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Resumo — A presenca de elevada percen-
lage de formas lisas de bactérias (.formas
S) nas culturas, constitui um dos fatores
importantes de eficiéncia dos antigenos.

E possivel obter culturas nessas condicdes,
pela técnica de cultivo em meio sélido com
arejamento de superficie, mesmo partindo
de um in6culo onde o numero percentual de
formas lisas seja reduzido.

Essa técnica de cultivo, sendo indicada
para a semeadura final, ix>der4 ser usada
isoladamente, ou, melhor ainda, em associa-
¢do com algum dos métodos ja citados na
literatura que visaram obter inéculos isen-
tos, ou quase isentos, de formas rugosas e
semi-rugosas de bactérias.

Unitermos: Arejamento, superficie*-,
Antigenos bacterianos *; Cultivo *;

E importante, no preparo dc antigenos
bacterianos para trabalhos de sorologia,
mormente no caso de antigenos somaticos,
usar somente geremes de coldnias lisas (S)35,
excluindo, tanto quanto possivel, os germes
de coldnias rugosas (R) ou parcialmente ru-
gosas (SR).

A instabilidade em solucdes salinas 3 4,5,
e as alteracGes da especificidade antigénica,
associadas a outras mudancas das caracte-
risticas do germe », n, 29, 340,53, fazem com
que seja indesejavel a presenca de formas R
ou SR de bactérias num antigeno, uma vez
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que a presenca dessas formas induziria a
erros de interpretacdo numa reagcdo antige-

no-anticorpo 2223 24, 32, 37.

Varios artificios tém
para evitar,
presenca dessas formas R e SR,
quais: selegcdo mecéanica, com alga de pla-
tina (e repique), de colbnias lisas de
culturas em meio soélido, em placas de

sido propostos
ou pelo menos diminuir, a
entre as

Petri submetidas a transluminacdo adequa-
da is, 35; crescimento em presenca de soro
anti-R27,28,«; cultura em soro fresco ou
plasma normal de espécie suscetivel ao
germe em questdo6 8. 11, k; cultura em
agar-amido 17; filtracdo diferencial por
meio do tubo de PIJPER45 ou do tubo em
U de BRAUN & HOWELL, inoculacdo das
espécies patogénicas em animais de labo-
ratério suscetiveis, e reisolamento do agen-
te", 4; adicdo do pirofosfato de so6dio ao
meio de cultura 25, 20, etc.

CURY & TROISEIs.1# (1957), verifica-
ram que era possivel obter excelentes va-
cinas contra salmoneloses pela técnica de
semeadura dos germes em meios de cul-
tura liquidos, submetidos a borbulhamen-
to continuo de ar atmosférico. Procurando
explicar o alto poder protetor da vacina os
autores observaram nas culturas submeti-
das ao borbulhamento, entre outros fato-
res, a baixa percentagem de colbnias ru-
gosas quando comparadas com culturas nas
mesmas condi¢des, sem o borbulhamento.

Baseados nesses resultados, ocorreu-nos
usar o equipamento dos referidos autores,

Departamento de Medicina Veterinaria Prev entiva e Saude Animal, da Faculdade de Medici-
na Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.
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fazendo todavia as necessarias modifica-
cOes para adata-lo ao arejamento em su-
perficie.

O objetivo deste trabalho foi a obtencéo
de culturas destinadas ao preparo de anti-
genos bacterianos para trabalhos de soro-
logia onde se evitasse, ou se reduzisse ao
minimo, o nimero de formas rugosas e se-
mi-rugosas das bactérias.

MATERIAL E METODOS

Germes usados: empregamos trés amos-
tras de Salmonella dublin de n.°» 7375, 7657
e 8883, todas recebidas da cole¢cdo do Ins-
tituto Biolégico de Sdo Paulo.

As culturas foram mantidas em agar
chocolate inclinado, em tubos. Bimensal-
mente eram inoculadas em camundongos,
para a manutengdo da viruléncia, e os
germes reisolados e reidentificados.

In6culo: consistiu de culturas de 24 h,
em pequenos bales com 50 ml de caldo
6imples cada um, das trés amostras citadas.

Cultivo — efetuado em garrafas de Roux
com &gar simples. Cinco ml de inéculo fo-
ram bem espalhados na superficie de cada
garrafa de agar por intermédio de um pe-
queno roléte de vidro estéril.

Para as culturas sem arejamento, as
garrafas de Roux, fechadas com tampéao
de gaze, eram incubadas em estufa nas
condi¢cfes habituais.

Nas culturas arejadas, as garrafas de
Roux foram ligadas asseticamente ao apa-

relho de arejamento (fig. 1) dentro da
estufa.
Aparelho para arejamento: o sistema

de trabalho consistiu em fazer passar con-
tinuamente o ar atmosférico filtrado sobre
a superficie do meio de cultura.

O ar é aspirado por intermédio de uma
trompa de véacuo (trompa de agua).

Observando-se a figura 1, verifica-se que
0 ar aspirado penetra primeiramente num
ttitro de algoddo cardado (A); dai vai a
um frasco lavrador e umidificador (B);
segue, passando por um segundo filtro (C);
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penetra, por intermédio de um tubo, na
garrafa de Roux (E), onde se espalha na
superficie do meio de cultura, porquanto
o tubo de entrada tem um crivo terminal.
Continuando a circular por aspiragdo, o
ar sai da garrafa de Roux através de outro
tubo, vai a um frasco de Kitasato, cuja
fung¢édo é uniformizar o ar aspirado, evitan-
do que este circule por jatos e evitando
também que um refluxo d'agua possa atin-
gir o meio de cultura; a seguir o ar vai
sair, de mistura com a &gua, na trompa
aspirante (H) presa a uma torneira. Os
"garfos” de distribuicdo (D e F) permi-
tem ligar véarias garrafas de Roux a um
mesmo sistema.

Prova das culturas: a presenca, ou nao,
de formas rugosas ou parcialmente rugo-
sas nas culturas bacterianas tem sido es-
tudada por varios autores e algumas técni-
cas foram propostas para evidencia-la: se-
meadura em placa de Petri, examinada no
microscopio, com baixo aumento e trans-
luminacdo, com angulo de 40°*»,3*; prova
da aglutinacdo em solugdo salina 3,4; pro-
va da fucsina de DI AICHELBURG2
(1934); prova opsonocitofagica 3» prova da
adicdo do cloreto de trifeniltetrazolio ao
meio de cultura 34; prova da termoagluti-
nacao 13 14; aglutinabilidade pela solucéo de
peptona 22,9, so; Uso do reativo de Millon
38,5i; prova da solucdo de estreptomicinasy;
prova do cristal violeta 52; prova da tripa-
flavina, etc.

Escolhemos a prova de aglutinagdo pela
triplaflavina devido a facilidade de sua
execucdo e a seus resultados, a nosso ver
superiores aos de outras técnicas.

Esta prova foi descoberta por ALESSAN-
DRINI & SABATUCCIb2 (1931) e estu-
dada por PAMPANA«, «3 (1931, 1933),
HIRSCH3L (1937), HUDDLESON33 (1943),
SERTIC & BOULGAKOV« (1936,
RIRSCH 31 (1937), HUDDLESON 33 (1943),
1931) e BRAUN & BONESTELL11 (1947),
PAMPANA 43 SERTIC & BOULGAKOV
46, 47, 48.

Usamos a técnica descrita por Pampana
e modificada por Sertic & Boulgakov para
evitar as reacdes falso positivas.
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Fig. 1 — Esquema do aparelho de arejamento para culturas em meio sélido: A e C — fil-
tros de algodédo cardado; B — frasco lavador e umidlficador; E — frasco com meio de
cultura; J — tubo arejador; G — frasco de Kitasato; H — trompa d'agua (trompa de va-
cuo); D e F — "garfos” de distribui¢do, permitindo ligar varios frascos de cultura ao mes-

* mo sistema; | — detalhe do tubo arejador (com crivo).
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Para a execucdo dessa técnica o iné6culo
e suspensfes de culturas (arejadas e nao
arejadas) foram semeados em placas de
Petri com é&gar simples. Apds a incubacéo
de 24 h a 37CC, e verificada a pureza, foram
escolhidas ao acaso 100 col6nias para cada
um dos tipos de cultura e feita a prova de
aglutinacdo individual de col6nias.

Fizemos trés repeticbes de cada exame
a fim de estabelecer valores médios.

PARTE EXPERIMENTAL

Usando um inéculo de cada amostra das
salmonelas citadas, foram semeados trés
grupos de garrafas de Roux. Uma parte
de cada grupo foi incubada nas condicdes
habituais e a outra submetida a um are-
jamento continuo dentro da estufa. Todas
as culturas foram incubadas a 37°C du-
rante 24 horas. Contamos o nuUmero de
colénias S, SR e R dos iné6culos e das cul-
traturas com e sem arejamento, de cada
amostra, conforme técnicas ja citadas. Os
resultados figuram na Tabela 1.

Um exame dessa tabela, embora mos-
trasse diferencas, ndo nos permitiu uma
conclusdao sobre a importancia dessas di-
ferencas.

Ordenamos entdo os elementos obtidos
para uma analise estatistica. Aplicamos o
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método do Qui quadrado para os resulta-
dos em conjunto e para cada amostra em
separado.

A disposicdo dos dados figura na Tabe-
la 2. Registramos a seguir os resultados
dos calculos efetuados.

RESULTADOS

(0] primeiro resultado indicado para cada

uma das comparagbes a, b e c refere-se
a andalise do conjunto das trés amostras
de Salmonella dublin n.« 7375, 7657 e 8883.
Os trés resultados seguintes relacionam-se
a analise em separado de cada uma das
amostras, respectivamente pela ordem 7375,
7657 e 8883. Aos calculos efetuados foi apli-

cada a correcdo de Yates.

a) inoéculo e culturas sem arejamento

X2 - 194 (1 g.l.) P 0,15
nao significante
X2 = 314 (1 g.l.) P 0,07
ndo significante
xX2 - 05 (1 g.l.) P 0,45
ndo significante
X - 204 (1 g.l.) P 0,15

ndo significante

b) in6culo e culturas com arejamento

TABELA 1

Resultado da contagem de col6nias lisas (S),

X2 = 10,00 (1 g.l.) P « 001
altamente significante
semi-rugosas (S-R) e rugosas (R), apds se-

sas (R), apds semeadura em placas de Petrl, do in6culo e das suspensdes de culturas com

e sem arejamento, de trés amostras de Salmonella dublin n.os 7375, 7657 e 8883.

A conta-

gem foi feita ap06s a técnica da aglutinacdo pela triplaflavina.

. e -
Amostra Inéculo n.° de coldnia

Cultura sem areja-

Cultura com areja-

mento - n.» de col6nia mento - n.° de coldnia.
n.°
R S-R s I sRr S R S-R S
7375 22 7 71 7 58 20 4 76
7657 33 5 62 j 10 68 9 7 84
8883 8 7 85 14 76 4 5 91
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TABELA I

Disposicdo dos dados da Tabela I, para andalise estatistica pelo método do Qui quadrado,

procurando-se a signlficAncia das diferencas entre o numero de colbénias lisas e o de colb-

nias “ndo lisas" (soma das colénias rugosas e semi-rugosas). Diferencas obtidas na con-

tagem, feita apés semeadura em placa de Petri e uso da técnica da aglutinagdo pela tri-

paflavina, entre: a) o inbéeulo e culturas nédo arejadas; b) o inéculo e culturas com are-
jamento; c¢) culturas ndo arejadas e culturas com arejamento.

Totais
Ti d Amos- Cultura Cultura
c;sl%iiase tra Indeulo sem are-  com are- In6culo + Inéculo + CuIFura Sim
iamento - arejamento
no ! jamento ¢ itura sem  cultura com  + cultura
arejamento  arejamento com are-
jamento
73715 71 58 o)
n° de colo-  ,55; g 218 68 202 84 251 420 469 453
nia lisas
8883 85 76 91
n.o de colé- 7375 29 Yiv) 24
nias nao lisas
(soma das co- 7657 a3 gy 3 93 16 49 180 131 147
Idnias rugo-
sas e semi-
rugosas) 8883 15 24 9
Totais 300 300 300 600 600 600
X2 = 041 (1 g.l.) P ~ 050 a) inéculo e culturas sem arejamento
ndo significante — as diferencas encontradas ndo foram sig-
x2 = 11,19 (1 g.l.) P < 0,001 nificantes para o conjunto das amostras
altamente significante de Salmonella usadas nem para a compa-
2 = 118 (1 g.l.) P ~ 025 racdo de cada amostra em separado;

ndo significante
c) culturas sem arejamento
com arejamento

e culturas

b) inb6culo e culturas com arejamento
— as diferencas foram altamente signifi-
cantes para o conjunto das amostras usa-
das, altamente significante para uma das

X2 - 2075 (1 g.l.) P < 0,001

altamente significante amostras em separado e ndo significante
x2 = 653 (1 g.l.) P ~ o001 para as outras duas. Os resultados favora-
altamente’ significante ' veis foram para as culturas com areja-

to:

x2 = 617 (1 g.l.) P < 002 mento; _

significante c) culturas sem arejamento e culturas
2 = 711 @ g.l.) P < 001 com arejamento — diferencas altamente

altamente significante

Os
as seguintes diferencas nos grupos compa-
rados:

resultados dessas analises mostram

significantes para o conjunto das sal-
monelas usadas e para duas das amostras
examinadas em separado, para a terceira
amostra o resultado foi significante. Todos
esses resultados foram favoraveis as cul-
turas arejadas.

8r'
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DISCUSSAO

Os resultaaos mostram que o método
ndo permitiu obter culturas completamen-
te isentas de formas rugosas. O que, alias,
vem concordar com o trabalho de PANDIT
& WILSON** (1932) que afirmaram nun-
ca ter conseguido obter culturas que con-
tivessem apenas formas lisas de bactérias,
embora empregassem como indculo coldnias
lisas, ao que parece, rigorosamente puras.

Todavia as culturas submetidas a um
arejamento de superficie mostram presen-
ca de colbnias lisas em numero percentual
signiflcantemente mais elevado do que o
obtido com culturas em idénticas condi-
¢Oes, partindo do mesmo in6culo, mas sem
arejamento. O arejamento permite, por-
tanto, melhorar a qualidade do antigeno.

Outro aspecto a ser considerado é o da
diferenca do namero de col6nias lisas entre
as dos ind6culos e as das respectivas cultu-
ras sem e com arejamento.

A semeadura final cultivada sem areja-
mento, conforme pudemos constatar, man-
teve as culturas em condi¢des praticamente
semelhantes as do in6culo embora, para al-
gumas amostras haja diminui¢cdo do nume-
ro de colénias lisas em relagcdo as obtidas
do in6culo respectivo, todavia as diferen-
cas verificadas nado foram significativas.

A cultura final com arejamento de su-
perficie manteve para duas das amostras
usadas condi¢cdes semelhantes as do ino6-
culo, ou, em outros termos, as diferencas
encontradas no numero de coldnias lisas
nao foram siginificativas. Todavia, para o
conjunto das amostras e para a outra delas
as diferengas foram altamente significan-
tes.

Desses fatos pudemos deduzir:

a) para o conjunto das amostras usadas
a cultura final com arejamento melhora
as condi¢des encontradas no in6culo em re-
lagdo ao numero de coldnias lisas;

b) as diferencas de comportamento, con-
siderando-se as amostras bacterianas em
separado, mostram um fato ja conhecido
em bacteriologia e em imunologia — a ne-
cessidade e as vantagens de uma selecao
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na escolha de amostras para serem usadas
numa determinada finalidade.

Todavia, quaisquer que sejam 0s aspec-
tos discutidos, a técnica de arejamento pro-
duziu, tanto quanto nos indicam os resul-
tados, culturas finais melhores que as ha-
bitualmente obtidas.

(0] método pode, portanto, ser usado iso-
ladamente, para aperfeicoar o antigeno.

Pode também, e preferivelmente, ser as-
sociado a um dos métodos de comprovada
eficacia na obtencdo de bons inéculos, indi-
cados pelos autores j& citados.

CONCLUSOES

1. E possivel obter excelentes culturas,
para o preparo de antigenos bacterianos
com elevada percentagem de formas lisas
(S) de bactérias, pela técnica de cultivo,
em meio sé6lido, com arejamento de super-
ficie, mesmo partindo de um inéculo de in-
ferior percentual de formas lisas.

2. A técnica de cultivo, em meio sélido,
com arejamento de superficie, na semeadu-
ra final para obtencdo de antigenos, po-
derda ser usada isoladamente, permitindo
a obtencdo de antigenos de boa qualidade;
todavia, a qualidade do antigeno torna-se
ainda melhor se a técnica do arejamento
de superficie for usada em associagdo com
algum dos métodos ja citados em literatu-
ra, onde se procurou obter indculos com
elevada percentagem de formas lisas.

RFMVA-5
Cury, R. — Culture surface aeration tech-
nique for the production of bacterial
antigens. Rev. Fac. Med. vet. Zootec.

Univ. S. Paulo, 9:63-72, 1972.

Summary — A significant factor for
antigens efficiency is the presence, in ctil-
ture, of high S — bacteria percentages.

Even though using innoculum with re-
duced S — Dbacteria concentration, the
above conditions may be obtained through
aeration of cultures in soldi media.

The wuse of this antigens preparation
technique is recommended for the final
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cultivation stage. It may be used by itself,
however better results will be reached
through its association ewith one of the
methods described in literature, developed

to obtain S or SR bacteria — free (or
almost free) innoculum.
Uniterms: Aeration, surface *; Anti-

gens; bacterial *.
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