C. durante 18 a 24 horas.

3. Resultados obtidos:

O filtrado de cultura em meio de Czapek-Dox modificado,
revelou inibicdo total das diluicGes a 1/10 e 1/20 e inibicdo parcial
na diiuicdo a 1/40.

O filtrado de cultura em caldo Hottinger com 4% de glicose:
inibicdo total na diluicdo a 1/10; inibicdo parcial nas diluicbes a.
1/20 e 1/40. O mesmo filtrado em caldo Hottinger sem glicose:
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- inibic&o total na diluicdo a 1/5; inibicdo parcial na diluicdo a 1/10
e 1/20. ‘

No método em placas, adotamos a técnica seguida por Abraham
e colaboradores. Utilizando penicilina concentrada, fizemos pro-
vas de bacteriostase com numercsas racas de estafilococos e com
varias de estreptococos, pneumonococos, gonococos e algumas do
grupo coli-tifico. A fotografia n® 3 mostra a Aarea circular de
inibitAo do crescimento de Stephylococcus aureus pela penicilina.

FOTCGRAFIA n. 3

Cultura de Staphylccoccus aurews com A4rea circu'ar de inibigio

pela penicilina,

As provas com estafilococos e com os germes do grupo coli-ti-
fico, foram feitas em placas de agar comum, e, os resultados foram
observados 24 horas apés incubacio em estufa a 37°C. Usamos,
para as provas com estreptococos e pneumococos, placas de agar-
-sangue, e, para as com gonococos, placas de agar-ascite. A
leitura dessas provas foi feita 48 horas apdés incubaciio a 37°C.
Os resultados obtidos estdo resumidos no quadro I.
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QUADRO I
Didmetro médio
N. d em  miiimetros
N.odas Bactérias examinadas de inibicdo total Proveniéncia
culturas .
do  crescimento
pela penicilina
Staphylococcus:
4 S. aureus 22,0 Sicose
5 S. aureus 21,0 Laboratorio
9 S. aureus 19,5 Garganta
12 S. aureus 19,9 Liquor
13 S. aureus 20,0 Peritonite
16 S. aureus 19,0 Furtneulo
21 S. aureus 25,0 Pus
23 S. aureus 21,0 Sangue
24 S. aureus 23,0 Bile C.
25 S. aureus 25,0 Fénfigo
26 S. aureus 22,5 Furtnculo
5 2. albus 19,6 Furtnculo
6 S. albus 20,0 Urina
7 S, albus 18,0 Garganta
8 S. albus 21,9 Nariz
10 &, albus 31,9 Pus
12 <. albus 27,0 Ganglio
13 S. albus 30,9 Bile C.
9 S. citreus 21,0 Ulcera géastrica
16 S. pyogenes 25,0 Hemocultura
1.108 S. pyogenes 19,9 Hemocultura
1.114 S. pyogenes 23,0 Hemocultura
1.116 S. pyogenes 22,6 Hemocultura
4.108 S. pyogenes 24,0 Colecio
4.114 S. pyogenes 23,0 Hemocultura
4.115 S. viridans 17,0 Hemocultura
4.116 S. viridans 15,0 Hemocultura
4.117 S. viridans 15,9 Dente
Diplococcus:
1 D. pneumoniae (tipo I) 24,0 Departamento
2 D. pneumoniae (tipo II) 22,5 de Saude de
3 D. pneumoniae (tipo IIT) 23,0 Nova York
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QUADRO I  (cont.)
; Didmetro médio
P em  wualimetros
N. das Buctérias examinadas de imibigdo total FProveniéncia
culturas do crescimento
pela penicilina
Neisseria ;
3 N. gonorrhaeae 22,5 Uretrite
4 N. gonorrhaeae 22,0 Uretrite
Kscherichia:
7 E. coli 0 Fezes
9 E. coli 0 Hemocultura
Eberthello: '
1.242 E. typhosa 0 Hemocultura
1.276 E. typhosa - i 0 Hemocultura

IV. CONCLUSOES

1. O extrato de levedura desde a concentracio de 0,1% acele-
ra o crescimento do Penicillium notatum.

2. Substituindo-se, no meio Czapek-Dox modificado, o nitrato
de s6dio por igual percentagem de nitrito de sédio, verifica-se um
retardamento acentuado no desenvolvimento desse cogumelo.

3. A dextrose favorece o crescimento do cogumelo assim como
a pigmentacio do micélio.

4. O P.notatum fermenta a dextrose, sacarose, maltose e gli-
cerina, sem producdo de gds. Nao fermenta adonita, amido, arabi-
nose, dextrina, dulcita, esculina, galactose, inulina, inosita, lactose,
levulose, manita, rafinose, salicina, trealose e xilose. N&o acidifica
nem coagula o leite. N&o liquefaz a gelatina; nfo produz indol
e nio reduz nitratos a nitritos. ‘

5. Desse germe pode-se obter culturas secas que conservam,
integralmente, por longo tempo (10 méses de observacio), os ca-
rateres morfologicos, as propriedades bioquimicas, inclusive, a fa-
culdade de produzir penicilina.

6. Os esporos de P.notatum nido sdo patogénicos para coelhos,
cobiias e camondongos.

7. O meio de Czapek-Dox modificado por Clutterbuck, Lovell
e Raistrick, mostrou-se superior ao caldo Hottinger para a produ-
¢do de penicilina.
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8. O catido zinco, que estimula o Aspergillus niger na produ~
cdo do &cido citrico, ndo exerce influéneia sobre a elaboracio da
penicilina, a qual por Chain é considerada acido orgénico.

9. O método em placas, para determinacido do poder bacte-
riostatico da penicilina, nfo é tdo preciso como o das diluicdes se- .
riadas em tubos, porém foi o que mais usamos por ser mais rapido
e econdmico e porque, nessas primeiras provas, visamos mais o
aspecto qualitativo do que o quantitativo.

10. Os estafilococos (aureus, albus e citreus), os estreptoco-
cos (grupo pycgenes), 0s Pneumococos e 0s gonococos sofreram
nitida e semelhante inibicio no crescimento pela penicilina.

11. Os estreptococos do grupo wviridens foram tambem inibi-
dos, porem, revelaram uma sensibilidade menor.

12. As 2 racas de Escherichia coli, e as 2 de Eberthella typho-
se¢ examinadas, mostraram-se ingensiveis 4 acfo bacteriostatica da
penicilina.

SUMMARY

1) The yeast-extract of at least 0,1% concentration speeds
up the growth of the Penicillium notatum.

2) By changing, in the modified Czapek-Dox’ medium, sodium
nitrate by an equal quantity of scdium nitrite, one observes a
very remarkable delay in the growth of this mould.

3) The dextrose helps the growth of the mould as well as
the pigmentation of the mycelium.

4) The P.notatum ferments dextrose, sucrose, maltose, and
glycerol, without production of gas. It has no action on: adoni-
tol, starch, arabinose, dextrin, dulcitol, esculin, galactose, inulin,
inositol, lactose, levulose, mannitol, raffinose, salicin, trehalose and
xylose. The milk is not acidified or coagulated by it. Gelatin
is not liquefied; indol is not formed and nitrites are not produced
from nitrates by it. :

5) From this oréarlism we could get dry cultures that
maintain, for a long time, (10 months of observation), entirely
morphologic characters, biochemical activities, including the ability
to produce penicillin.

6) The spores of P.notatum are not pathogenic for rabbits,
guinea-pigs or mice. ‘

7) The Czapek-Dox’ medium modified by Clutterburck, Lovell
and Raistrick has shown itself to be superior to Hottinger’s broth
in the production of penicillin.
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8) The zinc cation that helps the Aspergillus niger in the
production of citric acid, is inactive in the production of pemcﬂhn
that is recognized by Chain as an organic acid.

9) The plate method for determinating the bacteriostatic
power of penicillin, is not so exact as the method of tubes with
dilutions in series, but it has been used by us because it is quicker
and more economic and because, in these first researches, we aimed
more at qualitative than at the quantitative aspect.

10) The growth of Staphylococcus (aureus, albus and citreus),
Streptococcus (pyogenes group), Pneumococcus and Gonococcus was
distinctly and always, in a similar manner, inhibited by the peni-
cillin.

11) The growth of Streptococcus of the viridans group was
also inhibited but they showed less sensitiveness.

12) The two strains of FEscherichia colt and those of
Eberthella typhosa that were researched by us showed themselves as
without sensitiveness to the bacteriostatic action of penicillin.
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