]
I|lh|"l.

Investigacoes sobre a capacidade sulfurigena
das bacterias *

por
Genesio Pacheco, José Noronha FPeres e Italo Viviani Mattoso

(Com 2 graficos e 2 figuras no texto)

Apezar dos progressos no estudo da bioqquimica bacleriana muilas
provas ulilisadas na especificacio desses microorganismos exigem ainda
acurado esludo para o necessario apuramento. isto e, para aumenltar-lhes
a sensibilidade e escoimal-as de erros que ocorrem com [requencia. Denlre
¢ssas provas esta a da pesquisa do hidrogenio sulfurado.

Origina-se este corpo do enxofre existente na molecula proteica dos
meios de culfura ou de substancias sulfuradas a éles adiclionadas para
aumentar ou facilitar a producido de H,S pelas bacterias. Demonstraram
Wohlgemuth (1), Sasaki & Otsuka (2), que a cistina era a principal
tonle de H.S produzida pelas bacterias na pulretacao, e Tilley (3) veri-
licou, com varias marcas de peplona ulilisadas como fonles sullurigenas,
que a producao de H.,S dependia do teor em cistina desses produtos.
Tanner (4) encontrou producao de H.,S com peptona e com varios com-
poslos sulturados — liouréa e tiosulfato de s6dio. sob acao de varias es-
pecies baclerianas, nao tendo observado producdao deste gas com laurina,
sullito e sulfato de sodio.

A producdo de H,S pelas baclerias nos meios de cultura [icava,
assim, adslrila a4 presenca de compostos contendo enxofre na sua molecula.
A analise das experiencias de Sasaki & Otsuka (2) revela aquilo que Tilley
(3) observou tambem posteriormente, isto é. que lanto mais oxidado ¢
0 enxolre do corpo sulfurado quanto menos alacavel é este corpo pelas
baclerias para producdo de H.S. Decorre da observacao que devem ser

preleridos nos meios de cullura para aumentar-lhes a producio de H,S

* Recebido para publicacdo a 25 de Agosto de 1939 e dado 4 publicidade em Dezembro de 1939.
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0s corpos sulfurados nos quais o enxofre seja menos oxidado. Denlre

estes fol aconselhado por lilley a cistina.

i

Podendo ser aceila a juncao da cistina, a vislta do aumenlo de
H,S observado nas culluras baclerianas em que este corpo ¢ adictonado

a0 meio nulrilivo, lorna-se aconselhavel o seu uso com esse lim.

Hunter & Crecelius (5) procuraram subslituir a cislina pelo sul-
lilo de sodio como fonle sulfurigena, adicionando-o a um agar peplonado
(meic I). Anles deles. porém. Sasaki & Otsuka (2) haviam verificado
que o sulfito de sodio era decomposto pelas baclerias com producao de
H.S, mas s6 o era por algumas baclerias denftre as ensaiadas por estes
pesquisadores. Mostraram-se capazes de decompor o sulfito os bacilos
coll, paratilfico B e disenlericos, assim como o vibrido colerico. No grupo
de baclerias incapazes de decompor o sulfilo de sodio com producio de
H.S figurava o profeus. bacleria reconhecida por lodos das mais alivas
produloras de hidrogenio sulfurado nos meios de cullura. Ensaiando Wil-
son (6) a reducao dos sulfitos pelas baclerias, valendo-se do acetalo de
chumbo e do clorélo de ferro como indicadores dessa reducao, verificara
cle serem capazes de realizar essa (ranstormacido os bacilos fermenla-
dores da laclose (coli), numerosas salmonelas (paralifos), incluindo a
Salmonella typhosa, exceluando-se a Salmonella paralyphi (paratifo A),
S. swipestifer, S. abortus-equi, S. gallinarum e S. pullorum. Denlre as
baclerias nao reduloras ligurava ainda o profeus. N&o havia duvida, pois,
leoricamente o meio de Hunler & Crecelius era inadequado a pesquisa
de H,S nas culluras baclerianas porque partia de uma propriedade nio
comum a muilas l)aclerias,‘flunlru as quais algumas seguramenle nao do-
ladas de capacidade redulora do sulfilo de sodio. Demais, como mosira o
lrabalho de Wilson. o sulfelo. um dos compostos resullantes da reducao
dos sulfitos, ¢ capaz de enegrecer os indicadores usualmenle utilisados
para verificar a presenca de H.S. ' perfeitamente provavel que islo
ocorra no melo de Hunler & Crecelius. Verificamos que baclerias segura-
mente sultfurigenas, como os proleus e as brucelas, ndo produziam es-
curecimento, e nao seriam, porlanto, sulfurigenas no meio proposlo por
esses pesquisadores, ao passo que as baclerias doladas da capacidade de

reducao do sullilo acima referidas no (rabalho de Wilson (6) mostraram
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em nossas maos capacidade escurecedora no meio por nos proposto an-
lertormente (12).

Observamos, por oulro lado, que a supressao do sulfito de sodio
na formula do meio por éles proposto fel-o perder a capacidade de es-
curecimento, apezar da sensibilidade inconlestavel do liquor do bismulo
all conservado como indicador de reacio, revelando que a « (ryplona »
nio ¢ suficienlemente rica em cislina para ser ulilizada como fonle de
enxofre e que o escurecimento do meio deve correr por conla da reducao
do sulfito.

A reducao do sulfilo mereceu-nos mais demorada analise. Hunler
& Crecelius adicionam um assucar ao meio para aumenlar-lhes a sen-
sibilidade. Usam a principio glicose, depois manita, e Wilson lambem
acrescentou glicose ao meio de cullura nas suas experiencias com sulfilo,
sem referir qualquer deles o motivo dessa juncio de assucar, mas del-
xando lransparecer os primeiros, ser sua presenca indispensavel para o

fenomeno da reducao do composto sulfurado.

Ja em 1898 chamara Bigelow (7) a alencao sobre a capacidade de
cerlas subslancias de relardar a oxidacao exponlanea do sulfilo de sodio
em solucao aquosa pelo oxigenio do ar. Verificara éle que esle efeilo
retardador da oxidacido, a que chamou « efeilo calalisador negalivo », era
mais inlenso com a manila, enlre varios corpos experimentados e possui-
dores dessa capacidade — glicerina, alcool 1sobutilico, lartarato de sodio,
sucinalo de sodio, tenol e benzaldehido. Denlre as substancias doladas
de efeito catalisador negativo inclue-se o (GO, que deve ser eliminado
sempre que se fizerem experiencias sobre oxidacao do sulfilo de sodio,
para afastar essa causa de erro. (ada molecula de manila ¢ capaz de
proteger, segundo Bigelow, 800 mols de sulfilo de sodio. . Avenlou
Titoff (8) a hipotese do calalisador negalivo da oxidacido do sullilo
aluar sobre a subslancia calalisadora posiliva existenle na solucio como
impureza, hipotese lambem aceila por Bredig (9). No caso da oxidacao
do sullito de sodio esse calalisador posilivo seria o cobre, pois que
lracos de sais de cobre aceleram enormemente a oxidacdao do sulfito
Os calalisadores negalivos. impedindo a oxidacio do sulfito, permilem
(que esle possa. por mais tempo, sofrer a acao dos germens. O grafico
1 mosira como a manila relarda o desaparecimenlto do sulfito em soluciao
aquosa exposto a acao do ar.



34, (4)

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz

30)

%o

16 RO

350 , = GO * g =

00

250

200

150 D:

100

DIAS

Grafico 1 — Estudo da acfdo impediente da manita sobre a oxidacdo expontanea do sulfito em
solucio aquosa, 4 temperatura ambiente.

1) Sulfito em solucdo aquosa. 2) Sulfito na presenca de manila.
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A juncdo de manita ao meio de cultura com sulfito deve influen-
ciar a decomposicio deste corpo por aquele mecanismo. O estudo das
constantes de velocidade de reacio moslrou que as curvas sio do Upo
monomolecular. Houve ligeiro aumento da velocidade de reacdo no final,
devido naturalmente 4 maior facilidade de oxidacido das moleculas de sul-
fito, que se tornaram cada vez menos numerosas, pelo oxigenio que se
val dissolvendo nagua.

Ensaiamos a influencia de alguns assucares sobre a oxidacdo do
sulfito de sodio, sob acio de uma corrente continua e conslante de ar
purificado. O debito era manlido constanle tanto quanto possivel pelo
conjunto dos frascos de Woulf, que criavam resistencias a vencer, ainda
aumenladas 4 saida do primeiro frasco pela passagem do ar através um
tubo esltreitado. No primeiro frasco colocamos na (ubuladura central um
tubo largo, que servia de regulador da pressao; neste tubo havia uma
variaciio da coluna de liquido de cerca de 25 cms. para contrabalancar as
variacdes de pressio da maquina de ar comprimido. No frasco seguinte
a variacio oscilava apenas 1 cm., e nos demais era imperceplivel. Re-
sullou do arranjo um debito de corrente de ar inferior ao utilisado por
Bigelow (62 litros por hora). Prolongou-se o tempo de experimentacao
para 60 minulos, permilindo a lentiddo do processo oxidanie a mais ftacil
organisacio das curvas. A laxa de oxidacdo nao ullrapassou 2000 nesle
espaco de lempo, a ndo ser para a sacarose, como se veé no ografico 2.
Fxperimentamos a aciio anticalalilica com oulros assucares cm compara-

cao com a reducdo expontanea do sulfilo.

Aumenlamos o ledor de concenlracio do assucar acima do litulo
empregado por Bigelow para poder apreciar melhor a conservacao da

solucio de sulfito sob acdo do ar atmosterico.

Infere-se dos resultados vislos no gralico 2 que exerceram agao-
calalitica negativa sobre a oxidaciio do sulfilo a mallose, galatose, laclose,
manita, glicose e a sacarose, pela ordem de capacidade anticatalitica.
A sacarose, que nio gosa de poder redulor, foi justamente dos disacarideos
o que se nos revelou de menor aciio anlicalalilica denlre o0s experimen-
lados na oxidacdo do sullilo.
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Grafico 2 — Acao dL _ artos assucares como catalizadores negativos da oxidacio
do sulfito de sodio por uma corrente de ar (62" litros por hora),

NOTA -— Os assucares ensaiados foram dissolvidos a M/200 e o sulfito a
M/50. A manita serviu como ponto de referencia.
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Nos meios de cullura conlendo sulfilo, semeados com baclerias, a
reducao exercida por eslas sobre o sulfilo se passaria relirando as bacle-
rias o oxigenio do sal para seu melabolismo e (ransformando-o possivel-
menle em sulfelo, de acordo com a equacao:

£

2INasS O = - 2Na.> = 30,

O sullito em solucao nos meios de cullura com baclerias tende a
se lranslormar exponlanea e rapidamente em sulfalo, as cuslas do oxi-
gento do ar dissolvido no meio ou do oxigenio resullante do metabolismo
bacleriano, oxidacdo analoga a4 que sofre expontaneamente nas solucoes.

O sulfito lransformado em sulfeto pela acdo bacleriana, como loi
dito, pode ser fixado como sulfeto insoluvel em presenca de um indicador
conveniente — ferro, chumbo, bismulo, escurecendo-os. ‘Teriamos assim
uma indicacdo falsa da producao de H.S, quando de falo o que haveria
era unicamente uma reducido do sulfito em sulfeto. Mas se 1SS0 nao
ocorre, pela ausencia de um fixador apropriado, éle solre oxidacao expon-
lanea, lransformando-se¢ em sulfalo, possivelmenle solrendo uma hidrolise
prévia:

] Na.,S + 20, =— Na.,N0,

AS nossas experiencias sobre a (ransformacio do sullilo em sullalo
nao loram definiivamenle concludenles porque na ausencia de sails fixa-
dores do sulfelo nao se oblinha evidencias da presenca do ion sullelo.
[Fizemos agir os germes sobre sulfito, na presenca de manila (que éles
lermentavam ), mas no fim de 24, 48 ou 72 horas, ou ao [im de uma se-
mana nao se tinha libertado H.S do meio.

Haviamos organisado um disposilivo para fixar o gas desprendido.
A dosagem dos sulletos teria imporlancia porque poderia se alastar com
cla o erro da inlerpretacio dos resullados no escurecimenlo do liquon
de bismuto do meio de Hunler & Crecelius, que poderia provir desse
corpo na decomposicao do sulfilo do meio, sob acao bacleriana, como
V1mos.

FFacilmenle conseguimos a distincao de sulfelos e sulfilos com sais
soluveis de bismulo. A dificuldade enconlrada para eslimaliva do sul-
felo produzido com baclerias fol a solubilidade do sulfelo de bismulo
(BiS;) no excesso do realivo bismulico, ndo sendo possivel empregar-
se¢ quantidade exala de realivo precipilanle para o sulfelo porque o
realivo de bismulo deve ser adicionado préviamenle para evilar a oxi-
dacao secundaria do sulfelo e sua transformacdo em sulfalo.
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A substituicio da maiila pela laclose foi desfavoravel no acres-
cimo do escurecimento do meio como vemos no quadro 1.

Quadro 1

Provas comparativas no Meio de Hunter & Crecelius com manita e latose.

- - _— e 3 —_ s ——— —

T M i, " e—p— e W ———— i —_———— - - = _— _— — ——

Germens : Manita Latose
Salmonella typhosa -] —-
S. schottmiilleri oL -l

Escherichia coli 295 — e
Shigella flexneri 311 = T

Sh. sonnei _ qE

— i 2 =

Legenda : - reacao positiva, indicada pela colora;ao castanho-escura do meio.
— reacao negativa,
1= 7 tragos negros em determinadas partes do meio.

Oulro ponlo a esmiucar na analise da modilicacao do meio de bis-
mulo proposto por Hunter & Crecclius era a questio do sal de bismula
a empregar. Apura-se dos dados da lileralura referida acima (que o bis-
muto ¢ o indicador mais sensivel dos ulilisados alé o presenle, e aquele
que permile mais facilmente apreciar a producio de H.S. Sobre esle
ponto nao parece haver que discutir.

Resla examinar a sensibilidade do cilralo de bismulo amoniaecal
em solucao ou « liquor de bismuto ». Vimos acima (que o meio de Hunler
& Crecelius admile na sua composicio uma fonle de enxofre imnadequada
a pesquisa da producido de H,S, ¢ que a supressio dessa fonle de enxofre
suprimia ao mesmo tempo a propriedade do meio escurccer sob acao das
baclerias. Poder-se-ia pensar que o enxofre das peplonas supriria essa
falla, 0 que nao se deu, e certamente Ja o viram aqueles pesquisadores,
porque si nao fora assim nfio carccia ajuntar sulfitlo ao meio por ¢les
proposlo.

Enconlramos dificuldades em obler parlidas de meios limpidos em
presenca do liquor de bismulo, dificuldades referidas ambem por Hunle
& Crecelius, mesmo ulilisando a triptona « Difco ». Procurando escla-
recer 0 motivo dessa irregularidade, pensamos na possibilidade de in-
fluir na precipitacdo o pH do meio.-

Numa série de tubos contendo o meio de Hunter & Crecelius, com
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pH variando de 6,0-7,4, com diferenca de 0,2, foi visto que de pH 6.8
para baixo ndo havia precipilacdo, a qual ocorria com inlensidade cres-
cenle a partir de 7,0. Experimentamos oulras marcas de peplona, re-
pelindo-se o fenomeno com regularidade. Concluimos ser (l(,blllul(].:l de
lundamento a recomendacido daqueles pesquisadores da necessidade de
se usar unicamente a «{riplona » Difco no preparo de seu meio.

Uma vez afastada essa dificuldade foi-nos facil preparar o meio
com varias peplonas, para comparar a sensibilidade do indicador de li-
(quor de bismuto, sem a presenca do sulfito, fonte de enxofre visla
inadequada, contando agora unicamenle com o enxofre das peplonas,
quasi sempre suficiente 4 producao de H.S ¢ revelavel pelas lécnicas an-
leriores. Na concentracio de 0,700, teor ulilisado no meio de Hunler &
Crecelius, ndo se observou escurecimento da cullura ou este era apenas
esbocado, € mesmo assim tardiamente.

Ulilisamos para analise da sensibilidade do liquor de bismulo como
indicador da producdao de H.,S um meio mineral adicionado de exlralo
de levedo « Difco » :

K H PO, 0,02

Agar 0,
Mannila 0,5
Extrato de levedo =05
Sol. sulfito de sodio a 200, recenlemente
preparada 1,0 cc.
LLiquor de bismulo 0,0 cc.
Agua a complelar | 100 cc.

Eslerilisar a 1150, ajustando o pH a 6,8 anles da juncao do liquor
de bismuto. Os resultados oblidos com esle meio se sobrepoem aos do
melo de Hunter & Crecelius, mostrando a nenhuma interferencia da
« lryptona Difco » como fonte sulfurigena porque os resultados loram
identicos. A supressio do sulfilo no meio mineral acima nio deixou
escurecer os tubos semeados com as baclerias que o escureciam com sua
presenca.

Permile 0 meio mineral acima o crescimento da maioria das bacle-
rias palogenicas, incluindo aquelas em que a verificaciao da producio
de H,S tem sido ulilisada na sua especificacio. O metabolismo do sul-
Iilo pode ser aqui estudado sem interferencia de oulros corpos sullu-
rados como as peplonas ou cerlos acidos animados, o teor de enxofre
lotal do extrato de levedo sendo de 0,14304, fica praticamente despre-
sivel juntado como € na taxa de 0,59% ao meio. O enxofre organico nao
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oxidado (cistina) pesquisado no exiralo de levedo seguindo a [écnica
aconselhada por Hawk (10) foi negativa.

Fotografia 1

N.o 1-— Salmonella typhosa 0 901. N.o 5 — Shigella flexnerti.
N.o 2 — Salmonella schotmuilleri 2947. N.o 6 — Proteus sp. 424.
N.o 3 — Salmonella paratyphi 1015. N.o 7— Proteus sp. 481.
N.o 4 — Escherichia coli. N.o 8 — Testemunha (nao semeado).

Demonsira a folografia 1 as gradacoes de escurecimento obser-
vada no meio de Hunler & Crecelius. IFrequenlemenle aparecem nos
lubos semeados com cerlas baclerias, eslrias mais ou menos escuras, alé
negras, esparsas na massa do meio, disposlas sem ordem, as quais nao
progridem nem difundem como o escurecimenlto observado com oulras
baclerias assinaladas como enegrecedoras no (rabalho daqueles aulores e
que tambem verificamos. Quando o sulfilo ¢ decomposto, o meio sofre
escurecimento uniforme, na parte do meio onde houve maior nrolife-
racao bacleriana, ficando limilado a parte superior ou difundindo-se por
loda a massa do meio.

O escurecimento vae desde um tom pardo-acastanhado até quasi
negro, conforme o avancamento da reducao do sulfito. A exislencia das
estrias escuras nao significam producao de H,S e correm por conta, lal-
vez, de sulfeto formado pela decomposicio exponlanea do sulfilo ou da
reducao exponlanea do bismulo. Em (odo caso essa alleracio deixa du--
vidas no espirilo do analista quanlto 4 presenca de subslancias reagindo
sobre o bismulo (sulfeto ou hidrogenio sulfurados).

Verificada a impropriedade do emprego do liquor de bismulo ¢ do
sulfito, nenhuma duvida subsiste quanlo & sensibilidade do bismulo como
indicador para o H.,S produzido nas culluras bacterianas.

O meio com liquor de bismuto pode ser preparado com varias peplo-
nas com resultados idenlicos como se verifica no quadro 2.
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Quadro 2

Resultado do mieio de Hunter & Crecelius preparado com varias peptonas,

Germens

Triptona Difco

Proteose Difco

Peptona Witte

Salmonella typhosa ] =[EE S L
S. paratyphi e e <5
S. schottmiilleri +-+-+ Sl L SlSele 1
Proteus sp. ar i +

—— - _— — —_—

Proteus mirabilis — — —i
Escherichia coli — : e b

Shigella flexnere = s _

—_— -_— _ - —_—— S —

Colejamos ainda o meio de carbonalo ¢ o de cilralo de bismulo
amoniacal (liquor de bismulo), semeados com proleus ¢ com brucelas,
podendo-se verificar nilidamenle a superioridade do carbonalo sobre o
liquor de bismulto (quadro 3).

Quadro 3

Producao de H2S em meios com liquor de bismuto e com carbonato de bismuto.

Meio de Pacheco & Mello

Meio d.e_ Hunter & Crecelius

- ——— —— — - e w

Germens

[com liquor de bismuto] |[com cistina ¢ carbonato de bismuto]

e — = —

I = -
e —

e e — — —_——— — —_— _— = —

TEEE E — -

- T — _ _— — — —— —

Protens OX 19 — Ll T
Proteus OX 2 | — didn
Proteus OXK i SLUE
Profeus OXL — Sl Ll
Proteus mirabilis 296 — Sl
Proteus vulgaris 158 — Al
Proteus sp. 424 - SISEIER]E
Brucela paramelitensis 1 | — .

Brucela melitensis 4 — o

Brucela abortus 6 — Ll
Brucela abortus 3 = S

Brucela suis 8 = |
Brucela suis 12 o I s
Brucela suis 11 <= JEia s
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Evidenciada a vantagem da cistina como fonle sullurigena para
producido de H,S, permitindo ulilizar-se qualquer peplona para fonle nutri-
liva das bacterias, preparamos o meio anteriormenle proposto por nos

da seguinte maneira:

Peptona 3,0
Agar | 0,5
Cloreto de sodio 0,5
Carbonato de bismulo 0,9
Cistina 0,01
Avua 100 cc.

Os lubos contendo o meio de cullura ainda quenle devem ser forle-
menle agilados e em seguida resfriados rapidamente para dislribuicao
uniforme do indicador, que tende a depositar.

A Totogratia 2 mostra os resullados de diferenles baclerias se-
meladas neste meilo.
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Fotografia 2
Meio de Pacheco ¢ Mello com eistina.

N.o 1 — Proteus sp. 481, isolado de fezes, da colecio do I. O. C.
N.o 2 — Salmonella schotmiilleri 2947.

N.o 3 — Proteus wvulgaris.

N.o 4 — Salmonella typhosa 0 901.

N.o 5 — Salmonella paratyphi.

N.o 6 — Testemunha (ndo semeado).
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RELACAO DAS AMOSTRAS UTILISADAS NAS EXPERIENCIAS

Salmonella typhosa 0-901, S. paratyphi 1.015, S. scholtmuelleri
2,947, recebidas do Prof. F. Kauffmann;

1

Iischerichia coli 295 (original de Escherich), Shigella sonnei 2068,
Proteus mirabilis, P. OX 19, P.O P.0O XK, Brucella melitensis, da N. (.
e G

Shigella flexneri (Sh. paradysenteriae var. Flexner) amosira Ox-
lord (N. C. T. C.), Proteus X L, recebidas do Dr. Carvalho Lima, de S.
Paulo;

Proteus sp., isolada de féses no Instilulo Oswaldo Cruz, n. 424 da
nossa colecao;

Brucella paramelilensis, recebida do Prof. Mazza da Rep. Argen-
lina;

B. abortus, recebida do Prof. Rosenbuch, Rep. Argentina;

b. suts amostras ns. 2 e John, recebidas de Huddleson, Estados
Unidos;

B. suis, isolada por A. Penha, em S. Paulo.
DISCUSSAO

A broquimica fornece ainda um dos elementos fundamentais da sis-
lematica das baclerias. Alé certa época foi mesmo a base principal
da especificacdo, tendo-se reconhecido desde cedo ser a morfologia um
araler de pequena significacao para a distincido das especies bacterianas.
Apesar do dominio crescente da analise antligenica e das recentes e fu-
lurosas investigacoes da quimica bacleriana sobre a especificacdo, o conhe-
cimento da bioquimica, resumida nas alteracoes de natureza enzimalica
principalmente, exercida pelas bacterias sobre os meios de cultura ou
sobre substancias a estes adicionadas, guarda ainda destacado logar na
especificacao.

A pesquisa do hidrogenio sulfurado serviu a Huddleson (11) para
distin¢cao de brucelas, e sua presenca ¢ constante na putrefacio ou decom-
posicdo das proteinas. Indicadores e métodos mais ou menos sensiveis
foram propostos para verificacio de sua presenca, sobresaindo deles,
pela sensibilidade e facilidade de leitura dos resultados, o carbonato de
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bismuto. proposto por Pacheco & Mello em 1932 (12). Ainda recenle-
mente Wada (13) compara varios sais como indicadores de hidrogenio sul-
turado — bismulo, ferro, chumbo, niquel, manganez, cobre e zZlnco, e
conclue que o mais apropriado deles ¢ justamente o bismulo.

Posteriormente Hunler & Crecelius propuzeram um sal de bismulto
soluvel para indicador de producio de H.S. o cilralo de bismulo, nun?
mei1o conltendo sulfilo de sodio como fonle sulturigena. Enconlraram
Hunler & Crecelius dificuldades no preparo do meio com a superveniencia
de um precipilado que ocorre raras vezes. dizes eles, com a « Iryplona
Difeco ». Essa precipilacio seria uma dificuldade introduzida na prepa-
racao do meio, acrescida a esta oulra da obrigaloriedade do uso de deler-
minado tipo de peplona para seu preparo. a lryplona Difco. Indaganda
0S molivos dessa precipilacao verificamos eslar na dependencia eslreila
da alcalinidade do meio. De falo, em concenlracoes acima de pH 6.8
la aparecendo no meio um precipilado, qualquer que fosse a peplona ulili-
sada na preparacio (lriplona e neopeplona Difco, peplona Wille, peptona
Chapoleau).

O uso das peplonas como fonle sullurigena unica apresenlava in-
convenientes pelo leor variado de enxofre de sua composicao, dependente
ainda das varias parlidas desse produlo. mesmo dos melhores fabricanles.
KX lalvez por isso mesmo adicionam aqueles pesquisadores uma fonle sul-
furigena ao seu meio, em proporcio delerminada. FEssa fonte sulfurigena
se nos revelou impropria a pesquisa do H.S, seja porque nio ficou demons-
irada, nem nos foi possivel apurar com seguranca, SI 0 corpo enegre-
cedor do cilralo de bismulo daquele meio era H.S ou o sulfelo, ambos
podendo resultar da decomposicio parcial do sulfito e reagindo sobre o
bismuto com escurecimento, seja ainda porque esse corpo sofre decom-
posicdo expontanea. Os resultados oblidos com o meio de Hunler &
Crecelius dependem certamente de uma propriedade peculiar a cerlo e
limitado numero de baclerias. a capacidade decomponedora do sulfito.
ja vista por Wilson nos seus estudos sobre a aplicacdo do sal de ferro
e melos seletivos para baclerias patogenicas inlestinais. A improprie-
dade do sulfito ficara bem evidenciada nas pesquisas de Sasaki & Olsuka.
e nas de Wilson. Tambem nossas observacoes demonslraram sua ineli-
ciencia em revelar a presenca de H.S nas culluras de proleus ¢ brucelas,
bacterias reconhecidamenle doladas de ‘apacidade produlora de H.S.

A mnecessidade da juncdo de um assucar ao meio contendo sulfito
pode depender da acio anticalalitica sobre a decomposicio exponlanea
do sulfito descoberta por Bigelow, ou de influencias dependentes dos pro-
dutos resultantes da fermentacio do assucar.

Nio ha duvida que o escurecimento do meio resulla da decomposi-
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cao do sullilo em sulfeto ou hidrogenio sulfurado. e a supressao do sul-
lilo faz o meio perder a sensibilidade, apezar da presenca do bismulo.

Hunter & Crecelius observam a formacdo de um precipitado no
meio cuja causa alribuem a impurezas das peplonas, tendo nos apurado
depender de uma precipitacio ocorrida na zona de pH 7.0 para cima e
crescendo com ele, ndo se observando com pH 6,8 para baixo. Assim
pode o seu melo ser preparado com qualquer peplona.

O meio de Hunter & Crecelius serve exclusivamente a4 pesquisa da
decomposicao do sulfito de sodio pelas bacterias, de que pode resullar a
lormacao de sulfeto ou hidrogenio sulfurado. Nao se presla a provas
(da capacidade sulfurigena das bacterias.

Apurados os inconvenientes do meio com cilrato de bismulo para
pesquisa de H.S, restava comparal-o como meio original de bismulo pro-
posto por noés. Resultou do cotejo maior sensibilidade deste sobre o meio
de Hunter & Crecelius. A opacidade do meio de Pacheco & Mello, que
parece ter sido o molivo das tentativas daqueles pesquisadores com um sal
soluvel para obler meios transparentes, embora nao se refiram a ela di-
relamente, em nada impede a leitura do escurecimento, antes a nos nos
parece vanlajosa porque dispensa a leilura sobre fundo branco como no
meio de Hunter & Crecelius. Demais, esles pesquisadores aconselham
adicionar leile as parlidas do meio com precipitados referido acima, de-
signando-o, entdo, meio II. A precipitacio do meio Il ndo o inuliliza
para a pesquisa, vimol-o bem. ¢ a juncao de leile torna o meio (do opaco
como o de carbonalto. Si a opacidade fosse motivo de inutilidade de um
meio para provas bioquimicas, o leite teria sido ha muito banido da ro-
lina bacleriologica.

No meio transparente de Hunter & Crecelius ha precipitacdes es-
curas, sob forma de eslrias, e escurecimentos parciais, que dilicultam a
leilura ou deixam duvidas nos resultados, mmconvenienles nao observados
no meio opaco com carbonalo de bismuto.

CONCLUSOES

a) O sulfito de sodio ¢ mapropriado como tonte de enxofre para pro-

ducdo de H.,> nas culluras baclerianas porque numero relativamentle

pequeno de baclerias ¢ capaz de decompol-o, e dentre elas nio se
incluem especies sabidamenltle sulfurigenas;

b) Podem resultar da decomposicdo do sulfito, sulfeto e hidrogenio sul-
lurado, ambos dolados da capacidade de escurecer o bismuto;
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¢) A necessidade de juncio da manitla ao meio, para aumenlar a pro-
ducio de H.S, pode depender em parle da acdo antlicalalilica de Bi-
gelow

d) Oulros assucares, além da manila, exercem a acdo anlicalalilica de
Bigelow ;

¢) O meio com liquor de bismulo nao revela a producao de .S por
baclerias seguramenle sulfurigenas: proteus ¢ brucelas:

[) O liquor de bismulo se moslrou menos sensivel que o carbonalo de
bismulo para revelar a producao de H.,S pelas baclerias;

S

_Ha dificuldades no preparo e na inlerpretacio dos resultados no meio
com liquor de bismulo, dificuldades nio existentes com o carbonalo
de bismuto:

Jc

h) A precipitacio das peplonas pelo liquor de bismulo ¢ devida & aleali-
nidade do meio;

1) O meio de Hunter & Crecelius se presta apenas a prova de decom-
posicao do sulfito de sodio pelas baclerias. Niao se presla a pesquisa

do H.S.

DISCUSSION

Biochemisliry stlill furnishes one of the fundamental elements in Lhe
determination of bacteria. Up lo a certain lime it was the principal basis
of classification, for il was early recognised thal morphology alone had
little significance in the delerminalion of species of bacleria. In spite of
lhe growing importance of anligenic analyses and lhe recent and pro-
mising investigations of bacterial chemisiry for classification, the findings
of biochemislry, especially that dealing with the alteralions of an enzvmalic
nature brought aboul by bacteria on culture media or on substances added
thereto, still occupy an important place in classification.

The hydrogen sulphide test enabled Huddleson (11) to distinguish
brucella, and its presence is constanl in the pulrefaction or decomposition
of proteins. Indicators and more or less sensilive methods were pro-
posed to ascertain ils presence, the most successful of these, because of
ils grealer sensitivily and greater facility in reading of resulls, being the
bismuth carbonate proposed by us in 1932 (12). Recently Wada (13)
compared various salts as detectors of hydrogen sulphide — bismuth,
iron, lead, nickel, manganese, copper and zinc — and concluded thal the
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most appropriate is really the bismuth. The medium with bismuth carbo-
hale was compared by Motta (14), with media employing lead and iron.
the former always proving the most advantageous.

Later, Hunter & Crecelius proposed a soluble bismuth salt as in-
dicatlor of the production of H.S, i. e. bismulh citrate in a medium con-
laiming sodium sulphile as the sulphur source. Hunter & Crecelius found
difficulty in the preparation of (he medium because of the occurrence
ol a precipitate which they say is encountered rarely when -« Tryptona
Difco » is used. This precipitation constitutes a difficulty which must be
added to that arising from the faclt that a certain lype ol peptone musl
be used in the preparation of the medium, Tryptona Difco. Searching for
the cause of this precipitation we found thal il was closely related to the
alkalinily of the medium. In fact, in concentrations with a pH above
6.8 the precipitate begins to appear in the medium. increasing with Lhe
pH, while at 6.8 and below no lurbidily occurs, no malter what the peptone
used in the preparation (tryplona or neopeptona Difco, peptone Wilte,
peplone Chapoteau).

The use of peptones as sole source of sulphur presented difficulties
because ol the unequal sulphur content in various lots put oul by even
the besl manufacturers. And perhaps il is because of this thal the authors
cited add a sulphur source to their medium in known quanlities. This
source of sulphur seems (o us inappropriate for the search of H.S, first,
because 1t was nol demonstrated nor was it possible for us lo ascerlain
with accuracy whether the darkening agent of the bismuth citrate in lhe
medium was the H,S or the sulphide, it being possible for both to resull
irom lhe parlial decomposition of the sulphite and react on the bismulh
wilth darkening; and second, because (he bismuth may undergo spon-
laneous decomposilion. The resulls obtained with the medium of Hunter &
Lrecelius aclually depend on a properly which is peculiar (o a cerlain
and limited number of bacteria, thal is, the decomposilion of Lhe sulphile
already shown by Wilson in his researches on the use ol 1ron salls in
seleclive media for intestinal pathologic bacteria. The mappropriateness
of sulphite was well shown in the researches of Sasaki & Otsuka and in
those ol Wilson. Our observalions also demonstrated its inetficiency in
revealing the presence of H.S in cultures of Profeus and Brucella, bacleria
Which are well known for their hydrogen sulphide production capacily.

T'he necessily for the addition of a sugar to the medium containing
sulphite may depend on the anli-calalytic action on the spontaneous de-
composition of Lhe sulphite, discovered by Bigelow. or on influences
exerled by the fermentation of the sugar.

There is no doubl that the darkening of the medium is due lo the
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decomposilion ol the sulphile inlo sulphide or hydrogen sulphide, and (he
suppression of the sulphite results in the loss of sensilivity of the mediun
In spite of the presence of bismuth.

Hunter & Crecelius observed the formation of a precipitate in the
medium which they attributed to impurities in the peplones, whereas we
ascertained that it occurs only in the range of pH 7.0 upwards, increasinig
with the pH. and that it does not occur from pll 6.8 downwards. Their
medium therefore. may be appropriate with any peplone.

The medium of Hunter & Crecelius serves exclusively for the study
of the decomposition of sodium sulphile by bacleria, from which the
formalion ol sulphide or hydrogen sulphide may resull. It is not suitable
for experiments on the sulphur producing power of the bacleria.

Once the disadvantages of the medium bismuth cilrate in lesting for
H.S were ascertained, we compared it with the original bismuth medium
proposed by ourselves, and the latter proved more sensitive. The ppacily
of the medium of Pacheco & Mello which seems to have given rise to the
experiments of Hunler & Crecelius with a soluble sall in order to oblain
lransparent media, although they do not reler to lhis directly, does nol
hinder the reading ol the degree of darkening, but rather seems to us
more advantageous because il renders unnecessary reading the resullt
against a white background as in the medium of Hunler & Crecelius.
[‘urthermore, these workers advise adding milk to the lots of medium
wilh the precipitales referred to above, calling it, then, Medium II. Pre-
cipitation in Medium I does nol invalidale it for experiments, as we have
seen. and the addition ol milk renders the medium as opaque as (hal car-
bonale. I opacily rendered a medium useless for biochemical lests, milk
would long since have been banished Ifrom bacleriological rouline.

In the medium of Hunler & Crecelius there occur streaks of Jdark
precipitate, and partial darkening, which hinder (he reading or leave
one in doubl as lo the resulls, difficulties which do not arise when using
the opaque medium wilth bismulh carbonale.

CONCLUSIONS

Sodium sulphite is inappropriate as source of sulphur for the pro-
duction of H,S in bacterian cultures because only a relatively small
number ol bacteria are capable of producing its decomposition and
among them are nol mcluded admittedly sulphur-producing species;

b) From the decomposition of the sodium sulphite. sulphide and hy-
drogen sulphide may occur, both of which may darken (he bismuth:
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The necessity of adding mannite o the medium in order (o increase
lhe production of H,S may depend in part of Bigelow’s antli-catalytic
action :

Other sugars, beside mannile. also exercise Bigelow’s anli-calalvlic
action:

The medium employing bismuth liquor does not reveal Lhe produclion
of H,S by bacteria which are surely sulphur-producing proteus
and brucella:

Bismuth liquor was shown to be less sensitive than bismuth carbonale
in revealing the production of H.S by bacteria:

There are difficulties in the preparation of the medium with bismulh
liquor and in the interpretation of the resulls obtained, which do nol
occur when bismuth carbonate is used:

Precipilation of the peptones by the bismuth liquor is due lo Lhe
alkalinity of the medium:;

The medium of Huntler & Crecelius is useful onlv in lests of decom-
posiion ol sodium sulphite by bacteria. Il is not useful in tests for
lhe presence of H.,S in bacterian cultures.
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