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ResuMo: Foi desenvolvido um meio modificado de cultura para isola-
mento e caracteriza¢gdo de enterobactérias, visando especialmente salmonelas
fermentadoras da lactose. No chamado “Meio modificado” as coldonias das duas
estirpes de Salmonella (lactose positivas e lactose negativas) apresentam a
morfologia idéntica, o que ndo ocorre quando sdo empregados o0s meios roti-
neiros & base de lactose, para isolamento de enterobactérias. Esse meio é
uma modificagGo do meio de Hektoen Enteric Agar, do qual retirou-se lactose
e adicionou-se xilose e L-lisina. Foi verificado que hd possibilidade de dife-
renciar-se os diversos grupos de enterobactérias, empregando um meio de cul-
tura sem lactose e usando como sistema diferenciador xilose e L-lisina. O meio
modificado foi também avaliado quantitativamente comparando o seu poder enri-
quecedor ou inibitério, ao dos meios de Hektoen Enteric Agar, Brilliant Green
Agar e 88 Agar para diferentes grupos de enterobactérias.

Salmonella lactose-positiva. Meio de cultura.

UNITERMOS: Enterobactérias.

INTRODUGCAO

No trabalho de rotina de caracterizagdo
de enterobactérias, o critério inicial para
isolamento de Salmonella é a separagio
de colénias fermentadoras e nfo fermen-
tadoras de lactose. Somente a partir de
colénias lactose negativas realizam-se
provas para identificagdo e caracterizagdo
de Salmonella.

Edwards ¢ Ewing* e Kauffmann®, ao
definirem o género Salmonelle afirmam
que o mesmo é constituido por bactérias
nao fermentadoras da lactose.

Estirpes lactose positivas de Salmonella
sao consideradas raras. Em 1966, Ewing
e Ball ¢ observaram que apenas 0,8% de

amostras de Salmonella estudadas no Cen-
ter for Disease Control (USA) eram
lactose positivas, sendo que duas dessas
amostras eram de sorotipo tennessee e a
outra era typhimurium. Em trabalho pos-
terior, Ewing ® (1968) relata que apenas
0,3% das amostras de Salmonella estuda-
das no mesmo Centro eram lactose posi-
tivas. Outros autores tém descrito o iso-
lamento de estirpes lactose positivas de
Salmonella. Assim Saphra e col. ** isola-
ram o sorotipo newington de fezes; Selig-
mann e Saphra®® isolaram o mesmo so-
rotipo de um caso fatal de meningite;
Falkow e Baron 7 relatam o isolamento do
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sorotipo fyphi de fezes; Bulmash e cols.?
referem o isolamento do sorotipo tennessee
também de fezes; Kunz e Ewing?®* do
sorotipo typhi de sangue e urina; Gonza-
les ® do sorotipo tennessee de um caso de
septicemia, todas lactose positivas. Mais
recentemente Blackbum e Ellis? (1973),
observaram que 15,6% de Salmonella
isoladas de leite em pé eram lactose posi-
tivas e pertenciam aos sorotipos anatum,
tennessee e newigton.

Na cidade de S&o Paulo, Brasil, a partir
de 1971 essa variedade lactose positiva de
Salmonella tem sido considerada endémica.
Pessda 8, em 1972, descreve o isolamento
de 313 amostras de lactose positivas de
Salmonella  typhimurium, var. Copenha-
gem. Também em Sdo Paulo, Almeida
e Trabulsi?, relatam que, durante o ano
de 1973, 56% de amostras de Salmonella
isoladas de materiais clinicos diversos eram
do sorotipo ¢yphimurium, fermentadoras
de lactose.

As colonias de Salmonella lactose-posi-
tivas sfo idénticas as colonias de E. coli
nos meios de cultura & base de lactose,
tornando impossivel distinguir colénias de
Salmonella lactose-positivas das colonias
de E. coli em tais meios de cultura.

O presente trabalho tem por objetivo
desenvolver um meio de cultura isento de
lactose, empregando outro carhohidrato
como indicador de fermentacio, a fim de
que as estirpes lactose positivas e lactose
negativas de Salmonella apresentem a
mesma morfologia colonial, procurando
desse modo evitar-se que estirpes lactose
postivas de Salmonella deixem de ser
identificadas por serem confundidas com
aquelas de E. coli.

MATERTAL E METODOS
Hektoen Enteric Agar Modificado
Foi desenvolvido um meio a partir de
uma modificagdo do meio de Hektoen

Enteric Agar (King e Metzger 1% ), re-
tirando a lactose e introduzindo xilose e
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L-lisina, baseando-se na experiéncia de
Taylor *7,

A presente férmula foi definida depois
de estudadas e testadas algumas variagGes:

L-lisina  oooovvniiinne, S5g
Xilose oo, S5¢g
Sacarose ... . 12 g
Salicina  ............ ceeee 2 g
Bile Salts n> 3 .. ........ ... 15 ¢
Cloreto de sédio ............ 5¢g
Proteose peptona ............ 12 ¢
Extrato de carne ...... cees 3 g
Agar-Agar ...... ... .. 15¢
Agua ..o 1000 ml

Aquecer até a ebulicio. Acertar o pH
a 7.5 e adicionar:

Solugdo de azul de bromo timol
a 04% .

Indicador de Andrade

Ferver novamente e adicionar asseptica-

mente 20 ml de solugio A e 20 ml de
solucdo B.

Solucdo A:

Desoxicolato de sédio ........ 10
Agua

a

Solugdo B:

Tiossulfato de sédio ...... . Mg
Citrato de ferro amoniacal .... 4 g
Agua ...l e 100 ml

Esterilizar as solugdes A ¢ B a 60°C
por uma hora em banho maria.

O mecanismo do Meio Modificado é
assim explicado:

Para Salmonella: todas as salmonelas
com exce¢lo da S. paratyphi A e algumas
amostras de S. typhi, S. anatum e S. new-
ington, fermentam a xilose; todas descar-
boxilam a lisina (com excecio da S. para-
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typhi A). Havendo acidificacdo da xilose,
o pH cai. Entretanto como ha descarbo-
xilagdo da lisina, o pH reverte de acido
para alcalino, e as coldnias adquirem a
aparéncia de ndo fermentadoras. Aparece
também cor preta no centro porque todas
as salmonelas (com excegdo de S. para-
typhi A, S. sendai, S. berta e algumas de
S. typhi), produzem H.S.

Para Citrobacter: esses germes fermen-
tam a xilose, nfo descarboxilam a lisina
e produzem H,S. Portanto suas col6nias
sdo tipicas acidas com centro preto.

Para Shigella: esses germes ndo fer-
mentam a xilose, a salicina e raramente
o fazem com sacarose, nio descarboxilam
lisina e nao produzem H,S. Suas col6nias
sdo tipicas ndo fermentadoras.

Para Coliformes: a grande maioria de
E. coli bem como outros coliformes séo
xilose positivas. Também grande parte
dos coliformes fermentam a sacarose e a
salicina. Verificamos assim que quase
todos os germes desse grupo acidificam
um ou todos esses aglcares, produzindo
colénias 4cidas tipicas. Nio produzem
H.S. A fim de que nfo haja reversio de
pH devido aos germes lisina-positivos,
adicionamos sacarose e salicina em exces-
so. O acido em excesso produzido por
esses aciicares, impede a reversio do pH
daqueles coliformes lisina-positivos,

Para Proteus: essas bactérias podem ou
nio fermentar a xilose, salicina e sacarose,
ndo descarboxilam a lisina, produzindo
ou nio H,S. Nfo apresentam comporta~
mento colonial tipico no Meio Modificado,
como no caso das outras enterobactérias
estudadas.

Outros Meios Avaliados:

Juntamente com o Meio Modificado
foram avaliados outros meios usados no
isolamento de enterobactérias: SS Agar,
Brilliant Green Agar (B.G.A.), Hektoen
Enteric Agar, todos da marca Difco e
Hektoen Enteric Agar preparado no la-
boratério.

O trabalho foi desenvolvido em 2 fases:

Numa primeira fase as bactérias foram
semeadas no Meio Modificado para veri-
ficacdo do comportamento e caracterizagdo
colonial. Nessa fase trabalhou-se com as
seguintes bactérias:

17 amostras de Salmonella typhimurium
lactose positivas.

25 amostras de Salmonella lactose nega-
tivas, dos diversos grupos sorolégicos,

12 amostras de Shigella (3 S. sonnei,
6 S. flexneri, 1 S. boydi, 2 dysinteriae).

35 amostras de Proteus (15 P. mirabi-
lis, 8 P. vulgaris, 2 P. rettgeri, 10 P.

morganit) .
23 amostras de Citrobacter.

60 amostras de Coliformes.

Numa segunda fase realizamos wm es-
tudo quantitativo comparativo entre o
Meio Modificado e outros meios empre-
gados para isolamento de enterobactérias.
Os germes escolhidos (Salmonella lactose
positiva e lactose negativa, Shigella, Pro-
teus e Coliformes, foram diluidos seria-
damente em salina a 0,85% (10~ a 10-1°),
Semeou-se 0,1 ml de cada diluicGo em
SS Agar, Brilliant Green Agar, Hektoen
Enteric Agar, (Difco); Hektoen Enteric
Agar preparado no laboratério e no Meio
Modificado. Apés incubagio a 37°C du-
rante 24 horas, foi feita a contagem do
niimero de colénias.

RESULTADOS

A descricio da morfologia colonial das
diversas enterobactérias estudadas, no
Meio Modificado, pode ser observada na
Tabela 1.

A contagem comparativa do ntmero de
colénias, nos diferentes meios estudados,
pode ser observada nas Tabelas 2, 3, 4,
5e 6.
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TABELA 1

Morfologia colonial de algumas enterobactérias no “Meio Modificado”

Germe

Caracterizacéo

Salmonella lactose positiva

Colénias convexas, circulares, transparentes,
de tamanho médio, de cor verde com centro

preto.

Salmonella lactose negativa

Colénias convexas, circulares, transparentes,
de tamanho médio, de cor verde com ou sem

centro preto.

Citrobacter Colénias altas, opacas, grandes, de cor ama-
relo-salméo, com centro preto.

Shigella Colbnias convexas, circulares, transparentes,
pequenas, de cor verde,

Coliformes Coldénias altas, opacas, grandes, de cor ama-
relo-salméo.
Colénias convexas, circulares, transparentes,

Proteus de tamanho médio, de cor verde com ou sem

centro preto.

Nota: No Meio Modificado as coléntas de Pseudomonas apresentam-se de cor verde ou
marron, com bordos irregulares, sio altas e grandes.

TABELA 2

Contagem do numero de colénias de estirpes lactose-negativas de Salmonella
nos meios de cultura estudados

e Germe SS Agar | B.G.A. Moditi- Hektoen Hi‘:ge“
cado

10 8. typhimurium 34x108 40x107 52x108 66x108 43x108
48 8. bovis morbificans 35x10° 30x10% 34x10° 37x10° 34x10°
53 S. typhi 37x10° 30x10¢* 35x10° 35x10° 36x10°
2 S. paratyphi A 90x10° 37x10° 85x10° 97x10° 93x10°
43 8. vejle 82x10° 90x10° 78x%10° 80x10° 77x108
81 8. carrau 30x10* 88x107 30x108 30x108 31x108
60 S. berta 98x10° 103x10? 30x108 31x108 31x108
132 8. mississipi 131x108 100x10% 145x108 123x108 156x108
70 8. zanzibar 43x10% 35x10% 42x10% 45x10% 41x101
96 8. meleagridis 80x10° 41x10% 39x10° 47x10° 30x10°
20 8. rubislaw 41x10° 58x107 57x10° 46x10° 31x10°
66 S. give 173x108 98x10¢ 54x107 30x107 50x107
78 S. aberdeen 57x10° 0 58x10° 50x10° 78x10°
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TABELA 3
Contagem do numero de colonias de estirpes positivas de Salmonella
nos meios de cultura estudados
‘ Meio
N.o da ‘o Hektoen | Hektoen
amostra } Germe SS Agar | B.G.A. | Modifi- Difco Lab,
| | . cado
1 | |
H2SM S. typhimurium 60x10° 35x107 43x107 30x107 44x10°
1314 S. typhimurium 30x10° 30x107 132x107 101x107 132x107
1918 8. typhimurium 30x10° 180x10% 205x10% 209x108 210x108
1917 S. typhimurium 31x103 150x108 250x10% 261x103% 290x108
1760 8. typhimurium 50x108 182x108 198x10° 201x108 193x108
1892 S. typhimurium 57x10% 30x10% 30x10° 25x10° 30x10°
1882 S. typhimurium 33x10% 58x10% 40x10° 37x10° 41x10°
TABELA 4
Contagem do numero de coldnias de Shigella
nos meios de cultura estudados
Meio ‘
N.2 da . e Hektoen | Hektoen
amostra Germe SS Agar | B.G.A. Modifi- Difco Lab,
‘ cado
219 S. sonnei 35x10° o 36x10% 30x10% 44x10°8
107 K. sonnei 52x10° 0 35x10% 44x108 106x108
266 8. sonnei 30x10° 0 157x108 64x10% 148x108
310 S. flexrneri 104x10°8 0 222x10% 141x108 224x108
16 S. flexneri 69x108 0 50x10% 65x10% 59x10%
663 S. flexneri 70x10° 0 81x108 65x108 71108
8 8. flexneri 36x10° 0 35x10° 38x10° T x10%
670 S. boydi 106x10° 0 30x10° 30x10° 172x108
342 S. dysinteriae 30x10° 0 36x10° 35x10° 34x109°
3 8. dysinteriae 40x10° 0 39x10° 41x10° 38x10?
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TABELA 5

Contagem do numero de colénias de coliformes
nos meios de cultura estudados

af:osffa Germe SS Agar | B.G.A. Ml\gg;?i- H]ejlfftgcen Hilztg.en

cado
667 E. coli 100x10% o] 30x10° 30x10° 30x102
554 E. coli 93x107 o) 34x107 53x107 52x107
459 E. coli 200x107 50x101 130x10® 136x10% 152x108
295 E. coli 35x107 0] 34x107 92x107 65x107
694 E. coli 30x10° o 31x10° 30x10° 30x10°
709 E. coli 190x10% 0 62x10° 135x10° 152x10°
701 E. coli 150x104 0 70x107 42x108 32x108
34 E. coli 87x10°8 1] 32x108 73x108 148x108
556 E. coli 75X10* 0 80x10% 126x108 148x108
674 Klebsiella 84x108 150x107 138x108 102x108 280x108

TABELA 6
Contagem do numero de colénias de Proteus
nos meios de cultura estudados
| |

aljr';s?fa Germe SS Agar | B.G.A. thg;?i- Hglfftcojn 1 Hi‘;tl‘:‘e"

cado
43 P. mirabilis 36x10%° 0 42x10% 30x10% 43x10%0
42 P. mirabilis 175x10° o] 228x10° 118x10° 130x10°
48 P. mirabilis 37x10w0 0 40x10% 42x10%0 39x10%
50 P. mirabilis 35x10% 0 39x10% 30x10% 30x10%
51 P. mirabilis 286x10° 0 136x10° 158x10° 141x10°
26 P. vulgaris 290x10° 0 211x10° 135x10°  181x10°
2 P. vulgaris 54x10% 4] 90x108 30x108 59x10%
78 P. vulgaris 32x10% 0 33x10% 35x10% 34x10%
102 P. rettgerii 38x10° 0 30x10° 31x10° 30x107
103 P. rettgerii 30x10% 0 31x10% 30x10% 30x101
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DISCUSSAO

Através dos resultados obtidos observa-
mos que o Meio Modificado mostrou-se
muito eficaz para o isolamento de Salmo-
nella, atingindo o objetivo desejado, isto
é, fazer com que todas as amostras de
Salmonella apresentem morfologia colonial
idéntica, eliminando desse modo a possi-
bilidade de confundir-se as colénias lac-
tose-positivas com colbénias de E. coli.
Todas as estirpes de Salmonella (lactose-
positivas e lactose-negativas), apresentam
colénias tipicas nfio Aacidas, com centro
preto, exceto é claro, aquelas ndo produ-
toras de H,S. Na maioria das vezes a
quantidade de H.S é tdo intensa que as
colonias se mostram quase que inteira-
mente negras, com apenas um halo verde.

0 Meio Modificado também é conside-
rado bom para o isolamento de Citro-
bacter, pois suas colénias apresentam-se
perfeitamente diferenciadas das de Salmo-
nella devido & acidificacdo da xilose e
ndo se confundem com as coliformes, pois
o meio propicia uma perfeita evidencia-

cdo de H.S.

Shigella também apresentam colénias
bem caracteristicas nesse meio, isto é, nfo
fermentadoras.

Os coliformes também apresentam co-
16nias tipicas amarelo-salmio, diferenci-
ando-se dos Citrobacter pela néo produgio
de HQS-

No entretanto os germes do grupo Pro-
teus, podem ser confundidos quer com
Salmonella, quer com Shigella. Através
de dados de um estudo sobre Proteus,
realizado por Suassuna ¢, verificamos que
a maioria dessas bactérias fermentam
pelo menos um dos carbohidratos existen-
tes no Meio Modificado (xilose, sacarose e
salicina). Sabemos também que os Proteus
nio descarboxilam a lisina. Teoricamente,
pois, esses germes deveriam apresentar
no Meio Modificado, quase sempre morfo-
logia colonial tipica de bactérias fermen-
tadoras. Acreditamos que esse comporta-
mento colonial diferente do esperado, seja
devido a uma alcalinizacio intensa do

meio por processo outro que o da descar-
boxilagdo da lisina, que ird neutralizar os
acidos formados pela fermentacio dos
carbohidratos.

Analisando pois o Melo Modificado em
relagio a sua capacidade de caracterizar as
colénias de enterobactérias, verificamos
que os resultados foram bastante satisfa-
térios, a nfio ser em relagido aos Proteus,
os quais ndo apresentaram colonias tipi-
cas. No entretanto, todos os outros meios
de cultura para isolamento de enterobac-
térias a base de lactose, como carbohidrato
diferenciador, também apresentam essa
falha, isto é, confundem as colénias de
Proteus com as de Salmonella ou Shigella.

Pudemos também observar através da
morfologia colonial apresentada pelas en-
terobactérias no Meio Modificado, que a
lactose pode ser perfeitamente substituida
pelo sistema indicador xilose L-lisina,

Em relagdo & contagem comparativa do
nimero de colénias no Meio Modificado e
nos outros meios estudados, observando-se
as Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6, verifica-se que
a contagem foi muito uniforme no Meio
Modificado e no meio de Hektoen Enteric
Agar, quer o adquirido comercialmente,
quer o preparado no laboratério, para
todos os germes estudados. Verificamos
também que as contagens nesses meios,
de um modo geral, foram superiores as
apresentadas nos de Brilliant Green Agar,
para as Salmonella lactose-positivas. Para
as Salmonella lactose-negativas, a conta-
gem foi ligeiramente inferior no meio de
Brilliant Green Agar.

As amostras de Shigella estudadas fo-
ram totalmente inibidas no meio de Bril-
liant Green Agar. No meio de SS Agar
as amostras de Shigella sonnei sofreram
inibicdo, sendo que as outras espécies
apresentaram contagens bastantes seme-
lhantes as observadas nos meios modifi-
cado e de Hektoen Enteric Agar (duas
variedades).

De um modo geral as amostras de E. coli
foram inibidas no meio de Brilliant Green
Agar, o mesmo ndo ocorrendo com a
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amostar de Klebsielle, O meio do SS Agar
mostrou-se de um mode geral mais inibi-
tério que o meio modificado e o de Hek-
toen Enteric Agar para os coliformes,

Os Proteus apresentaram contagens uni-
formes nos meios de SS Agar, Modificado e
Hektoen Enteric Agar. Foram totalmente
inibidos no Brilliant Green Agar,

Apés este estudo quantitativo, conclui-
mos que o Meio Modificado, ao lado de
possibilitar uma caracterizagdo uniforme
das duas estirpes de Salmonella, bem como
perfeita caracterizacio e diferenciagdo
colonial dos outros géneros de enterobac-
térias, ndo foi inibitério para as amostras
estudadas.

FaLcio, D. P. —

65-73, 1976.

SUMMARY :

Observamos também igualdade de com-
porfamento bacteriano no Hektoen Enteric
Agar, quer o adquirido comercialmente,
quer o preparado no laboratorio,

Ressaltamos que esses resultados foram
ohtidos com bactérias de cole¢do e que o
Meio Modificado sera testado na rotina de
isolamento de enterobactérias, Apesar de
havermos trabalhado apenas com bhactérias
de colegfo, acreditamos que os resultados
foram bastante satisfatérios de modo a
sugerir a introducdo do Meio Modificado
na rotina de isolamento de enterobactérias,
com referéncia especial & Salmonella.

RSPU-B/300 i

[4 modified culture medium for the characterization of
positive lactose strains of Salmonella].

Rev. Satde publ, 8. Paulo, 10:

A modified culture medium was developed for the purpose of

isolating and characterizing the enterobacterias, giving special attention to

the Salmonella strains that ferment lactose.

In this “Modified Medium” the

colonies of the two strains of Salmonella show a morphological similarity. This
does mot occur with other culture media of enterobacteria, in which the basic

carbohydrate is lactose.
Agar in which

The Modified Medium is a modification of the Enteric
the lactose was substituted by xilose and L-lisine.

It was

verified that there is a possibility of differentiating between the different groups
of enterobacteria by using a culture medium with no lactose and using xilose

L-lisina as a differentiating system.

The Modified Medium was also evaluated
quantitatively comparing its enriching or inhibiting power with

the Hektoen

Enteric Agar, Brilliant Green Agar and the S8 Agar media in relation to the

different groups of enterobacteria.

UNITERMS: Enterobacterias.

Salmonella, positive lactose.

Culture medium.
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