ALGUMAS NOTAS SOBRE A SELECAO DE UM
METO DE CULTURA PARA O8 GERMES DO
GRUPO “LACTOBACILLUSY

EMMA DE LTIMA.

‘Téenien de Laboratdrio de Inwtitute Adolic Lz,

A escolha de um meio de cultura que saiisfaca 0das as con-
digées favoriveis exipidas para o crescimente, cultivo, conserva-
¢cdo, eie, de um determinado germe, veguer da parie do fécnico de
laboratério muito critério e cautela na sua selegdo.

Esea escolha forna-se ainda mais rigorvosa guando se trata,
como nc presente caso, de se proceder a um exame de “contrdle”.

»

Como é do conhecimento geral, os produtos chamados “acidd-
filoa” deverdo possulr grande nimero de germes vivog afim de es-
tabelecer, quando ingeridos, abundanie flora aciddfila no intestino,
Segundo Retiger! a visbilidade do Lactobacilius acidophilus cons-
titue verdadeiro e importante fator na terapia acidéfila. Eopelloff ®
diz gue o tratamento pela terapis acidéfila varia de acdrdo com o
individuo e com as condicdes em que éle & tratado. Em geral, a
dose mdédia diaria deve ser equivalente a 1.000 mi de uma culturs,
contendo aproximadamente 200,000,000 de Lactobacillus veidophilus
vigdvels, por ml, podendo essa dose ser aumentada ou diminuida em
alguns casos. Rettger ¥ informa gque “The Council on Chemistry
and Pharmacy, American Mediecal Aszcciation” (1934), estsbelece
que o leite acidéfilo deve conter ndo menos de 200,000.000 de bha-
eilog vidveis por ml, no dia da preparacdio, e nio menoz de
109.0600. 000 por ml na data da expiracio do prasc.

Ao procedermos ao exame de “conirdie” de um produto de
Lagtobeeillus, devemos verificar em primeiro logar a sua purezs,
isto &, nio deverd &le conter outros germes além dos mencionados

no respetivo rétule e, em zegunde lupgsy, o nimere de germes vivos
por mh

Os germes do grupo Lactobacilluz s8io exigentes para serem cul-
tivados, nfo crescendo ou crescendo mal nos meios comuns de la-
boratério. A lteratura «5bre o assunto & bem extensa, havendo
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diversos autdres experimentado meios diferentes para o cultivo
désses germes, '

Dentre y enorme zérie de frabaithos publicados, podemos citar
os seguintes: Kulp*, em frabalho bem descrito, recomenda o meio
contendo séro de leite-peplona e galactose, fazendo as dilnicbes das
culturas de zcdrdo com o “Standard Methods of Milk Analysis™.
As placas semeadas com as diluicdes convenlentes, eram incubadas a
37°C nor 48 horas, em uma atmosfera contendo de 5 a 10% de
CG2. Em 1927, o mesmo autor’ estudon um meio contendo suco
de tomate, fazendo cultivos comparativos com o Agar-séro de leite-
peptona galacioss, concluindo pela vantagem do 1.¢ sdbre o 2.°, no
gual havia um melhor crescimenic das colinias, De acbrdo com
o método, ag placag eram Ineubadas em uma atmosfera contendo de
5 a 10% de COZ, por 72 horas. '

Mais tarde ézge mesmo pesquisador® introduzin uma pequena.
modificacido nésse metodo, obtendo bonsg resultades. No mesmo
anc (1932) Bachmann o Trost? sugerem um meio para a deter-
minzcio quantitativa em produtos contendo Lactobacillus acidophi-
ls, melo 8sse contendo suco de vegeiais. Obliveram os autdres.
bons resulfados em spas experigncias, Um irabalho muito interes-
sante e bem completo € o apresentado por SBabine®, no qual o antor
demonstra o resulfado de um estudo comparative de diverses meios
de cultura, empregando 22 racas diferentes de Lacfobacilius, de pro-
cedéneias diversas, acompanhadoe de guadros elueidatives bem dis-
criminadoes.

Como vemos, a literatura é bem vasta, porém, para o nosso
trabatho de Iaboratéric, nfo era ‘o bastante, pois inferessava-nos
mais de perto um meio de cultura que fdsse favoravel ndo sdOmente
2o crescimento do germe, mas que desse de modo o mais aproxima-
do possivel o numero de germes vivos por m! de produte semeado,

Durante algum tempo o meic por nés empregado foi o de
Sabouraud, ao qual juntavamos, no momento de usar, 10%, mais
ou menos, de soro de leite préviamente esterilizade, Como & natu-
rai, ndo nos contentamos apenas com execuiar o nosso trabalho, es-
forcame-ncs sempre em melhorar a nessa técnica, afim de termos
a segurahca de que estamos cumprinde concenciosamente o nosso
dever, procurando sanar as falhas que porventura se nos apre-
senten,
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A dificuldade era termos em méo maferial abundante que faci-
litasse o nosso estudo. Com a enirada, porém, na secciio, de maicy
nimero de amostras de produtos para exame, tivemos ocasifio de
poder levar avante o nosso frabstho. Empregamos em nossa expe-
riéncia 4 meios de cultura diferentes, fazendo provas comparativas
nas mesmas condicbes de temperatura, diluiecdes, tempo de Incuba-
-¢ao, ete.

Fizemos também semeaduras comparativas em atmosfera com
e gem diéxido de carbono. De acbrdo com o trabalhe de Valley
& Rettger?, todos os germes, mesmo os esporulados anaerdbios, ne-
eessitam de COZ para o inicio de seu crescimento, chegando alguns
déles a nio crescer quande o ambiente de incubacio e o meio de
cultura sfo isentos de CO2. HEmpregaram os autdres 82 amostras
de diferentes germes. Verificaram também que aiguns tém um
limife &limo de conceniracio de CO2Z para crescimento e que 0,3 a
1% favorece mais o erescimento em placa, para contagem, do gque
a quantidade geralmente presente na atmosfera {cérea de 0,08%).
Quando aumentavam a quantidade de COZ2 para 10 e 20%, ésses
organismos nio se desenvolviam.

0Os meios por nds empregados foram: o de Sabouraud sbére de
leite, o de M. R., gue era preparado na seccio de Meios de Cultera
do Instituto e gque estava dando bons resuliados na prética, e os
meios de figado e de Farr, ambos aconselhados pels “Food and
Drug Administration-Federal-Security Agency”, e que eram reco-
mendados como tentativas.

Trabalhamos com amostras tomadas de produtos de Lacto-
bocillus expostos & venda no mercado, semeando um total de 128
placas. Todos os produtes estavam dentro do praze de validade,
marcado no respetivo rétulo, de acdérdo com a praxe,

Os produtos liquidos eram semeados do seguinte modo: a amos-
tra, depois de bem agitada, era diluida em agua destilada estéril,
fazendo-se diluicbes seriadas desde 1/10 até 1,/106.000.000, As
placas eram semeadas em duplicata, com 1 ml das diluictes deseja-
das, para cada tipo de melo-usado sendo uma série incubada a 37°C
em uma atmosfera contendo didxido de carbono, e outra somente
a 37°C. Para ambas as séries o periodo de incubacfo era de 4
dias.

A eontagem final era feita de acdrdo com o “Standard
Methods of Milk Analysis®. Para os produtozs em tabletes, a se-
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meadura era feita triturando-se 10 tabletes tomados de um nfimero
representativo de frascos de uma mesma amostra, em geral estéril,
juntando-se depois 100 m] de dgua estéril, agitando-se até se obter
uma suspensfo pniforme. Essa mistura era depois examinada de
acOrdo com o processo seguido para as culturas liguidas.

O meio de Farr compreende duas fases de preparacio:

A — Preparagiic do sdro de leife,

B - 86ro de leife preparado como em A. ., 50O ml.
Proteose peptena .......... ... ... 5 gra,
LaaeboSe . ot e e e 3 grs.
Dextrose ..o 3 grs.
Sacarose ...t ii i 3 grs,
Gelating ... i iiiriicanana 3 grs.
B 15 grs
AQUA i e i e B0OO ml

O melo assim preparado é distribuido em tubes de 20 X 200 ¢
esterilizado, fundindo-se na ocasiio de usar.

O meio de fizado é preparado do seguinte modo:

Figado moldo ... civrirerinearrenen. B0 grs.
Agua destilada  ......... .. .. ool 1.000 ml.
Peptona ... e 10 grs.
Aar e 20 grs.
GlEOBE Lt ir e e e e 10 grs.
Fosfato dipotéssico ... il 1 gr.

Moer o figado e juntar a agus. Deixar em contato durante a
noite na gefadeira. Adquecer a vapor fluente 1 hora. Coar em
pano e completar o volume para 1.000 ml. Juntar a peptona e
ajustar ao pH 6.3. Juntar a glicose, o fosfato e o dgar. Fundir
5 121°2C, por 20 minutos. Filtrar em algod®o. Distribuir 15 ml
mais ou menos, em tubos de 20 X 200. Esterilizar a 121°C por
15 minutes. Usar do mesmo modo gue o meio de Farr. '

Os resultados obtidos sf@o fornecidos no guadro que se segue:
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MET OGS

No E:f DILGICOES

P FARR M., R FIGADO SABOURAUD! ORSERV.
1 8l 10%;5{!08 Nio crescen I ¢olénia Nie crescew | N#o crescen Sem COZ
" » E.Bﬂg.ﬁﬂ(] Nio cresceu Niio rresceu Nie cresceun Nio (:u;sceu Sem COZ
. ” 10.081!:{.0{30 Nie crescen Nio cresceu Niio ecresceu Nio cresceu Sem 02
. . IOG]."JGOG 2 eolonias 1 colénia NAO crescen Nio crescen Com €02
- " 1-09%.030 1 eoldnia Niio crescen | Nio cresceu Nio creseeun Com 02
" " ]0‘08%{.050 Nio erescen Nao eresceu Nio erescen | Nio cresceun Com CO2
2 " 13509 Inconidvel Incontave! Incontavel incomave] Sem CO2
" “ 10-1550 Inconf{i‘vcl Incontavel Incontivel Tncentavel Sem CO2
" " iﬂé/ﬁﬂﬁ Incontavel incontavel Incontavel! Incontavel Sem C(2
" » 1.5{5(;.050 G6h colfinias 572 colénias 587 volaniag a7h coi(‘ui;i;.-s Sem CO2
" . E.ﬂ.ﬁ[%é.ﬁﬂﬂ T colonias 67 eolénias 45 colfmias . B1 colénias Sem CO2
. " 198%?9(] Inconiavel Incontave! Incontivel Incontavel Com €02
" " 1-051[{ 060 710 eolonias 680 colonias 620 coléntas 571 cplonias Com €02
" o 10-05}1!’;-0:0 93 coldnias §6 colonias A4 coldnias 80 rolonias Com CO2
3 # E.idtﬁa incontavel Incontavel Incontavel Inconiavel Sem CO2
" s= 10.1650 300 colénias 168 colonias 221 colonias 237 coldnias Sem CO2
» " %.1[3(}0 Incontavel Incontivel incontavel Incontavel Com CO2
v ” 10.1{15}0 562 coldnias 167 colinias 241 colonias 254 colomias Com 02
1 " 1.1[';(}0 Incontdvel Incontavel Incontavet Incontavel Sem CO2
0 u ]UF&GU 240 coltmias 280 colfnias 210 coldnias 1649 colonias Sem COZ
" " iiéﬂl] Tncontavel Incontavel Incentavel Ingontavel Com CO2
" " 10.3[11’80 480 colonias 380 colonias 280 colbnias 280 colonias Com CO2
5 N z‘léeo Incontavel Incontavel Incontavel Incontavel Sem €02
" - 1[)%90 Incontivel Incontave! incontavel Incentavel Sem CO2
» - Iﬁﬂ;ifﬁl}ﬁ incontavel Incontdvel Incentavel Incontavel Hem COZ
" » 1.0@1({.0{?0 45 colonias 20 colonias 26 colénias Nio crescen Sem CO2
o " 1[!.[!56.&8!] & celOnias i coldmas 3 rolonias Nip crescen Sem -CO2
» " 1?0;60 Incontdvel [acontavet Incontavel Incontével Com €02
" " 10.16{?0‘ Ineontavel inconiavel lncontdvel Incontavel Com CO2
» " 1U§.fEEDB incontavel lacontavel Incontéavel Incontavet Com CO2
o - I‘OGJJ.DBO 65 coionias 62 colonias 80 colonias Inconlavel Com CO2Z
- . 10.85{}.600 80 colénias 12 colonias % calimnias Incontavel Com C0O2
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Bag 128 placas semeadas apresentaram erescimento 108, sendo:
28 em meio de Farr, 28 em meio M.R., 26 em meio de figado ¢ 24
em meio de Sabouraud. O nGmero total de coldnias obtidas foi o
seguinte:

Com (CO2 — 1.774 eolonias

io de Fa
Meio de Farr Sem (0% — 1.325 coldnias

romm ey

Com CO2 — 1.295 coldnias

Meio M.R. Sem CO2 — 1.023 coldnias

e

Com CO2 — 1.305 eolénias

Melo de Figado Sem CO2 — 1.092 colénias

i,

Com CO2 . 1,176 coldnias

Melo de Babouraud Sem COZ2 — 1.063 colonias

JRES A

Como se pode verificar pelo quadro apresentade, o nlimero de
colénias obtidas pelo crescimenio em meio de Farr, em atmosfera
com CO2, & bem malor do que o obtido nos ouires meios e sob con-
digdes idénticas, parecendo-nos ser um bom meio de cultora para o
fim a que & aconselhado, isto &, semeadura e contagem em placa de
germes do grupo Loctobaeillus, Diante dos bons resultados obtidos,
foi &sse o meio por nés empregado na verificaciio dos produtos
acidéfilos.

Conclusdes: Das experiéncias feitas comparativamente eom 4
melog diferentes de cultura, chegamos 88 seguintes conelusfes:
1.2} os germes pertencentes ao grupo dos Lactobacillus t8m melhor
crescimento guando Incubados em atmosfera contendo didxido de
carbono., 2.2) O meio de Farr, aconselhado pela “Food and Drug
Administration-Federal Security Agency”, favorece melhor o cresci-
mento désses germes, zlém de apresentarem as colénias maior desen-
volvimento.
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