
Dermatoplzilus congolensis. II. MEIO COM MASSA DE CËREBRO 
PARA O ISOLAMENTO E CULTIVO' 

Luiz CELSO IIYGLNO DA Cnuz 2  

SINOPSE.- Substituindo-se a infusão de cérebro do "brain heart infusion agar" (Difco) por 
'nassa cerebral, foi obtido crescimento do D. coa golensis a partir de um número cem vezes 
menor de células. A exigência de massa de cérebro no meio de cultura foi demonstrada 
em experiências comparativas com extrato de cérebro. há evidências de que o efeito da 
'nassa esteja ligado à grandequantidade de lipídeos presentes nela e, não, a uma influência 
sobre o potencial de óxido-redução do meio, como nos anaeróbios. 

Palavras chaves adicionais para índice: Comparação do crescimento em diferentes meios, 

INTRODUÇÃO 

A maioria dos pesquisadores utilizou, para isolamento e 
cultivo do D. congolensls, ágar peptonado, ágar sangue 
ou ágar soro (Buli 1929, Stableforth 1937, lludson 1937, 
Mason & Bekker 1934, Edgar & Keast 1940, Thompson 
1954, Nisbet & Bannatyne 1955, Chodnilc 1956, Roberts 
1957a,b, 19(33a,b, Roberts & Vallely 1962, Plowright 
1958, Austwick & Davies 1958, Baxter & Cracey 1958, 
Bentinck-Smith et ai. 1961, Pier et ai. 1963, Egerton 
1964, Ilaalstra 1965, Nicolet et ai. 1967, llart et ai. 
1987, Perreau et ai. 1968, Graber 1969, Shotts & Kist-
ner 1970, ICistner et ai. 1970). Poucos utilizaram o ágar 
infusão de cérebro e coração, Difco ou Oxoid. Estão en-
tre eles: Kaplan e Johnston (1968), Barbosa et ai. 
(1967, 1968), Cordon (1964). Nestes meios, o isolamen-
to do D. congolensis é considerado difícil e nem sem-
pre possível, mesmo estando o germe presente em gran-
de número nas lesões. Os antores verificaram que os 
crescimentos eram fracos ou não havia crescimento al-
gum, mesmo após incubação 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 MftoDos 

Os meios de cultura empregados foram os indicados a 
seguir. 

Meios à base de cérebro e coração 

Como padrão, foi utilizado o 'traia heart infusion agar" 
("NuA"), do laboratório Dffco, Michigan, U.S.A., 	o 
qual apresenta a seguinte composição: 

cérebro de bovino, infusão de 200 g; 
coração de bovino, infusão de 250 g; 
proteose peptona, Difco 10 g; 
bacto-dextrose 2 g; 
cloreto 	de 	sódio 5 g; 
fosfato 	di-sódico 2,5 g; 
bacto ágar 15 g. 
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Para fins comparativos, foram utilizados um meio se-
melhante, em composição, ao Difco, e meios onde a in-
fusão de cérebro foi substituída por tecido cerebral, me-
diante os procedimentos adiante expostos. 

Preparação da infusão de coração. A 300 g  de coração 
limpo de vitelo, passado em máquina de moer carne, 
foram juntados 600 ml de água destilada. Após repouso 
por 24 li, em geladeira, ferveu-se a mistura durante 15 
minutos. A massa foi prensada e, em seguida, filtrada. 

Preparação das frações de cérebro. A 378 g de cére-
bro lisnpo de vitelo, triturado em liquidificador, acres-
centaram-se 378 ml de água destilada. Após fervura 
por 15 minutos, o material foi passado em tela de arame 
com poros de 1 mm de diâmetro. O filtrado foi centri-
fugado a 3.000 rpm (800 x g) durante 15 minutos, Após 
a centrifugação, o sobrenadante (extrato de cérebro), 
que ainda se mostrou turvo, foi decantado. O sedimento 
era constituído de duas camadas, uma pastosa e outra 
formada de partículas mais grossas (Fig. 1). Essas ca-
madas foram separadas. As frações de cérebro foram 
adicionadas, separadamente, ao meio básico. 
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Preparação d0 meio básico. A composição do meio 
básico prep&rado foi a seguinte: 

infusão de coração, 	 50.0 ml; 
proteose peptona (Difco), 	 2,0 g; 
dextroae, 	 0,5 g; 
cloreto de sódio, 	 1,0 g; 
fosfato di-sódico, 	 1,0 g; 
ágar, 	 2,5 g. 

Preparação dos meios. Com  a adição de 43 ml das 
frações de cérebro ao meio básico, foram obtidos os 
seguintes meios: 

a) nielo báaico com infusão (extrato) de cérebro: este meio, 
que era transparente, ao aer esterilizado deu um depóaito de 
aspecto floculento; uma parte dos tubos foi agitada durante o 
resfriamento, de tal maneira que o depósito 'e diatribuiu homo-
geneamente pelo ágar, tomando o anelo turvo; a outra parte dos 
tubos foi deixada em repouso, solidificando com as partículas 
depositadas, mantendo-se o meio transparente; 

h) meio básico cosa particulas finas de tecido cerebral (ca-
mada ,uperior do centrifugado); 

c) meio básico com partículas médias de tecido cerebral 
(camada inferior do centrifugado); 

d) meio básico com particulas grossas de tecido cerebral 
(sedimento retido na tela), 

Testes com resazurina mostraram que estes meios pos-
suem uma faixa reoxidada semelhante à do meio 
"BulA", Difco. 

Outros meios 

Ágar trypticase extrato de levedura. Este meio era 
composto de extrato de levedura (BBL) 1%, trypticase 
(BBL) 2%, cloreto de sódio 0,5%, ágar 2,5%,  com  pli 
em torno de 7,4. 

Meios cora soro. O meio básico foi soro de eqüino, 
ao qual foram adicionados os seguintes componentes, se-
paradamente, a fim de se ter uma concentração final 
de soro de 75%: 

caldo ,imples (proteose peptona, Difco, 1%, extrato de came, 
Difco, 0,3%, cloreto de sódio, 0,5%); 

caldo glicosado a 1% (meio de Ldeffler); 
solução salina (cloreto de ,ódio a 0,85%). 
Os meios foram distribuídos em tubos (15 x 180 mm) 

e aquecidos em forno "Pasteur" a 80°C para coagulação. 
Meios cana ovo. Foram elaborados três tipos de meios 

com ovo, utilizando-se ovo integral, somente gema ou 
somente clara. As três partes de ovo (integral, gema ou  

clara), homogeneizado em balão com pérolas de vidro, 
juntou-se uma parte de salina (sol. de NaCI a 0,85%). 
Os meios foram distribuídos em tubos (15 x 180 mm) e 
coagulados em forno 'Pasteur" a 80°C, em posição in-
clinada. 

Ágar simples. Teve a mesma constituição do caldo 
simples, acrescido de 2,5% de ágar. 

Ágar sangue. Foi elaborado com ágar simples (fun-
dido e resfriado a 50°C) adicionado de 10% de sangue 
(desfibrinado e estéril) de eqüino. 

Ágar soro. Foi constituído de ágar simples (fundido 
e resfriado a 50°C) adicionado de 10% de soro estéril 
de eqüino. 

Preparação do Inóculo 

A partir do crescimento (48 h a 37°C) em superfície 
de ágar infuso de cérebro e coração (Difco), prepa-
rou-se uma suspensão em caldo simples. A densidade da 
turvação foi ajustada ao tubo dez da escala de Mac-
F'arland, que equivale a ± 10° céls/ml. Desta suspen-
são foram feitas diluições decimais no mesmo meio, até 
a concentração de ± 10' eéls/ml. 

Inocula çâo dos meios 

Os meios foram semeados com 1 ml de cada diluição 
do inóculo. 

Incubação 

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

RESULTA DO 

Comparação de diferentes meios 

Os dados no Quadro 1 mostram que o ágar infusão de 
cérebro e coração, Difco, permitiu crescimento a partir 
de menor inóculo (± 10' céls/ml). O ágar tryptícase 
extrato de levedura deu crescimento a partir de ± 10 
céls/ml. 

QUADRo 1. Cwssparssçâo de diferentes n'elos 

Meius de cultura 
±10° 

N.' de eélulss de D. congolensis semeadas 

±10 	±107 	±106 	±10° 	±104  ±10° 

BIIIA",Difeu + + + + + + O 
Ágar tryp. + ext. de levedura + + + + + o o 
Ágarsangue + + + o o o o 
Ágarsoro + + + O O O O 
Ágar sinsples + O o o o o o 
Gema + salina + + O O O O O 
Gesna+clara + + ± + o o o 
Clara -f -salina + o o o o o o 
S°ro+c.simples + + + O O O O 
Meio de Lóefflcr + + + O O O O 
Soro+,alina + O O O O O O 

• + - crescimento visivel, O 	ausineia de crescimento 
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Pesquisa sobre meios à base de cérebro e coração 

Os dados do Quadro 2 mostram que o crescimento não 
aumentou quando se utilizou infusão de cérebro mas, 
sim, com a adição de partículas de tecido cerebral. 

Como se vê no Quadro 2, no "1111A' 6, Difco, somente 
houve crescimento quando o inóculo encerrava ± 10 
célsfml, enquanto que no meio com adição de partículas 
grossas de massa cerebral se verificou vegetação a partir 
de um inóculo cem vezes menor (± 1O céls/ml).  

hall 1920, ICovacs 1925). Este procedimento, no en-
tanto, não é mais utilizado e, como diz Meynell e Mey-
neli (1005) "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 padrão para o 
cultivo de anaeróbios o meio VF ("viande-foie") que 
é um meio de digeridos de carne e fígado. Ele emprega 
caldo com massa de cérebro somente para determinação 

QUADRO 2. Comparação de meios à base de cérebro' 

N.o do células de D. c,ngolenüa semeadas 
Meios de cultura 	- 

±106 	±105 	±104 	+103 	±102 	±lOt 

'fluA" filio + + + 0 	O 

Meio básicob acrescido de: 
Inlu,Ao (extrato) + O O O 	O 

Inlusao e/sedimento + + O O 	O 

Partículas finas + + O O 	O 

Partículas médias + + O O 	O 

Partículas grossas + + + + 	+ 

+ 	crescimento. O - auséncia de cre,ei'nento. 
b Meio básico: infu,ito de coraçáo 50 ml, proteose peptuna 2 g, glicose 0,5 g,  NaCI 1 g, fosfato di-sódico 1 

g, ágar 2,5 g. 

DiscussÃo E CONCLUSÕES 

A vegetação lenta, apartir de grande inóculo, e, ainda, 
fonuando somente colônias pequenas, mostrou que os 
meios correntemente utilizados não são adequados para 
o isolamento do D. congo!ensis. 

A finalidade de nosso trabalho, de encontrar um meio 
que desse melhor crescimento, foi conseguida mediante 
incorporação de massa cerebral a um meio com infusão 
de coração. Comgarativamente, nossos resultados mos-
traiu 1ue se obtem crescimento, no meio com massa 
cerebral, a partir de inóculo cem vezes menor que o 
semeado no meio Difco. O fato de o D. coa golensis 

exigir massa de cérebro foi demonstrado em experiências 
comparativas com extrato de cérebro. Enquanto que, 
nos meios homogeneizados, houve crescimento em toda a 
superfície, nos que não o foram, a cultura desenvolveu-
se apenas no depósito de material cerebral. 

O hJifco Manual (1965) salienta que, no "BUlA", 
a infusão de cérebro substitui o valor nutritivo do tecido 
cerebral. Acrescenta, ainda, que o "fIlIA" tem a van-
tagem de ser um meio transparente e fácil de ser pre-
parado. Entretanto, a fabricação dos meios clarificados 
priva-os de substâncias essenciais existentes na massa 
cerebral. O fato de o meio que elaboramos não ser 
transparente não foi desvantagem para o isolamento do 
D. congolensis. 

Não encontramos, na literatura consultada, a indicação 
de meios com massa de cérebro para fins de cultivo de 
microrganismos aeróbios, microaerófilos e facultativos. 
Os primeiros bacteriologistas utilizaram, para cultivar 
anaeróbios, um caldo com pedaços de cérebro no fundo 
do tubo procurando obter ambiente de Eh reduzido 
(Ilaslam 1920, Ilibler 1908, llarrass 1906, Weiss 1921,  

de caracteres culturais, ou seja, atividade proteolítica de 
microrganismos (Lebert & Tardieuz 1952). 

Os meios à base de cérebro, para cultura de micror-
ganismos, sempre contêm extrato de cérebro e não mas-
sa cerebral. 

A que é devido o bom efeito da massa de cérebro? 
Para o cultivo de anaeróbios é devido à capacidade dos 
pedaços de cérebro de produzirem condiçôes anaeróbicas 
no fundo do tubo. Entretanto, os melhores resultados do 
meio com massa de cérebro por nós elaborado em com-
paração com o "fIlIA", não podem ser explicados pela 
diferença de Eh, como se vê nos resultados com resa-
zurina. Isto já era esperado porque o Eh só é influen-
ciado por substâncias solúveis. O efeito da massa de 
cérebro pode estar ligado à grande quantidade de lipi-
deos nela presentes. Meynell e Meynell (1965) não estão 
certos se o cérebro tem função nutritiva ou a de eli-
minar a toxicidade dos ácidos graxos presentes na in-
fusão e no caldo. Aaronson (1970) diz que ácidos gra-
xos não saturados sáo, usualmente, exigidos em tão alta 
concentração que a multiplicação do microrganismo po-
de, imediatamente, ser interrompida, se eles estão au-
sentes do meio. 

Consideramos que para cultivar o D. congolensis são 
indispensáveis meios com massa de cérebro porque per-
mitem crescimento a partir de poucas células. Isto é im-
portante para o isolamento primário e também para a 
conservação das amostras. 
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ABSTBACT.- Cruz, L.C.II.da [Derrnatophilus congolensis. II. Brsfln mass-heart infusion 
medium for isolation and ctdtivatlon]. Dermatophilus congolensis. II. Meio com massa de 
cérebro para o isolamento e cultivo. Pesquisa Agro pecuária Brasileira, Série Vcterintfrla 
(1974), 9, 21-24 [Pt, en] UFRIIJ, Km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-20, Brazil. 

Brain heart infusion agar is general!>' considered tlae medium of choise for culturing 
Dermatopisilus congotensis. Ilowever, our experiments showed that substituting brain maSs 
for brain infusion, aliows the growth of a one hundred smaller inoculum (± 10' cells/ml). 

The brain mass did not change the redox potential of the medium. Furthermore, it 
was slaown that the growth-promoting effect of brain mass only took place when the 
mass had been finely distributed throughout the mediam. Ia experimenta where alt the 
brain mass was left 011 the bottom of the tube, as used for culturirsg anaerobes, no growth 
occurred. The insoluble lipids of Use brain mass could be responsible for the favorable 
effect. 

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