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ENSAIO SOBR,E MANUTENçÃO DE TACTOBACILOS
EM MEIO 3 DE ROGOSA, MITCHELL E WIS.EMAN.

(NOTA PRTIVIA).

Nos fins do sécuÌo passado fo-
ram intensas as pesquisas tentando
encontrar um agente microbiano
causador da cárie dentária.

Dentre estas pesquisas, deve-se
salientar as de Willoughby D. Mil
Ìer, (1) g[€, como conclusões de
seus estudos, destacou um grupú
de microrganismos freqüentemente
encontrados em processos cariosos.

Dêstes microrganismos, algrnrs
bacilos gram-positivos, foram pos-
teriormente identificados como seÍr-
do o que atualmente se conhecc eo-
mo Lactobacilos.

E' importante o estudo de Lac-
tobacilos em Odontologia, poriltre
são apontados como um dos possí-
veis agentes capazes de formar á:i-
dos, por fermentações de hidratr-ls
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de carbono, iniciando o processo
cárie.

O estudo de Lactobacilos, entle-
tanto, ê algo complexo, devido às
dificuldades que se apresentarn
quer para o isolamento como na
manutenção de amostras, a qual é

feita, rotineiramente, pelo repique
diário em meio de leite.

Dentre os processos pâra isola-
mento em aerobiose dêstes micror-
ganismos orais, destaca-se aquêle
idealizado por Rogosa, Mitchell c
Wisemann (2). '

Nas pesquisasj dêstes autores, e
mais Disraely (3), sôbre diferen-
ciação de Lactobacilos da bôca, en-
contramos um rheio, por êIes de-
nominado meio 3.
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Nêsse meio, e em variações do
mesmo, conseguiram observar as
Íermentações de açúeares produzi-
das peÌas amostras isoladas.

Devido às dificuldades citadas e

tomando conhecimento dêsse meio
3, imaginamos testar o tempo de
vida que mantinham Lactobacilos
nêsse meio, na estufa à 37eC.

O meio 3 foi preparado e dis-
tribuido em tubos de hpmólise, 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 após o
café da manhã, cêrca de 5 ml. em
um frasco esterilizado, e homogeni-
zamos a mesma sacudindo-a na mão
durante dois minutos.

Diluimos depois, lml. da saliva
em 4ml de caldo dextrose, pH 5.0,
e semeamos 0,1mI. dessa diluição
em uma placa de meio ágar toma-
te pH 5.0 e €m uma placa de
meio S.L.

Levadas as placas à estufa 37eC,
depois do 3.o dia recolhemos uma
colônia do meio S. L., e depois do
4o dia recolhemos duas eolônias do
meio ágar tomate.

As três colônias pescadas foram
as seguintes:

1 - Do meio de ágar-tomate
branca, convexa, brilhante,

Fórmulas:

circular, bordos nítidos, cres-
cendo em superfície e de 2
mm. mais ou menos de diâ-
metro.

2 - Do rneio de ágar tomate -semi-transparente, de bordos
irregulares, espraiada, cres-
cendo em superfície,

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

Essas três colônias foram leva-
das diretamente para um túo de
meio 3, cada uma.

Depois de 24 h. fizemos um es-
fregaço de cada um dos tubos e

coramos pelo Gram, mostrando-nos
a pr€sença de baciÌos Gram posi-
tivos, não esporulados que confor-
me Jay (4) consideramos lactoba-
cilos; repicamos uma alça de pla-
tina para novo tubo de meio 3.

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

Assim fizemos, diàriamente, pe-
lo período de 22 dias, quando en-
tão não nos foi mais possivel re-
picar, uma vez que não havia mais
meio 3 nos primeiros tubos (24h.)
devido à evaporação sofrida pelos
mesmos dentro da estufa à 37c C.

log
5e
6g
2e

Meio 3.

Trypticase (BBL)
Yeast Extrrct (Difco)
KH2PO{
Citrato de amôneo (NH4)2HCu Hr0,
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Sorbitan Monooleate (Tween 80)
Acetato de Sódio (NaCrHr0, 3Hz0)
Vermelho de alizarine S.
HrO destilada q.s.p.

pH 5.4

(+) Solução de sais:
IvIg SOn 7 HrO
Mn SO. 2 HrO
ou Mn SO4 4 H2O
Fe SOo 7 HzO
HrO destilada q.s.p.

Suco de tomate
Leite peptonizado
Bacto Peptona
Ácido lático normal
Na OH até pH 5.0
HrO destilada
Ágar

Caldo Dextrose

Caldo de carne 1000 ml.
Bacto Peptona 10 g
NaCl 5g
Dextrose 10 g

pH 5.0 com ácido clorídrico
Ágar Tomate

5mI
1s

15e
0,04 g
100 ml.

11,5 g
2,4 g

2,86 g
0,68 g
100 ÍÂ1.

2000 ml
5oe

5og
20 ml

Meio S. L.

O mesmo meio 3, mais:
Glicose 2as

e aumentando a quantidade defi:r':::::::: ::

Nossas observações foram as se- tivos das colônias estudadas nem
guintes: sempre apresentaram um cresci-

Em repiques de 24 horas os cul- mento visível a olho nu, sendo ne-

3000 ml
2-3 %

2og
15e
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cessário, às vêzes, comprovação
microscópica do crescimento.

O aspecto do crescimento, quan-
do visível a olho nu, foi o de sim-
ples turvação ou algumas vêzes
floculação.

Resumo - Estudamos a capaci-
dade de manter vivos Lactobacilos
no meio 3, colônias dêstes micror-
ganismos isolados em meios de
Ágar-Tomate e S. L.

Observações feitas durante 22

dias, mostram ser bastante promis-
sor o emprêgo dêste meio para
manutenção de Lactobacilos vivos,
durante o período de 20 dias, na
estufa à 370 C.
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