Dermatophilus congolensis. II. MEIO COM MASSA DE CEREBRO
PARA O ISOLAMENTO E CULTIVO®
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SINOPSE.- - Substituindo-se a infusio de cérebro

do “brain heart infusion agar” (Difco} por

massa cerebral, foi obtido crescimento do D. congolensis a partir de wm nimero cem vezes
menor de células. A exigéncia de massa de cérebro no meio de cultura foi demonstrada
em experiéncias comparativas com extrato de cérebro. Hi evidéncias de que o efeito da
massa esteja ligado & grande quantidade de lipideos presentes nela e, ndo, a uma influéncia

sobre o potencial de oxido-reducio do meio, co!

mo nos anaerdbios.

Palavras chaves adicionais pare indice: Comparagio do crescimento em diferentes meios.

InTRODUGAD

A maioria dos pesquisadores utilizou, para isolamento e
cultivo do D. congolensis, 4gar peptonado, 4gar sangue
ou Agar soro (Bull 1929, Stableforth 1937, Hudson 1937,
Mason & Bekker 1934, Edgar & Keast 1940, Thompson
1954, Nisbet & Bannatyne 1955, Chodnik 1956, Roberts
1957a,b, 1963a,b, Roberts & Vallely 1962, TPlowright
1958, Austwick & Davies 1958, Baxter & Gracey 1958,
Bentinck-Smith et al. 1961, Pier et al. 1963, Egerton
1964, Ilazalstra 1965, Nicolet et al. 1967, Hart et al.
1967, Perreau et al. 1968, Graber 1969, Shotts & Kist-
ner 1970, Kistner et al. 1970). Poucos utilizaram o dgar
infusio de cérebro e coracdo, Difco ou Oxoid. Estao en-
tre eles: Kaplan e Johnston (1966}, Barbosa et al
(1967, 1968), Gordon (1964). Nestes meios, o isolamen-
to do D. eongolensis é considerado dificil e nem sem-
pre possivel, mesmo estando o germe presente em gran-
de mimero nas lesBes. Os autores verificaram que os
crescimentos eram fracos ou nio havia crescimento al-
gum, mesmo apods incubacio prolongada.

Por parecer que as dificuldades encontradas no isola-
mento, além dos contaminantes, eram devidas ao .uso de
meios de cultura deficientes, procurou-se, primeiramente,
comparar alguns meios e, posteriormente, tentar encon-
trar um meio que desse melhores resultados.

MatERIAL E METODOS

Os meios de cultura empregados foram os indicados a
seguir,

Meios @ base de cérebro e coragdo

Como padrio, foi utilizado o “brain heart infusion agar”
(“BHIA”), do laboratério Difco, Michigan, US.A., o
qual apresenta a seguinte composi¢io:

cérebro de bovino, infusdo de 200 g;
coragio de bovino, infusio de 250 g;
proteose peptona, Difeo 10 g,
bacto-dexiruse 2 g;
cloreto de sddio S g
fosfato di-sédico 2.5 g
bacto Agar 15 g.
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Pura fins comparativos, foram utilizados um meio se-
melhante, em composiciio, ao Difco, e meios onde a in-
fusio de cérebro fof substituida por tecido cerebral, me-
diante os procedimentos adiante expostos.

Preparagiio da infusdo de coragio, A 300 g de coragiio
Iimpo de vitelo, passado em mdquina de moer carne,
foram juntados 600 ml de 4gua destilada. Apés repouso
por 24 h, em geladeira, ferveu-se a mistura durante 15
minutos. A massa foi prensada e, em seguida, filtrada.

Preparagiio das fragdes de cérebro. A 378 g de cére-
bro limpo de vitelo, triturado em liquidificador, acres-
centaram-se 378 ml de 4gua destilada. Apds fervura
por 15 minutos, o material foi passado em tela de arame
com poros de 1 mm de didmetro. O filtrado foi centri-
fugado a 3.000 rpm (800 x g} durante 15 minutos. Apds
a centrifugacio, o sobrenadante {extrato de cérebro),
que ainda se mostron turvo, foi decantado. O sedimento
era constituido de duas camadas, uma pastosa e outra
formada de particulas mais grossas (Fig. 1), Essas ca-
madas foram separadas. As fragdes de ceérebro foram
adicionadas, separadamente, a0 meio basico.
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Triturade em liguiditicodor
com 378 mlde dgua destiloda
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Fig. 1. Ftapas da preparagio das fragbes de cérebro.
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Preparagdo do meio bdsico. A composigio do meio
bisico preparado foi a seguinte:

infusiio "de coragiio, 50,0 ml;
proteose peptona (Difco), 2,0 g;
dextrose, 0,5 g;
cloreto de sddio, 1,0 g;
fosfato di-sédico, 1,0 g
Agar, 2,5 g.

Preparagdo dos meivs. Com a adigic de 43 ml das
fragGes de cérebro ao meio basico, foram obtidos os
seguintes meios:

a) meio biasico com infusfo (extrato) de cérebro: este meio,
que era transparente, ao ser esterilizado deu um depdsito de
aspecto floculento; uma parte dos tubos foi agitada durante o
resfriamento, de tal maneira que o depésito se distribuinu homo-
geneamente pelo 4gar, tornando o meio turvo; a outra parte dos
tubos foi deixada em repouso, solidificando com as particulas
depositadas, mantendo-se o meio transparente;

b) meio bisico com partienlas finas de tecido cerebral (ca-
mada superior do centrifugado);

c) meio bdsico com particulas médias
(camada inferior do centrifugado);

d) meio bésico com particulas grossas de tecido cerebral
{sedimento retido na tela),

de tecido cerebral

Testes com resazurina mostraram que estes meios pos-
suem uma faixa reoxidada semelhante & do meio
“BHIA”, Difco.

Outros meios

Agar trypticase extrato de levedura. Este meio era
composto de extrato de levedura (BBL) 1%, trypticase
{BBL} 2%, cloreto de sédio 0,5%, 4gar 2,5%, com pH
em torno de 7.4.

Meios com sorc. O meio bisico foi soro de eqilino,
ao qual foram adicionados os seguintes componentes, se-
paradamente, a fim de se ter uma concentragic final
de soro de 75%:

caldo simples (proteose peptona, Difco, 1%, extrato de carme,
Difco, 0,3%, cloreto de sodio, 0,5%);

. caldo glicosado & 1% (meio de Lbeffler);
solugio salina (cloreto de sédic a 0,85%).

Os meios foram distribuidos em tubos (15 x 180 mm)
e aquecidos em forno “Pasteur’” a 80°C para coagulagfio.
Meios com ovo. Foram elaborados trés tipos de meios
com ovo, utilizando-se ovo integral, somente gema ou
somente clara. As trés partes de ovo (integral, gema ou

Quapro 1,

clara), homogeneizado em balio com pérolas de vidro,
juntou-se uma parte de salina (sol. de NaCl a 0,85%).
Os meios foram distribuidos em tubos (15 x 180 mm) e
coagulados em forno “Pasteur” a 80°C, em posigio in-
clinada.

Agar simples. Teve a mesma constituicio do caldo
simples, acrescido de 2,5% de 4gar,

Agar sangue. Foi elaborado com 4gar simples (fun-
dido e resfriado a 50°C} adicionado de 10% de sangue
(desfibrinado e estéril) de eqiiino,

Agar soro. Foi constituido de &gar simples (fundido
e resfriado a 50°C) adicionado de 10% de soro estéril
de eqiiino.

Preparagdo do indeulo

A partir do crescimento (48 h a 37°C) em superficie
de 4gar infuso de cérebro e coragio (Difco), prepa-
rou-se uma suspensio em caldo simples. A densidade da
turvaciio foi ajustada ao tubo dez da escala de Mac-
Farland, que equivale a 3= 10° ¢éls/ml. Desta suspen-
sio foram feitas dilui¢Bes decimais no mesmo mejo, até
a concentragio de = 10' céls/ml.

Inoculugdo dos meios

Os meios foram semeados com 1 ml de cada diluigio
do inéculo.

Incubagdo

A incubacio foi feita em estufa a 87°C, com leituras a
partir de 24 h,

ResuLTapos

Comparagio de diferentes meios

Os dados no Quadro 1 mostram que o Agar infusio de
cérebro e coragfio, Difco, permitiu crescimento a partir
de menor indculo (= 10* céls/ml). O Agar trypticase
extrate de levedura deu crescimento a partir de = 10°
¢éls/ml,

Comparagio de diferentes meios 2

N.» de oflulas de D, congolensis semeadas

Meios de cultura

+109 108 +107 +100 +105 T104 t108
“BHIA", Difco + =+ + + “+ + o
Agar tryp, + ext. de levedura + + + + + i 1]
Agar sangue + -+ + 0 1] 1] 0
Agar soro —+ + =+ 1] Q 0 0
Aga.r simples + 0 0 0 L[] 1] Q
Gema + salina + + [} 0 0 L1} 0
Gema + clara + + + + [H] 0 o
Clara + salina + [} 0 0 0 0 0
Bore + e, simples + + + [ 0 0 0
Meio de Lgeffler + + + 0 0 0 0
SBore + salina + 0 [H] Q 0 0 1]

- & 4 = crescimento visivel,
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Pesquisa sobre meios & base de cérebro e coracdo

Os dados do Quadro 2 mostram que o crescimento nio
aumentou quando se utilizou infusio de cérebro mas,
sim, com a adigio de particulas de tecido cerebral.

Como se vé no Quadro 2, no “BHIA”, Difco, somente
houve crescimento guando o inécule encerrava = 10
céls/m), enquanto que no meio com adi¢fio de particulas
grossas de massa cerebral se verificou vegetagfio a partir
de um indculo cem vezes menor (= 10° céls/ml}.

Quabvno 2.

Hall 1920, Kovacs 1925). Este procedimento, no en-
tanto, nio & mais utilizado e, como diz Meynell e Mey-
nell (1965) “pieces of brain were frequently included
in the early media for anaerobes but have been su-
perseded by muscle fragments or reducing agents™, Des-
ta maneira, Prévot utiliza como meio padrﬁo para o
cultivo de anaerébios o meio VF (“viande-foie”) que
¢ um meio de digeridos de carne e figado, Ele emprega
caldo com massa de cérebro somente para determinagio

Comparago de meios 4 base de cérebro®

N.o de célulag de 1. congolensia remeadas

Meios de enltura

+108 +10s +104 +103 F102 +101

“BHIA", Difco + + + 0 0 0
Meio béasicob acrescido de:

Infusfio {extrato) + ] Q0 0 0 0

Infusfio ¢fsedimento + + 0 0 0 0

Particulas finng + + 0 [} 0 0

Particulas médias + —+ 0 0 0 0

Particulas grossns + + + + + 0

s + = grescimenteo,

0 = auséncia de crescimento.

b Meio bfisico: infusiio de coragio 50 ml, proteose peptona 2 g, glicose 0,5 g, NaC1 1 g, fosfato di-sidice 1

&, Agar 2,5 g. :

Discussio B CONCLUSOES

A vegetacio lenta, a partir de grande inéculo, e, ainda,
formando somente colbnias pequenas, mostrou que os
meios correntemente utilizados nio sfio adequados para
o isolamento do D. congolensis,

A finalidade de nosso trabalho, de encontrar um meio
que desse melhor crescimento, foi conseguida mediante
incorporacio de massa cerebral a um meio com infusio
de coracio, ComEarativamente, nossos resultados mos-
tram ¢que se obtém crescimento, no meio com massa
cerebrgl, a partir de infculo cem vezes menor que o
semeado no meio Difco. O fato de o D. congolensis
exigir massa de cérebro foi demonstrado em experiéncias
comparativas com extrato de cérebro. Enquanto que,
nos meios homogeneizados, houve crescimento em toda a
superficie, nos que nio o foram, a cultura desenvolveu-
se apenas no depésito de material cerebral,

O Difco Manual (1965) salienta que, no “BHIA”,
a infusio de cérebro substitui o valor nutritiva do tecido
cerebral, Acrescenta, ainda, que o “BHIA” tem a van-
tagem de ser um meio transparente e facil de ser pre-
parado. Entretanto, a fabricacio dos meios clarificados
priva-os de substdncias essenciais existentes na massa
cerebral. O fato de o meio que elaboramos ndo ser
transparente nio foi desvantagem para o jsolamento do
D. congolensis.

N&o encontramos, na literatura consultada, a indicacio
de meios com massa de cérebro para fins de cultive de
microrganismos aer6bios, microaeréfilos e facultativos.
Os primeiros bacteriologistas utilizaram, para cultivar
anaerébios, um caldo com pedagos de cérebro no fundo
do tubo procurando obter ambiente de Eh reduzido
{Haslam 1920, Hibler 1908, Ilarrass 1906, Weiss 1921,

de caracteres culturais, ou seja, atividade proteolitica de
miecrorganismos {Lebert & Tardieux 1952{

Os meios 4 base de cérebro, para cultura de micror-
ganismos, sempre contém extrato de cérebro e nio mas-
sa cerebral.

A que ¢ devido o bom efeito da massa de cérebro?
Para o cultivo de anaerébios é devido & capacidade dos
pedacos de cérebro de produzirem condigGes anaerébicas
no fundo do tubo. Entretanto, os melhores resultados do
meio com massa de cérebro por nés elaborado em com-
paragiio com o “BHIA”, ndo podem ser explicados pela
diferenca de Eh, como se vé& nos resultados com resa-
zurina, Isto ji era esperado porque o Eh s6 € influen-
ciado por substincias soliveis, O efeito da massa de
cérebro pode estar ligado & grande quantidade de lipi-
deos nela presentes. Meynell e Meynell (1965) nio estio
certos se o cérebro tem fungfio nutritiva ou a de eli-
minar a toxicidade dos 4cidos graxos presentes na in-
fusio e no caldo. Aaronson (1970} diz que 4cidos gra-
xos nio saturados sdo, usualmente, exigi(?os em tio alta
concentragio que a multiplicagéio do microrganismo po-
de, imediatamente, ser interrompida, se eles estdo au-
sentes do meio.

Consideramos que para cultivar o D. congolensis sio
indispensiveis meios com massa de cérebro porque per-
mitem crescimento a partir de poucas células. Isto é im-
portante para o isolamento primério e também para a
conservagio das amostras,
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Asstract.- Cruz, L.C.H.da [Dermatophilus congolensis. II. Brain mass-heart - infusion
medium for isolation and cultivation]. Dermatophilus congolensis. II. Meio com massa de

cérebro

ara o isolamento e cultivo, Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série Veterindria

(1974}, 9, 21-24 [Pt, en] UFRR], Km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-26, Brazil.

Brain heart infusion agar is generally considered the medium of choise for culturing
Dermatophilus congolensis. However, our experiments showed that substituting brain mass
for brain infusion, allows the growth of a one hundred smaller inoculum {= 1¢° cells/ml),

The brain mass did not change the redox potential of the medium. Furthermore, it
was shown that the growth-promoting effect of brain mass only took place when the -
mass had been finely distributed throughout the medium. In experiments where all the
brain mass was left on the bottom of the tube, as used for culturing anaerobes, no growth
occurred. The insoluble lipids of the brain mass could be responsible for the favorable

effect.

Additional index words: Comparison of the growth in different media,
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