AVALIACAO DO PODER SELETIVO DO MEIO DE RAPPAPORT
PARA DIVERSAS ESPECIES DE ENTEROBACTERIAS (*)

Deise P. Falcdo **, ltalo Suassuna e lvone R. Suassuna ***

Foi feita uma avaliacdo dos mecanismos de seletividade e inibicGo do
meio de Rappaport em relacdo q espécies representalivas de enterobactérias.
O meio hipertdonico original, com 3,6% de cloreto de magnésio demonstrou-se
inib.dor para Salmonella typhi:murium, a qual foi aindae inibida ¢ concentra-
cdo 4e3,1%. Ndo se verificcu grescimento de todas as espécies Je Shigella, a
partir da concentracdo de 1.8%, Escherichia coli ¢ partir de 2,2%, Enterobacter
a partir de 3,1% e Proteus mirabilis s6 com 3,6%.

O verde malaquita na concentracdo original de 0,012% demonsira capa-
cidade de inibicdo do crescimento de tdédas as espécies testadus, com a exce-
cdo de Enterobacter e S. typhimurium.

A substituicdo do fosfato didcido de potdssio pelo correspondenie sal de
sélio, atenua o poder inibidor do meio para tédas as espécies bacterianas es-
tudadas.

As shigelas revelaram-se as enterobactérias mais sensiveis em relacdo ¢
ésse melo, sendo igualmente inibidas pelos meios ¢ base do tiosulfado de cdl-
cio ou de magnésio, também inspirados no emprégo de solucdes hipertonicas.

Ao serem introduzidas as técnicas de
preservacao e transporte de fezes por des-
secacdo em folhas de papel de filtro, fol
feita a verificacdo de que os germes de
mencr significacdo como patogénicos in-
testinais, tais como Proieus e Escherichia,
seriam mais sensiveis & dessecacdo que o5
germes patogénicos.

Fundamentando-se nessa apreciacan, €
em que o efeito da dessecag¢do equivalia ao
de umga alta pressado osmética, Rappaport
‘e colabcradores (11, 12, 13) em sucessivas
comunicacdes descreveram alguns meios
baseados no principio da hipertonicidade,
para o crescimento seletivo de Salmonellu,
com o emprégo de solucdes de tiosulfato de
caleio ou de magnésio (13) ou ainda de
cloreto de magnésic (11, 12) asscciando ou-
tros mecanismos de inibicdo dos demalis
componentes da microbiota intestinal, co-
mo um baixo pH (13) cu a adicdo de co-
rantes (11, 12).

O meio da Rappaport com cloreto de
e

Guanabara.

U.F.R.J
(")

(1)

da CAPES.

magnésio e verde malaquita tornou-se mais
conhecido, e foi submetido a avaliacdo
por alguns autores, destacando-se Collard
& Unwin (3), Hooper & Jenkins (6), Ive-
son e colaboradores (8, 9) e Anderson &
Kennedy (1) que confirmaram a sua efi-
cécia para Salmomneila. Banic (2) alterou
a composicao do meio, por achar®excessi-
va a conhcentracao original do sal de mag-
nésio, para o crescimento seletivo désses
germes, € Zajc-Satler & Banic (15) e Raj
(10) acharam-no inferior a outros meics
conhecidos.

Um pequeno numero de amostras de
Shigellu sonnei foi isolado por Hooper &
Jenkins (7) com o meic de Rappaport, e
o fato atraiu a nossa atencao em face da
aparente insuficiéncia dos processos dis-
poniveis para o isclamento de Shigella
(3,5). Propusemo-ncs, assim, a averiguar
a eficidcia dos mecanismos de inibicdo do
meio, ccm o proposito de confirmar ou
adaptar o seu emprégo, ao isolamento de
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outros germes patogénicos intestinais, es-
pecialmente Shigella. Resultados prelimi-
nares désse estudo foram anteriormente
divulgados (6).

MATERIAL E METODOS
O meio de Rappaport, Konforti & Na-

von (12), com cloreto de magnésio, em sua
férmula original corresponde a:

A -— Bacto-Tryptone 05 g
NaCl 08 g
KH,PO, 0,16 g
Agua bidestilada 100 m!

B — Juntar 10 ml de solugao de cloreto de
magnésio a 40%

C — Acrescentar 3 ml de solugido de verde
de malaquita a 0,4%.

Em relacdo a essa formula basica fo-
ram feitas modificacdes, estudando-se a
substituicdo do fosfato diacido de potas-
sio pelo fosfato de sodio correspondente;
substituicdo da solucdo de cloreto de mag-
nésio, por outras menos concentradas, is-
to é, a 20, 25, 30 e 35 por cento, adiciona-
das ao meio na mesma propor¢do (10 ml
para cada 100 ml de meio), resultando em
concentracdes finais de 1,8%, 2,2%, 2,7%,
3,1% e, finalmente, omitindo 0 emprégo do
corante, conforme apresentamos adiante.

Outros meios, descritog por Rappaport,
Skariton-Loewenthal & Olitzki (13) obe-
deceram a seguinte formulacao:

A — Bacto-Peptona 10 g
NacCl 08 g
NaH,PO, 0,16 g
Agua destilada 100 m}

O fosfato de soédio foi usado em lugar
do fosfato monopotassico em face a veri-
ficacdes que serdo detalhadas a seguir.
Para cada 5 ml désse meio, foram adicio-
nados volumes variaveis de solucio de tio-
sulfato de calcio ou de tiosulfato de mag-
nésio, preparadas de acdrdo com as for-
mulas abaixo:

B — Na,S,04 40 g
CaCl, 18¢g
Agua destilada 100 ml

C — Na,8,0, 16 g
MgCl, 18 ¢g
Agua destilada 100 ml

Fcram utilizadas nas experiéncias no-
ve estirpes bacterianas da Colecdo do La-
boratorio de Enterobactérias, as quais cor-
responderam as seguintes espécies: Shi-
gella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigel-
la boydii, Shigella sonnei, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium, Profeus mirabi-
lis, Escherichia coli e Enterobacter sp.

Na execug¢do de experiéncias sobre o
rendimento ou poder inibidor das diferen-
tes formulacdoes do meio, eram feitas di-
luicdes sucessivas em solucao salina isotd-
nica, na razio de ordem 10 (de 10-1 a 10-%)
a partir de cultivo de 20-24 horas em
caldo simples. De cada diluicio eram
imediatamente retiradas aliquotas de 0,1
ml, as quais serviam de inéculo para 5 ml
de cada meio. Uma aliquots era simulta-
neamente distribuida em 5 ml de solucao
salina e, de modo imediato, apés homoge-
neizacdo, retirava-se 0,1 ml para semea-
dura em meio de Holt-Harris & Teague e
posterior contagem do numero de coldnias
correspondente ao indculo empregado. De
modo semelhante, 0,1 ml de cada um dos
meios que recebiam o indéculo proveniente
das diversas diluicoes, apds 24 horas de
incubacao a 37°C em estufa bacteriologica,
era semeado no mesmo meio de Holt-Har-
ris & Teague, com a finalidade de enume-
rar as colénias e avaliar o efeito das mo-
dificacdes introduzidas no meio de Rap-
paport. O processo € esquematizado ng se-
qliéncia a seguir:

Diluicdes (10-1 a 10-8)

0,1 ml em
5 ml de salina

0,1 ml em
5 ml de salina

Imediato Incubacado (37°C
- 24 hs)
0,1 ml 0,1 ml

Holt-Harris &
Teague

Holt-Harris &
Teague

Incubacao (37°C

- 24 hs) Conta-
gem de coldnias

Incubaciao (37°C

- 24 hs) Conta-
gem de colonias
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Todas as contagens foram realizadas
em duplicatas, fazendo-se a média dos va-
lores obtides entre 30 a 300 coldnias por
placa.

RESULTADOS

Inicialmente procuramos avaliar a efica-
cia de concentracées menores de cloreto
magnésio no melo da Rappaport sbébre
o crescimento de diferentes enterobacté-
rias, pelo que omitimos a inclusdo do ver-
de malaquita. Solucbes a 20, 25, 30 e 35 por
cento foram preparadas e adicionadas ao
meio basico, na mesma propor¢ao (10 ml
para cada 100 ml do meio) em que entra-
va a solugcao g 40 por cento. Em uma oca-
sido, durante ensaios preliminares com o
meio de Rappaport, o fosfato diacido de
sodio, foi utilizado por equivoco ao invés
do sal correspondente de potassic, obser-
vando-se uma atenuacio do poder inibi-
torio do meio para as espécies de Shigella,
além de outras, conforme pode apreciar-
-s¢ nos resultados reproduzidos no Quadro
I. O quadro mostra comparativamente a
influéncia dos fosfatos de sdédio e de po-
tassio, em presenca de 3,6 por cento de
cloreto de magnésio, o que corresponde &
concentracao original do meio de Rappa-
port.

O Quadro IT apresenta os resultados da
comparacao de ambos os fosfatos combi-
nados a concentracdes decrescentes de clo-
reto de magnésio. Observa-se que o efeito
lesivo sObre o crescimento de Shigella es-
t4 sempre presente a partir da concentra-
¢do miinima de 1,8% de cloreto de magné-
sio, embora mais atenuado com o fosfato
de sédio. Em relacdo a S. typhi o efeito
inibidor surge a partir de 2,7% e a partir
de 3,1% para S. typhimurium A supressio
do crescimento de E. coli ¢ Enterobacter é
aparente, a partir de 2,7% para E. coli, e
nio se observa até 3,1 em Enterobacter. P.
mirabilis s6 foi inibido com a concentra-
¢ao original de 3,6% de cloreto de magné-
sio (Quadro I). Considerandc-se os Qua-
dros I e II, seja observado que pratica-
mente com tédas as estirpes, e em tddas
as dez variacOes do meio basico, houve di-
minuicdo do efeito inibidor quando utili-
zado o fosfato de s6dio, em substituicio ao
fosfato de potassio.

Em face a ésses primeiros resuitadcs,
adotou-se o fosfato didcido de sédio, na
mesma concentracio do de potassio e, em-

pregando 1,8% do cloreto de magnésio, es-
tudamcs o efeito da incorporacio do ver-
de malaquita sObre as diferentes espécies
bacterianas estudadas.

Os resultados condensados no Quadro
III revelam, em auséncia do verds mala-
quita, estimulo no crescimento de quase
tédas as estirpes consideradas, incluindo
mesmo Sh. dySenteriae e Sh. sonnei, com
0 que desapareceram, nessas condicdes, as
caracteristicas seletivas do meio, que ape-
nas ccnservou o poder inibidor s6bre as
duas outras espécies de shigella, i. e., Sh.
flexneri e Sh. boydii, Com a introducao
do verde malaquita (Quadro IV), compro-
va-se inibicdo de quase todas as espécies,
discreta embora quanto a S. fyphi ¢ P-
mirabilis, excetuando-se a ésse respeito
apenas S. typhimurium e Enterobacter,
que niao sofreram inibicdo.

Em um ultimo ensaio, foram compara-
dos os outros meios descritos por Rappa-
port e colaboradores (13), a base de tio-
sulfato de magnésio e tiosulfato de calcic,
para verificacdo de seu poder inibidor so-
bre as quatro espécies de Shigella. O Qua-
dro V resume essas verificacoes, compro-
vando igualmente a grande sensibilidade
de Shigella as solug¢des hiperténicas em-
pregadas.

DISCUSSAO

Diante da experimentac¢ao parece- evi-
dente nado haver condigbes que permitam
o emprégo do meio de Rappaport para a
selecdo de enterobactérias pategénicas ou-
tras, além de Salmonella. A Sh. dysenteriae
e a Sh. sonnei, embora mencs sensiveis que
as outras shigelas, s6 crescem bem nas so-
lucdes hipertonicas do cloreto de magné-
sio em concentracdes nas quais perde-se,
praticamente, toda a seletividade do meio.

Os achados em relacio a S. typhi, isto
é, inibicdo a partir de 2,7% de cloreto de
magnésio, coincidem com os dados de Rap-
paport (11, 12) que, originalmente, reco-
menda 0 meio para o isolamento de Sal-
monella, excluindo a S. fyphi. A inade-
quacio do meio para essa ultima espécie
¢ ainda comprovada pelas verificacoes de
Anderson & Kennedy (1) e Iveson & Ko-
vacs (8), que o aplicaram ao estudo de
niumero consideravel de espécimens de fe-
zes.

Em relacao a Salmonella, dado o cara-
ter necessariamente limitado de nossas ob-
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QUADRC I

Acao inibitéria do cloreto de magnésio na concentragao
de 3,6%, em presenca de fosfato acido de sédio, ou
fosfato acido de potassio, no mero

Espécie

Sh. dysenteriae .........

Sh. flexneri .............

S. typhimurium .........

Inéculo
(Contagem de

Contagem de colonias em 0,1 ml apds
24 horas a 37°C

em

0,1 ml)

X

X

X

X

X

X

10¢
10!
10°
107
10°
10°

10°

Com KH;:PO;

<

30
56
59
32

27

1

1

x 10!
x 103
x 10*

x 10*

Com NaH.PO,

2

05

50

155

1

>

46
53
35

1

x 10°

x 10°

x 10°

x 10°
x 10°
x 10*

x 10°

QUADRO III

Efeito do meio de Rappaport modificado (*) sem
adicao de verde malaquita, sdbre diversas enterobactérias

Espécie

Ingculo (em 0,1 ml)

Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella boydii

Shigella scnnei
Salmonella typhi
Salmonella typhimurium
Escherichia coli

Proteus mirabilis
Enterobacter sp.

62
63
175
93
56
98
150
> 1
105

MM MMM MMM

101
10*
103
10*
10t
10t
10*
10°
104

ml apds 24

MM R OM MM KM NX

horas

107
103
10°
108
10°
107
10°
108
107

N2 de células em 0,1

(*) Com 1,8% de MgCl. e 0,169, de NaH.PO,



QUADRO II _

Efeito de diferentes concentracdes de ciorets de megnéso em presenca RHPGY ocu NaH-PO!
(a 0,16%)

Espécie

Coniagem de celdnias em §,1 ml de meic apds 24 horas a 37°C

Indculc
(em 0,1 1.20% de MgCH 2,2% de NigCF 27,% de gl 3,1% de MgCi*
ml)

Kt Nat K+ Na+t K+ Mar K+ Nat

Shigeila dysenteriae

Shigeila flexneri .....
Shigella boydit ......
Shigella sonnei ......

Salmenella typhi ... ..

Saim. typhimurium

Escherichiz coli .....
Enterobacter sp. .....

Proteug mirabilis . ....

..... >1x10° >1x10°

..... 155x10* 3x106° €7x10'  >300x10° 8€x10" 25010 57z1G 40x10° 52x10
..... 200x104 61x1G- 160x10° 55x10% S0xiQ 150x10* Blmigy 50x10° 230x10°
..... 119xi0* 220x10° 35x10¢° 50210 58x10¢ 542107 372101 30x10* 53x10*
..... 180x10* — 58x10! 57x10" 30x10° 14x%10! ACTn 14x10?! 30x10!

..... 57x10° — 86x14" 180x10° 56x107 2001107 VISR O 33x10° 56x10!

.

------- 210x10+ > 1x10% >1ix1or > 1:10% ~1viQ® > 1x1Q? S0P 29x10! 52x10°
>

x10°% 60xz10% 83x10" 80x10° — 30x10° 40x107

ok

..... > 11055731 < OIXT < > 1x10° S 1nid > 1x10% 110V 80x10° > 1x108

..... > 1x108 > 1x10% > 1108 > 1x10° S Iie > 1x10° ~iwilY >1x108 > 1x10°
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QUADRO 1V
Efeito do meio de Rappaport modificado (*) sbbre

diferentes espécies de Enterobacteriaceae

Espécie

Inéculo (em 0,1 mi)

N2O de células em 0,1

ml apés 24 horas

Shigella dysenteriae 16 x 10° < 1x 10!
Shigella flexneri 14 x 10 < 1x 10!
Shigella boydii 22 x 108 < 1x 10t
Shigella sonnei 62 x 108 < 1x 10t
Salmonelia typhi > 300 x 10° 250 x 10°
Salmonella typhimurium 16 x 10° > 1x 108
Escherichia coli 24 x 10* < 1x 10t
Proteus mirabilis 90 x 10°¢ > 300 x 10°
Enterobacter sp. 84 x 10° > 1x 10°

(*) Com 18% de MgCl, e 0,16% de NaH.PO,

servacézs, nao podspnos dizer gue elas se
opdem as verificacbes de autores (1, 4, T,
8, 9) cwe o achz:am superior a outros
melcs G:sponiveis mas seim davida fortifi-
cam a imwuressio Ce Banie (1) de que a
concentrarao original do cloreto de magné-
sio parecy excessiva mesmo para Salmo-
nella. No entanto, é de lamentar-se que
s0 essa ccncentracio é que demonstrou

QUADRO V

inibicio suficiente do crescimento de P.
mirabilis. De fato, parece ser esta espécie
a gue provoca as maiores dificuldades pa-
ra o0 isolamento de Salmonella, em face aos
recursos presentemente disponiveis para
ésse proposito (14).

Os fosfatos acidos de petéssio e de s6-
dio, utilizados nas mesmas concentracoes,
nao justificam que a diminui¢do do poder

Efeito de solugdes concentradas de tiosulfato de calcio e tiosul-
fato de magnésio s6bre o crescimento de Shigella

H° de células em 0,1 ml de meio apds 24 hoi‘as a 37°C

Espécie Indcuic gol tiosulfato de Ca (*)  Sol. tiosulfato deMg (*)
- (em OImb " 08" ml 07 ml 00 ml 13 mi
Shigella dysenteriae .. 150x10* 70x10® >300x10! 22x10*  >300x10*
Shigella flexneri ..... >1x10* 29x103 37x103 46x103 46x10°
Shigella boydii ....,. 151x10% 63x103 61x10° 47x10° >300x10°
Shigella sonnei ...... 267x10° 98x10* >300x10° 38x10* >30’0x1'02

AN

(*) Para 5 ml do meio bésico.
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inibidor pelo sal de s6dio seja devida a
uma diminui¢do da hipertonicidade do
meio, pcis, dado o menor péso molecular do
sédio em relacdo ao potassio em igualda-
de de concentracio e graus comparaveis

de solubilidade, isto nao seria justificavel.
Como ja reconhecido, pelo seu emprégo
em outros processos de enriquecimento, a
seletividade do verde malaquita para as
salmonellag parece confirmada.

Summary

The selective und suppressive mechanism of Rappaport’s medium as re-
lated to the grewth of different species of Enterobacteriaceae was evaluated.
With the hyperionic medium, which includes 3.6 per cent magnesium chlori-
de, growth of Salmonella typhimurium was suppressed, this specie being inhi-
bited even with a 3.1 ver cent concentration of the same compcund in the me-

. Suppression of growth for the other species was found at 1.8 per cent

giresivm chiloride jor the Shigellae, 2,2% for Escherich’a coli, 3,7% for Ente-

sp., and only when reached 3,6% for Proteus mirabilis.

Maiachite green, ¢t 0.012 per cent concentration, as in the original medium,
was inkibitory for most tested specieS, with the exciusion of Entercbacter ani

S. typhimurium.

Ey substituting acid scdium phosphate for the original potassium phos-
phate, a general decrecse of the suppresive characteristic of the medium

occuwried.

The four Shigella species were most sensitive to the magnesium chlori~
de hyperionic solutions, among the enteric organisms tested, and similarly they
did not grow in fwo other hyperitonic media with calcium or magnesium thio-

sulfate, instead.
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