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A capacidade sulfidrigena ! das bactérias é constatacio feita,
propavelmente, por Gayon em 1877, segundo a citacdo de Vaughn
e Levine.

Petri e Maassen em 1893 afirmam que em meios apropriados
todos os germes produzem H.S. Consideram, por isso, indispensa-
vel especificar o meio empregado, quando a prova é feita para dife-
renciacdo de germes. Hunfer e Crecelius chegam a resultados se-
melhantes e concluem tambem que a reacio tem valor diferencial
guando se indica qual o método empregado. ,

Pacheco e Costa, em recente publicacdo, afirmam que a producéo
de H.S é propriedade geral das bactérias. Concluem o trabalho di-
zendo: “A distingdo entre bactérias produtoras e ndo produtoras
de H,S fica assim destituida de importancia, uma vez que é uma
propriedade geral dag bactérias. Resta somente-a questdo da
quantidade que podera ter certo valor sistematico no computo das
propriedades bioquimicas bacterianas®.

A procedéncia da peptona, a importancia de substincias sulfu-
radas orgdnicas ou inorgénicas, com enxofre em grau maior ou
menor de oxidacdo, e, o reativo revelador de H,S, tem sido o prin-
cipal motivo dos trabalhos publicados no assunto.

Quanto & peptona, reina desacordo entre og autores.

Myers obteve maior producdo com a peptona de Witte e Fair-
child do que com a peptona Difco. Thompson consgeguiu resultados

1 Termo proposto por Pacheco e Costa para exprimir a propriedade que
possuem as bactérias. de produzir H.S.
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opostos. E preciso notar, porem, que aquele trabalhou com meio
liquido e papel-acetato de chumbo e, este, com meio s6lido e reativo
incorporado. Hunter e Crecelius afirmam que nfo sé6 a procedén-
cia tem influéncia, mas, ainda, as diferentes partidas da mesma
marca.

Almy e James, comparando 5 peptonas de origem diferente,
estabelecem as seguintes proporcgdes: 1-7-15-19-24. Zobell e
Felthman preferem a bacto-triptona pela uniformidade dos resulta-
dos. Carvalho Lima e Queiroz Teles, estudando a producio de
H.S pela Shigelly ambigus, usaram & peptona de Witte, Difco e
P. Davis. Concluiram que esta dltima favorece a producio de H.S.

Rubner apontou em 1893 a cistina como importante precursor
de H,S e os sulfatos como néo reduziveis. Sasaki e Otsuda, Biirger,
Tanner, Wohlgemut, Vaughn e Levine, Almy e James obtiveram re-
sultados idénticos e verificaram ainda a irredutibilidade da taurina.

Tilley estabeleceu a seguinte classificagdo para o enxofre dos
compostos sulfurados:

1.°) Enxofre ndo oxidado. ¥ aquele que se desprende sob a
forma de H,S quando se aquece o composto com alcalis — cistina,
cisteina, ete.. :

2.) Enxofre parcialmente oxidado. E aquele que se des-= .
prende sob a forma de SO, quando se aquece o composto com
H:PO, — sulfitos, hipo-sulfitos.

3.9) Enxofre oxidado. E o enxofre dos sulfatos e compostos
semelhantes. ' '

Nas bases desta classificacdo, Tilley estudou 6 peptonas e che-
gou & conclus@o que a quantidade de H,S é proporcional ao enxofre
niao oxidado e parcialmente oxidado, o que nic acontece com o en-

xofre oxidado.
' Atendendo 3 irregularidade da reacio com as diversas peptonas,
Kahn propde que se ajunte ao meio o tiossulfato de sédio para asse-
gurar resultados uniformes. Hunter e Crecelius, Wilson, propdem,
com a mesma finalidade, o sulfito de sédio.

A influéncia dos carbohidratos foi estudada por Seiffert tra-
balhando com salmonelas. A sacarose (0,5%) favoreceu a produ-
cdo de H,S. Em menor grau a levulose e a galatose. Em presenca
de glicose nfdo houve producdo de H;S. A lactose pouco influiu.
Heap e Cadness obtiveram reacdes mais precoces com o B. aertrycke,
em presenca de glicose. Myers nega o valor da glicose e da lactose
como ativadores. ‘
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Vaughn e Levine salientam que a porcentagem do agar é im-
portante. Trabalhando com o grupo coli-aerégenes em meio de
Levine e Vaughn constataram que a especificidade diminue & medi-
da que se diminue a porcentagem do agar.

Como reativo do H.S foi inicialmente usado o papel-acetato de
chumbo. Sem davida o mais sensivel pela ndo interferéncia do
metal com o crescimento dos germes, e, da matéria orgénica, na
combinacéo entre HoS formando, e o reativo. E util quando se trata
de germes delicados ou quando o meio de cultura é muito colorido.
Entretanto, pela grande sensikbilidade — dez vezes mais sensivel
do que os métodos com indicador incorporado, segundo Zobell e
Felthmann — torna, as vezes, o método pouco diferencial.

Com Orlowski, em 1895, tém inicio os métodos de pesquisa do
H.S com reativo incorporado ao meio de cultura. Com agar-ace-
tato de chumbo ou tartrato de ferrc o autor diferenciou o bacilo
tifico do bacilo coli.

Sacquépée, em 1905, com os mesmos reativos incorporados &
gelatina, estabeleceu a diferenciacio entre o B. coli, B. tifico, B. pa-
ratifico A e B. Usou, tambem, com menor sucesso, o sulfato de
niquel.

O chumbo mereceu mais atencdo durante os primeiros 30 anos.
E recomendado por Kliger, Thompson, Bailey e Lacy, Grosso, Levy
e Valery-Radot, Tribondeau, Morishima, Tilley, Kahn, e Conn.

Kliger propoz o uso combinado do meio de Russel com o acetato
de chumbo, substituindo o litmus pelo indicador Andrade, com o
fim de observar ao mesmo tempo a fermentacdo e producio de H,S
pelo grupo tifo-paratifo-disentérico.

O ferro, ja usado por Orlowski, é recomendado por Wilson,
Schunck, Levine e colaboradores, Zobell ¢ Felthmann. Titsller con-
sidera a reacdo com o ferro de interpretaciio mais facil do que com
o chumbo.

Darling, Pacheco e Melo, Pacheco e Costa, Hunter e Crecelius,
ddo preferéncia ao bismuto. Este Gltimo constatou que o bismuto
é sensivel tanto em meio 4cido como alcalino e que o ferro perde a
sensibilidade em meio acido.

William e colaboradores, considerando que o ferro precipita
com facilidade e que o chumbo e o bismuto sdo téxicos, preferem o
cobalto e o niquel. O cobalto é mais sensivel, porem o niquel di
reacfo mais nitida e por isso usam os dois metais juntos.
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Certamente, condicbes diversas de técnica e a influénecia da
espéeie bacteriana, conduzem a resultados diferentes.

A A divergéncia dos autores, principalmente quanto & peptona e
indicador, mostra, por si s6, a necessidade de se estabelecer um
meio “standard” para que os resultados sejam equivalentes.

Pacheco e Costa destituem de valor a distincdo entre bactérias
produtoras e nfo produtoras de H,S. Discordamos desses autores.
Estamos com Petri e Maassen, Hunter e Crecelius, que concluem:
em meios apropriados todos os germes produzem H,S, mas, a reagdo
nio perde seu valor diferencial desde que se mencione o método
usado.

Assim considerando, apresentamos um novo meio, isento de
peptona, como auxiliar na diferenciacfo entre algumas espécies da
familia Enterobacteriaceae.

MEIO DE CULTURA

CONSTITUINTES
I —Sorode boi «..ovvvvevninieiinennenns -~ 100 cc.
Agua distilada ............... i 30 cc.
II — Fosfato mono-potdssico ............. ..., 0,50 g.
Cloreto de 86dio ......covvvviniinenann. 7,50 7
Cloreto de calcio ......vivvniinvnnenn.. 0,05 ”
Cloreto de potdssio ........c.vevvienn.. 0,10 ”
Citrato de ferro amoniacal ............. 0,40 7
(palhetas vermelhas)

Agua distilada .............. ... 1000,00 ce.

TECNICA DE PREPARACX0

a) Misturar o soro com a dgua. Ajustar ao pH 7.4. Digs-
tribuir 3 a 4 cc. em tubos de 120mm. x 12mm.. Coagular inclinado
seguindo a mesma técnica da preparacio do soro coagulado de
Loeffler. '

b) Dissolver ;os sais da férmula II nos 1.000 cc. de agua.
Ajustar ao pH 7.4. Filtrar. Distribuir em baldes de 250 cc..
Esterilizar 20 minutos a 110°C..

¢) Em cada tubo com o SOro coagulado, distribuir 2 a 3 cc.
da férmula II de maneira que parte do soro fique descober’c07
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d) Incubar para.controlar a esterilidade.

Aconselhamos usar mistura de soro proveniente de varios ani-
mais, porque tivemos uma partida de meio cujo resultado néo foi
satisfatério o que s6 pudemos atribuir ao soro.

O estudo do comportamento deste meio foi feito comparativa-
mente com o meio proposto por Levine e Vaughn (1932).

Trabalhamos com germes dos géneros: Salmonella, Pﬂ/'*oteus,
Eberthella, Escherichia, Aerogenes e Shigella.

O quadro abaixo expressa os resultados.

2

Meio de Levine Meio em Suap

e Vaughn estudo h=

: gL

ESPECIE %
Resultado Resultado ©
N de — =
amostras + — J/: -+ — _’}E

S. schottmuelleri . . . . . . 31 31 0 100 9, 31 0 100 9, § 100 %

S. paratyphi . . . ... .. 30 o 30 09, 0 30 0 9, | 100 94,

S. énmtentidis . . . . . . . . 9 9 g 100 ¢ 9 0 106 94 ] 100 9,

S. swipestifer. . . . . ... 6 5 0 100 o, 5 0 100 %, | 100 %,
Salmonellas sp. varios tipos
Hy S |- segundo Man.

Bergey . . . . ... 12 12 0 100 94 12 0 100 04,7100 Y,

S. abortusovis . . . . .. . i i 0 100 %, 1 0 100 9, | 100 9,

E. coli isol. de agua . . . . 80 0 80 0 0% 0 80 0.9, | 100 9,

F. coli isol. de fezes hum. . 130 0 1B 009 0 150 0 9% } 100 9%
E. coli isol. de ganglios me-

sentéricos de porco . . 50 0 50 LA 0 50 0 9, f 100 9,

E. freundii isol. de agua. . 55 41 14 {755 Y, 41 14 |75, %, | 100 o

A. aerogenes isol. de &gua 38 4] 38 0 9, 0 38 0 9, 1100 9%,

A. cloacae isol. de agua . . 26 0 26 0 9%, 0 26 0 ¢, 1100 9o

E. typhosa . . . . . .. .. 40 40 0 100 o 40 0 100 %, | 100 9,

P.oulgaris. . . . . . ... 4 4 0 100 9, 4 0 100 9%, | 100 9,

P.-americanus . . . . . .. 15 15 0 100 9%, 15 0 106 9, 1 100 9,

Houve concordancia em 100% dos casos entre o meio de Le-
vine e Vaughn e o meio que estudamos. Com a E. freundii tive-
mos 75,5% das reacdes positivas (em ambos os meios), o que estd
em desacordo com Levine e Vaughn que obtiveram 100% de reacdes
positivas com 43 amostras de germes “Intermediirios” do grupo
coli-aerégenes. Porem em trabalho posterior Vaughn e Levine es-
tudaram 169 amostras de “Intermedidrios” obtendo s6 74% de
reaces pogitivas.
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A reacdo de H:S ndo pode, pois, competir com a prova do ci-
trato (meio de Koser e meio de Simon) para diferenciar a E. coli
da E. freundii.

A reacfio com o meio que descrevemos é nitida e de facil inter-
pretacdo. Processa-se em menos de 24 horas com as salmonellas,
proteus e E. freundii. Com o b. tifico a reacio é pesitiva somente
em 48 horas. '

RESUMO

O A. descreve um meio para prova de H.S a base de soro de
boi e com citrato de ferro amoniacal como indicador.

O meio ndo contem peptona, cujo valor na producio de IS
varia com a origem.

Em estudos comparativos com o meio de Levine e Vaughn
(1932) houve concorddncia em 100% dos casos. Foram emprega-
das 90 amostras de salmonellas, 40 de E. thyphosa, 36 de S. ambigua,
19 de proteus, 280 de E. coli, 55 de E. freundii, 38 de A. aerogenes
e 26 de A. cloacae.

ABSTRACT

In the present paper the A. describes a new medium as a test
for H.S, production by bacteria using beef-serum as base, and
ammonio-citrate iron as indicator.

The medium does not contain peptone the value of which varies
in production of H,S according to its origin.

In comparative studies with the medium of Levine and .
Vaughn (1932) the A. observed that the results agreed in 100% of
the cases. There were tested 90 straing of Selmonellas, 40 of
E. typhosa, 86 of S. ambigua, 19 of Proteus, 280 of E. coli, 55 of
E. freundii, 88 of A. aerogenes and 26 of A. cloacae.
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