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SUMMARY

A culture medium for presumptive identification of enteric Gram-negative
rods was studied.

The base stands on production of indoI, L. tryptophane deaminase, acid
or acid and gas from glycose and saccharose, urease, H2S and on the aspect of
the bacterial growth.

The lactose, usually employed as substract for the differentiation of the
E. cou, was substituted by the gas-indoI reactions.

It was also employed the reaction of L. tryptophane deaminase for differen-
tiation of members of Proouience group.

INTRODUÇÃO

o primeiro meio de cultura para identi-
ficação presuntiva de bacilos intestinais
Gram-negativos, permitindo a observação de
várias reações em um só tubo, foi descrito
por RUSSEL1.

Modificações dêsse meio foram propostas
para aumentar o número de respostas, e a
sensibilidade.

Dessas modificações destacam-se a de
KUGLER 2, SULKIN & WILLET 3, que intro-
duziram a reação do H2S; SINGER4 que in-
troduziu a prova da urease e a de BARAC-
CHINI5 que é a combinação dêsses meios.

Nêsses meios, as amostras de E. coli fer-
mentadoras tardias da lactose apresentam rea-
ções semelhantes às dos germes patogênicos
produtores de gás. As bactérias do grupo
Providence também apresentam, com êsses
meios, reações semelhantes às dos germes pa-
togênicos produtores ou não de gás.

O meio que apresentamos neste trabalho
elimina essas falhas pois identifica a E. coli

pelas reações gás-indol, e os germes do grupo
Providence, pela L-triptófano desaminase (3).

Essas reações foram adota das por serem
sempre positivas e precoces.

MATERIAL E MBTODOS

MEIO DE CULTURA

a) Base

Triptona , .
Extrato de carne .
Cloreto de sódio .
Fosfato dissódico (Na2HP04' 5H20
L. triptófano .
Solução alcoólica de azul de bro-

motimol a 1,5% .
Agar "Difco" (4) •••••••••••.

Água destilada q.s.p .
pH 7,4

10 g
2g
5g
2g
Ig
2ml
llg

1000 ml

(1) Trabalho realizado na seccão de Coprocultura da Diretoria de Microbiologia e Diagnóstico
do Instituto Adolfo Lutz.

(2) Do Instituto Adolfo Lutz.
(3) Esta reação será citada como LTD, daqui por diante,
(4) Outro agar pode ser empregado desde que seja determinada a quantidade ótima.
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Adicione todos os elementos à água e
aqueça à fervura até dissolver. Ajuste ao
pH 7,4 com solução de hidróxido de só-
dio a 4%. Filtre em algodão. Complete o
volume de 1 litro com água destilada. Dis-
tribua em balões. Esterilize a 120°C, du-
rante 20 minutos.

b) Solução de indicador e substratos

Citrato de ferro amoniacal .
Tiossulfato de sódio

(J\ia2SZ0,.5H,O) .
Sacarosc .
Clicose .

2g

2g
80 g

10 g
40 g
85 ml

Uréia
Água

Coloque todos os elementos em um vi·
dro esterilizado, de 150 ml. Arrulhe com
rôlha de cortiça. Aqueça a 65°C com agi.
taçâo freqüente, até dissolver. Esterilize
mergulhando o vidro em água até o gar-
galo e aqueça a 65°C, durante 1 hora.

c) Preparo final do meio

Base (a) 800 ml
Solução (b) 14 ml

Fundada a base, resfrie a 65°C aproxi-
madamente. Adicione a solução, com as-
sepsia. Distribua mais ou menos 3 ml em
tubos de 12x120 mrn, esterilizados, cujo
tampão contenha reativo de indol descrito
adiante. Incline os tubos deixando uma
base de 3 cm de altura aproximadamente.
Incube durante 48 horas para controlar a
esterilidade. O meio apresenta cor azul-
esverdeada.

REATIVO PARA INDOL

a) Fórmula

p-Dimetilaminohenzaldeído
Ácido ortofosfórico (D = 1,70)
Álcool .
Água destilada q. s. P: . .

1 o-
b

20 g
50ml

100ml

Dissolva o p-dimetilaminobenzaldeído no
álcool. Adicione o ácido ortofosfórico e a
água. Coloque em vidro com rôlha esme-
rilhada.
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b ) Aplicação do reativo no algodão

Esterilize tubos de 12x120 mm, com
tampão de algodão hidrófilo. Coloque
mais ou menos 10 ml do reativo para in-
doI em uma placa de Petri inclinada e com
um pedaço de papel de filtro no fundo.
Retire o tampão de algodão do tubo e to-
que a ponta no papel de filtro um pouco
acima do nível do reativo , conforme o de-
senho abaixo. Recoloque o tampão no
tubo que receberá o meio de cultura. Tra-
balhc com. assepsia,

SEMEADURA E INCUBAÇÃO

Semeie em tôda a superfície e pique pro·
fundamente a base. Incube de 18 a 24 horas.

MODIFICAÇÕES ÁPRESENTADAS PELO MEIO

INOCULADO

1. Meio ínalterado. induto hacteriano es·
branquiçado.

2. Meio inalterado, induto bacteriano es·
curo.

3. Base amarela, ápice azul
glicose.

ácido em

4. Base amarela com bolhas de gás, ápice
azul = ácido em glicose com produção
de gás.

5. Base e ápice amarelos, com grande pro·
dução de gás que projeta o meio para
cima (a parte superior do ápice pode

apresentar-se azul-esvredeada) z: áddo
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em glicose e sacarose com grande pro-
dução de gás.

6. Base amarela e prêta (1) ápice azul =
ácido em glicose e produção de H2S.

7. Base amarela e prêta com bolhas de
gás, ápice azul = ácido em glicose com
produção de gás e H2S.

8. Base amarela e prêta com bolhas de
gás, ápice amarelo = produção de H2S,
ácido com glicose e sacarose com pro-
dução de gás.

9. Base amarela, aplce verde (.2) = ácido
em glicose e produção de LTD.

10. Base azul, aplce verde = produção de
urease e LTD.

11. Base azul e prêta (3), ápice verde = pro-
dução de urease, H2S, e LTD.

12. Ponta do tampão de algodão vermelho-
maravilha = produção de indol.

Pelas indicações referidas as enterobacte-
rias podem ser presuntivamente classificadas
de acôrdo com a chave na página seguinte.

DISCUSSÃO E RESULTADOS

A lactose como substrato diferencial entre
a E. coli e outros bacilos intestinais Gram-
negativos não é o ideal para um meio de cul-
tura cuja leitura deve ser feita entre 18 e
24 horas de incubação, pela existência de
amostras fermentadoras tardias da lactose.
Mais racional é o emprêgo das reações gás-in-
dol sempre positivas e precoces.

Os germes do grupo Providence, nos meios
similares citados, não se diferenciam dos
germes patogênicos produtores de gás ou não
por falta de substrato apropriado. Essa di-
ferenciação tornou-se possível pela introdu-
ção da reação da LTD, sempre positiva e
precoce 6.

O gênero Proteus também poderia ser di-
ferenciado dos outros germes intestinais pela
prova de LTD, dispensando, portanto, o em-
grêgo da uréia. Êste substrato foi mantido
para diferenciar o Proteus rettgeri e o Pro-
teus morganii do grupo Prouidence. A Al-
caligenes faecaZis e as Pseudomonas que não
alteram o meio diferenciam-se entre si por-
que somente as Pseiulomonas dão um endu-
to bacteriano escuro.

Os demais germes apresentam no meio
descrito características semelhantes às apre-
sentadas em meios similares citados.

Apesar do grande número de indicações
possíveis, o meio proposto não estabelece di-
ferenciação entre Salmonelas, Arizona e Ci-
trobacter.

O mesmo acontece entre o grupo Hafnia
e as Salmonelas assulfidrígenas.

A identificação da Klebsiela e do Aero-
bater continua dependendo das provas quan-
titativas (crescimento e produção de gás
abundantes) .

Testado na Secção de Bacteriologia do Ins-
título Adolfo Lutz, o meio demonstrou ser
de grande eficiência e superior aos simila-
res na identificação da E. coli e do grupo
Prooidencc.

RESUMO

Foi estudado um meio de cultura para
identificação presuntiva de bacilos intestinais
Gram-negativos.

O meio baseia-se na produção de indol,
LTD, urease, H2S, ácido ou ácido e gás em
glicose, ácido e gás em sacarose e no aspecto
do enduto bacteriano.

A lactose como substrato diferencial para
a E. coZi foi substituída pelas reações gás-in-
doI.

Foi introduzi da a reação da L-triptófano
desaminase para diferenciação dos germes do
grupo Providence.

(1) A côr amarela pode ser observada na parte inferior da base.
(2) Resultado da côr amarelo-acastanhada que se desenvolve no ápice pela LTD positiva, mais

a cor azul do indicador.
(3) A côr azul pode ser observada na parte inferior da base.
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Ohave para classificação presuntiva de bacilo8 intestinais Gran- negativos, de acõrâo com as mo-
dificações apresentadas pelo meio após 18 a 134 horas de incubação.

ur~se { .

Urease ~

LTD
~

ácido e
gás +

indol + { .

J
1 sacarose -

E. cou

Providence

Proteue

{

{

I
1

Oitrobacter

SaZmonella
Oitrobacter
Arizona

Aerobactel'

Klebsiela

Salmonela
Sti, newcastle
Sh, mancliester
Hajmu:

ácido +
gás -

meio
ínarte-
rado

indol -

sacarose +
H,5 +

Produção abun-
dante de gás pro-
jetando o meio
para cima

Si, typh.i

ShigeUa
Sub-grupos

A-B-C

AlcaZescen,s-
dispar

Shigella
Sub-grupos

A-B-C-D

Pseuâomonas

Alcaiiçenes
toecaus

•

l

) ~+

H2S -

H.S -

1
Produção peque-
na de gás

j
enduto bac-
teriano es-
curo

enduto tac-
teriano es-
brariquí-
cado

J\ .. , . , , , .

I
1

Iíndol
+

in~ol • {

{ .. ,.""" .... ,.""" .. ,.""

1··························.

Algumas raças do Sub-grupo B podem dar indol neste meio.

+ Positivo
Negativo
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Na chave da página 82, onde se lê
E. coã, leia-se Proteus; onde se lê Proteus,
leia-se E. coõ:
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