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Desde a descoberta da E. coli ¢ do A. agrogenes, ¢ grupo das
bactérias coliformes apresenta o mais profundo interésse para os
bacteriologistas e sanitaristas. Conforme referem Chem e
Rettger ?: “As theses organizsms were first isolated from human
intestine, their presence elsewhere has generally been taken as an
index of fecal pollution™.

0 estudo das bases da indentificacio e da diferenciacdo dos
germes do grupo coliforme, levon a apreciar o seu comporiamento
nog diferentes melos de cultivo,

O estudo da fermentaciio da glicose pelos coliformes conduziu
4 desecberta de dois fatos imporiantes: a K. coli produz acidez
elevada e utilizacfic parcial de glicose, enquanto que o A. cerogenes
produz acidez baixa e exaustio completa da glicose. Assim o com-
portamento do A. serogenes em relacio & glicose é tolalmente di-
verso do da E. coli, ao passo que conforme verificou Thompson®,
o comporfamento do A. clogcue sbbre a glicose & idéntico ao do A.
aerogenes., Estudando o comportamento de certo nimers de bacté-
rias em melos de cultivo ricos de glicose, Voges e Proskauer i1,
em seus estudos s8bre as bactérias da seplicemia hemorrigica, des-
creveram uma reaclo colorida.

Esta reacho foi denominada reacBo ou prova VP e, desde logo,
foi empregada na ideniificacio ¢ diferenciacio das bactérias, prin-
cipalmente na diferenciacfio das bactérias do grupo eoliforme, pois
as do género Kscherichio sho VP negativas, ac passo que as perten-
centes ao género Aderobocter sflo VP positivas.

(*} Trabalho apressniade e aprovado pela L#* Jeornada Brasileira de Bromatoloza,
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A rea@éo de VP é devida a formacfo, por ccrto nimero de
bactérias, de uma substineis redutora denominada acetilmetil-
carbinol (acetoina).

Segundo verificaram Harden e Norriz® o acetilmetilearbinol
€ oxidado pela adiclo da potassa, em presenca da peptona, comu-
nicando ao meio uma coloraca(} semelhante a da eosina.

O acetﬂmetﬁcarbmol CH,.CHOH.CO.CH,, é um produto de
oxidaciio do 2:8 butilenoglicol CH; CHOH.CHOH.CH;. O car-
binol oxidadoe em presenca de Alcalis fortes Jd4 origem ao diacetil
(CH;.CO.) ; &ate, exposto a0 ar e em presenca de potassa, reage
com a peptona formande um composto com coloracio semelhante
a da cosina.

A marcha obedeeida pela reaclio de VP seria a seguinte:

CoH;,04 ——» CH,.CHOH.CO.CH, + KOH ———3

gluecose acetiimetilearbinol
CI,.CO0 — CO.CH; 4 peptona - coloragio vermelha
diaceti]

A preducio do acetilmetilearbinol e do 2:3 butileno glico) seria
devida & condensac@o do acetaldeido formade. Malils tarde Neuberg
e Reinfurth® verifiearam que, adicionando acetaldeido a um meio
contendo aclear fermentado per levedura, forma-se a aciloina, por
condensacio pela unifio de uma molécula do aldeido adicionado a
uma molécula do aldeido produzido pela levedura. Essa condensacio
do aldeido e formacfo do acetilmetilearbinol, seria devida & aclo
da levedura sob a influéncia de uma enzima denominada carboli-
gase {Neuberg).

A reacio sendo demorada e deixando, por vézes, ddvidas
quanio a sua interpretacie, fol motivo de pesquisas a fim de tornar
a sua leltura mais rapida. Assim Chen e Reftger® supgeriram a
agitacio, durante certo tempo, das culturas na guantidzde de 5 a 6
em?® incubadas 5 dias 8 37°C, com igual quantidade de soluchio a 10%
de potassa e incubagfo novamente a 30°C por 1 4 2 horas ¢ nova
agitacio. Walpole 12 observou que passando uma corrente de ar
através da cultura forma-se acetilmetilcarbinol em quantidade 5 ou
§ vézes malor do que sem o borbuthamenio do ar.

Rogers e colaboradores 3, verificaram que havia uma definida
relacdo enire as bactérias do grupo VP e as da prova do vermelho
de metila. As bactérias VP positivas eram sempre negativas sendo
também verdadeiro o inverso,
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A reacio VP foi empregada para identificacfo da E. coli e
para a diferenciaclo dos diferentes coliformes. Conforme referem
L hen e Rettger® a prova VP demonstrou ser muito Gtil para dife-
reneiar a E. ecli dos diferentes tipos de Aerobacter: “Neither the
character of the medium nor the period of incubation seems tfo
interfere with carbinol formation”. A oxigeunacfo abundante e a
alealinizacdo forte seriam ag condicdes indispenséveis para gue a
reacdo se prodozisse.

Quando a incubacfo se prolonga por um longo periodo & reacéio
de Voges-Proskauer torna-se negativa. Conforme verificaram
Paine”™ e Williams e Morrow ¥ as bacterias destroem o acetilmetil-
carbinol. Como esta destruico nfo é paralela A exaustdo da
peptona Williams e Morrow !¢ concluem que “if seems probable
that compound serves as a sgource of carbon”, Titisler® verificou
que no meio de Clark Lubs o género Aerobacter produz reacio
negativa com 5 diag e positiva com 8 dias, donde a necesidade de
-n&o prelongar a ineubaclo além de 3 dias quando se prefere
usar o meto de Clark Lubs (alids, conforme recomenda o Standard
‘Methods of Water Analysis A. Publ, Health Acs, 1983). Como o
acetilmetilearbinol estd em relaciio direta com o “flavour” de
numerosos glimentos tais como a manteiga, o pio, o café, o tabaco
e a cerveja, Tittsler 19 procurou verificar até que ponto os membros
do género Aeroboeter poderiam fermentar o acetilmetilearbinel,
transformandc-o em diaceti]l e alterando portanto os caracieristicos
organcitiicos dagueles alimentos. Verificou que aproximadamente
a metade das amostras de A, aerogenes e A, oxitocum fermentam esta
substncia que nfo é atacada pelag amostras de A, cloacae e A.
Jevans,

Partindo do principio que a prova do VP pode ser apressada
pela oxidacfo, Levine, Weldin e¢ Johnson* experimentaram viries
oxidantes, com o objetivo de apressar a reacdo. Empregaram entre
.outres: o bieromato de potédssio, o clorato de potéssio, o perclorato de
potéssio, o peréxido de bario, o hipociorito de céleio e o perdxide de
hidregénio, laneando mio da sacarose em lugar da glicose, Com o
emprégo do primeiro conseguiram obter leituras positivas apés 15
minutos. Em geral, porém, todos os oxidantes apressam a leitura,
tendo o perdxido de hidrogénio dado resultados melhores. ¥’ ne-
cesgario, porém, juntar o perdxido de hidrogénio apés ter mis-
turado & eultura com a potassa e depois de j& fer agueecido esta
‘mistura em banho-Maria por 2 minutos. O perbxido de hidrogénio
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& adicionado na quantidade de 2 a 3 gotas. A coloracfio aparece
em 1 cu 2 minutos e persiste por varias horas. Um excesso de.
perdxido de hidrogénio torna a reacfio muito fugaz. Nos melos gli-
cosados a adico do perdxido ndo é intelramente satisfaiéria, pois,.
segundo referem Levine e colaboradores ©: “The dificuliy is probably
due to the coloration which develeps when the glucose w KO
mixture i heated”.

Com idéntico objetive de apressar a leitura do VP foi empre-
gado o perdxido de sddio por Bedford!; o inconveniente maior no.
uso désse agente oxidante rveside na natureza transitéria da colo-
racho, pnas culturas positivas, ‘

Procurande evitar ésses inconvenientes Werkmann ¥ empregon
o clorveto férrice como calalisador afim de apressar a oxidacio do
acetilmetilcarbinol em discetil. Aecentua Werkmann ¥ varizs van-
tagens no emprégo desta substincia: a coloracfio forte aparece na
auperficie apds poucos minutes e ge estende para o funde do tubo,
a coloracio é estdvel por vérios dias e assim permanece mesmo.
ap6s uma semana, dando a prova resuliados positivos desde os trés.
primeiros dias de incubacfo a 30°C.

A téenica consistia em juntar 2 potas de uma solugdo a 2%
de clorete férrice a bem® da culfura, adicionava-se depois Sem® de-
uma solucdo de soda a 10% sendo o tubo agitado. A adicio do
cloreto férrice deve ser feita antea da soda, porque depois forma-se
uma floeulacho marcada. A reaglc é apressada aquecendo-se a.
eultura mais o cloreto férrico, sem a soda, durante um minuto em.
dgua Tervende, ‘

Tomando em considerachc as objeeles comumente feifas eontra.
os métodos de diferenciacio aconselhados pelo “Standard Methods for
Water Analysis™ resolveram Lindsey e Meckler 5, empregar eompa-
rativamente o métodoe de Werkmann®® em culfuras em caldo gli-
cosado de 24 horas a 37°C e o método padrio e verificar se os.
mesmos coincidiam exatamente,

Tendo em conta, fambém, as diferencas de potenciais de oxido-
reduciio entre K. coli e 4. cerogenes, Lindsey ¢ Meckler’ reeol-
veram igualmente investigar a vpossibilidade de ser empregado o
potencial redox para a diferenciacfo de coliformes, utilizando a
reducdo dos corantes como indicador. Verificaram assim gue pin.
gando uma gota de uma soluclo aquosa saturada de azul de meti--
ieno em uma culfura de 24 horas de 4. aevcgenes em caldo lacio-
gado, ¢ azul de metileno é reduzido em poucos minutos. No casc:
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da FE. coli s6 havia reducfio apds varias horas. Nio empregavam
meiog especials, utilizando apenas os tubos de fermentaciio de caldo
lactosado usados nas “provas complementares” para o grupe coli-
GEFOYEnEs.,

Assim conseguniram diferenciar com a maior facilidade a E.
eoli do A. cerogenes em apenas uma hora, sem a necessidade de
gerem usados meios especiaig.

Porém, se em lugar do caldo lactosado empregavam ¢ ealdo
comuim, as culturas de 24 horas da F. eolf reduziam o azul de me-
tileno rapidamente.

A explicacido seria a seguinte: durante o sen crescimenio a
E. ¢oli aumenta a conceniraclo idnica do ealdo com acuear i8¢
rapidamente gue o limite de tolerdncia € prontamente atingido e
o creseimento para. Ao passo gue o A, aerogenes tende g decompor
o 4cido & medida que o mesmo vai sendo formado e assim o cresci-
mente prossegue por muito mais tempo. No caldo lactosado a.
FE. eoli néo reduz mais o azul de metileno porgue o crescimento, apds.
24 horas é& paralisade integralmente e a taxa de erescimento &
extremamentes lenta. A média de crescimento é ¢ fator principal
na dsterminacio dos potenciais de desenvolvimento das culturas,

TECNICA

Fol empregada a téenica de Lindsey e Meekler 7: adicionava-se
iz culturas de 24 horas em ealdo lactosado, uma gota de solncio
aquosa saturada de azul de metileno e observava-se por vArias horag
na temperatura ambiente,

0O contrdle do VP era feifo com a mesma amostra cultivads.
em caldo com sacarcse e de aedrdo com ¢ “Standard Methods of Pure
Culture™.

RESULTADO

Foram examinadag 226 amosiras sendo;

84 de Aerobacier acrogenes
52 de Aerobacter cloacoe
51 de K. coli

39 de E. freundii



26 REVISTA DO INSTITUTO ADOLFQ LUTZ

As amostras foram isoladas de produies diversos.

Dentre as 84 amostras examinadas de A. gerogenes, 71 deram
resultados positives com o VP padris e 18 discordaram, o que
representa 18,3% de discordncia enire oz dois métodos de
«diagnostico,

Dentre as 52 amostras de A. clogcoe: 37 deram resultados
positivos, 15 discorderam, o que demonstra uma elevada porcen-
tagem de 40,5% de discordéncia.

De F. coli foram examinadas 51 amostras, havendo 49 con-
cordantes e 2 dizeordantes ou sejam 4% de discordancias.

Entre ag 39 amostras de E. freundii sdmente uma discordou
em 2,68% do fotal das examinadas.

Conforme se deduz dos resultados acima, a prova de VP com-
parada ecm a prova de reducfic de azul de metileno de Lindsey e
Meckler 5, demonstrou resultados aproximadamente compariveig s0
‘nos germes do grupo Escherichia.

- CONCLUSAO:

1 ~—- A diferenca de potencial de éxido-reducfio entre os germes
Jdos géneros Fscherichia e Aerogenes fol experimentada para a
diferenciacio rapida désses coliformes,

2 — O indieador usado fol o azul de metileno.

3 -— A reaclio de VP fol tomada como tcrmo de comparacéo.

4 - O método do azul de metileno apreseniou 2,68% de dis-
cordincia eom o VP entre as espéeies de K. freundii; 4% enfre
as de E. coli; 18,39 entre as de A. gerngenes e 40,5% entre as de
A. elonene,

5 — O método de diferenciacio dos coliformes pelo descora-
mento do azul de metileno nfo ofersce margem de seguranca.

CONCLUSIONS

1st. ~ The difference in the oxy-reduction potential hetween
germs of the Escherichiag and Aeropenes genera was tried out as a
bagis for rapid differentiation of these coli-form germs,

2nd. — The indicator used waz methylene blue,
8rd. — The V. P. reaction was taken as 5 means of comparison.
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4th, — The methylene blue did not tally with the VP in 2,63%
of the gpecies of K. freundii, 4% of the E. coli, 18,3% of A. aerc-
genes, and 40,5% of the A. cloaene. ‘

Hth, — The method of differentiation of the coliform germs
by the discoloration of the methylene blue is not secure one,

BIBLIOGRAFIA

1 — Beprorp, R. H, — 1928 «- A rapid method for obtaining the Voges
Proskauer reaction. Jowrn. Bact., 18: 93.

2 — CuEN, C. €. e RErTGER, L. F. — 1920 — A eorrelation study of colon
aerogenes group of bacteria, with special reference to the orgamisms
ocurring in soil. Joeurn. Baet., 5: 253.

4§ - IlambEN, A. e NORRIS, D. — 1912 ... The bacterial production of
acetyimethyl carbinol and 2,3-butylene; glycol from various substan-
ces. Proe. Roy. Soe., B5: 78.

4 — Leving, M., WELDIN, J. C, e JoungoN, B, R. — 1917 — The Voges-
Proskauer and correlated reactions of ecli-like bacteria. Jown., Inf.
Dis., 21; 39.

5 — Lrvpsey, G. A, e MecwsLr, €. M. — 1832 — Two rapid methods for
distinguishing between FEscherichia coli and Aderobacter aerogenes,
Journ, Bact., 32: 1i4.

f — NuurRErRG, C. e BRINFOURTH, BE. — 1823 -~ FKine neue form Unwandlung
des Acefaldehyde durch gavende Hefe. Bioch, Zeitschr, 148: BS3.
7 — Pamng, F. 8. — 1927 — The destruction of acetyl-methylearbinol by

members of the colon-aerogenes group. Jowrn. Bacl, 13: 269,

B — RogErs, L. A, CLARK, W. M. ¢ Luzs, H.. A, —— 1918 -— The characteris-
tics of bacteria of the colon type occuring in human feces. Journ.
Bact.,, 3: 231,

9 - THOMPION, J, — The chemical action of B. cloacae on glucose and manitol.

1) — TrrrsLER, R. P, — 1938 — The fermentation of acetyl-methy! carbinel
by the Hscherickia-aerchacter group and ifs significance in the
Voges-Proskauner reaction. Jomrn., Beact., 35: 1d7.

11 — VooBg, 0. ¢ PROSKAUER, B. — 1898 - Beitrage zur Ernahrungs-phy-
sologie und zur differential diagnose der Bacterien der Hemorrha-
gischen septicaemie. Zeif, fur Hyg., 28: 20,

12 ~— WarroLE, 8. G. — 1910-1811 . The action of B. lzcliz aerogenes on
glacose and manifol. Proc. Roy. See., 83: 272,

14 - WiLLIAMs, O. B. e Mornow, H. B. — 1928 — The hacterial destruetion
of acetyi-metyl-carbinol. Jowrn, Beet., 16: 43.



