MEIOS DE CULTURA ECONGCMICOS PREPARADOS
PELA DIGESTAQ TRIPTICA DA CARNE,
SEGUNDO HOTTINGER

ETTORE RUGAI

Biologista do Instituto Adolfo Lutz

Péré, em 1892, demonstrou o valor da caseina digerida pela
tripsina, como meio de cultura para a produclo de indol pelo ba-
cilo coli.

Peckham, em 1893, usando carne em vez de caseina, confirmou
os trabalhos de Péré.

Entretanto, foi Hottinger que, em 1912, apds estudog mais am-
plos, divulgou ¢ uso do produto total da digestdo triptica da carne,
em diluicdo conveniente, para substituir o caldo comum. Por isso,
esse meio é conhecido hoje, como Caldo pancreitico de Hottinger.

Posteriormente, virios autores preparavam meios semelhantes:
Dalimier, 1913; Douglas, 1914; Cole e Onslow, 1916; Cunnigham,
1918; Norris, 1918-19-20; Angerer, 1921; Hermann, 1934.

Angerer que recebera de Heim a incumbéncia de preparar um
“meio de cultura econdmico, em face das dificuldades por que pas-
sava a Alemanha apbs a guerra de 1914, encontrou no meio de Hot-
tinger a solucio plena do problema. Verificou, ainda, que a carne
de peixe pode substituir a de vaca.

Hermann usou testiculos do touro para provas de fermentagéo,
por serem pobres em acucar e produzirem um meio incolor. que per-
mite observar, com facilidade, a viragem do indicador.

Os autores citados descreveram meios visando a cultura de ger-
mes pouco exigentes; em geral do grupo coli-tifo-paratifico. S&c
meios mais ou menos especializados. Nio se pode, por esse motivo,
sem outros estudos, lancar mio deles para usos gerais de labora-
tério. Excecfo feita, todavia, dos trabalhos de Angerer que inciuiu
germes mais delicados — estreptococos, pneumococos, diftéricos. E
isto é muite importante porque, os meios & base de digestos tripti-
cos sfo ricos em aminoicios que constituem arma de dois gumes.
Fonte preciosa de nitrogénio e de assimilacfo facil, estimulam a mul-
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tiplicacdo dos germes; mas ultrapassados certos limites de concen-
tracdo, tornam-se t6xicos, principalmente para os germes mais sen-
siveis acima citados. E o que demonstraram Wyon e Mcleod em
1923 ¢ Gordon em 1923-26. E surpreendente, dizem agueles auto-
res, gue os que propde digestos tripticos para meios de cultura nio
se refiram ao poder inibiente dos aminoacidos.

O momento oportuno para se interromper a digestdo ndo foi
muito considerado. E porem indispensavel; seja para garantir o
crescimento de maior ndmero possivel de espécies bacterianas, seja
para estandartizacdo do meio.

Hottinger acompanha o andamento da digestio pela pesquiza
do triptéfanc com 4gua bromada. Manda digerir até determinada
intensidade da reacfo, conforme o fim que se tem em vista. KEsta
reacdo tem valor como qualitativa e nao pode, portanto, indicar com
precisdo o grau de digestdo. Resulta deste fato que as diversas
partidas de meios podem apresentar muita diferenca entre gi.

Angerer, baseando-se no poder tampio dos aminoécidos, avalia o
grau de digestiio pela quantidade de solucdo N/10 de HC1 neces-
saria para baixar o pH do ponto de viragem da fenoliftaleina ao
ponte de viragem do vermelho de metila. N3io indica, porém, o mo-
mento 6timo para cortar a digestéo.

Mais preciso é o método de dosagem dos aminoacidos por meio
do formol, segundo Sorensen. E o método que adotamos no presen-
te trabalho.

A digestdo triptica da carne tambem foi empregada para pro-
ducdo de toxina diftérica, com bons resultados, por: Hartley, 1922;
Watson e Wallace, 1923 ; Watson e Langslaff, 1927: Gibs e Rettger,
1927; Pope e Smith, 1932; Pope e Healey, 1933; Pope e Linggood,
1939 ; Linggood, 1939-41.

Considerando as vantagens técnico-econdmicas que o meio de
Hottinger oferece, empreendemos estudos no sentide de verificar si
é possivel o seu emprego em substituicio ao caldo e agar comuns.
Apés inimeras provas e algumas modificacGes, conseguimos o nos-
so desideratum.

O meio é de grande interesse porque dispensa as peptonas co-
merciais e reduz grandemente a quantidade de carne que seria ne-
cessaria para preparar igual quantidade de caldo ou agar comuns.

Antes de entrarmos na parte técnica julgamos de interesse co-
mentar os seguintes tbpicos:

1) Fermento digestivo: & pancreatina comercial, de atividade
variavel e as vezes negativa, preferimos usar a mistura de diver-
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808 pancreas de porco, cuja atividade é sempre garantida e mais
" uniforme. Cunnigham usa o pancreas de carneiro e cabra.

N&o se deve usar o pancreas muito fresco porque, encerrando
a tripsina ainda sob a forma de tripsinogeno, é de pouca atividade.
A conservaciio em geladeira durante alguns dias aumenta muito sua
atividade pela libertacio do enzima proteolitico.

2} Momento oportuno para interromper a digestfio: a acio
do fermento triptico é acompanhada pela dosagem dos aminoicidos
pelo método do formol, de Sorensen. O resultado é expresso em
centimetros ciibicos de solucdo normal de soda ou em miligramas
de nitrogénio aminico por cento. Quando a concentracio dos
aminodcidos atingir ao valor correspondente a 25-28 cc. de soda
normal ou a 0,350 a 0,392 milgr. de nitrogénio por cento, deve-se
interromper a digestdo. (IEstes dados tém valor para a relacio de
1 quilo de carne e 1.500 ce. de agua conforme a técnica adiante
descrita).

. K’ necessirio observar este limite para garantir o crescimenteo
de estreptococos, pneumococos e diftéricos, germes estes sensiveis a
concentracdes muito elevadas de aminoacidos.

Os germes do grupo coli-tifo-paratifo-disentérico, desenvolvem-
-se abundantemente mesmo quando aquele limite atingir a 40 ou
mais ce. de soda normal.

Mencio especial merece o bacilo tifico, para o qual o meio de
digestdo bem avancada é de grande wvalor.

3) Interrupcdo da digestio: O aguecimento para interrom-
per a digestdo deve ser feito em banho Maria ou em autoclave a
vapor corrente. (O aquecimento direto altera as propriedades nu-
tritivas do meio), e em pH 6.0, Neste pH alem de ser mais facil
a filtracdo e clarificacdo da solucdo, sio libertados os 4cidos gor-
durosos inseoliiveis, dos sabdes alealinos soltveis que se formaram da
gordura do pancreas e da carne com o alcali. A filtracdo deve ser
feita em papel molhado e apds completo resfriamento do liquido
para eliminacio mais facil desses Acidos.

A alta toxidez dos sais s6didos dos 4acidos oléico, linoléico e
linolinéico, para os pheumococos, conforme foi demonstrado por
Lamar, 1911 e Falk e Yang, 1926, e as nossasg proprias observa-
¢bOes, justificam plenamente a técnica que indicamos.

4) Estandartizacfio: N&o é possivel em duas operacbes de
digestdo, mesmo quando executadas em condicdes aparentemente
idénticas, chegar-se a um resultado perfeitamente igual. Dai a
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necessidade de estandartizacdo para que as diversas partidas de
meio sejam, guanto possivel, uniformes. Para esse fim, adotamos”
o método proposto por Ashenshow que, pela simplicidade, estd ao
alcance de qualguer laboratério.

E’ baseado na dosagem da matéria orgénica pelo permanganato
de potissio. O resultado é expresso em gramas de oxigénic por
cento.

Quanto maior for a quantidade de albumina digerida, maior
quantidade de oxigénio serd absorvida. Este valor nos indicara
em que diluicfio serd usada a solugiio méi, para se obter um meio
gue encerre sempre a mesma rigueza em matéria organica.

Para casos egpecials — pesquiza de indol, pesguiza de pigmer-
tos — a diluicdo da solucio mii pode ser até de 1 para 50 ou mais,
com relacfo ao peso da carne digerida.

“Para o nosso caso porém, que deve conciliar varios problemas,
a diluicdo varia entre 1:12 e 1:15, conforme correu s digestio.
Estabelecemos para o caldo e para o agar a concentracio de 0,8%
em matéria orginica computada em oxigénio.

Por parte dos compostos resultantes da clivagem das aloumi-
nas — albumoses, peptonas, polipeptidios e aminoaeidos, — a dilui-
cdo poderia ser bem mais elevada sem prejudicar as qualidades
nutritivas do meio. O mesmo nio acontece porem, com as substin-
cias extrativas da carne — Xantina, hipoxantina, carnina, carnosi-
na, creatina, arginina, guanidina, metil-guanidina, glicose, inosita,
vitaminas, compostos orginicos de fosfore, ete., que ndo aumentam
relo processo digestivo, atingindo logo os limites miniros de con-
centraciio, importante sob o duplo aspecto: fisioldégico, pelo valor
nutritivo que apresentam alguns elementes, como demonstraram
Armand-Delille e outros, 1912; Meyer e Schoeffer, 1919: ¢ Mueller,
1922 e fisico-quimico, pela acdo da tamponagem.

TECNICA PARA PREPARACAC DO MEIO

1} Digestdo da carne:

1. earne ... ..t 1.000,0 gr.
2. 4gua distilada ................ 1.500,0 ml.
3. carbonato de sbédio anidro ...... 8,0 gr.
4. péncreas de porco .............. 150,0 gr.

Cortar a carne em pedacos do tamanho de um dedo. Mergu-
tha-la, aos poucos, nos 1.500 ml. de Agua fervente. Ksperar a
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fervura romper r.ovamente, mantendo-a 5 minutos, para destruir
os fermentos antitripticos. Separar a carne picd-la & méquina.
Misturar com &agua de fervura e colocar tudo em um balido de
2 litros. Arrefecer. Ajuntar o carbonato de sédio e o péncreas
livre de gordura o mais possivel e reduzido a polpa. Ajuntar 15 cc.
de cloroférmio e 10 ce. de toluocl. Agitar energicamente. Encubar
a 87°C.. Agitar frequentemente, durante a digestio.

O tamanho dos pedacos de carne vai diminuinde conforme
avanca a acdo do fermento. ‘ '

Atingida a concentracio desejada em aminoécides, forma-se
um liguido amarelado sobre-nadando um residuo pulverulento, cons-
tituido por substincias indigeriveis.

Decorridas 20 horas de digestdio, faz-se a dosagem dos amino-
jeidos pelo método de Sirensen, como segue:

Tomar 25 ml. de liquido e acidificar com uma gota de 4cido
acético glacial, colocar em um tubo 18x180, aguecer em Dbanho
Maria 10 minutos, Filtrar em papel. Em um baldo de Erlenmeyer,
colocar: :

1. liquido filtrado ...........c.ce.... 10,0 ml
2. Aagua distilada ......... ... ..., 15,0 ml
3. Fenolftaleina, sol. alecoblica a 19 .. 3 gotag

Neutralizar com solucdo normal de soda até coloraciic levemente
résea e ajuntar 10 ml. da diluicdo em partes iguais de formalina e
Agua distilada (solucdo de formol do comércio que encerra de
36-38% de HCOH), tambem neutralizada com solucdc normal de
soda em presenca de fenolftaleina até coloracio résea.

Feita a mistura, a cor résea desaparece em face da acidez que
se desenvolve pela combinacio entre o aldeido e os grupos aminicos
dos aminoacidos, destruinde-thes a funcfo “bésica” caracteristica
com subsequente exaltacfo da funclo “4cido”.

Por meio de uma bureta graduada ajunta-se agora uma soliu-
cdo N/10 de soda, até voltar a coér rbsea primitiva. Anotar o
n° de cc. de reativo empregado. Si o valor for inferior a 25, con-
tinua-se a digestdo e si estiver entre 25-28, deve-se interrompé-la.

2) Interrupcio da digestio:

Acidificar a mistura com solucio normal de HC1 até ao pH 86.0.
Aquecer em banho maria ou em autoclave a vapor fluente 15 minu-
tos. Esfriar completamente. Filtrar em papel previamente molha-
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do. Filtra um liquido amarelo-esverdeado, pronte para dosagem da
matéria orginica e que constitue a solucdo mai para os meios de
cultura.

3} Dosagem da matéria orginica:

Em balido de Erlenmeyer de 250 ml. colocar:

1. Solucdo méai diluida a 109 ...... 1,0 ml,
2. Agua distilada ............ e 50,0 mlL
3. Sol. de acido sulftrico a 25% ...... 10,0 ml.
4. Sol. N/10 de permanganato de potés-

SI0 v e e e 15,06 ml.

Aquecer em banho maria fervente 30 minutos. Retirar do
banho e ajuntar 15,0 ml. de solucdo N/10 de 4cido oxalico. A cor
aroxeada da solucio desaparece. Aquecer a T0-80°C. e por meio
de uma bureta graduada gotejar solucdc N/10 de permanganato
de potassio até aparecimento de coér résea persistente. O nlUmero
de centimetros cibicos de permanganato empregados multiplicado
por 0.8, dard a matéria orgénica por cento expressa em oxigénio.

Pamos em seguida as propriedades de uma das partidas- de
solucio mai que preparamos partindo de 1 Kl. de carne:

Volume  ..vvnvienerciiiiiinnenneneans e 1.800 ce.
Cor — amarelo-esverdeado.

Cheiro — agradavel.

Aspécto — limpido quando recentemente preparado {(com o tem-

; po turva-se pela cristalizacdo da tirosina).
Densidade — 1038.

Reacfo do triptéfanc — positiva (forte).

Meia saturagdo com sulfato de aménes — turvagio.

Saturacdo completa com sulfato de amdneo — ypequeno precipi-
tado.

Aminoacidos em cc. de solucio de soda normal — 26%.

Matéria orgénica em gramas de oxigénio — 5.33%.

Extrato seco a 100°C. 2 horas — 9.5%.

Esta solucBo pode ser guardada em frascos estéreis, em pre-
senca de cloroférmio e em sitio fresco, anotando-se o volume e o
titulo, para ser usada conforme a necessidade.

Para preparar um meio com determinada porcentagem de ma-
téria orgénica, podemos lancar mfioc da férmula gral:
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onde V é o volume do meio desejado, T o titulo da solucio mai em
 matéria orgénica, t é o titulo desejado para o meio e x & o volume
a se tomar. Portanto, com a solucio acima mencionada teremos:

5.33

1000 <+ —* =

= 150 ml. de solucéo, para um lifro e

meio com 0,8% em matéria orginica.

Com um quilo de carne que nos deu 1.800 ml. de solugdo, po-
demos preparar: :

5.33 X 1.800

" — 11.992 ml. de caldo ou agar.

PREPARACAC DOS MEIOS

CALDO
1. Solugo mai g8Pp. vvvveererirenn, 0,8% em mat. org.
2. Fosfato dipotassico ................ 1,0 gr.
3. Cloretodesédio .....oovvvvvvnnennns 7,0 gr.
4. Agua distilada gsp. .o, 1000,0 ml.
pH 7.6. — Esterilizagio 25’ a 115°C.

a) Tomar a quantidade de solugiio méi calculada pela férmula acima men-
cionada.

b) Completar 1.000 ml. com A4gua distilada.

¢) Ferver 10 minufos para eliminar o cloroférmio.

d) Ajuntar o cloreto e o fosfato di-potédssico.

e) Ajustar ao pH 7.6.

£) Ferver 5 minutos.

g) Filtrar. Completar 1.000 ml.

h) Distribuir conforme a necessidade.

i) Esterilizar 25 minutos a 1150C.

AGAR
1. Solugio mai g.8.p. ..vvivviiennnnn... 0,8% de mat. org.
2. TFosfato di-potassico ................ 1,0 gr.
8. Cloreto de s6dio .ovvsrierinnnnnn.s 7,0 gr.
4. Agua distilada qs.p. «vooiviiin... 1000,0 ml.
B, Agar ... i 250 gr

pH 7.6. Esterilizacio 25’ a 115°C.
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a) Seguir a técnica da preparacio do caldo até o tempo ¢) inclusive.
b) Ajuntar o .agar.

¢) Autoclavar 25 minutos a 120° C.

d) Filtrar em algoddo. Completar 1.006 ml.

e} Distribuir conforme a necessidade.

f) Esterilizar 25 minutos a 115°C,

VERIFICACAO DA VIABILIDADE DOS MEIOS

Estes meios foram estudados comparativamente com o calde
e agar comuns, preparados com peptona de carne “Merck”, seca.
O caldo foi preparado com a infusfo da carne residual da infuséo
concentrada.

CALDO

O crescimento nos meios liguidos foi avaliado por nefelometria
com o auxilio da escala de Mac Farland. Incubacdo de 24 horas
a 37.C. com excecdo das brucelas que foram incubadas 72 horas.
O quadro I expressa os resultados.

QUaDRO I

CRESCIMENTO EM CALDO COMUM E CALDO HOTTINGER

CRESCIMENTO EM CALDO
ESPECIE BACTERIANA
COTUIMN Hottinger

E. typhosa — 4446 — Inst. Lister ............. 7@ 8
E. typhosa — 901-H — Inst. Lister ............ 7 8
L. typhosa — 1586 — Isolada de hemocultura nes-

te Instituto ...t 8 8
E. typhosa — 1615 — Isolada de hemocultura nes- .

te Instituto ... ..ot 6 7
S. paratyphi — Kauffman .............c000h, 3 4
S. Schottmiilleri — Inst. Lister ................. 4 4
S. dysenterice — amostra Parkar — Inst. Lister 3 4
S. dysenteriae n.o 49 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. dysenterige n.c 102 — Isolada neste Instituto .. 3 4
S. dysenteriae n.o 108 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. dysenteriae n.o 547 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. paradysenterice (Flexner) amostra Oxford —

Inst. Lister ......oiiiiiiiiiiiin i, 3 4
S. paradysenterine (Flexner) amostra Willesden —

Inst. Lister ... ... . . i il i, 5 6
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ESPECIE BACTERIANA

CRESCIMENTO EM CALDO

COMUM. Hottinger

S. paraodysenteriae (Flexner) amostra n.° 34 —
' Tsolada neste Imstituto ..................... 5 5
S. paradysenterice (Flexner) amostra n. 513 —

Isolada neste Imstituto ..................... 3 4
S. paradysenteriae (Y. Hiiss) amostra Northampon

— Tnst LISEOT vttt 3 4
S. paradysenterice (Y. Hiss) amostra n. 70 —
" Isolada neste Instituto ...................... 3 4
S. paradysenterice (Y. Hiss) amostra n.° 24 —

Isolada neste Instituto ..............c..ovinn 3 3
S. ambiguo — 836 — Depart. Nacional de Safde

PUblCa o e e e e 4 4
S. ambigua — 795 — Instituto Biologico ........ 3 4
S. ambigua — n.o 88 — Isolada neste Instituto .. 3 3
S. alcalescen — grupo A — Dr. Arlindo de Assis 3 4
S. alcalescen — grupo B — Dr. Arlindo de Assis 3 4
S. alcalescen — n.0 362 — Isolado neste Instituto 4 5
S. alcalescen — n.° 133 — Isolado neste Instituto 4 4
E. eoli — 77 — Isolada de fézes humanas, neste

Instituto ... .o iii i e 6 7
B. melitensis — Isolado por Mazza — Argentina 1 1
B. abortus — recebido do Depart. Industr. Animal 1 1
B. abortus — amostra 456 — Wash. Hig. Laboratory 1 1
B. suis — recebido do Dr. Carini .............. 2 2
P. aviseptica — 151 — Inst. Fasteur, Paris ..... 3 3
P. boviseptica, — 1287 — Inst. Lister ........... 3 3
P. suiseptica — 2417 — Inst. Lister ............ 3 3
P. lepiseptica — 2417 — Inst. Lister ............ 3 3
P. pseudotuberculosis n.o 23 ... ... ... ... 2 2
P. pseudotuberculosis n.o 25 ... ... ... ... 2 2
P. pseudotuberculosis no 30 ............ ... . 2 3
Streptoc. hemolyticus — 16 — Isolado de hemo- .

cult. neste Imst. (2) ........ .. iiiinan.. 5 5
Streptoc. hemolyticus — 1108 — Isolado de hemo-

cult., neste Imst. ... ... . il 5 5
Streptoe. hemolyticus — 1109 — Isolado de hemo-

cult. neste Inst. ......... ... .. il 6 8
Streptoc. hemolyticus — 1068 — Isolado de hemo-

cult. neste Inst. ....... ... it 5 5
Streptoc. escarlatinae Dochez — Inst. Lister ...... 3 3
Streptoc. penfige — B8 — Isolade pelo Dr. B.

M, MOUTEO . vvvrriniiniiiinniianenenns 5 )
Streptoc. penfigo — T1 -— Isolado pelo Dr. B.

M. Mourfio ....vvvinininiiiiiinnnannnnn B 3
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ESPECIE BACTERIANA

CRESCIMENTO EM CALDO |

comum Hottinger

Streptoc. pyogenes — 4549 — Instituto Lister 3 3
Streptoc. viridans n.°o 1 — Isolado de hemocultura

neste Inst. ....... . .. i i il 4 4
Streptoe. viridans n.°o 2 — Isolado de amigdala nes-

te Inst. ... e 6 6
Streptoc. viridans n.° 3 — Isolado de cisto dentdrio

neste Inst. ......oeveinnnnn.. R 5 5
Streptoc. viridans n.° 4 — Isolado de cisto dentario ;

neste Inst. ........... [ 5 5
Streptoc. viridans n.o 5 — Isolado de cisto dentario

neste Inst. ... ... o i 4 4
Streptoc. hemolyticus n.e 6 — Isolado de cisto den-

tario meste Inmst. ...........ciiiiiiiiinin.. 5 5
Diplococcus pneuwmoniae Tipo I — Dep. of Health

City New York .......oiiiiiiiininnnnan.n. A 4
Diplococcus preumoniae Tipo II — Dep. of Health

City New York .....coiiiiieniiniiinnnnnnnn 4 4
Diplococcus prewmoniae Tipo III — Dep. of Health

City New York .......o0iiiiiiiininenenenn. 4 5
C. diphteriae — Park Willians no 8 ............ 3 3
C. diphteriae n.°o 44 — Isolado neste Instituto .... 3 3
C. diphteriae n.o 418 — Isolado neste Instituto .. 3 3
C. diphterine n.o 409 — Isolado neste Instituto .. 2 3
Staphylococeus oureus n.° 183 — Isol. de abeesso

neste Instituto .......... ... . i, 5 5
Staphylococecus aureus n.o 791 — Isol. de hemo-

cult. neste Instituto .............. ... ... . 6 6
Staphylococcus aureus n.o 512 — Isol. de memnglte

neste Instituto ......... ... ... .. ... ... ..., 5 4

O caldo de Hottinger revelou-se idéntice ou superior em 96,79 %
dos casos. Quando o caldo comum apresentou maior crescimento,
ainda o desenvolvimento no caldo Hottinger nfo deixou a desejar.

(1) Os nfimeros correspondem aos ntimeros dos tubos da escala de McFarland, de sulfato de

bario, dos quais mais se aproxima a turvagio da cultura.

(2) Para estreptococos e preumococos foram empregados meios com 1% de glicose, adicionada

asseticamente.
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PESQUIZA DE INDOL

Como ficou demonstrado por Péré, o meio, pela rigueza de
triptéfano, é 6timo para prova do indol. A comparacio foi feita
com Agua peptonada preparada com peptona Park Davis e com
triptona Difco. Incubacio de 24 horas para os germes indoldégenos
e de 5 dias para os anidolégenos. Pesquiza de indo! pelo. método
de Ehrlich.

Quabro II

PESQUIZA DE INDOL

N. de | Ao pepto-| TEL PPN Cotgo de | o
amostras | nada ¢/ Pep.| poos, tri Hottin- cordbnein
empregadas | Park Davis ptona Difco. ger
S. ambigua ... ... .. 35 + + ! 100%
Pasteurelas diversas — (av. )
bov. suis. lepis.) 51 + 4 + - 100%
E. coli ........ ... ... 70 -+ -+ + 100%
S. alealescen .............. 6 + -+ + 100%
S. paradysenteriae “Flexner” 4 — — — 100%
S. paradysenteriae “Flexner” 3 e + + 100%
S. paradysenteriae “Y Hiss” 5 — — — 100%
S. paradysenteriae “Y Hiss” 3 + + | - 1009 -
B. abortus melitensis suis 8 — —_— — 100%
S. dysenteriae ............. 5 - — — 100%
P. pseudotuberculosis ...... 4 — _— —_ 100%

Hove concordancia em 100% dos casos. As reacdes positivas
foram sempre intensas apés 24 horas e de intensidade nunca in-

ferior as reacbes obtidas com a peptona Park Davis e triptona
Difco.

PESQUIZA DE MOVIMENTO DAS BACTERIAS

O movimento foi pesquizado apés 24 horas de crescimento em
temperatura ambiénte.

O quadro III expressa os resultados.
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Quabro III
FESQUIZA DE MOVIMENTO
' Cul; 1
ESPECIES BACTERTANAS o A i B
comum Hottinger
E. typhosa ....... ... .. ... L. 50 + + 100%
Salmonelas diversas ............... 58 e + 1009%
E.coli vooviiiiiininiiiiiii . 30 -+ + 100%
Pasteurelas (av. bov. suis lep.) .... 46 — — 100%
S. dysenterice ,......... . ciiiuinn. 5 — — 160%
8. paradysenterige “Flexner” ...... 8 — —_ 100%
S. paradysenterige “Y Hiss™ ... ... 11 — — 100%
S. embigua ... 33 — — 100%

tes

em placas.

em

Os resultados foram completamente, satisfat

em 100% dos casos.

Orios e concordan-

Para o agar a comparacio foi feita pela técnica da contagem

Semeaduras feitas de diluicoes convenientes da cultura

caldo comum. Incubacdo de 24 horas a 87°C. com excecdo das
brucelas que foram incubadas 72 horas. O quadro IV. expressa
os resultados. '

QUADRO IV

CONTAGEM EM PLACAS DE AGAR COMUM E DE AGAR

DE HOTTINGER

CONTAGEM EM AGAR
comum Hottinger
E. typhosa — 4446 — Inst. Lister .............. 90 110
E. typhosa — 901-H — Inst. Lister ............. 110 122
K. typhosa — 1576 — Isclado de hemocultura nes-
te Imstituto ... .ot i 70 81
E., typhosa — 1515 — TIsolado de hemocultura nes-
te Instituto ......c. i, 151 162
S. Paratyphi ....... ... 0. e s e e 72 75
S. Schottmiilleri ... ..ottt i 94 96
S. dysenteriae Parker — Inst. Lister ........... 87 90
S. dysenterice 49 — Isolado neste Instituto 62 70
S. dysenterice 102 — Isolado neste Instituto 203 210
S. dysenterine 103 — Isolado neste Instituto 108 112
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CONTAGEM EM AGAR

comamn Hottinger

S. dysenteriae b47 — Isolado neste Instituto 120 128

S. pardysentericde “Flexner” — Oxford — Inst.
Lister .............. e e e 123 129

S. paradysenteriace “Flexner” — Willesden — Inst.
Lster i i e e 110 120

S. paraedysenteriae “Flexner” 34 — Isolada neste
Instituto ... . i i 93 97

. S. paradysenterice “Flexner” 513 — Isolada neste
‘ Instituto ... ... . 68 72

S. Paradysenterige “Y. Hiss” Northampon — Inst.
Lister .......... et e it 215 223

S. paradysenteriae “Y. Hiss” 70 — Isolado neste
Instituto ... ... .. i 140 151

S. paradysenteriae “Y. Hiss” 24 — Isolado neste
Instituto ... ... i i 94 93
S. ambigue — 836 — D. N. 8. P. .......... ...t 183 147
S. embigue — T35 — Inst. Biolégico ............ 62 71
S. ambigue — 83 — Isclada neste Instituto 79 81
S. alcalescen — grupo A — Dr. Arlindo de Assis 92 98
S. alcalescen — grupo B — Dr. Arlindo de Assis 115 130
S. alcalescen — 362 — Isolada neste Instituto .. 98 110
S. alealescen — 183 — Isolada neste Instituto .. 140 162

B. abortus — recebido do Depart. de Industr. Ani-
Mal L e e 117 126
B. abortus — amostra 456 — Wash, Hyg., Lab. .. 72 60
B. melitensis — Isolado por Mazza — Argentina 63 50
B. suis — Recebido do Laboratério do Dr. Carini 110 96
P. pseudotuberculosis n.o 23 .................... ' 56 80
P. pseudotuberculosis n.o 24 .................... 128 136
P. pseudotuberculosis n.oe 25 ........ e 117 122
.P. pseudotuberculosis no 30 .......... ... .uii.. 70 76

Staphylococcus aureus — 791 — Isolado neste Inst.
de hemocultura ........ ... ..t 93 90

Stdphylococéus aureus — 183 — Isolado neste Inst.
de abcesso .....iiiiiannnn e et i e, 120 130

Staphylococcus aurens — 512 — Isolado neste Inst.
de meningite ......... .. ... . i i, 110 118

Em 86,12% dos casos, o agar de Hotinger foi igual ou superior.

As Brucelas mostraram preferéncia pelo agar comum mas

desenvolveram-se perfeitamente no agar de Hottinger.
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A aglutinabilidade do bacilo tifico em presenca do soro especi-
fico ndc sofreu alteracfio pela cultura em agar de Hotfinger. A
verificacdo foi feita apés 22 passagens, com antigeno vivo e aque-
cido a vapor fluente 1 hora. Ver quadros V e VI:

QUADRO V

AGLUTINACAO COM ANTIGENO VIVO

TITULO DE AGLUTINA-
CA0 COM GERMES CUL-
AMOSTRA DE GERMES TIVADOS EM AGAR:

comum Hottinger

E. typhosa 901 — Inst. Lister .................. 25.600 25.600
E. typhosa n.o 23 — Isolada neste Inst. ......... 25.600 25.600

QUADRO VI

AGLUTINACAO COM ANTIGENO AQUECIDO

TITULO DE AGLUTINA-

CA0 COM GERMES CUL-
AMOSTRA DE GERMES TIVADOS EM AGAR:

comum Hottinger
E. typhosa 901 — Inst. Lister ............c...... 5.400 ©6.400
E. typhosa n.o 23 — Isolada neste Inst. ......... 3.200 3.200

Numerosas provas de crescimento em superficie foram feitas
com todos os germes usados nas provas anteriores. O resultado
nunca deixou a desejar. Vinte amostras de meningococos {culturas
de estoque), desenvolveram-se bem no agar em 24 horas, sem adiclo
de liquidos albuminosos.

Adicionado de 5% de sangue de coelho, o agar produz bom
crescimento com estreptococos, pneumococos, gonococos, bacilo per-
tussis, bacilo de Pffeifer.

As provas de hemdlise em placas néo sfo prejudicadas.
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CONCLUSAOQO

O digesto triptico da carne pode ser empregado, com vantagens,
tanto sob a forma liguida como s6lida, para usos gerais de labora-
téric, em substituicdo ao caldo e agar comuns, desde que sejam
observados certos detalhes de técnica que descrevemos na sua pre-
paracéo.

Para a indGstria farmaceutma é de incontestavel valor na pre-
paracdo de vacinas e buco-vacinas, pelo seu alto valor nutritivo e
baixo custo.

‘RESUMO

1) O autor descreve a técnica para preparacéio do caldo e do
agar de Hottinger e estabelece o método para a estandartizacio dos
mesmos.

2) Verificou pela cultura de numerosas espécies bacterianas
— E. typhosa, S. paratyphi, S. Schottmiilleri, S. dysenteriae, S. am-
bigua, S. paradysenteriae, S. alcalescens, C. diphterice, B. abortus,
B. militensis, B. suis, S. aureus, S. hemolyticus, S. viridans, D. pneu-
moniae, N. intracellularis, N. gonorrheae, H. influenzae, H. per-
tussis, — que os meios tem grande valor nutritive.

3) O meio liquido é 4timo para prova do indol.

4) A aglutinacdo da E. typhose em presenca de sorc espe-
cifico ndo sofreu alteracio apds 22 passagens em meio ¢6lido.

5) KEstes meios podem substituir com vantagem o calde e
0 agar comuns.

SUMMARY

1) The A. described the technic of the praparation of the
Hottinger’s broth and agar, stablishing the method for their stan-
dardization.

2) By the cultivation of numerous species of bacteria he
verified the media has high nutrient value.

3) The fluid medium is excellent for the indol test.

4) After 22 successive transfers on the solid medium, in
presence of specific immune serun, the agglutination of the E.
typhosae has not undergone alteration.

5) The media may, with advantage, replace the plain broth
and agar.
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