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Novo meio seletivo-indicador para deteccao de
Aeromonas e Plesiomonas: agar UNISC

New selective indicator medium for detection
of Aeromonas and Plesiomonas: UNISC agar

Marion Pereira da Rocha', Liliane A. Scheid? e Sydney Hartz Alves?

RESUMO

Avaliou-se um novo meio seletivo-indicador (4gar UNISC) para o isolamento de enteropatégenos cldssicos e Aeromonas e Plesiomonas shigelloides.
A capacidade de fermentacdo da xilose é indicada pela coloragiio amarela (fermentadores) ou azul (ndo fermentadores) que, aliada a prova da
oxidase, constitui-se em indicador para a detec¢io de Aeromonas spp e Plesiomonas shigelloides. A produtividade e seletividade, avaliadas pelos
indice de contagem absoluta e indice de contagem relativa indicam-no como uma alternativa aos coprocultivos cldssicos porque permite, num sé
meio, o isolamento de Escherichia coli, Shigella spp, Salmonella spp, bem como, Aeromonas spp e Plesiomonas shigelloides, favorecendo o
diagnéstico laboratorial das gastroenterites.
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ABSTRACT

We evaluated a new selective indicator medium (UNISC Agar) for isolation of classical enteropathogens, Aeromonas spp and Plesiomonas shigelloides.
The xylose fermentation capacity is indicated by a yellow color (fermenting agents) or blue (no fermenting agent). This, together with the oxidase test,
establishes it as an indicator for detecting Aeromonas and Plesiomonas shigelloides. Its productivity and selectivity, as assessed using the absolute count index
and relative count index, indicate it as an alternative to the classical feces culturing media. This is because, in a single medium, it enables isolation
of Escherichia coli, Shigella spp and Salmonella spp, in addition to Aeromonas and Plesiomonas shigelloides, thereby favoring the laboratory
diagnosis of gastroenteritis.
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0 diagndstico laboratorial das gastroenterites causadas por
Aeromonas spp e Plesiomonas shigelloides é dependente do
emprego de meios de cultura especificos para seu isolamento.
0 dgar MacConkey e o dgar Salmonella-Shigella (SS) ou
similares, sdo rotineiramente utilizados nos coprocultivos e,
nestas condigdes, a detecciio de Aeromonas spp e Plesiomona
shigelloides fica comprometida® .

0 presente estudo foi objetivado a avaliar um novo meio
seletivo-indicador capaz de detectar os enteropatdgenos classicos
e, ainda, Aeromonas e Plesiomonas shigelloides. O meio
proposto (4gar UNISC) homenageia a Universidade de Santa Cruz
do Sul (Santa Cruz do Sul, RS) onde o mesmo foi idealizado.

Um total de 30 isolados de Aeromonas hydrophila e 30 de
Plesiomonas shigelloides foram estudados. O estudo também

incluiu Escherichia coli (n® = 12), Pseudomonas aeruginosa
(n® =5), Proteus mirabilis (n® = 10), Klebsiella pneumoniae
(n® = 15), Enterobacter spp (n® = 10), Salmonella spp
(n® = 12), Shigella flexneri (n® = 8), Shigella sonnei
(n® = 5), Edwardsiella tarda (n® = 1) e Enterococcus
faecalis (n® = 5) Pseudomonas aeruginosa (n® = 5). A
identificacdo destes isolados foi previamente realizada de
acordo com Altweeg, 1999°. Como controle de qualidade
incluiu-se: Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Aeromonas
caviae ATCC 15468, Plesiomonas shigelloides ATCC 14029,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Os isolados
foram obtidos no Departamento de Microbiologia e Parasitologia
da Universidade Federal de Santa Maria.

1. Universidade de Santa Cruz. Santa Cruz do Sul, RS, Brasil. 2. Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS.
Endereco para correspondéncia: Prof. Sydney Hartz Alves. Rua Andradas 1985/201, 97010-033 Santa Maria, RS.

Telefax: 55 55 3220-8906

e-mail: hartzsa@smail.ufsm.br

Recebido para publicacio em 14/01/2008
Aceito em 29/07/2008

431



Rocha MP cols

A composicdo do meio proposto (dgar UNISC) incluiu: a)
Base: peptona bacterioldgica* 5g, extrato de carne* 3g, azul
de bromotimol* 0,03g, cristal violeta* 0,001g, L-cistina* 0,13g,
dgar bacterioldgico* 13g e 900ml de 4gua destilada. Volumes de
180ml do meio base fundido eram distribuidos em erlenmeyers e,
a seguir, autoclavados. A base era conservada a 4°C.; b) inclusio
daD(+) xilose™ 10%: 10g de xilose era solubilizada em volumes
de 100ml de dgua destilada, esterilizada por filtragio (membrana
millipore 0,22pm) e aliquotada em volumes de 20ml, sendo
conservada em freezer. O meio final era obtido pela inclusdo
de 20ml da solugiio de xilose 10% a 180ml da base estéril e
fundida; apds rapida homogeneizacio, o meio era distribuido
em placas de Petri. O pH final do meio é de 7,2 + 0,2. Para a
avaliacio do comportamento das bactérias intestinais no dgar
UNISC, os microrganismos eram, inicialmente, semeados no
dgar MacConkey e, apos 24h de incubagfo a 35°C, suspensdes
eram preparadas para a obtengdo de inéculos contendo 1 x 10*
células/mL em solucdo fisiolgica. Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis eram semeados em dgar sangue e, deste,
obtinha-se as suspensdes como para os demais microrganismos.
A seguir, volumes de 10pL de cada suspensdo bacteriana eram
semeados por esgotamento no dgar UNISG, e as placas incubadas a
35°C durante 24 h. Para avaliacio da produtividade e seletividade
empregou-se os indice de crescimento absoluto (ICA) e indice de
crescimento relativo (ICR): a partir da avaliacio do crescimento
bacteriano, no Método Ecométrico'!, determinou-se o ICA
para o dgar UNISC e para o 4gar BHI. Cultivos de Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Plesiomonas shigelloides ATCC 14029,
Aeromonas caviae ATCC 15468, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella setubal ATCC 19196 e Shigella flexneri (isolado clinico)
foram empregados. O indice de crescimento relativo representa o
quociente entre o ICA no meio de referéncia (4gar BHI) pelo ICA
1o meio proposto (dgar UNISC). O isolamento de Aeromonas spp e
Plesiomonas shigelloides era realizado a partir de material fecal onde
suspensoes de enteropatogenos contendo 1 x 10* células/mL eram
artificialmente contaminadas com pequena porcio de fezes humanas
normais (submetidas a coprocultivo convencional) e semeadas
(10pL) no dgar UNISC. Ap6s 24h de incubacio a 35°C os diferentes
tipos coloniais eram avaliados. A Reago da oxidase foi empregada
para deteccdo do sistema citocromo oxidase’.

As caracteristicas fenotipicas das colonias bacterianas apds
24 horas de incubagio no dgar UNISC foram: amarelas para os
microrganismos fermentadores da xilose e azuis para os nio
fermentadores deste carboidrato. Os crescimentos de Aeromonas
hydrophila, Plesiomonas shigelloides, Shigella flexneri, Shigella
sonnei, Edwardsiella tarda, Proteus mirabilis e Pseudomonas
aeruginosa apresentaram-se como colonias azuis devido a
nio fermentacdo da xilose. Por outro lado, Escherichia coli,
Salmonella spp, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp
evidenciaram col6nias amarelas devido a fermentagio da xilose.

A produtividade e seletividade do dgar UNISC foi estimada com
base na determinacio do ICA e do ICR: Aeromonas hydrophila

*Peptona bacterioldgica (HIMEDIA); *extrato de carne (OXOID); *azul de bromotimol
(VETEC); *dgar bacteriolgico (HIMEDIA); *xilose (VETEC); *L-cistina(VETEC).
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ATCC 7966 (ICA no BHI= 4,0; ICA no 4gar UNISC =3,8; ICR= 0,95);
Aeromonas caviae ATCC 15468 (ICA no BHI= 4,0; ICA no
agar UNISC = 3,8; ICR= 0,95); Plesiomonas shigelloides ATCC
14029 (ICA no BHI= 4,0; ICA no dgar UNISC= 3,6; ICR= 0,90);
Salmonella setubal ATCC (ICA no BHI= 5,0; ICA no dgar UNISC = 4,0;
ICR= 0,80); Escherichia coli ATCC 25922 (ICA no BHI = 5,0;
ICA no dgar UNISC = 3,8; ICR= 0,76); Shigella flexneri
(ICA no BHI= 4,0; ICA no dgar UNISC= 3,8; ICR= 0,95).
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis nio se
desenvolveram na superficie do dgar UNISC devido a acdo
inibitdria do cristal violeta sobre microrganismos Gram positivos.
Os cultivos das suspensdes contaminadas com material fecal
contendo duas espécies resultaram bem diferenciados quando
a combinacio envolvia fermentador/ndo fermentador. Quando
a combinacdo, era com dois ndo fermentadores (ex: Proteus
mirabilis e Aeromonas hydrophila) a prova da oxidase s6 era
positiva para Aeromonas spp, o mesmo ocorrendo quando se
empregava Plesiomonas shigelloides. No 4gar UNISC Pseudomonas
aeruginosa (colonias azuis) foi, como no Mac Conkey, de ficil
suspeicdo. O 4gar UNISC fundamenta-se na incapacidade dos
géneros Aeromonas e Plesiomonas em fermentar a xilose; isto se
constitui numa vantagem por ocasido da prova da oxidase, pois,
no havendo queda do pH (auséncia de formagio de 4cidos pela
fermentacio) Aeromonas e Plesiomonas evidenciam positividade
aesta prova' sendo esta, um dos critérios fenotipicos essenciais nos
fluxogramas de identificacio de bacilos Gram negativos®. O género
Shigella também é detectado como coldnias azuis, todavia, a prova
da oxidase resulta negativa para este género. Os enteropatogenos
fermentadores da xilose sdo Escherichia coli e Salmonella spp.
Objetivando-se inibir o crescimento em véu de Proteus spp,
comensais nas fezes humanas, incluiu-se, na composicao do dgar
UNISC, a L-cistina (0,13g/L) que foi efetiva neste propdsito’s.

No diagndstico microbioldgico das gastroenterites bacterianas,o
4dgar Mac Conkey e o 4gar Salmonella-Shigella sio, em conjunto, 0s
meios mais empregados pelos laboratérios clinicos'. Aeromonas
spp e Plesiomonas shigelloides nio tém desenvolvimento adequado
no Mac Conkey, podendo apresentar-se como colonia lactose
positiva ou negativa. A fermentacfo da lactose e a presenca de sais
biliares do meio, por outro lado, constituem-se em interferentes
a prova da oxidase, recurso titil na deteccio de Aeromonas spp e
Plesiomonas shigelloides® °. Este contexto impde a necessidade
de inclusdo de um terceiro meio de cultura, especifico a estes
patgenos agar sangue-ampicilina 7, Pril-xilose-ampicilina dgar
(PXA) "2, cefsulodin-irgasan-novobiocina dgar?, sdo possibilidades
alternativas bem estudadas. A inclusdo da ampicilina é um
recurso que tem sido utilizado para selecionar Aeromonas spp
e Plesiomonas shigelloides resistentes a este agente, entretanto,
estirpes sensiveis a esta penicilina ja foram relatadas* ',

Neste contexto, os coprocultivos apresentam-se limitados
na deteccdo de Aeromonas spp e Plesiomonas shigeloides
seja pela necessidade de inclusdo de um novo meio seletivo e
especifico, onerando os coprocultivos, seja pela incapacidade
dos mesmos em detectar estes patdgenos, devido a variacdes
na suscetibilidade a ampicilina. O dgar UNISC constitui-se em
proposta racional, todavia, requerendo ainda, validag¢iio em



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical Tropical 41(4):431-433, jul-ago, 2008

ensaio clinico porque poderd substituir dois meios de cultura
(4gar MacConkey e agar Salmonella-Shigella) acrescida da
vantagem de diagnosticar também gastroenterites causadas por
Aeromonas spp e Plesiomonas shigelloides.
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