Influéncia da QGlicose no cultivo do pneumococo

por

—stacio Monteiro

Em 1939, quando fomos designado para preparar s6ro antipneumocécico,
no Instituto Oswaldo Cruz, tivemos nossa atencido despertada para a influ-
éncia da glicose no crescimento do pneumococo. Nesta ocasido, em que ne-
cessitavamos grande quantidade de germes para a imunizagao dos cavalos, ti-
vemos oportunidade de verificar que os meios de cultura glicosados mostra-
vam melhores resultados, sendo o crescimento, em 24 horas, muito abundante.

Desde os primeiros estudos sébre éste germe, diversos pesquisadores tém
acrescentado glicose aos meios de cultura como fator de enriquecimento,
mesmo aos meios ja muito nutritivos, contendo proteinas, como fizeram
CARNOT e FOURNIER (2) e outros.

Em 1904, Turro (13) empregou, com grande éxito, meio de caldo pep-
tonado com glicose para isolamento do germe do escarro. A concentragao da
glicose foi de 8%, considerando o A. esta porcentagem como 6tima para o
pneumococo.

Hiss, em 1905 (9), descreveu um método para obter cultura em massa,
para fins de inoculagio e reacdes de aglutinacdo, que consiste em cultivar o
germe (pneumococo ou estreptococo) em caldo de carne peptonado com 4 a
5% de glicose e carbonato de calcio a 1% para neutralizar a acidez produ-
zida pelo metabolismo da bacteria.

Outros AA. tém se dedicado a estudos neste sentido, levando em es-
pecial consideracdo a questdo da concentragdo idGnica, tanto a inicial como a
resultante do crescimento do germe. Assim, CULLEN e CHESNEY (4) em
1918, mostraram que o crescimento do pneumococo acarreta produgao de acido
e que esta acidez é paralela a curva do crescimento, sendo um fator impor-
tante na morte e lise do germe.

Com relacdo a concentracdo idnica otima para o bom desenvolvimento,
DENRBY e AVERY (5) mostraram ser de pH 7,8. Também, AvEry e CULLEN
(1) em 1919, verificaram que em meio glicosado a 1% o pH favoravel é idén-
tico.

* Tecebido para publicacio a 17 de novembro de 1944 e dada A& publicidade em fevereiro
de 1945.
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LorD e NYE (11), estudando em 1919 a relacdo entre o pH e a morte e
lise das bactérias, mostram que em meio glicosado a 1% o pH final é 5,1,
sendo esta acidez o fator bactericida mais importante. Em 1922 (12), em no-
vas pesquisas verificaram que quanto mais acido o meio, mais rapidamente
morre o Pneumococo.

FELTON e DOUGHERTY (6) em 1924, num estudo sébre as diferentes con-
di¢des relacionadas com a concentracio idnica e os diversos ingredientes do
meio de cultura, relatam que a glicose a 1%, quando adicionada ao meio
(caldo simples com pH 7,3-7,7), neutraliza a acdo desfavoravel da producao
de acido como também faz com que a perda da viruléncia seja mais lenta.

Tendo em vista a viruléncia,sdo de grande relévo os trabalhos de VELI-
KANOFE e MIkAIiLovA (14, 15), que relatam ser as amostras virulentas pcuco
ativas em sua acdo sdbre a glicose. As experiéncias foram feitas com agar-
ascite com 1% de glicose. Neste meio as amostras de isolamento recente
crescem mal, porém, depois que perdem a viruléncia se desenvolvem abun-
dantemente, dando um aspecto esbranquigado ao meio.

CoTtoNI, TRUCHE e RAPHAEL (3), no importante trabalho sdobre pneu-
mococos, de 1922, aconselham meio com peptona de Chapoteaut a 4 %, clo-
reto de sédio a 0,5% e gliccse a 0,2%. Relatam que com menor quantidade
de glicose (0,1 %) o crescimento nao é tio abundante e com maiores porcen-
tagens o meio torna-se muito acido, sendo os germes atingidos em sua vita-

lidade.

Em 1929, WRIGHT (17) em um estudo sObre os diversos fatores que in-
fluenciam o crescimento do pneumococo, ccnclui, quanto a glicose, que é in-
dispensavel a 0,2%, para um desenvolvimento luxuriante, sendo o excesso
prejudicial, pois determina forte acidez e consecutiva autdlise.

A acidez produzida pela acdo do pneumococo sdbre a glicose, sequndo
trabalho de HEwitT (8) de 1932, é devida ao acido latico, que é encontrado

como produto final. Mostrou, em seu trabalho, que 78% da glicose trans-
forma-se em acido latico.

Atualmente é de pratica comum o emprégo de meios glicosados, conten-
do proteinas ou ndo, no manejo geral com pneumococo, tanto para a manu-
tencio de amostras como para isolamento, etc., dependendo a porcentagem
da glicose bem como os outros ingredientes da predilecdo e experiéncia dos
diversos técnicos. LACORTE e SANTOS (10), por exemplo, preconizam para o
isolamento o uso de meio proteico e glicosado.

Com o fim de verificar a quantidade de glicose mais favoravel para o
desenvolvimento do pneumococo, fizemos uma série de experiéncias cujo ma-
‘terial e técnicas relatamos a seguir. “
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Material e métodos — As amostras usadas foram em ntimero de oito,
sendo sete de procedéncia americana, recebidas de “Division of Laboratory
and Research, Albany” com as seguintes indicacdes: amostra Neufeld, 1 do
tipo I; amostra D. 53 do tipo II; amostra 5-A2 do tipo III; amostra Swintell
34348 do tipo IV; amostra Ambrose 36129 do tipo V; amostra Fiorelli 34350
do tipo VI-a e amostra Burke 34354 do tipo IX. A oitava amostra, do tipo
I, foi recebida do Instituto Butantan, altamente virulenta para o camondongo.

O meio de cultura empregado foi o caldo simples, preparado com caldo
de carne, peptona a 1% e cloreto de sédio a 0,5%, ao qual adicionamos gli-
cose, quimicamente pura, nas quantidades de 0.25, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15 e
20 por cento. O pH foi ajustado para 7,6 a 8,0. Usamos tubos de ensaio
comuns com 10cc de meio em cada.

Para obtermos o material para as semeaduras cultivamos as diversas
amostras em caldo simples com 1% de glicose. Usamos sempre culturas de
24 horas incubadas a 37°C,, que diluimos em partes equais com caldo simples.
Estas culturas diluidas foram transplantadas para o meio com as diversas
concentra¢des de glicose, na quantidade de lcc para cada tubo. Usamos
praticar sempre em duplicata as semeaduras, para evitar um acidente que
pudesse prejudicar os resultados. Como contréle fizemos também as semea-
duras em caldo simples, sem glicose, para podermos avaliar as diferencas re-
sultantes. Os diversos tubos foram incubados a 37°C e no fim de 24 e 48
horas praticamos a contagem dos germes bem como verificamos o pH.

A verificagdo do pH, apés o desenvolvimento dos germes, foi feita por
método colorimétrico, com o emprégo do Comparador de Hellige e Indicador
Universal Merck. Este aparélho fornece uma escala para leitura de pH 4,5
a 9,0, com intervalos de 0,5, que nos pareceu suficiente para térmos uma im-
pressdo do grau de acidez resultante do metabolismo do pneumococo.

Para a contagem das bactérias empregamos o método de FRIES (7) des-
crito em 1921, que é uma modificacdo do processo classico de WRIGHT (16).
O processo de FriEs adota como elemento de comparagdao uma emulsio de
levedos (Saccharomyces) ao invés das células do sangue como o de WRIGHT.
Usamos uma suspensdo a 5% de fermento Fleishmann em agua fisioldgica,
com 0,5% de formol. Esta suspensio pode ser conservada a uma tempera-
tura de 4 a 5°C durante alguns dias, sem alteracio. Para a contagem do ni-
mero de cédulas por centimetro cubico preferimos empregar a pipeta de leu-
cocitos, tazendo a contagem na camara de TuomAs. Nesta determinacao,
para evitar grandes erros, fizemos sempre 5 contagens e tomamos o valor mé-
dio, admitindo nos calculos um érro de 10¢. Em geral, a solucio a 5% da 5
a 6 milhdes de células por centimetro cubico. De acérdo com a técnica ori-
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ginal de FRIES a emulsdo deve ter de 25 a 30 milhdes de células por centi-
metro cibico, porém consegquimos facilmente fazer a comparagao com quanti-

dade cinco vézes menor.

Para a determinacido do nimero de germes misturamos lcc da suspensao
de lévedos com lcc de meio de cultura e fizemos esfregacos em laminas, bem
limpas e desengorduradas. A fase mais delicada do método de FRIES é jus-
tamente o preparo do esfregago, pois os lévedos tém tendéncia a se agluti-
narem, nao dando uma distensdo uniforme. Depois de feito o esfregaco com
o maximo cuidado, usamos o calor para a fixacdo e a seguir solugdo ao dé-
cimo de Fucsina de Ziehl, durante 1 minuto, mais ou menos, para a coloragao.
A contagem foi feita ao microscépico com um aumento de aproximadamente
900 diametros, tendo-se colocado na altura do diafragma da ocular um pe-
queno pedaco de cartdo preto com um orificio, calculado de maneira a obter
mais ou menos um térco do campo total do microscépio. Nestas condi¢gdes con-
tamos, de cada lamina, no minimo 10 campos e com os dados obtidos deter-
minamos o niimero de germes por centimetro cibico.

A quantidade de germes semeados foi préviamente determinada tendo
em vista o nimero de germes por centimetros cibico nos diversos tubos de
cultura. O quadro I mostra os resultados encontrados, tendo-se na primeira
coluna os valores das culturas diluidas ao meio e na segunda coluna os va-
lores nos tubos em experiéncia, levando-se em conta os 10cc de meio e mais

lcc da semeadura.

QUADRO I
N.° DE GERMES N.° DE GERMES NOS TUBOS
SEMEADOS EM EXPERIENCIA
(em lcc. (em lcec.
Amer. Tipo I................ ... 6.390.000 580.000
Amer. Tipo II..... .. ... ... ... 14.860.000 1.350.000
Amer. Tipo III.... ............. 13.850.000 1.260.000
Amer Tipo IV........ ... ... .... 15.940.000 1.450.000
Amer. Tipo V.. ... ... .. ... ... 22.000.000 2.000.000
Amer Tipo Vla................. 17.400.000 1.580.000
Amer. Tipo IX................. 16.200.000 1.470.000
But. Tipo I........... ... ... ... 17 .750.000 1.610.000
VALOR MEDIO. .. ............ 15.550.000 1.410.000

——_——_——

Resultados — Os resultados obtidos mostraram claramente, de acdrdo
com os dados do quadro II, que a glicose, dentro de certos limites, tem uma
acio acentuada sObre o crescimento do penumococo. A concentragdo que se
mostrou mais favoravel foi a de 1%, em relacdo ao nimero de germes obti-



QUADRO II

Quadro com os valores das contagens dos germes nas varias concentracoes de glicose, expressando os resultados por

centimetro cubico

SAPLES "0 0259 | 205% al% | a25% 25% | a75% | a10% | a159 | a2 9
Tipo I............... 3.360.000 | 5.310.000 | 8.350.000 | 8.200.000 | 9.540.000 | 6.980.000 | 7.420.000 | 1.800.000 | 1 670 000 —
Tipo I1.............. 2.360.000 | 8.440.000 | 11.700.000 | 14.900.000 | 10.060.000 | 5.560.000 | 5.340.000 | 4.730 000 | 1.900 000 —
Tipo INT............. 3.950.000 | 3.440.000 | 16.500.000 | 16.800.000 | 13.800.000 | 12.700.000 | 12.300 000 | 6.980 000 | 4020 000 _
Resultados apés| Amer.. .4 Tipo IV.......... ... 2.860.000 | 2.550.000 | 5.750.000 | 7.260.000 | 9.160.000 | 6.480.000 | 6.930.000 | 2.600.000 | 700 000 —
24 horas de Tipo V... ... 4.590.000 | 22.040.000 | 25.570.000 | 27.000.000 | 19.180.000 | 17.000.000 | 12.700.000 | 8.200 000 | 4 200 000 _
incubacio a Tipo VIa............| 9.760.000 | 14.460.0C0 | 14.820.000 | 19.000.000 | 18.410.000 | 16.200.000 | 13.350 000 | 10.100.000 | 6.030 006 —
370C... ... .. Tipo IX.............| 9.990.000 | 19.400.000 | 24.100.000 | 32.660.000 | 18.010.000 | 13.180.000 | 13.550 000 | 8 010.000 | & 310 000 _
But...... Tipo L. ............ 2.820.000 | 8.440.000 | 13.600.000 | 19.080.000 | 16.600.000 | 13.300.000 | 12.610.000 | 9.700.000 | 5. 120 000 —
VALOR MEDIO................ 4.970.000 | 10.510.000 | 15.050.000 | 18.110.000 | 14.350.000 | 11.430.000 | 10.520.000 | 6.510 000 | 3.740.000 —
Tipo X..oovooon o 2.490.000 | 3.090.000 | 6.560.000 | 10.600.000 | 7.920.000 | 5.930.000 | 8.870.000 | 2.990 000 | 2 950 000 —
Tipo I ... ......... 1.220.000 | 2.790.000 | 8.300.000 { 17.100.000 | 16.320.000 | 15.800.000 | 12.200.000 | 8 840 000 | 5.350. 000 —
Resultados apés Tipo IIL............. 2.450.000 | 2.820.000 | 17.800.000 | 17.510.000 | 14.790.000 | 14.100.000 | 7.930.000 | 2.630.000 | 2 550.000 _
48 horas de| Amer.... | Tipo IV.. ........... 1.610.000 |  920.000 | 6.100.000 | 7.480.000 | 6.720.000 | 5.590.000 | 5.810.000 | 5.630.000 | 1.410 000 —
incubagio a Tipo V 7.580.000 | 10.700.000 | 22.510.000 | 27.090.000 | 21.110.000 | 18.060.000 | 13.130.000 | 8.900.000 | 5 320 000 -
370C, Tipo Vla....... 9.980.000 | 16.300.000 | 19.150.000 | 25.620.000 | 20.660.000 | 17.870.000 | 12.790.000 | 9.610.000 5.800.000 —
Tipo IX.......... 9.200.00 | 19.160.000 | 21.700.000 | 29.810.000 | 20.830.000 | 17.900.000 | 12.750.000 | 10.050.000 | 7.220 000 —
But......Tipo L................ 3.130.000 | 7.870.000 | 16.020.000 | 26.910.000 | 25.090.000 | 21.900.000 | 18.400.000 | 11.800 000 | 5.380 000 —
VALOR MEDIO.................| 4.710.000 | 7.960.000 | 14.770.000 | 20.260.000 | 16.680.000 | 14.650.000 | 11.490.000 | 7 560.000 | 4. 500. 000 —

Nota — Todos 0s calculos foram realizados com

aproximagdo, admitindo-se um érro de 10,
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dos. Pudemos verificar que nesta concentracdo o nimero de germes por cen-
timetro cubico alcancou em média 18 milhdes em 24 horas e 20 milhdes em
48 horas. Em tédas as outras concentragdes o nimero de germes encontrados
foi bem menor, havendo uma diferenca apreciavel principalmente em compa-
racao com o meio sem glicose alguma. O grafico representando os valores
médios em 24 e 48 horas mostra rapidamente a curva obtida. De um modo
geral houve um pequeno aumento no niimero de germes em 48 horas, porém
o aspecto morfolégico das bactérias mostrou certa alteragdo, principalmente
quanto as dimensdes dos cocos, que se apresentaram muito aumentados, dando
impressao de degeneracdo. Estas observag¢des foram anotadas com tédas as
concentragdes de glicose e também com caldo simples, o que faz crer nio es-
teja o referido aspecto morfolégico em relagiao direta com a glicose, mas sim
com o esgotamento do meio e o grau de acidez. Fato curioso foi o observado
nos tubos com 20% de glicose, nos quais ndao houve crescimento algum e os
germes semeados desapareceram completamente em 24 horas.

Concomitantemente fizemos as determinacdes de pH e verificamos que
entre as concentracdes de 0,5 a 7,5% de glicose a acidez é muito pronuncia-
da dentro de 24 horas indo o pH para 5,0 a 4,5. No caldo simples a acidez
foi pouco acentuada, com um pH de 7,0 aproximadamente. Nas outras con-
centragdes de glicose, a exce¢do do tubo com 20% de glicose no qual nio
houve crescimento nem alteracdo de pH, tivemos ocasido de verificar que o
grau de concentragdo iénica se mostrou mais cu menos entre 6,0 e 5,5. Tanto

em 24 como em 48 horas os resultados foram idénticos, nao havendo, portan-

to, um aumento de acidez em relacdo com o aumento de tempo de incubacio,
depois das primeiras 24 horas.

Conclusées —~ 1 — O penumococo desenvolve-se com maior atividade
em meio contendo 1% de glicose.

II —~ Com menores porcentagens de glicose o crescimento nao é tiao abun-
dante. Com porcentagens acima de 1% o ntimero de germes por centimetro
cibico de meio é tanto menor quanto maior a concentragdo de glicose, até o
limite de 20% no qual n3o se observa crescimento alqum.

[II' — O pH final, em meio de caldo glicosado a 1 %, é de 4,5 a 5,0

aproximadamente.

Summary and conclusions:

I — Pneumococcus develops more actively on media containing 1% of
glucose.
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[I — When smaller percentages of glucose are used, growth is not so
abundant. When percentages above 1% are used, the number of germs per
cubic centimeter of medium is in a lower proportion, the higher the concen-
tration of glucose is, up to the limit of 20% in which no growth at all is
observed.

III — Final pH in 1% glucose broth medium is approximately 4.5 to
5.0.
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