Producao de H®S pelos Clostridios anaerobios *

por
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Ainda é imperfeilo o conhecimenlo da capacidade sulfurigena dos
closlridios anaecrobios. Apesar de Spray achar provavel que lodos eles
sejam produtores de H?2S, na especificacio final das especies csludadas
no seu ilrabalho de revisio refere o Closiridium histolyticum, Cl. multi-
fermenians, Cl. butyricum, Cl. septicum, Cl. botulinum tipo C. ¢ o Cl. [ela-
nomorphum enire os niao produtores de hidrogenio sulfurado. Nos iraba-
Ihos de Zeissler € 'de Weinberg nio ¢ referida individualmente a capacidade
sulfurigena dessas bacterias ¢ em oulros trabalhos ¢ clla 1nfteiramente
desprezada na especificacio (Bergey ed al). Por outro lado nfdo ha uni-
formidade quanto a esta propriedade dos anaerobios. Topley & Wilson
incluem o Cl. tetani como niao sulfurigeno enquanto que Spray o incluc
no grupo dos produtores de H?2\S.

Naluralmente tfem contribuido para imperfeicio do conhecimento
dessa propriedade dos closilridios anacrobios a fraca sensibilidade dos in-
dicadores da presenca de H2S até entdo usados na sua pesquisa.

Tendo proposto o bismuto como indicador da presenca desse gaz ¢
tendo verificado suas vantagens sobre os outros meios de emprego correnle
alé agora, tentamos experimental-o na pesquisa da producdo de H3S pelos
closiridios anaerobios.

Verificamos, desde logo, que embora revelando producio de hidro-
senio sulfurado com a quasi lotalidade das amoslras de anacrobios sub-
melidos a provas, o escurecimento era por vezes muilo discrelo para per-
mitir assegurar franca producio de gaz sulfidrico por parte da bacleria.
Alias ja observaramos o mesmo em {rabalho anterior com duas especies
de brucelas, uma amosira de melitensis e oulra de paramelilensis, numa
série de bacterias experimentadas.

Convencemo-nos, por isso, da necessidade de melhorar a sensibili-
dade do meio anteriormentle proposto para pesquisa da capacidade sulfu-
rigena em relacao aos anaerobios.

As vanlagens conhecidas do emprego do figado ou produios deri-
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vados dele no crescimento de bacterias anaerobias foram assinaladas desde
Tarozzi, e a acfio favoravel da cistina na producdo de H2S foi evidenciada
por Tylley.

A associacio das duas substancias deveria, por conseguinle, au-

mentar a producio de H?S desprendido pelos clostridios na clivagem da
cistina, substancia rica de enxofre, decorrente ‘do aumento da vegetacao

bacteriana.

Partindo desta hipéotese preparamos um meio basico contendo:

Peptona Witte 1,5

Cloreto de sodio 0,25
Agar 0,15
Cistina 0,005
Agua a completar o0 cc.

A esle meio juntamos quantidades variaveis de extralo de 1igado-
baco: papa de figado e baco, desembaragados das capsulas € aponevroses,
misturada a volume duplo de agua. Aquecer a b. m. fervente duranie 1
hora para destruir as propriedades antitripticas. Esfriar. Alcalinisar pela
adicio de NaOH n/10. Juntar extrato pancreatico, segundo Cole &
Onslow, e mais cloroformio. Deixar a 37°¢, agitando 2-3 vezes até prova
de triptofana positiva. Aquecer a fervura, neulralisar, filtrar, distribuir,

eslerilisar a 11509,

Depois de preparado o meio adicionar carbonato de bismulo a
0,5%. Distribuir em tubos, camada alfa. Esterilisar. Agitar os tubos
ao sair do autoclave, no momento de resfriamento e gelificaclio, para dis-
iribuicdo uniforme do indicador na massa do meio.

Numa série de parlidas desse meio adicionamos 25, 10, 5, 2,5, 1,20 ¢

0,5 cc., respectivamente, de extrato de figado-baco, designando-os I, 11...
VI. Dois outros meios serviram de contraprovas, um sem cxtrato de tigado-
baco, correspondendo ao meio primilivo utilisado em trabalho anterior
(VII). e outro identico a este, mas desprovido de peptona (VIII). A
quantidade de agar foi reduzida a 0,3% para dar ao meio uma consistencia
mais mole para favorecer a producio de H2S (Vaughan & Levine).

Os resultados da influencia do extrato de figado-baco em comparacao
com as contraprovas podem ser vistos no quadro I, em que foram os di-
ferentes meios semeados com Clostridium Welchii, amostra 21, bbéa pro-

dutora de H:2S.
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Nas leiluras procedidas no correr das 21 horas de incubacio ob-
servamos que com 1000 de concenlraciao de extralo de hgado-baco hou-
vera nolavel producao de H2S denlro de 6 horas de vegelacio ¢ que ja
com 3 horas o escurecimenlo era francamenle visivel. O meio [acullava
a leitura, porlanto, denlro do mesmo dia da prova. Com concenlracoes
menores a quantidade final de H2S for sempre a mesma mas sua pro-
ducio se lornava consideravelmentle mais lenlta.

I oportuno assinalar que a nés inleressava obler um meio de
producio rapida de H2S. possuindo um indicador cgualmente rapido.

[Fixada a proporcio o6lima de extralo resltava comparal-o com o
meio primilivo proposto por nés. E o que se vé no quadro II, onde se
verifica que a modificacio foi vanlajosa, ndo sé lendo sido apressada n
producao de H2S. dando reacdes precoces com o bismulo, como lambem
indicando a presenca desle gaz em amoslras de anacrobios alé agora
admilidas nao sulfurigenas como o Cl. hislolylicam. Experimenlando via-
rias amoslras para verificar a sensibilidade do melo, em comparacio,
cricontramos maior sensibilidade do meio com extralo figado-baco. (Gom
o CIL. Novyi 152 que nao revelou o meio primilivo a producio de H=S

loi esle palentleado plenamenle no meio com extralo de figado-baco. Com
o Cl. seplicum em que a producdo no primeiro for fraca, ¢ sO obser-

vada com 24 horas, era cevidenle em 6 horas com o melo com exiralo
de Teado-baco.

Outro detalhe examinado no preparo do meio for em relacao a
juncio da cislina. Experimenlamos adicional-a & parle, em soluciao esle-
rilisada a frio, por fillracio em vela eslerilisanle, para evilar ligeiro es-
curecimento aparecido no meio duranle a eslerilisacio, quando a cislina
cra adicionada anles dessa operacio. A cislina s& se dissolve ¢ se man-
lem dissolvida em presenca de acido ¢ essa parlicularidade dificulta sua
juncio ao meio depois de eslerilisado, com pH ja acerlado, obrigando a
inconvenienle aberlura poslerior do conlinenle para reajuslamenlo da
reacdo. A acidificacio foi ldo consideravel com a junciao poslerior da
cistina que o meio deixou de dar indicacao da formacao de gaz por ler-se
lornado improprio a vegelacio bacteriana. Tambem lenlamos dissolver
a cistina em meio acido ¢ depois de neulralisal-a juntar ao melo, mas oS
resullados foram menos bons. A visla dislo permanccemos como ante-
riormenle, junlando a cislina, ajustando o pH ¢ em seguida eslerilisando.

[Fixadas as bases da preparaciao de meio reslava aplical-o a um
orande numero de amoslras de clostridios e o lizemos em comparagio
cont 0 meio proposlo por Spray, para julgar de sua eliciencia e ao mes-
mo lempo investigar a capacidade sulfurigena dos clostridios anaerobios.
Os resullados siio vislos no quadro 1II.
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I — Meio primitivo de Pacheco & Mello.
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Nota — Nestas provas nio incluimos o C/. Welchii porque ji o viramos produsindo rapido e abundante H2S.
| — Meio com bismutho.

Il — Meio com ferro (Spray).
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Verifica-se pelo quadro que o meio com bismuto se mostrou con-
sideravelmente superior ao meio proposto por Spray para revelar a pre-
senca de H2S nas culturas de anaerobios.

As reacdes observadas no meio com bismuto foram extremamente
nitidas, destacando-se desde inicio pela tonalidade castanha, que se acentua
alé negro nas reacodes fortes, deniro de 24 horas de cultura.

Outro tanto nio sucede com o meio Spray, no qual raramente se
percebe a reacio no mesmo dia da semeadura, € apos 72 horas de in-
cubacio ainda se fica as vezes em duvida para decidir da positividade,
indicativa da presenca de H2S. Sempre se deve fazer a leitura da prova
de Spray conira o fundo branco, nunca por transparencia.

Outra vantagem do meio com bismuto na férmula ora proposta ¢
a4 precocidade da reacido. Nas especies fortemente sulfurigenas, como o
Cl. Welchii, ¢ ela francamente visivel com 2 horas de cultura a 37°. E
esla vantagem ndo ¢ para se despresar, si por acaso a prova tiver impor-
lancia na especificacdo rapida de uma dada amostra.

Revelou-se perfeitamente sensivel o meio de bismuto na demons-
tracio da capacidade sulfurigena de todos clostridios anaerobios experi-
mentados. Encontraram-se amosiras de uma ou de oulra especie, lenta
ou iracamenle sulfurigena, mas o gaz se formou sempre em lodas as
amostras ao cabo de 24 horas de cultura a 37°.

Foram produtores mais precoces o CI. Welchii, Cl. tetani, Cl. ter-
(ius, Cl. bifermentans, Cl. sordelli, Cl. sphenoides e o Cl. fallax.

RESUMO

a) A juncio de exlrato de figado-baco ao meio com hismulo se
mostrou muito favoravel no aumento da producido de H2S pelos
clostridios anaerobios.

b) O bismuto ajuntado ao melo com exlrato figé.do—bag:o revelou
maior sensibilidade ao H2S que o meio com ferro de Spray.

¢) O emprego do meio extrato de figado-baco-cistina, com indicador
de carbonato de bismuto, revelou a producio abundante de H2S
por todos os anaerobios submetidos 4 prova de produciao de
H:S, o que ndo aconieceu com o emprego de ferro como 1n-
dicador de reacio.

d) Certas especies de clostridios possuem capacidade sulfurigena
mais precoce e intensa que outras.

e¢) Ha variacdes individuais na precocidade da capacidade sulfu-
rigena dos anaeroblos.
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d)

SUMMARY

The addiction of liver-spleen exiract to the medium with bis-
muth seems to have favored greatly the increase of the pro-
duction of H2S by anaerobic clostridia.

Bismuth added lo the medium with liver-spleen extract showed
greater sensibility to H2S than Spray’s medium with iron.

The employment of the liver-spleen-cystine medium, with bis-
muth carbonate as indicator, revealed an markedely production
of the H2S by all the anaerobi submitted to the H?*S production
test, which was not the case when iron was used as indicatox
of the test.

Some species of clostridia have an earlier and more intense
sulphidrigenous capacity than others.

There are individual variations among anaerobes in their capa-
city for early production of hydrogen sulphide.
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