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RESUMO

Um novo meio de cultura elabora-
do pelos autores permitiu crescimen-
to seletivo rdpido e “luxuriante” de
Corynebacterium diphteriae,

Para a sua constituigdo foi utiliza-
do o Eugonagar Vera (BBL) acresci-
do de amido, maltose, plasma hemoli-
zado de carneiro, vermelho neutro e
solugdo aquosa de telurito de potés-
sio a 3%.

Este meio, segundo as observagdes
dos autores, mostrou-se mais eficien-
te do que outros, para detecgéio de Co-
rynebacterium.

INTRODUCAO

Embora a presenga do b. dif-
terico no material examinado pelo
bacteriologista nao permita a con-

firmagdo da doenca sendo o diag-
néstico da difteria da responsabi-
lidade quase que exclusiva do cli-
nico, muitas tentativas tém sido
feitas em laboratério no sentido
de proporcionar facil crescimento
deste organismo patogénico, de
reconhecer os seus tipos e dife-
rencia-lo dos difteroides.

Com esta inten¢io muitos fo-
ram os meios de cultura introdu-
zidos na pritica bacteriolégica,
conforme descricio dos trabalhos
de J.S. Anderson e cols. (1931),
Hoyle (1941), Young (1942),
MacLeod (1943), P.M. Anderson
1944) e em 1965 Pappenheimer
Jr.(1,2,3,4,7,8,9, 10).

Alguns destes, contudo, sio
meios de dificil preparo. Outros
mostram o crescimento de cold-
nias bacterianas apenas apés 48
horas de incubagio.
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Pesquisando sobre o assunto os
autores elaboraram um meio de
facil preparo que satisfaz as exi-
géncias nutritivas do Corymebac-
terium diphteriae permitindo seu
crescimento mais rapido e luxu-
viante, bem como, pelas caracte-
risticas das coldnias, diferenciar
os vérios tipos da espécie, moti-
vo da presente comunicagio.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se nas experiéncias
amostras conhecidas de Coryne-
bacterium diphteriae — tipos
Gravis, Intermedius — Amostra
Park-Williams  (PW8), gentil-
mente cedida pelos Laboratérios
do TInstituto Vital Brasil; e Mitis,
de C. pseudo-diphtericum (Hof-
fmanii) e C. xerosis, outras amos-
tras bacterianas  previamente
identificadas, além de amostras
problemas provenientes de indi-
viduos doentes (diagnéstico clini-
co de difteria).

Todas as amostras foram, in-
dividual e concomitantemente se-
meadas em placas com os meios
com telurito de Hoyle, And:rson,
Dowrnie e no meio por nés pre-
conizado e denominado DK,
que tem composi¢do abaixc
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Para o preparo deste meio a se-
guinte técnica deve ser observada:

1 — Sol. tel. potassio —

Dissolver, esterelizar a 115°
e conservar na obscuridade,
em frascos bem vedados.

2 — A solugdo aquosa de telu-
rito de potiassio a 3% ¢é
preparada e guardada em
frascos dmbar, bem veda-
do e esterelizado separada-
mente, podendo assim, ser
guardada durante algum
tempo.

3 — O pH deve ser ajustado
ap6s realizada a mistura
dos ingredientes, antes do
aquecimento, filtragem e
autoclavagem.

4 — Ap6s resfriado a 45-55°C,
adiciona-se ao meio os 4
ml., da solugdo aquosa de
telurito de potéssio, e o
plasma hemolizado de
carneiro (estéril).

5 — Distribuir em placas de
Petri.

As semeaduras foram realiza-
das com cultura de espécies co-
nhecidas pelas técnicas de esgo-
tamento de alga, enquanto que as
amostras problemas foram se-
meadas diretamente com swab de

Eugonigat (BBLY iz sevans o s aadinmiess s 8 &8ss 454 ¢
IMLAIEORE: » o: « 0 omein 55 6 551 % B9e 5 6 8 5 wEveidti % 5 5 & 8 & 5 e 08,0 g
AmMidoiSolavel v i« s 505 swme « 5 5o s s 5§ o 5 0 5o 02,0 g
Plasm: hemolizado de carneio ..................... 40,0 ml
Sol. aqosa de vermelho neuro (1%) ............... 00,2 ml
Agua festilada q.8.p. ...t 1000,0 ml
Sol. aqosa telurito potassio 3%) .................. 04,0 ml

pH —7.8

Aquecdo, filtrado e esterelizido a 115.° durante 20’

faringe embebido em é4gua pepto-
nada, em estrias.

RESULTADOS

Ap6s 16 a 24 horas de incu-
bagdo a 37°C, as coldnias bac-
terianas tornam-se visiveis, e as
pertencentes ao género Coryne-
bacterium apresentam as seguin-
tes caracteristicas:

a) — Gravis — Col6nias es-
curas, de tamanho médio, tradi-
cionalmente apresentando a mor-
fologia de “corola de margarida”,
contorno irregular, mostrando ao
seu redor uma 4rea correspon-
dente a - acidificagdo do meio,
(fermentagdo da maltose e dex-
trose) e ataque ao amido).
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b) — Mitis — Coldnias ne-
gras, luzidias, pequenas, circula~
res, contorno liso, apresentando
também em seu redor uma 4rea
correspendente A acidificagdo do
meio (dextrose e maltose) embo-
ra alguns autores ndo consideram
as amostras Mitis e Intermedius
como fermentadoras da maltoss
(6).

¢) — Intermedius — Coldnias
circulares, bordos claros, ligeira-
mente entre amarelo rosado, cen-
tro enegrecido, com a mesma
apresentagdo com relagio A 4rea
em seu redor (fermentagio da
dextrose e maltose). (Fig. 1)

d) — Pseudodiphtericum (Hof-
fmanii) — Col6nias claras, lisas,

Phg.l—AmduwwnluhComaMumm.
(8) Gravis ¢ Mittis (b) Intermedius (c) Mitius
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transparentes, sem alteracao do
meio em torno delas.

e) — C. xerosis Coldnias
claras, lisas, translicidas, com
alteragdo do meio em torno de-
las (acidificagcao p/ fermentagdo
de dextrose e maltose).

f) — Outras bactérias — Fo-
ram também semeadas em placas
individuais amostras de Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus
beta hemoliticos do grupo A,
Streptococcus viridas, Streptococ-
cus faeccalis (enterococos), Pneu-
mococcus, Neisseiras catharralis,
Candida albicans e Kl~hcirl'a
pnecumoniae, agentes encontradi-
cos nas infeccoes orais. Nas 24
horas ndo houve crescimento de
nenhum destes organismos, a ndo
ser da Candida albicans que apre-
sentou-se em coldnias irregula-
res. escuras, elevadas, de bordes
irrequlares, opacas e agrupadas.

O meio de Hovle ndo revelou
nenhum crescimento bacteriano
no mesmo tempo e nas mesmas
condicdes de incubacio. Revelou-
se apenas apOs 48 horas identifi-
cacdo destes microorganismos.

COMENTARIOS

A glicose, o acetato de sédio
e a cistina sdo estimulantes do
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crescimento destes germes, sendo
as duas primeiras substdncias
utilizadas em grande parte dos
meios tradicionais, como por
exemplo o meio de Clauberg, e
o de Gundel Tietz.

O Eugonagar Vera foi primei-
ramente utilizado em bacteriolo-
gia sanitiria para o cultivo de
lactobacilos. Posteriormente foi
empregado também no diagnds-
tico bacteriolégico e é um meio
que permite o crescimento eugl-
nico de culturas de bactérias, in-
cluindo muitos organismos de di-
ficil cultivo, como por exemplo
Haemophilus, Neisseria, Pasteu-
rella, e com a adi¢do de sangue
pronorciona crescimento de vi-
rios fungos e até do M. Tuber-
culosis. (3)

Julgamos <er vantajoso o uso
deste meio devido ao crescimen-
to rdnido e “luxuriante” do ba-
cilo diftérico, permitindo, com
facilidade. diferencid-lo dos dif-
teroides bem como caracterizar
as trés variedades cléssicas da es-
pécie. A confirmagio da patoge-
nicidade deve ser feita mediante
verificacdo da capacidade téxica
(teste de Elek) e da inoculagio
em animal (Esquemas de Frobi-
sher) (7).

LABORATORY DIAGNOSIS OF DIPHTERIA WITH A NEW CULTURE
MEDIUM, COMPLEMENTATION OF EUGONAGAR

SUMMARY

A new culture medium elabo-
rated by the authors permitted a
quick selective and luxuriant
growth of Corynebacterium diph-
teriae

For its constitution they used
Eugoragar Vera (BBL), and ad-

ded starch, maltose, hemolyzed
theep plasma, neutral red and a
3% aqueous solution of potas-
dum tellurite.

This medium, according to the
zuthors, showed more -effective
tan any other in the detection
d Corynebacterium.
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