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SUMMARY

CALAZANS, S.C. & BRANDÃO, C.S.H. - Use of rosolic acid in the identification of species of
genus Brucella. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 32: 37-40, 1972.

The utilization of the rosolic acid (dyphenyl-cresol-carbinol anhydride) in chromo-
bacteriostasis tests is described as an additional element for the identification of the
species Brucella suis.

INTRODUÇÃO

O processo de cromobacteriostase, desen-
volvido em 1943 por HUDDLESON 2, por sua
simplicidade, a par de excelentes resultados
práticos, é largamente empregado na diferen-
ciação das espécies melitensis,abortus e suis
do gênero Brucella. Entretanto, não pode ser
considerado como decisivo, pois realmente
diferencia apenas as espécies-tipos e nem sem-
pre os demais tipos se comportam uniforme-
mente nas diferentes faixas de concentração
inibitórias dos corantes utilizados.

Visando a melhoria da capacidade discri-
minativa do metodo em causa, foi estudado, no
presente trabalho, o emprego do ácido rosóli-
co (anidrido de dífenol-cresol-carbínol), em
complementação à técnica de Huddleson,

MATERIAL E MÉTODOS

1. Material

1.1 Ácido rosólico (anidrido de difenol-
cresol-carbinol) (3)

1 g dissolvida em 50 ml de álcool absoluto,
completado o volume até 100 ml com água
destilada.
1.2 Soluções de fucsina básica e tionina ,.

preparadas conforme Huddleson, utilizando
lotes de corantes de atividade conhecida, se-
gundo recomendação da Comissão de Peritos
da Organização Mundial de Saúde (4) .

a) Solução de fucsina básica: solução a
0,1% em água destilada esterilizada; deve ser
preparada cada 60 dias.

b) Solução de tionina: solução a 0,1% em
água destilada esterilizada; deve ser preparada
cada 60 dias.

1.3 Meios de cultura
1.3.1 Ágar-triptose

Bacto-Tryptose (5) 20 g
Cloreto de sódio '........ 0,5 g
Água destilada .. 100 ml
Bacto-Agarí,5) •••••••••• • 1,8 g

(1) Do Instituto Adolfo Lutz.
(2) Do laboratório I de Taubaté, S.P., do Instituto Adolfo Lutz.
(3) E. Merck, p.a., n.O 627.
(4) Fucsina básica - certificado n.o NF 58; tionina - certificado n.? 16 (Comité Mixte FAO/OMS

d'Experts de Ia Brucellose - Deuxieme rapport - OMS Ser. Rapp. Techn., 1953, p. 67)
(5) Difco
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Aquecer, em vapor fluente, até perfeita dis-
solução; esfriar a 60°C; acertar o pH a 6,8 -
7,1. Distribuir em balões de 100 ml; esteri-
lizar li uo-c por 15 minutos.

1.3.2 Ágar-infusão de fígado (Stafseth-
Huddleson)! •

a) Infuso de fígado: misturar, em 'uma
panela, 500 g de fígado. de boi passado na
máquina e 500 em" de água de torneira; co-

brir a panela e aquecer em vapor fluente du-
rante 20 minutos; misturar novamente o con-
teúdo e aquecer em vapor fluente mais 1hora
e meia; coar através de uma peneira para reter
as partículas mais grosseiras e filtrar através de
algodão de vidro.

b) Para preparar 1 litro de caldo de fígado:

Infuso de fígado 500 em"
Água de torneira 500 em"
Peptona . . . . . . . . . . . .. 10 g
Cloreto de sódío puro ... 5 g

Aquecer em vapor fluente unia hora, deixar
resfriar a 60°C, ajustar o pH a 7,0 e aquecer
novamente em vapor fluente durante 1/2 ho-
ra. Filtrar em algodão de vidro, distribuir e
esterilizar a 110°C, 1/2 hora. O pH flnal deve-
rá ser próximo de 6,6.

c) Dissolver 20 g de ágar em 1 litro de cal-
do de fígado preparado como indicado prece-
dentemente, filtrar em algodão de vidro, dis-
tribuir e esterilizar a 110°C, 1/2 hora. Para o
isolamento a partir de material muito conta-
minado, adicionar a cada litro de ágar-fígado,
5 em" de uma solução a 0,1% de violeta de
genciana (cone, final 1/200 000), a fim de ini-
bir germes. de contaminação gram-positivos.

f3.3 Brucella-Ágar (1); preparado de acor-
do com as indicações do fabricante.

1.3.4 Âgar-ínfusão de batata (2): prepa-
rado de acordo com as indicações do fabrican-
te.

(1) Albimi Laboratóries, n.? A 115.
(2) Difco, n.? B 51.
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1.4 Estirpes utilizadas:

a)B. abortus 1119-3, utilizada pelo Depar-
tamento de Indústria Animal, E.U.A.,na pre-
paração de antígenos 7; .

b) B. abortus 456, proveniente do Centro
de Moléstias Transmíssíveís, Atlanta, E.D.A.,
utilizada por SCHUBERT & HERNDON8 na
preparação de antígenos de Wright experimen-
tais;

c) B. abortus 544 (Weibridge)
d) B. suis S-6, utilizada pelo Centro de Es-

tudos da Brucelose, de Montpellier, França,
para a preparação de antígenos";

e)B. suis 1130 (Míneãpolís);
f) B. melitensis 16 M (Beltsville).
As amostras B. abortus 544~B.suis 1130 e

B. melitensis 16 M são recomendadas pelo
Comité Misto de Peritos da Brucelose, da
O.M.S., como estirpes-padrão especialmente
adequadas às provas de padronização da CIO-

mobacteriostase.
Foram utilizadas amostras verificadas apre-

sentarem-se em fase lisa, conforme os con-
ceitos atualmente em vigor3,4,9.

2. Método
Foram sempre empregados meios sólidos,

de fabricação recente. Os corantes, nas con-
centrações indicadas, foram juntados aos
meios fundidos e estes eram aquecidos em
banho-maria a 50° C por 5 minutos para
obtenção de uma distribuição homogênea. Os
meios foram, em seguida, distribuídos em pla-
cas de 100 x 20 mm, que eram colocadas em
estufa a 37° C até desaparecimento da água de
condensação.

As diluições finais dos corantes foram:
a) Ácido rosólico: 1/10.000; 1/20.000;

1/30.000; 1/40.000; 1/50.000; 1/80.000 e
1/100.000;

b) Fucsina básica e tionina: 1/50.000 e
1/100.000.

Os inóculos das várias amostras de brucelas
foram preparados cultivando-se 48 horas em
tubos de Brucella-Âgar. Para semeadura das
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placas foi utilizado o induto bacteriano colhi-
do com alça calibrada de 1 mm de diâmetro
interno" (duas alçadas suspensas em 1 m1 de
solução fisiológica). As semeaduras foram fei-
tas em estrias, em placas divididas em seto-
res, para efeito comparativo; foram utilizados
ágar-fígado, Brucella-ágar, ágar-infusão de ba-
tatas e ágar-triptose. As placas foram incuba-
das a 37° C, durante 96 horas.

RESULTADOS

Inicialmente, foram examinados os quatro
meios de cultura utilizados, para verificação
das condições nutritivas mais adequadas ao

crescimento das amostras empregadas. O Bru-
cella-Ágar e o ligar-fígado conduziram a resul-
tados mais exatos e constantes no que se refe-
re à intensidade e caracteres morfológicos do
crescimento bacteriano; entretanto, também o
ágar-infusâo de batatas e o ágar-triptose permi-
tiram resultados satísfatórios, embora menos
nítidos. Assim sendo, foram escolhidos os dois
primeiros meios para as observações subse-
qüentes.

Para determinação da faixa de diluições de-
terminantes de cromobacteriostase, foram rea-
lizadas dez determinações, cujos resultados
estão expressos no quadro I:

QUADRO I

Açãó bacteriostdtica do ácido rosólico sobre amostras de Brucella.Resultados de
10 observações em meio Brucella-dgar, com 48 h de incubação a 3fJ C

Diluições

Espécies
1:10.000 1 :20.000 1 :30.000 1 :40.000 1:50.000 1 :80.000 1 :100.000

ab ortus C C C C C C C
melitensis C C C C C C C

suis I I C C C C C

I - Inibição de crescimento
C - Crescimento

A influência do tempo de incubação foi
verificada como mostra o quadro Il:

QUADRO II

Ação bacteriostâttca do ácido rosôlico a 1:20.000
sobre amostras de Brucella, em meio de ágar-f(gado e
incubação a 3fJ C, a 24, 48, 72 e 96 h de observação

Tempo de incubação

Espécies 24 h 48 h 72h 96 h

abortus + ++ ++ ++
melistensis - + + ++

suis - - - -

+ Crescimento
- Ausência de crescimento

CONCLUSÕES

Pelos resultados apresentados pode-se veri-
ficar:

a) A ação bacteriostática do ácido rosólico
em diluições até 1:20 000 e após 48 h de in-
cubação é nítida com referência à Brucella
suis, não apresentando o corante efeito inibi-
dor, em qualquer concentração, sobre as espé-
cies abortus e melitensis.

b) Os quatro meios testados - ágar-tripto-
se, ágar-infusão de fígado, Brucella-ágar e
ágar-infusão de batatas - embora, com peque-
nas variações, podem ser utilizados nas provas
de cromobacteriostase.
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c) A prova descrita poderá ser utilizada,
juntamente com as provas clássicas - pela fuc-
sina básica e tionina - como mais um elemen-
to para caracterização de espécies do gênero
Brucella.

RESUMO

CALAZANS, S.C. &BRANDÃO, C.S.H. - Emprego
do ácido rosólíco na identificação de espécies
do gênero Brucella. Rev. Inst. Adolfo Lutz,
32: 37-40, 1972.

O emprego do ácido rosólico (anidrido de
difenol-cresol-carbinol) em provas de cromo-
-bacteriostase é descrito como mais um ele-
mento para identificação da espécie Brucella
suis.
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