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SUMMARY

A culture medium for presumptive identification of anteric Gram-negative

rods was studied.

The base stands on production of indol, L.

tryptophane deaminase, acid

or acid and gas from glycose and saccharose, urease, H,S and on the aspect of

the bacterial growth.
The laciose,

usuaily emploved as subsiract for the differentiation of the

B, coli, was substituted by the gas-indol reactions,
It was siso employed the reaction of L. trypiophane deaminase for differen-

tiation of members of Providence group.

INTRODUCAQ

O primeiro meio de cultura para identi-
ficagio presuntiva de Dbacilos inteslinais
Gram-negativos, permitindo 2 observagio de
varias reagBes em um s0 tubo, foi descrito
por Russgr i,

Modificaces désse meio foram propostas
para aumentar o nimerc de respostas, & a
sensibilidade.

Dessas  modificagbes destacamse a de
Kucrer ?, Svrkmw & Winrer?, que intro-
duziram a reacio do H,S; Smvcrr ¢ que in-
iroduzinz a prova da urcase ¢ a de Bamrac-
CHINI® que é a combinacfo désses meios.

Nésses melos, as amostras de E. coli fer-
mentadoras tardias da lactose apresentam rea-
¢bes semelhantes As dos germes patogénicos
produtores de gis. As bactérias do grupo
Providence tamhém apresentam, com 8&sses
meios, reaches semelhantes s dos germes pa-
togénicos produtores ou ndo de gis.

O meioc que apresentamos neste trabalhe
elimina essas falhas pois identifica a E. coli

pelas reacBes gds-indol, e os germes do grupe
Providence, pela L-triptéfano desaminase (9,

Essas reacbes foram adetadas por serem
sempre positivas e precoces,

MATERIAL E METODOS

MEIO DE CULTURA

a} Base
Triptona ....oovai il 10g
Extrato de carne ............. 2g
Cloreto de sédio .............. 5g
Fosfato dissédico (Na,HPO,.5H,0 2g
L. tziptéfane ... l.L, lg
Soluciio alcodlica de azul de bro-
motimel & 1.5% .......... 2 ml
Agar “Bifco™ 8 . L.l ilg
Agua destilada qep. ... L. 1 000 mi
pH 74

(1 Trabstho realizado na SecgBo de Coprocultura da Diretoriz de Microbiclogla e Dilagndstico

de Ingtituto Adolfo Lauiz,
{2y Do Institute Adoclfo Lutz.

{3) Esta reagfio serd citada como LTD, dagui por dianie/
{4} Outro agar pode ser empregado desde que seja determinads s gquantidade Sthma.
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Adicione lodos os elementos & Agua e
aqueca & fervura até dissolver, Ajuste ao
pH 74 com solugiio de hidrixido de so-
dio a 49. Filire em algodic. Complete o
volume de 1 litro com #gua destilada. Dis-
tribua em balGes, Esterilize a 120°C, du-
rante 20 minutos,

by Selugio de indicador ¢ subsiraios

Citrato de ferro amoniacal ... ... 20
Tiossulfato de sddio

{(Nag8,0,5H.) .. ... ... 2
SACATOSE L o e 50 ¢
Gleose ... i g
Uréia ..o e g
AgUa oo 85 mi

Cologue todos oz elementos em um vi-
dro esterilizado, de 150 ml. Arrolhe com
rélha de cortia. Aquega a G5°C com agi-
tacio freqiiente, até dissolver. Esterilize
mergulhando o vidro em &gna até o gar-
galo & aquega a 65°C, durante 1 hora.

¢) Preparc final do melo

800 ml
14 mi

Base (&)
Solugiio (b}

Fundada a base, resfrie a 65°C aproxi-
madamente.  Adicione a solugio, com as-
sepsia. Distribua mais ou menos 3 ml em
tubos de 12x3120 mm, esierilizados, cujo
tampdo contenha reative de indol descrito
adiante. Incline oz tnhes deixando uma
base de 3 cm de altura aproximadamente.
Incube durante 48 horas para controlar a
csterllidade. ) meio apresenta cor azul-
esverdeada,

Reativo para INDOL

&0

a) Formula

p-Dimctilaminobenzaldeido .. ... lg
Acide ortofosforice (D == 1,70} 20g
Aleool (... oo il e 50 ml
Agua destilada g.ep. ool 100 ml

Dissolva o p-dimetilaminechenzaldeido ne
dleool.  Adicione o acido ortofoeférice e a
dgua. Cologue em vidro com rélha esme-

rithada.

b)

Aplicagio do reative no algodao

Esterilize tubos de 12x120 mm, ecom
tampdo de algodio hidrsfilo.  Celogue
mais ou menos 10 ml do reative para in-
dol em uma placa de Petri inclinada e com
um pedaco de papel de filtro no fundo.
Retire o tampés de algodie do tubo e to-
que a ponta no papel de {iltro um poueo
acima do nivel do reativo, conforme o de-
senho abaixe.  Recoloque o tampdo no
tubo gue receberd o meio de cultura, Tra-
balthe com. assepsia.

SEMEADURA E INCUBACAO

Semeie em toda a superficie e pique pro-

fundamente 3 base, Incube de 18 a 24 horas.

~ /
I\-‘{[OE}IFICA{}OES APRESENTADAS PELC MEIO

INQCULADO

1. Meio inalterado. induto bacteriano es-
branquigado,

2. Meio inalterado, induto bacteriano es-
curo,

3. Base amarela, apice azul == 4cido em
glicose.

4. Base amarela com bolhas de gis, apice
azul == 4cido em glicose com producio
de gds,

5. Base e apice amarelos, com grande pro-

ducio de gés que projeta ¢ meio para
cima (a parte superior do apice pode

apresentarse azulesvredeads) = goh
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em glicose e sacarose com grande pro-
dugdo de gés.

6. Base amarela e préta®) apice azul =
dcide em glicose e producie de HLS.

7. Base amarela e préta com bolhas de
gés, apice azul = acido em glicose com
produgdo de gis o H.S.

8. Base amarela ¢ préta com bolhas de
gas, épice amarelo == produgfo de H.S,
icido com glicose e sacarcse com pro-
dugio de gis.

9. Base amarela, apice verde ¢} == acido
em glicose e produgo de LTD.

10. Base azul, &pice verde = produgio de
urease e LTD.

11. Base azul ¢ préta @), apice verde = pro-
dugdo de urease, H;S, e LTD.

12. Ponta do tampio de algedio vermelho-
maravitha = producio de indol.

Pelas indicagbes referidas as enterobacte-
rias podem ser presuntivamente classificadas
de acdrdo com a chave na pagina seguinte.

DISCUSSAQO E RESULTADOS

A lactose como substrato diferencial entre
a E. coli e outros bacilos intestinais Gram-
negativos nie & o ideal para um meio de cul-
tura cuja leitura deve ser feita entre 18 e
24 horas de incubacio, pela existéncia de
amostras fermentadoras tardias da lactese.
Malis racional é o emprégo das reagbes gis-in-
dol sempre positivas e precoces,

)s germes do grupe Providence, nos meios
similares citados, nde se diferenciam dos
germes patogénicos produtores de gés ou ndo
por falta de substralo spropriade. Essa di-
ferenciagiio lornou-se possivel pela introdu-
gio da reagiio da LTD, sempre positiva e
precoce ©.

{1y A cOr amarela potle ser observada na parte

O género Proteus também poderia ser di-
ferenciado dos outros germes intestinais pela
prova de LTD, dispensando, portanto, o em-
grégo da uréia. Este substrato fol mantido
para diferenciar o Proteus rettgeri ¢ o Pro-
teus morgenii do grupe Providence. A AL
caligenes faecalis ¢ as Pseudomonas que nfo
alteram o meio diferenciam-se entre si por-
que somente as Pseudomonas die um endu-
to bacteriano escuro.

Os demais germes apreseniam no wmeio
descrito caracteristicas semelhantes as apre.
sentadas em melos similares eitados.

Apesar do grande nimero de indicacBes
possivels, o meio proposto nfo cstabelece di-
ferenciagio enive Salmenelas, Arizong ¢ Ci-
trobacter,

0 mesmo aconlece entre ¢ grupe Hafnia
e as Salmonelas assulfidrigenas.

A identificacio da Kiebsicla e do Aero-
bater conlinua dependends das provas guan-
titativas (crescimento ¢ produgfo de gas
abundantes).

Testado na Secglio de Bacteriologia do Ins-
titnle Adolfo Lutz, o meio demonstrou ser
de grande eficiéncia ¢ superior aos simila-
res na identificagio da E. coli e do grupo
Previdence,

RESUMO

Foi estydado um melo de cultura para
identificagfio presuntiva de bacilos intestinais
Gram-negativos.

() meio basela-se na produgiio de indol,
LTD, urease, HsS, dcido ou acide e gés em
glicose, acido e gés em sacarose e no aspeclo
do enduto bacteriano.

A lactose como substrato diferencial para
a E. ool foi substituida pelas reagBes gds-in-
dol,

Foi introduzida a reacio da L-triptéfano
desaminase para diferenciac@o dos germes do
grapo Providence.

interior da base.

(2) Resultado da cor amarelo-acastanhada gque se desenvolve no Apice pela LTD positiva, mais

4 cor azul do indlcador.

(3) A cfr azu)l pode ser observada na parte inferior da Dase,
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Chave pare clossificacdo presuntive de bacilos iniesiinais Gron-negativos, de acdrdo com s o~
dificacles apresentadas pels melo gpds 18 o 24 horas de incubacdo.

Ureage :
................................................................... B. Ool
+ { : '

LTD { P B R v Providence

[ indol + { ................................... Proteus

sacarose { Oitrobacter

Balmonelle
S3CATOSe Citrobacter
Arizonn

HS +

dcido e

ghs + Producle abun- Aerobacter

indel — dante de gés pro-
jetando o meio
para cima Kliebsisla

HS —

Balmonela
Producfic pegue- Bh. newecosile
na de gés Sh. monchester
Hafniq

Urease
- D HS + o, e 5. yphi

Bhigello
SUb-gIUpos
indol § ... AB-C
fcido -+
gas - Aloglescens-
HS -~ oy b disnar

. " Badgsile
Indol { Bub-grupos

A-B-C-DD

enduato bac~
teriano 8- . Paedomonas
curo

melo
inalte-

rado enduto Lac-
teriano esw Alcaligenes
branguil- ¥ . faecalis
cade

*  Algumas ragas do Sub-grupe B podem dar indel neste meio.

+  Positive
—  Negative

&2
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ERRATA

Na chave da pagina 82, onde se 1&
E. coli, leia-se Proteus; onde se I& Proteus,

leia-se H. coli.
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