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HISTORICO

Depois que Bang e Stribol? em 1897, descreveram o agente
causal do abdrto epizodtico da vaca e verificaram gque o mesmo
germinava melhor em uwma atmosfora parcialmente isenia de oxi-
génio, tal particularidade tem sido objete de estudo por parte de
infimeros pesguisadores.

Para os germes que necsssitam de relativa anaerobiose foi cria-
do por Chudikow! em 1896 2 denominacdo de “microaerdfilo™.

A téenica original de Bang, consistia na semeadura do material
guspeito em dgar-soro-gelatina, O desenvolvimento das coiéniaz co-
mecava de uma certa distincia da superficie do meio para o fundo
do tube, enquanio gque na superficie do mesmo, o crescimento era
minimo ou nulo. A técnica de Bang como era de esperar-se, nem
sempre fornecia bons resuliados devido &s consiantes confamine-
¢Oes, por germes estranhos,

Em 1908, Nowak ** gstuda a biclogia da Brucello abortus, con-
cluindo pela exigénels para seu desenvolvimento de uma pressio de
oxigénio nem muito forte, nem muito fraca e por isse introduz uma
nova técuica para o seu cultive.

O método sugerido por Nowak consistiz em semear o material
a examinar em varios tubos ou placas, contende melos especiais,
gue conjuntamente com outros iuboes de dgar-simples préviamente
semeados com Beeillus subfilis, eram colocados em um frasco her-
méticamente fechado; devido & rarefacio do oxigénic provocada

(*3 Trabatho apresentadc na 2.5 Reunifio Quinzenal do Instituto Adoife Laiz,
em 24 de Feversire de 1346,
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pela ativa germinacio do citado bacilo, obiinha-se uma atmosfera
propicia ao desenvolvimento da Brucelle aboitus,

Wherry e Olivier 32 em 19186, foram os primeiros a empregar a
rudimentar téenica de Nowak no isolamento de uma Neisseria, con-
seguindo isolar a Neisseria gonorrhees de trés casos diffeels: de um
menine de 4 anes, uma mening de 11 anos anos e de um homem de
26 anos.

Chapin? gue, em 1918, sugeriu a cultura inicial do gonococo em
meios contendo proteinas nic aquecidas incubando-os em atmosfera
de didxide de carbono, usou um processo simples, mas ndo muito pre-
ciso, que consistia em colocarem-se os tubos ou placas em uma jarra
e dentro dela um pedaco de wvela, acesa. Esta téenica gue da so-
mente 3% de CO? foi recomendada por Parker e Hudson® ainda
em 1926.

Ruediger® em 1919, demonstra a vantagem da exclusio do
ar nas culiuras do gonococo,

Em 1919, Kohman' trabalhando sdmente com duas amostras
de meningococoes, estuda a fmportineia da reacfio dos meios de cul~
tura em relacio 4 atmosfera de didxido de carbono, demonstrando
gque o erescimento se realiza em diversos pontos da esecala de Bé-
rensen nos incubados em CO, nfo se dando o mesmo apenas a 87°C.

Swartz¥ em 1920, descreve um método para reduzir a tensio
tte oxigénio.

Cchen e Markle® 1918, Cohen® 1918, ¢ Cohen e Fleming®
1918, publicaram oma série de artigos demonstrando a vantagem do
emprégo da reducieo da tensfo de oxigénio no izclamento do menin-
gococo. No primeiro recomendam a téenica do B. subdiiles por 8les
modificada. Acham que o meningococo é um microaerdfilo, neces-
sitando para seu desenvolvimenio de uma atmosfera composta apro-
ximadamente de 10% de C0?, e 90% de ar.

Com relacio & Brucelle cbortus outro germe microaerdfilo, esta
pecutiaridade cultural fol perfeitamente estudada por Huddleson
em 1921 e por Theobald Smith* em 1924, que demonstraram ser
a concentracio de dioxide de carbono um importante fator de esti~
mulo no crescimento daquela bactéria.

Este ponto de vista foi amplamente confirmado por Vallery e
Rettger® em 1927, Walker’ em 1932 e mais recentemente por Gla-
dstone, Fildes e Richardson® em 1935,
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Ultimamente, noves trabalhos se sucedem, tendo Thompsonz
em 1985, descrito nm mébodo para obtencio de dioxido de earbono;
Nye e Lamh?2? 19386, proposio a denominacio de “mephitibic” para
as bactérias microaerdéfilag; Carpenfer® e outros 1941 ,estudado pro-
cessos para o isolamento das mesmas; Folley™ 1941, descrito uma
maneira de cultiva-lag em placa de Petri; Rose® 1942, apresentado
ums estufa especial destinada exclusivamente ao seu cultivo; Sharz-
man ¢ Bierman® 1942, aconselhado a agitacio constante das culturas;
Levine e Liedentopf™ 1942, ideado um aparelho para nelas introduzir
guantidades certas de gds carbdnico ¢ Brewer' 1942, descrito uma
técnica de cultivo em placas.

Opinides valiosas, no entanto, como as de Torrey e Buckell 22
1921, Cook & Sttafford 1921, Erickson & Albert™ 1922 e entre
nos Arlindo de Assis 1925, negam a infludneia da atmosfera de
dioxido de carbono como fator de erescimento nas Neiszerias,

Em 1940 ¢ 1941 Sara Brahan' publicon duas monografias
s0bre meningeeocos ¢ nfo tocou no assunto em guestlo.

Sehanb & Foley® (1943) acham desnecessiria a reducdo da
tenséic do oxigénio para o isolamento original do meningococo, mas
aconselham para a manufencio da colecfio de culturas, a incubacio
nas jarrag com CO..

MATERIAL ¥ TRCNICA

Tendo havido, nesta capital um consideravel surto de meningite
célebro-espinhal epidémica, no decorrer do ano de 1945 e principios
de 1946, procuramos aprowveitar ¢ abundante material enviado ao
Institute Adolfo Lutz pelo Hospital Emilio Ribas para exame bac-
teriolégico, material 8sse colhide em étimas condicGes & semeados
quase sempre poucas horas apos. ()

Sabemos gque enfre as virias bactérias que podem provocar g
inflamacdo das meninges, o meningococo (Neisseria introcellula-
#18) é sem dvida a de maior importincia,

(*) Posteriormente tivemos oportunidade de estudar casos do interior de Bstado:
um lguide remeiige pelo Centro de SaGde de Sorccabs e outro pelo de Muococa. Em
ambes, apesar da distiacia e nimero de horas de viagem conseguimos isolar e ldan-
tificar o Nelsserig introacelluloris, gracas ap emprégo da aimosfera de didxido de car-
one, ndo se havendo verificado vegelasio pelo processe comsm.  Hin casor anteriores,
oz liquides enviados do infericor, semeados sdmente a 37°C, quase sempre forneciam
resultados negativos.



19¢ REVISTA DO INSTITUTO ADOLFD LUTZ

E por ser o meningococo bastante exigente em relacio a cultu-
ra, ndo veget:ndo em meios pobres de proteinas nativag e em glguns
cascs ndo vegetande de modo algum, apesar do exame direto ravelar
intimeros diplococos Gram negatives, procuramos verificar o sen
desenvolvimento zemeando os liquidos céfalo-raquidiancs, em meios
apropriades, gue eram sempre incubados, eomparativamente, em as-
tufa a 37°C e em jarras contendo aproximadamente 10% de dioxide

T

de carbono, igualmente coleeados a 37°C.

Sébre a mnfluéneiz da atmosfera de (0, como fater de estf-
mulo no erescimento das Neisseries, como 34 frizamos, na parte
histGrica, as opinifes se dividem, sendo algumas favordvels, outras
contrarias, havendo até contraditérias.

As semeaduras foram sempre realizadas em melo de dgar-ovo,
por nds escothido pelo seu 6timo comportamentio na rotina.

A fim de obter uma atmosfera de didxido de carbone, em
higar de wusar recepientes apropriados de elevade custo, adota-
mos com bons resultados, jarras de vidro, com capacidade de dois
Hitros, frbricadas nos Estados Unidos, da marea “Ideal All Glass Jar”,
empregadas usnalmente para conservas e compotas de frutas,

Simplificando & téenica de Wadsworth®, colocdvamos em um
dog &ngulos do fundo da referida iarra, meia grama de carbonate
de sédio, depositdvamos com todo cuidado os tubos j4 semeados e
inelindvamos ligeiramente a jarra, de modo que o earbenato fieasse
em situacfo um pouco mais elevada e com uma pipeta Pasteur, dejxa-
vamos calr suavemente cérea de 10 em3 de Acide sulfirico a 109.
Fechidvamos herméticamente a jarra, tendo ¢ enidado de untar com
vaselina a rolha de borracha. Voltada novamente a jarra, a sua po-
sicdo normsl o dcido punha-se em contacto eom o carbonato, havendo
desprendimento de gds carbénice e evitande-se, dészse modo, o in-
comode emprége do tubinhe para o dcide,

Em cada caso, o liguido céfaio-raquidiano era semeado em dois
tubos de meio, em quantidades iguais, em média dez gotas para cada
um, ysando-se a mesma pipeta Pasteur, sendo um déles colocado na
jarra em atmosfera de didxido de carbono & 37°C e outro tesfe-
munha sdmenta g 37°C,

& imporiante notar que nunca semeamoes pela segunda vez o
Hguido do mesmo doente, nem utilizamos outro meio de cultura, o
que viria dificultar e mesmo alterar nossas conclusfes,
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Observavamos sempre o crescimento até 72 horas e anotdvamos
08 casos em gue havia malor ou igual vegetacio nos meios colocados
em atmosfera de didxide de carbong ou vantagem em tempo isto &,
sntecedéneia de 24 ou 48 horas sobre o crescimento simplesmente
a 37°C.

Os quadros a scguir nos dic uma idéia bastante elara. O pri-
meire resume nos 248 casos ou lguides esfudados, os resultados

proporcionais entre os exames diretos — positivos e negativos —
& o8 resultados das culiuras — positivas e negativas, O segundo

guadro resume o remiltado comparative das culturas positivas
incukbadas em aimosfera de didxido de carbone e pelo processo
comum, isto €, na estufs & 37°C.

RESULTADO GERAL DOS CABGE OU LIQUIDOS ES-
TULADOS. RESULTADOS DAS DIVERSASE PROPOR-
COES ENTRE O35 EXAMES DIREITOS: POBITIVOS
¥ NEGATIVOS E AS CULTURAS: POSITIVAS E

NEGATIVAR
Fuame Frame
Direto DHréto Total
Pogitive Negative
[76,8¢1 [32,58] 52,823
Cultura positiva &7 44 131
(66,41) (33,58} £1496,08)
{23011 [67,41] [47,18]
Culturs negativa 26 a1 117
{22,223 71,78) {106,00}
[100,001 [100,060]1 £100,80]
Total 113 135 248
(45,58) (54,44} (160,00)

As guantidades entre parénfesis vepresentam percenta-

gem sbbre o total das linhas covvespondentes.

As quantidades entre colehetes representan: pereentagem
sibre o total das colunas correspondentes.
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COMPARACAO DOS RESULTADOS DE CULTURAS
INCUBADAS EM ATMOSFERA DE CO, E PELO PRO-
CESS0 COMUM, NOS CAS0OS POSITIVOS.

Comparaedo e de Pe{c e%myem:z
; 2y Cusos soove o tola
de casos
Exclugividade de crescimento
em atmosfera de CO, 15 1,36
Antecedéncia de 48 horas na
vegetacdo em atmosfers de 12 9,09
Co, 62,87
Antecedéneia de 24 horas na
vegetacio em atmosfera de B8 42,42
o,
Concomiténeia de crescimento 49 37,12
Antecedéneia ou exclusividade
a 0 0,00
e crese. pelo processo comum.
Total ... i i, 132 99,59
CONCILUSSES
1 — Trabathando com liguidos céfalo-ragquidianos corresponden-

fos a 248 doentes, usando como meio de cultura dgar-ovo, incubado
a 87°C e em atmosfera de mais ou menos 10% de CO,, também a
37¢C, fol possivel, conseguir-se, como demonstram os quadros anexos,
exclusividade de vegetacio do meningococe em atmosfera de CQp em
15 casos (11,36%) ; antecedéncia de 48 horas em 12 casos (9,09%};
antecedéncia de 24 horas em 56 casos (42,42%) ; bem assim, como con-
comitinciaz de crescimento em 49 casos (37,12).
houve anfecedéncia ou exclusividade de crescimente pelo processo

comum, estufa a 37°C (0,60%).

Em nenhum caso
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Somados todos os casos, obtivemos uma vantagem global de
62,87 por cento, com o empriégo da atmosfera de CO, o que néo
é nada desprezivel.

2 — Como consequéncia destas verificacles, parece-nos de
grande utilidade o uso corrente da atmosfera de CO,, no isclamento
inicial do meningococo, e das restantes Neisseries, nos laboratérios
incumbidos de tais exames,

RESUMO

Com a finalidade de obter culturas do meningococo de wm
modo mals econstante e precoce, partindo do lguide céfalo-raqui-
diano de doentes de meningite cérebro-espinhal epidémica ineuba-
ram-se o8 meios de cultura gemeados, — dgar-ovo — em atmos-
fera de mais ou menos 10% de didxido de carbono a 87°C,

Todos 09 casos experimentados foram testemunhados por tubos
contendo 0 mesmo melo de cultura, semeados de modo idéntico e
colocados a 37°C.

Doz 248 casos estudados, 131 resultaram culturag positivas e
117 negativas,

Entre os 131 positives, heuve vantagem para os incubados em
atmosfera de GO, de 62,87%.

Tendo-se em vista o resultado acima, preconiza-se a incubacéo em
atmosfera de didxido de carbono no isolamento inicial do menin-
goCoeo,

SUMMARY

The AA. incubated culture media at an atmosphere of appro-
ximately 10% CQ,, for the quick isolation of meningococcus from
spinal fluid of patients suspected of cerebrospinal-meningitis.

All culture media gso incubated were controlied by similar media
incubated at 37°C. Positive culiures were obtained in 181 of 248
cases.,

The incubation at an atmosphere of 109 CO, offercd an advan-
tage of 62,87 per cent,

Considering these resulty the AA. advise the incubation at an
atmosphere of 10% €0, for the initial isolation of meningococcus,



200

Lo

to

10

11

i2

13

14

14

17

ig

REVISTA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

BIBLIOGRAFIA

Assls, A, de — 1925 — Obgervacbes scbre o eultive dos gonocovas.
Aveh, do Inst. Vitel Bresid, I, fa. 2: 133

BaNg — 1897 — Weitere Utersunchungen iiber das Ververfeu — Zoit
f. Phiermod. I, Z41.

BrasaN, 8. — 1940 — The meningoecceus (Neisseria intracelinlaris)
— Hoetericlogical Eeviervs, ne 2, 59,

Bramaw, 8. — 1841 — The meningocoscas — Diagnostic Proecedures
and reagents. — Ain, Publ, Henlth Ass. —— New-York, 60,

BrewenN, J. H. — 1842 — A new Petri dish cover and technigue for
use in the cuitivaticn of anaerches and microaerophiles, — Science,
95: b8T.

CappENTER, C. M. — 1541 — Diagnestic procedures and reagents, —
Anv, Pub, Health Ass, — New-York.

CrapiN, €. W, —_ 1918 — Carbon dioxid in the primary cultivation of
the gonocoecus. — J. infect. Dig, 23: 342,

. ComEN, M. B. e Margir, B. 5. — 1918 — A method which greatly

facilitates the culture of the meningococens. — Journ, Am. Med.
Ass, 67: 1302,

CoHsN, M. B. - 1818 — Cultivation of the meningoecccus wnder partial
exygen tension. — Jouwran., Am. Med, Ass. TH: 1889,

ComaeN, M. B. e FLEMING, G. 8. — 1918 —— The diagnosis of epidemie
meningitiz and the control of its treatment by rapikl Bacteriologic
and sorclogic methods. — J. infect. Dis, 23: 837.

CHUDJEOW — 1898 — Sur Lehre von der Anaerdliose — Teil I, Moshow,
1896; Ref. Cewutralbl §. Boack. Abt IT 339,

Cook, M., W. e SrarForRD, D. D. — 1921 — A study of the Gonococcus
and gonocoecal infeetions. — Jowrn, Imfee. Dis, 28: bG1,

ErIcksoN, M. e ALBERT, ¥. — 1982 __ Caltivation of the gonococcus.
— Journ, infect. IHs, 30: 288,

Fowpy, 4. E. — 1842 — A method for exposing cultures to carbon
dioxide or anaerobic atmosfere in petri dishes. — The J. of Lab. e
Clin, Med. 27: 1421, '

GLADsTONE, (. P, FiLbEs, P. ¢ RiouArDsoN, (. M. — 1985 — Carbon
dioxide as an sssential factor in the growth of bacteria, — Br.
J. Exp. Path. 16: 335.

Hyuppreson, I, F. — 1920-21 — Studies in infections abortion. — J.
Am. Vet. Med, dss. 58: 524,

Komman, . F. -—— 18192 .. The so-called reduced oxyggen teusion for
growing of the meningococens, — Jour, Bucteriol. 4: 571.

EevINE, M. e SigpeNTOPF, H. - 1942 — An apparatus to deliver a
megsured amount of CO: for blood cultures. — Seience, 95: 130.

19 — Nowax, J. — 1908 — Le bhacille de Bang et sa biologie. Am. de I'Inst.

Pasteur, 22: 541



Dois wasos de exclusividade de crescimento em atmosfera de CO, fotografias de
24 horas.

Case de exclusividade de creseimento Casc de vantagem de 24 horas na ve-
em atmosfera de CO, mostrando o ta- getacio,
manho encrme das coldnias em 48 horas.
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