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ENSAIO SOBRE MANUTENCAO DE LACTOBACILOS
EM MEIO 3 DE ROGOSA, MITCHELL E WISEMAN.
(NOTA PREVIA).

Nos fins do século passado fo-
ram intensas as pesquisas tentando
encontrar um agente microbiano
causador da carie dentaria.

Dentre estas pesquisas, deve-se
salientar as de Willoughby D. Mil.
ler, (1) que, como conclusGes de
seus estudos, destacou um grupo
de microrganismos freqiientemente
encontrados em processos cariosos.

Déstes microrganismos, alguns
bacilos gram-positivos, foram pos-
teriormente identificados como sen-
do o que atualmente se conhece co-
mo Lactobacilos.

E’ importante o estudo de lLac-
tobacilos em Odontologia, porgue
sdio apontados como um dos possi-
veis agentes capazes de formar a:i-
dos, por fermentagdes de hidratos
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de carbono, iniciando o processc
carie,

O estudo de Lactobacilos, entre-
tanto, é algo complexo, devido as
dificuldades que se apresentain
quer para o isolamento como na
manutencdo de amostras, a qual ¢
feita, rotineiramente, pelo repique
diario em meio de leite.

Dentre os processos para isola-
mento em aerobiose déstes micror-
ganismos orais, destaca-se aquéle
idealizado por Rogosa, Mitchell ¢
Wisemann (2). -

Nas pesquisas, déstes autores, e
mais Disraely (3), sdbre diferen-
ciacdo de Lactobacilos da béca, en-
contramos um rheio, por éles de-
nominado meio 3.
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Nésse meio, e em variagdes do
mesmo, conseguiram observar as
fermentacGes de aclcares produzi-
das pelas amostras isoladas.

Devido as dificuldades citadas e
tomando conhecimento désse meio
3, imaginamos testar o tempo de
vida que mantinham Lactobacilos
nésse meio, na estufa a 37°C.

O meio 3 foi preparado e dis-
tribuido em tubos de hemdlise, 3ml.
cada um e esterilizado em autocla-
ve durante 20 minutos, a uma tem-
peratura de 120°C.

A técnica empregada foi a se-
guinte: recolhemos saliva apés o
café da manhj, cérca de 5 ml. em
um frasco esterilizado, ¢ homogeni-
zamos a mesma sacudindo-a na mao
durante dois minutos.

Diluimos depois, 1ml. da saliva
em 4ml de caldo dextrose, pH 5.0,
e semeamos 0,Iml. dessa dilui¢do
em uma placa de meio agar toma-
te pH 50 e em uma placa de
meio S.L.

Levadas as placas a estufa 37°C,
depois do 3.0 dia recolhemos uma
colénia do meio S. L., e depois do
4° dia recolhemos duas coldnias do
meio agar tomate.

As trés colonias pescadas foram
as seguintes:

1 — Do meio de Aagar-tomate —

circular, bordos nitidos, cres-
cendo em superficie e de 2
mm. mais ou menos de dia-
metro.

2 — Do meio de agar tomate —
semi-transparente, de bordos
irregulares, espraiada, cres-
cendo em superficie,

3 — Do meio S. L. — branca, em
forma de disco, brilhante,
crescendo em profundidade.

Essas trés colonias foram leva-
das diretamente para um tubo de
meio 3, cada uma.

Depois de 24 h. fizemos um es-
fregaco de cada um dos tubos e
coramos pelo Gram, mostrando-nos
a presenca de bacilos Gram posi-
tivos, nao esporulados que confor-
me Jay (4) consideramos lactoba-
cilos; repicamos uma alga de pla-
tina para novo tubo de meio 3.

Depois de 48 h. fizemos outros
esfregacos dos trés tubos semea-
dos no dia anterior, para confir-
marmos a pureza do cultivo. Novo
repique a partir dos primeiros tu-
bos (24h.).

Assim fizemos, diariamente, pe-
lo periodo de 22 dias, quando en-
tdo ndo nos foi mais possivel re-
picar, uma vez que nio havia mais
meio 3 nos primeiros tubos (24h.)
devido a evaporacdo sofrida pelos

branca, convexa, brilhante, mesmos dentro da estufa a 37° C.
Férmulas:
Meio 3
Trypticase (BBL) ...ttt 10 g
Yeast Extract (Difco) .............c.ciiiiiiiiiiiinn, 5g
KHPO, . «ooonii e 6¢g
Citrato de amdneo (NH,) HC, HO ..................... 2g

R. Fac. Odont. P. A.

2 (1/2): 121-124, jan./dez. 1960



(+) Solugiio de Sais .....cvviieriiiiiiiriniiiiieaes
Sorbitan Monooleate (Tween 80) ......................
Acetato de Sédio (NaC,H0, 3H0) .....................
Vermelho de alizarine S. .........ciiiiiiiiininnennen.
H.,O destilada ........ e et q.s.p.

(+) Solucio de sais:

Mg SO, 7 HO .....cooiiviiiiiiii
Mn SO, 2 HO .......ooiiiiiiiiiiiii i
ou Mn SO, 4 H,O ...
Fe 80, 7 HO ....oooniiiiiiiiiiiiiiiii
H, O destilada ...........c.ooiiiiiiii, q.s.p.

Caldo de Carme ........oviirninnrnenrneeenenrnannnnenn
Bacto Peptona ...t e
Na Gl ottt i it e sttt iaesttneeneennennn
DX FOSE . i iitiiit it e i e et i,

pH 5.0 com acido cloridrico
Agar Tomate

Suco de tomate .........ciiiiiiiiii ittt
Leite peptonizado ..............iiiiiiiitiiiiiieiiiaan
Bacto Peptona .........oiiiiiiiiiiiiiiii it et
Acido latico mormal ........ ... .. . .. i i i
Na OH até pH 5.0

H,0 destilada ...............oooi
A gar . e e e

Meio S.L.

O mesmo meio 3, mais: .

[0 7070 - - AP
e aumentando a quantidade de

Acetato de SOdiO ...vnvriiiii i i e, A

AT . o e

Nossas observacdes foram as se- tivos das colonias estudadas nem

115 g
24 g
2,86 g
0,68 g

100 ml.

guintes: sempre apresentaram um cresci-
Em repiques de 24 horas os cul- mento visivel a olho nu, sendo ne-
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cessario, as vézes, comprovacgio
microscopica do crescimento.

O aspecto do crescimento, quan-
do visivel a olho nu, foi o de sim-
ples turvacio ou algumas vézes
floculagdo.

Resumo — Estudamos a capaci-
dade de manter vivos Lactobacilos
no meio 3, coldonias déstes micror-
ganismos isolados em meios de
Agar-Tomate e S. L. .

Observagdes feitas durante 22
dias, mostram ser bastante promis-
sor o emprégo déste meio para
manutencio de Lactobacilos vivos,
durante o periodo de 20 dias, na
estufa a 37° C.
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