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EVIDENCIACAO RAPIDA DA GELATINASE BACTERIANA

Luis G. COTILLO Z. (%)
Schastido Timo LARIA (2)

RESUMO

Com bactérias consideradas gelatinoliticas rapidas ¢ lentas e nio
gelatinoliticas, foram realizadas provas de liquefacao rapida da gelatina em
alguns filmes fotogrificos revelados e nao revelados. FEmpregaram-se os
filmes Gevaert Gevapan 30, Ngfa Isochron-Pan 2-8, Microfilme Gevaert,
Microfilme Kodak T'RI-X  Pan radiograficas 30 x 40 Kodak e
Dental Kodak. As provas foram realizadas usando-se culturas em caldo
Martin e agua peptonada, inoculadas da maneira usual, ¢ em agua pepto-
nada inoculada macicamente, de modo a suspensio  bacteriana
densa desde o inicio. A\ incubacdio foi sempre feita em estufa a 370C até
96 horas. O microfilme Kodak TRI-X Pan revelado foi o que permitiu
a obtencio de resultados cspecificos sempre que usado com culturas em
agua peptonada, parecendo poder-se obter resultados mais rapidos quando

¢ Chapas

obter-se

s¢ emprega inoculagiio maciga.

INTRODUCAO

Intmeros processos tém sido descri-
tos para se pesquisar a atividade gelati-
nolitica das bactérias. Assim temos para
a pesquisa daquela atividade desde as
técnicas classicas®, até aquelas preconiza-
das por Barer'. Kohn® e lLautrop*.

Mais recentemente, Le Minor & Pic-
chaud* apresentaram método. mais sim-
ples ¢ mais rapido, para a pesquisa de
gelatinase usando microfilme Kodak re-
velado e suspensdo espéssa de bactérias
em agua peptonada, com incubagio em
banho-maria a 37°C com agitagio cons-
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tante.  Os autores poré¢m nio referem o
comportamento de outros tipos de filmes,
revelados e ndo revelados. bem como do
microfilme Kodak ndo revelado, com re-
lacdo a esta prova.

Assim resolvemos retomar o assun-
to, com o objetivo principal de verificar
quais os resultados que poderiam ser ob-
tidos com outros tipos de filmes, revela-
dos ¢ ndo revelados, frente a bactérias
reconhecidamente gelatinoliticas, rapidas
e lentas ¢ nao gelatinoliticas. Os outros
objetivos déste estudo seriam observar o
efeito sobre o tempo requerido para a ati-
vidade gelatinolitica da incubagdo em
estufa, ao invés de em banho-maria com
agitacdo, e da realizagio da prova com
culturas em caldo Martin ¢ agua pepto-
nada, inoculados da maneira usual. e em
adgua peptonada inoculada macicamente.

MATERIAL E METODOS

Bactérias usadas — As cépas de bac-
térias utilizadas néste estudo provém da
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colecdo de cultura do Departamento de
Microbiologia da Faculdade de Higiene ¢
Saude PPtblica. Foram selecionadas por
sua atividade gelatinolitica reconhecida-
mente rapida ou lenta ou ainda pela sua
incapacidade de liquefazer a gelatina®.
Como representantes do primeiro grupo
tomamos Serratia marcescens, Pseudomo-
nas aeruginosa, Proteus vulgaris e Sta-
phylococcus aureus (4 cépas); do segun-
do grupo empregaram-se Arizona e Pro-
teus mirabilis; para compor o terceiro
grupo foram escolhidas Proteus morganii,
Salmonella typhi “0” 901 e “H” 901, Sal-
monella  paratyphi, Salmonella schott-
miilleri, Shigella flexneri 3, Shigella flex-
neri 5, Shigella sonnei, Citrobacter {Bal-
lerup), Escherichia coli (2 cépas), Aero-
bacter cerogenes (2 cépas), Streptococcus
pyogenes, Streptococcus sp. alfa hemoli-
tico «(2 cépas) e Streptococcus faecalis.
Meios de cultura Usaram-se nas
provas agar simples inclinado, caldo Mar-
tin e dgua peptonada; para os dois ulti-
mos o volume utilizado foi de aproxima-
damente 2 ml em tubos 12 x 120 mm.

Filmes fotograficos — Os filmes uti-
lizados, Agfa Tsochron PPan 2-8, Gevaert
Gevapan 30, Microfitmes Gevaert ¢ Ko-
dak TRI-X Pan e chapas radiograficas
30 x 40 Kodak e dental Kodak, foram obh-
tidos no comércio. Cada filme foi divi-
dido em duas partes, uma das quais foi
revelada. A revelagio foi feita sempre
pelo mesmo processo. TPosteriormente,
todos os filmes, revelados ¢ ndo revela-
dos, foram cortados em tiras, com apro-
ximadamente 5 mm de largura. que fo-
ram esterilizadas por flambagem, atra-
vés de uma passagem rapida na chama
antes de serem introduzidas nos tubos
com meios noculados.

Técnica da prova Cada tipo de
filme, revelado e nio revelado, foi expe-
rimentado com cada uma das cépas das
bactérias escothidas, em cultura em caldo-
Martin ¢ em agua peptonada, inoculados
da maneira usual e em agua peptonada
semeada macicamente, de modo a ob-
ter-se, ja de inicio, suspensio densa. Tis-
tas inoculagbes, foram sempre feitas a
partir de cultura de 24 horas em agar
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simples inclinado.  m cada tubo de pro-
va, imediatamente apds a sua semeadu-
ra, mergulhou-se uma tira de filme de
modo a ficar a metade fora do meio de
cultura, servindo esta metade como con-
trole. A incubacdo for realizada em es-
tufa a 37°C, ligeira modificacdo da técni-
ca seguida por L.e Minor e Piechaud® que
empregaram a incubag¢do em banho-ma-
ria a 37°C, agitagio.

As leituras foram realizadas apds 10
e 30 minutos e apds 1, 2, 18, 24, 48, 72 ¢
96 horas de incubacdo. A prova era con-
siderada positiva ao primeiro sinal de
descolamento da camada de gelatina do
filme. Nos filmes revelados, nos casos
positivos o meio tornava-se de c¢or cin-
zenta pelo desprendimento de sais de
prata. A prolongacdo da incubaclo.
ainda néstes casos, tornava a parte mer-
gulhada do  filme transparente. con-
trastando com a parte ndo mergu-
lThada que permanecia opaca ¢ de cor
negra, funcionando assim muito  hem
como controle. Nos filmes ndo revelados
a anica diferenca cstava na ¢or da parte
ndo mergulhada que conservou a sua ¢or
original cinzenta.

sob

RESULTADOS

Nas Tabelas T, IT ¢ 111 estdo rela-
cionados os resultados das provas de li-
quefacdo rapida da gelatina em filmes.
revelados ¢ ndo revelados. realizadas com
culturas em caldo Martin ¢ dgua pepto-
nada inoculadas da maneira usual e em
agua peptonada inoculada macicamente.
fiste altimo tipo de cultura sera referido
sempre como suspensio bacteriana densa.

Com relacdo aos filmes utilizados, as
tabelas mostram que as chapas radiogra-
ficas 30 x 40 Kodak e dental Kodak, re-
veladas e nao reveladas, forneceram re-
sultados negativos em quase todas as
provas. O filme Agfa Isochron Pan 2-8,
nio revelado, apresentou em todos os
casos desprendimento de uma substincia
corante que dificultou as leituras das
provas. Com éste mesmo filme revelado
e nao revelado, obtiveram-se resultados
falsos positivos, nos trés tipos de cultura.
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com E. coli, A. aerogenes, Citrobacter
(Ballerupy e Proteus morganii,  Os mi-
crofilmes Gevaert e 'TR1-X Pan Kodak
nio revelados apresentaram falsos positi-
vos Unicamente com o P. morganii, O
microfilme Gevaert revelado mostrou um
resultado falso positivo com P. morganii
em cultura em caldo Martin,

Nas mesmas Tabelas T, 11 e T11 po-
de-se constatar que as culturas em agua
peptonada revelaram resultados mais ra-
pidos do que as culturas em caldo Mar-
tin, Por outro lado, pareceria que com
culturas em agua peptonada inoculada
macicamente o resultado da gelatindlise
seria conseguido mais rapidamente que
com as culturas em dgua peptonada ino-
culada da maneira usual.

Na Tabela 1V, estdo relacionados os
resultados das provas realizadas com as
suspensoes bacterianas densas —- tipo de
cultura que se provou mais eficiente —
dos germes gelatinoliticos rapidos e len-
tos, frente aos filmes que deram resulta-
dos mais satisfatorios, Gevaert Gevapan
30 e microfilmes Gevaert e Kodak TRI-X
Pan, revelados e ndo revelados.

DISCUSSAO

Nos quadros apresentados observa-se
uma variacao acentuada da sensibilidade
dos diversos filmes usados na prova da
liquefacdo da gelatina. Isto faz com que
nem todos os filmes possam ser empre-
gados na execucdo desta prova, dado que
resultados falsos positivos e falsos nega-
tivos podem ser obtidos.

Por outro lado, procedendo-se a in-
cubacdo até 96 horas em estufa a 37°C,
as respostas a prova foram obtidas em
tempos que variaram com o meto de cul-
tura empregado. com o indculo e ainda
com a condicdo do filme, ou secja, reve-
lado ou nao revelado.

Na Tabela TV, podem ser verificadas
mais facilmente a variacdo do tempo de
resposta para aquelas bactérias conside-
radas gelatinoliticas rapidas (P. vulgaris,
S. marcescens, St. aureus, Ps. aeruginosa)
e lentas (P. mirabilis ¢ Arizona) e ainda os

resultados falsos negativos com os trés
tipos de filmes mais satisfatorios.

l.e Minor e DPiechaud® empregando
bactérias gelatinoliticas rapidas e lentas
verificaram resultados positivos em tem-
pus que em alguns casos diferem daque-
les por nos obtidos, Com relacdo a Ser-
ratia marcescens, obtivemos resposta da
prova em 1 hora, enquanto aquéles auto-
res tiveram resultado em 2 a 3 horas. Para
Ps. aeruginosa e St. aureus, os tempos
por nos obtidos foram muito maiores do
que os encontrados pelos autores referi-
dos. Estas diferengas poderiam ser atri-
buiveis a variacao de cépas. Ainda que
os resultados mais lentos por nos obtidos
fossem devidos ao método de incubagido
utilizado, estufa em vez de banho-maria
com agitagdo, ainda assim o método
ter-se-ia demonstrado eficiente ¢ suficien-
temente rapido.

Na avaliacdo total dos resultados,
podemos apreciar que o unico filme que
sempre apresentou resultados especificos
foi o microfilme Kodak TRI-X Pan, re-
velado. As chapas radiograficas 30 x 40
e a dental — ambas Kodak — ¢ o micro-
filme Kodak TRI-X Pan nio revelado
mostraram resultados falsos negativos.
Os demais filmes, revelados e nio reve-
lados, quando testados frente as cépas
usadas néste estudo, deram alguns resul-
tados positivos falsos.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente
estudo nos permitem apresentar as se-
guintes conclusoes:

1. Dos filmes empregados. o mi-
crofilme Kodak TRI-X Pan revelado foi
o dnico que forneceu resultados especifi-
cos na prova de liquefagio rapida da ge-
latina, sempre que usado com culturas
em agua peptonada. Com éste mesmo
filme nio revelado, obtiveram-se resulta-
dos falsos negativos.

2. Os demais filmes usados, Agfa
Isochron Pan 2-8, Gevaert 30, Microfilme
Gevaert e Chapas Radiograficas 30 x 40
Kodak e Dental Kodak, quer revelados,
quer nio revelados, tendo apresentado re-
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cos, revelados e nio
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revelados, na evidenciacio. .

sultados falsos positivos e falsos negati-
vos, com qualquer tipo de cultura, ndo
devem ser empregados nesta prova.

3. As culturas em agua peptonada
revelaram resultados mais rapidos do que
as culturas em caldo Martin. Dareceria,
por outro lado, que se empregando cul-
turas em agua peptonada inoculada maci-
camente os resultados positivos seriam
obtidos mais rapidamente que com cul-
turas em agua peptonada inoculada ma-
neira usual.

4. A incubagiio em estufa a 37°C ¢
eficiente quando os resultados sdo obser-
vados até 96 horas.

SUMMARY

The present paper refers to bacterial gela-
tinase tests. Rapid and slow liquefying bacte-
ria were used as well as non-liquefving species.
Tests were run on photographic films, develo-
ped and undeveloped. Brands used were Agfa
Isochron Pan Gevaert Gevapan 30, Gevaert and
TRI-X Pan Kodak microfilms, 30 x 40 cm
Kodak Medical X-ray and Kodak Dental X-rav
films. Culture media used were peptone water
and Martin’s infusion broth. Inoculation me-
thods were both conventional and massive, whe-
re peptone water were concerned and only
conventional regarding Martin's infusion broth.
Incubation was carried out at 370C for 96 hours.

Specific results were obtained with developed
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Kodak TRI-X Pan

water cultures were used.

microfilm when peptone
It would seem that
the use of massively inoculated cultures in pepto-

ne water might provide faster results.
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