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MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO DE BACTÉRIAS DO 
GÊNERO SALMONELLA 

DR. LUOAS DE ASSUMPÇAO 
Do Instituto de Higiene de São P a ulo 

I -- Considerações em torno das definições do gênero Sal­
monella. 

Em 1900 LIGNTE.EES criou o termo Salmonella em home­
nag-em a S.\Li\lON. tomando como tipo o bacilo da peste 
porcina (Hog·colcra), estudado em 1885, nos Estados Unidos, 
!'or S.\L.\[ON e SMITH. 

Atualmente agrupam-se no gênero Salmonella bactérias que 
:<to. umas somente patc,gênicas para o homem. outras só para 
os animai s. e a inda muitas CJUC s~o patogênicas para O!-' animais 
e tambem para o hómem. 

Por muito tempo as bactérias pertencentes a esse gênero 
foram class ificadas pelas suas propriedades bioquímicas, princi­
palmente pela fermentação dos hidratos de carbono, mas como 
lla sua maioria as salmonelas apresentam reações bioquímicas 
quase iguais. o estudo o.obre salmonelas e salmoneloses tem sido 
111 ui to prejudicado. 

A própria definiçüo do gênero vem sofrendo modificações 
de ano para ano. 

BUCH.\NAN (1918) agrupaYa no gênero Salmonella. as 
bactérias com ' ' a prorriedade de fermentar a glicose com pro­
qução de úcido c gás, porem não a lactose". Como se vê, trata­
"e de uma definição extraordinariamente incompleta, existindo 
muitas bactérias intestinais que se poderiam enquadrar nesse 
~ ênero, o que de form;::. alguma seria possível. 

CASTELLANI e CHALMERS, em 1919, m elhoraram a 
•:aracterização do gênero, dando-lhe as seguintes propriedades: 
"fermentar completamente a glicose, porem, não a lactose, e par· 
•:ia! e totalmente a manita. alem de outros hidratos de carbono, 
<: não coagular o leite". 
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Em l<J30, no Congresso da Associação internacional de Mi­
crobiologia, reunido em Paris - e ao qual tivemos ocasião de 
assistir - a sua Secção de Taxonomia resolveu criar uma 
Comissão encarregada do estudo do gênero Salmonella, sendo 
·lesignado para seu presidente H. H. SCHÜTZE (Lister Insti­
<ttte, Londres) e para membros dessa Comissão: lC'I.UFFMAN~ 
(Copenhague), .P. BRUCE vVHITE (Londres), W. 11. SCUTT 
'Londres), LIGNIERES (Buenos Aires) e JORDAN (Estados 
Lnidos), servindo come Secretário R. ST. JOHi\-BROUKS, de 
Londres. Em 1934 foram publicadas as conclusões, indicando 
t'las que as sa!monelas constituem um grande grupo de bacilos 
Gràm negatiYos "não csporulados e relacionados sorologicamen­
Je'', com mais us caracteres seguintes: "não fermentam a lactose 
<1em a sacarose, não coagulam o leite, não liquefazem a gelatina 
nem produzem indo!, c fermentam a glicose geralmente com ou 
;sem produção de gases Todas as espécies conhecidas são pa­
togênicas para o homem, para os animais, ou para ambos". 

Para a identificação dos diversos antígenos cncontradus nas 
,aJmonelas, já existiam esquemas orgamzados por lU~ UCE 
WHITE na Inglaterr<\ e por KAUFFlVL\Nl'\, ma,; apresenta­
vam símbolos diferentes, de maneira que esses esquemas s6 po­
cieriam ser consultados por meio de uma chave que desse a equi­
' :tlência das suas letras e algarismos. A Comissão apresentou 
nm esquema da composição antigênica das salmonelas, com a 
de1wminaçãu de esquema de KAUFF~L\1\""N-\\'HITE (1934), 
'1o qual foi ·adotada a terminologia de KAUFF~lA.\'1\. Este 
t-squema foi em seguida universalmente aceito para a classifica­
ção das salmonelas em tipos, de acordo com a sua constituição 
i1ntigênica e não pelas propriedades bioquímicas. aceitando a de­
finição do gênero dada por \'VHITE. em 1929, que compreende­
··ia: "um grande grupo de bacilos Gram negati\·os nfto esportJ­
·a(los e relacionados sorolog1camente, que não fermentam a 
.actose nem a sacarose, não coagulam o leite. não liquefazem a 
gelatina nem produzem indo!, mas atacam a glicose geralmente 
rnm produção de gases, e outras vezes não. Todas as espécies 
conhecidas são patogênicas para o homem, para os animai". c às 
""zcs para ambos". 

BERGEY. no seu "Manual of cleterminative Bacteriology", 
~: té à quarta edição. publicada em 1934, definio o gênero Salmo­
nella baseando-se somente nas propriedades bioquímicas das 
l"tctérias que o compunham: "São moveis ou não. Encontram­
.~t~ no canal intestinal em vários tipos de processos inflamatórios 
élgttdos. Atacam numerosos hidratos de carbono, com produção 
de ácido, ou ácido e gás, porem, não a lactose, sacarose e salici-
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na. ~ão produzem, em geral, acetil-metil-carbinol''. De acordo 
com a sua definição, BERGEY incluio no gênero Salnionella 
espécies que á nãjo são classificadas como salmonelas. tais como 
- S. morgani. S. watareka, S. vekanda etc .. 

:\a quinta edição, publicada em 1939, BERGE Y adota, no 
~en Manual, o critério da Comissão elas salmonelas e apresenta 
" seguinte definição bioquímica elas bactérias desse gênero: 
··L: sualmente moYeis, porem, podendo ocorrer formas i moveis . 
. \tacam numerosos hidratos de carbono com a formação de ácido, 
c· usualmente gás. Não fermentam lactose, sacarose e salicina. 
2\ào formam indol e não liquefazem a gelatina". 

BERGEY, nesta edição, após definir o gênero, faz ver que 
;: fermentação da lactose e sacarose, assim como a formação de 
indo! e a liquefação ela gelatina podem ser constatadas em es­
pécie,; sorologicamente pertencentes ao gênero Salmoneila, e que, 
j'Or serem exceçõe,; muito raras, não invalidam a sua definição 
bioquímica do gênero. Resolveu, contudo, eliminar elo gênero 
a S. typhi e S. sendai, mantendo-as no gênero Eberthella, ao 
'.]na! ,;e reunem bactérias moveis que não produzem gás nos hi­
drato,; de carbono, o que BERGEY julga de grande valor prá­
êico na identificação. Pelas mesmas razões exclue S. gallinarum, 
qnc por ,;er imo\·cl e não produzir gás é classificada no gênero 
Shigella. 

J)c iato. KJ\l::;TENSE~ c K;\UFFJ\TANN (1935) obti,·eram 
i·ariante>' de S. eastbourne que produzem indo!; existem varian­
'es de S. anatum qne fermentam a lactosc, embora t:trcliamente; 
l ainda salmonelas que liqnefazcm ~ gelatina: S. dar-es-salaam, 
S. ~chleissheim e S. abortus ovis. 

Em setem hro de 1 g:N. reuniu-se em N oya Y ork o Terceiro 
( 'ungH'>'>'o Internacional de Microbiologia - ao qual tambem 
(';;tiYcmos presente.-; - tendo sido organizada a Salmonella Sub­
committee, com os sl'guintes elementos: H. SCH'l'LZE, P. 
11RUCE \VHlTE. F. KAUFFJ\L\NN, V. M. SCOTT, R. St. 
_TOH?\-RROOK (Secretário). todo:; membros da Comissão an­
terior: e mais E. HORMAECHE (Montevideo), P. R ED­
\Y.\RDS (Lexington, Estados Unidos) e M. TESDAL (Oslo), 
que organizaram um novo esquema. conhecido por Esquema de 
Kauffmann-White de 1939. 

Este esquema é uma simplificação do esquema publicado 
em 1934 pela Salmonella Subcomittee. Ele apresenta as seguin­
te>' modificações: 

T) Foram suprimidos os seguintes tipos de salmonelas ou 
Yariantes: S. typhi-murium var. binns, variante não 
e:;pecífica de S. typhi-murium; S. cholerae suis var. 
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knnzendorf, vari a nte não específica de S. cholerae-suis;; 
S. typhi su i var. voldagsen, var ian te não -específica de S . 
typhi suis ; S . thompson var. berlin, ,·ariante nüo e~ ­
pecí fica de S . thompson; S . newport \ar . puertorico, 
,·ar iante não específica de S. newport ; S. enteritidis 
,·ar. danysz, Yariante cu ltu ral de S. enteritidis e S . 
pullor um po '· se r uma n triante cultural de -S . galli­
narum. 

ll ) .De outro lado. a lgu mas sa lm onela ,.; a nt e,; ind icada,; 
como ,·ar ia n t <·s fo, ·am incluídas como tipo,;: S. kottbus. 
S. dublin , S . r ostock. S. moscow e S. muenster. 

111 ) Fator•.• ,; de pouca im portância nu diagn(,,;tiro diicrl'll ­
cial foram abandonado,., . não fazend o parte do e~que ­
ma. como o~ fatores .. 3" e ·'-t'' das ia . .;e,.; não cspc­
cí ficas. 

l V) .\ s fa ses dos antígeno . .; '·H" do novo l ~sq tH:' Jll a .- \nti­
gên ico sito designadas por iase 1 c fa,.;c 2. 

Y) St'• ,.;i"io conside rada,; a,; fase,; q ue uco rH·n1 nu :; Jn cit•~ 
usua i;;; ao passo que a,; obtidas em culturas com :->o ro ,; 
imunes, ;;iio con s id erada~ como ia,.;<',-; a r ti iicia i,-;. 1Ü 1, 

lh e,.; podendo se r at ribuída importü ncia . ~cn do o mi ti ­
das. como. por exempl o. ··c". "g". ··r de S . typhi L' 
.. zS" de S. schleissheim. 

\ - 1) O E,;qucma ·.-\ntigênico é apenas u n1 quadrP para dc­
term in ação diagnú,-;t ira e não par a c ]a ,-;,-; i i icaL:iio de 
tod(),.; os an tígen()s t· x islt'n t es. 

F~ ta Suhcmni,; ,;iio a inda propôs se lll< Hliii ca ,;,.;c a deiinitJto 
genér ica bioquímica das ,.;a lm one ias . Yi,;to qt tc . de acordo com 
~~ s m ai,; recente ~ i1we,;tiga<;Õt',; , entre elas pod em ,;cr enc"ntra ­
dos Lipos o u ,·arian tes p rodu zindo indo!. ie rm entand o a ladosc 
e liquehzendo a g elati na . .\ def i n iç~w ge nérica ck 131{ L"!_' i·: 
\\"HTTE ( 1 0~4 ~ . ace ita pe la " ~alm onclla S uh comitt cL' .. da que la 
época: - "deixando de lc rmcntar ladu,.;e e ,.;acaruse. (\<: coagular 
o le ite . de li q ue !azer a g-e la t·in a o u prodm:i r indo!: atac1 m n·gu­
larmente g licos '' e tc .'' . propõe a SnliL·omissi"to de 1 9~9 se nwclifi ­
quc para: - "n::o ferme:1.tam a sa ca ro,;e. não coag-ulam ,, lei te e 
raramente fer m entam a l?.ctose: liqu efazem a gelatina tJ \1 produ­
zem -indo] , atacando regu larmente a g licose e tc.". fira ndtl dt· ,.; te 
m od u def inido 0 gênero Salmonella. 

Mas ainda é prec iso levar em rons id eraçiio o fato ,.;egui nte: 
há bactérias q ue se aS'i (:' lll el ham ;\,.; sa lm onela,;. pela ,.,ua con~­

titnição antigênica, apresentando antí genos somútico ,; e c ili:tre,;. 
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como. por exemplo , certas raças dos gêneros Escherichia, Eber­
thella , Shigella, e mesmo Pasteurella, que apresentam· relações 
sorológicas com as sa lmonelas, em razão de possuírem alguns 
tie seus antígenos. Isso mesmo foi demonstrado por Schut;.~c , 

que re1·elon a existência de antígenos som áticos das sa lm onela::; 
do grupo B na P. pseudotuberculosis. 

D e acordo com·a :Jpinião mais recente de KAUF.Fl\lf AN .i\1', 
! l ) a modificação adotada pela Subcomissão (1 939) ainda não 
qtisfaz, porquanto rea lm ente nfto separa o grupo das salmonelas 
de outros grupos, alem de não levar em consideração as obser­
,·açõe,; q ue ultimamente t êm s ido feitas, e que dizem respeito ao 
fato de tert>m s ido encontrados antígenos somáticos em bacté­
;·las per tenct>nte s a ou tros gêneros. 

L eYando em cons ideração esses fatos, K .\CFF l\II.\.:--JN pro 
)'LJC a seguinte definição : .. Salmonela:; sàu' bactérias Gram nega· 
t int,;, a s quais. pela ,; na es trutura ant igênica podem ,;er coloca­
:ia,.; 11 0 J·::;quema ele 1\..A'CFFi.\L -\NN-\VHITE". 

['odl.'nl ainda surgir bac té1·ias com f<'Jrmulas an tigênicas não 
a,;,;inalada,; no e:;qu ema - que aprese nta antígenos especiais 
para cada gTupo -~ ,.:cnd o poss11·e1 a pn•sentart>m (' la ,; an!ígcno:-
<lr-:-;cnn hcciclo,; . · 

S;io tamhem importantes os estudos mais recentes de bacté­
ri a~ col iiormes iso ladas Üo homem e pr incipalmente de caso:, 
>atolt>gico;-; ele animais . Estas bactérias diferem das salmonelas 

1·ela,; ;.; na s propricclaclc,.; bi oq uímicas, fermentando lentamente a 
íacto~c. fermentando com procluçflo de gás a g licose. manita e 
malto ,;c, mas não a s;:,carose. Liquefazem lentamente a gela ti­
na. ;.;endo 1·ermelho de m etila positiYas e Voges-Prokaner nega­
tiYa,.; , produzindo grande quan tidade ele H2S e não dando inçlol 
Trata-,.;c ele org:an i;.;mos cl<1 família Enterobacteriaceae, cujas pro­
ln·iedade,; bioquímicas não coincidem com as de nenhuma hacté· 
,·ia atualmente conhel'i cla dessa famíl ia. mas qut> ainda não 
lltstificara m a criação de um novo gên ero . 

·T( .\lJFF:\1ANN. em diversos estudos, e mai s recentemente 
PELl'FFO, ED\V.'\I{DS e BRUNER (2) e EDWARDS. 
CHERRY e BRT_ NER (3). sobre os paracolis, têm di scu tido a 
quest;w. Parece tratar-se de nm g rupo intermediário entre os 
:-:o li s e as salm onelas, aproximando-se destas aqueles que esses 
trahalh os · têm demonstrado possuírem antígenos somúticos e 
,·iliares a ela s relacionados. · 

Continua. contudo. aberta a ques tão: devem essas bactér ias 
:-;c r consideradas colis ou salmonelas? 

O s n01·os conhecimentos sobre o assunto vão tornando cada 
'c z ma is <lific!l uma definição capaz ele marcar claramente os 
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limites do gênero Salmonella. Ainda não se sabe qual o critério 
que predominará, se o bioquímica ou o sorológico. No caso 
deste ser unicamente admitido, teríamos de classificar como 
salmonelas a maio-ria dos colis com antígenos a elas relacionados, 
e m esmo espécies muito afastadas, como a p. pseudotuberculosis, 
que possui antígenos somáticos do grupo B. 

Em suma: _atualmente o critério a seguir na classificação 
das espécies do gênero Salmonella deve basear-se, de um lado, 
nas propriedades bioquímicas que dão um certo limite . ao gênero, 
de outro, nÓ estudo da sua constituição antigênica, confluindo 
ambos para a identificação da espécie ou tipo dentro do gênero 
Salmonella. 

II - Métodos de enriquecimento e isolamento. 

1 - Enri9uecimento. 
O aperfeiçoamento dos meios especm1s de cultura deram um 

grande impul so ao estudo das bactérias do gênero Salmonella. 
Com os estudos de Mueller (1923) (4) começaram a apare­

ce r meios ma is indicados ao isolamento de bactérias desse gênero. 

KAUFFMA?\'N (1930) (5) apresent.ou um meio com nrde 
brilhante e tetrationato de sódio, que facilita o desenvolv im ento 
de salmonelas na presença de grande quantidade de coli s. A. 
ação impediente deste meio é maior para as bactérias coliformes 
::!c origem feca l elo que para as do gênero Aerogenes, nele ainda 
se desen Yol vem bactérias elos gêneros Proteus, Pseudomonas. 
Alca1igenas etc .. qu e interferem no isolamento das salmonelas 
em meio súlido, como veremos acl i,:nte. .I\ cresce mais: pratica­
mente o meio ainda impede o cl esem·olvimento da flora hacte­
~ · ia 'na Gram positiva . 

O meio de K AUFFlVL\ NN tem s ido o mais usado até esta 
<.lata para o en riqu ec imento el e qualquer material contaminado 
do qual se queira isolar sa lmonelas . 

É o m eio que usamos. 

Prepara-se da seguinte mane1ra: 

Meio de enriquecimento de KAUFFMANN. Tetrationato 
original: Por em um recipiente 50 c. c. de carbonato de cálcio c 
esterilizar na autocJaye. Aj untar 900 c. c. de caldo simples, es­
teril , e em seguida 100 c. <. de uma solução de ipossulfito de sódio, 
esterilizada na autoclav ~:: (500 grs. de ipossulfito + um litro de 
água). Ajuntar 20 c. c. de solução (iodo-iodurada (iodo 20 grs., 
iodureto de potássio 25 grs., ágúa q. s. 100 c. c.) . Operar assep­
ticamentt, pois o meio não deve ser aquecido. 
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Para se obter o meio "K": A 1000 c. C· de tetrationato ori­
ginal ajuntar 10 c. c. de solução aquosa de verde brilhante a 1% 
e 50 c. c. de bílis de boi esterilizada. Repartir em tubos estereis 
11a quantidade de 10 a 15 c . c. por tubo, agitando conti~uamente 
para eYitar a sP.dimentação do carbonato de cálcio. Cóntrolar a 
e-s terilidad e elo meio deixando os tubos Yários dias na estufa 
a 37°C. 

Meio de enriquecimento de LEIFSON-Selenito-F. Outro 
meio usado para enriquecimento de bacilos tífico e paratíficos, 
lambem aconselhado no enriquecimento para isolamento de sal­
:nonelas em geral , é o de LEIFSON-Selenito-F. (6). 

L E TFSO:\" denominou de meio Selenita-F a um meio líquido 
próprio para enriquecimento de bacilos tífico e paratíficos das 
:·ezes e urina, com a seguinte composição: 

Por cento 
Fosfato~ de ~ó di o (anídricos) . . . . . . . . . 1,0 
P eptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5 
La c tose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,4 

É preci~o determ inar experimentalmente as proporções exa­
tas do monofosfato c do di fosfato de sódio, sendo q ue , com a 
l'eptona e o ,;e lenito de s<'>clio usados, o meio deverá apresentar o 
pll 7,0. Repartir em tubos; ester ilizar na autoclave aberta du­
rante 30 minnto,.;, eYi tancl o temperaturas mais altas, que prejudi-
r am o meio. 

l\o ca ~o de :-;e u,.;a r um só meio de enriquecimento - como 
geralmente faz em o::: - é preferíve l lançar mão do de K AUFF­
i\tl ANN. Esta é tambem a opinião de HORMAE CHE e SURRA­
CO (7). que dizem : "Usando e! media a! seleni ta, aclemás dei 
tet rationato. aum entamos el núm ero de pos itivos en un 207o 
;, unqne en ,·a lo r ahsolvt0 e! p ri mero sea inferior al seg undo. 
Tg ualm ente resulta cla ra la vantaja de hacer dos a islamientos a 
partir del tn cdi o '' K ", tmo a las 24 horas y otro a los 5 dias". 

Fazemo~ . geralmente, dois isolamentos : um após 24-48 horas 
e nutro no 5.0 dia ; mas, em muitos casos. temos obtido melhores 
r·esttltados fazendo passagens sucessivas - do primeiro tubo 
;_)ara um segundo e deste para um terceiro tubo do meio K. 

2 - Isolamento. 

Quando se procura isolar, diretamente em placas , salmonelas 
ele qualquer produ to contaminado, apenas se obtem resultado 
no caso d·elas existirem em grande quantidade, principalmente 
quando são empregados os meios que tão amiucle se usa para 
rsse isolamento. como placas de :rviAC CONKEY. agar-lactose-
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turna,.;oJ. E ndo. agar-úc idu rosolico etc .. O abundante cresci­
mento dus colibacilos n estes meios, como principalmente o de 
ktctérias elo gênero Proteus _:__ na sua \·a riaçüo H. de \ \'E I L e 
"FE l. L'\. - im·aclenl a placa . impos::;ih ili tan ci o o iso lamento ele 
co J,)nias puras de outro germe. .- \ inda mais: m es n1 o nos mt>­
~hore,.; meios de enriq uecimento - como os retro refericios -
nàu ,.;e .de senvo h·em só as sa lm onelas, mas tamhem as mú ltipl as 
espécie,.; elos gêntros Proteus, Pseudomonas, Alcaligenes etc .. e 
alguma,.; espécie ,, mai s resistentes elo grupo coli -aeroge!lC,:. 

Conseq nentemcnte, co.nvcm usar meio"s de isolamento que 
impe<;;:tm ou dificultem o descn\·olvimento das bactérias qtte. 
:i !em das salmonclas. cresçam nos meios de enriqueci m ento . 

<) mé t(Jdu de i,.;olamento q ue gerahnente dú melhores resul­
~ adl) ,:, é o indicado por K -'\l"FF:\1 .\\.";\ em ]')30. ,:eguidn tam­
hem pot· HCH\l\I .\E( 'HE e seus ~·olahoradorc,.;, co111 ligeiras 
:n• )(I ificaç()es. 

· l"l>tt.~isk n m(~todu de 1\: .\U FF .i.\J ;\:\1:\ 110 en riqm·citlll'lllo 
Cttl meitJ '" I\:" ~, isolamen to nos 1.0 e 5° dias de incuhaçúo a 37°. 
t' nl placas. nu meio d e 1'-RI~TE:\SFl\'. !.ESTE!\ e JCI.\LI ·: '\S. 

\!o m eio de J-( 1~ ~ ~~TE;\~E)J h;'t grande inihit:ão de hacté­
. ria,; do gêncr() Proteus e colilonnl's. :\ s bactérias nonnaln1ente 
ciliada:-;, cle~en\·oh·em-sc · em sua \·;.niantc " 0". ni"t o inYadindo. 
portant". o meio. O bacilo piociânico cresce dando c:. . .) ]Ônias 
, .e nH: lhante~ ;\~ das ~al1nonela~ . .\s cul turas oht icl a~ ele ro lôniac; 
i .~o laclas desse meio ~;to mnita,; \Tze;; impura s. porque alguma;; 
c spécies - principalm ent e Proteus - Pmhora inibida ~. mantêm­
,.;e \·iyas. desen\·oh·en<lo -:-;e nas cultnras st>gu inte,;. Há . contudo. 
a grande \·a ntagem do forte poder impediente sobre o,: colifor: 
)nes e. mai s ainda. "ohre bactérias do gênero Proteus, as q uai s. 
<]U<tnclo presente!'. itlYa rl em toda s a,; placas dos nutros meios, 
niio pe rmitindo isolamenttJ ele colônia,; suspe ita::; para idcnt ifica­
<:Üo . :\inda mai !': quando no meio de I<:"R TSTF""'\SEI\ nramente 
Yegetam hactérias do gênero Proteus, estas !"C aprc,:en tam em 
colêJnias redon das. circnnscrita. , não in.Yaciind o o m eio, isto é. 
ila ,; ua 1·ariante ' ' 0". 

t l meiu de 1'-JU STENSEI\ e, de fa to, U.os conhecidos a té 
esta data , o melhor para isolamento ele salm o nelas, cumo u ele 
1--ElFSOI\ (agar-clesoxico lato-c itrato) para o isulamento ele shi­
ge las. Contudo, tanto o meio ele KRlSTENSEN para sa lmone· 
bs, como o de LEIF SON para shigelas- impedem u desenYol ­
\·imento, aque le, de a lgumas salmonelas (S. abortus equi, S. typhi 
suis etc .). es te. de \'árias shigelas ( ligei ro impedimento (k Sh. 
dysenteriae, e ainda mais de Sh. ambigua, Sh. alkalescens , t'tl'.). 



11-

Meio de KRISTENSEN ; LESTER e JüRGENS, modifi-
cado por HORMAECHE (8 ) (Agar~lacto:;e - sacarose-n~rde bri -
:ha ntc ,·e nn. feno!): 

Extra to de c;;rnc (Liebig) ...... . 
l' ep t o na ( \\ ' it te ou Bacto ) ...... . 
Clurure to de := 0d io .... . ..... . . . . . 
L actusc . 
Sacarusc . . .. .. .. ........ . ... . . . 
Soluç;t<• de ,·::nne lh u d<.' . ien o l . . . . 
.\gua d est ilada .. . ....... . .. ..... . 

5 gr. 
10 

.) 

lO 
10 

-1-0 
1000 c c 

_luHt a r ao meio ittt>didu. a nte:; de reparti r c 1n placas, 1,5 
,._c. p o r litro de um a suluç;·to aq u rJsa de \ er cl e d e ]; rilhan k 
t· (~ riih l e r ) a O.Sj~ -

F úrmnla da sulnçiil ; de \·ermclhu clt-· knol: 

\ ' ermclhu de it- n o l . . . . . . . . . . . . . . . gr. 
S oda :\ / lO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..J.O 
. \ gua de:;t i la da . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..J.(>0 c c. 

l) tneiu de KJ~ISTI ·: ;\S J ·:S. adotado e modiiicaclo por 
J-; .\L· I.-F\1.\:\;\, n;'io cutlll' lot :;a('a ruse. m as :;omente lacluse a 

J .. ;·,; . H<>IL\1 .\E<.. ' J-11·: ajnnt:t sacam:::e ao m eio. na propurçüu 
<ic I 1•u r r e n te>. r cdu z indt> a la c t osc ;\ n tc :-. ma jll'Upu;·ç iiu . . \ sa ­
c;-tr< l:-'l' Jl t'l' ll tit(' el imillar algu ns ('uli s que se desen \'l>h·e 111 n u meio, 
ícnn(·Ltland" cs:>c hidrat o d e carl; on o ma s niiu a bctost. em 2-l . 
:," ra,.,. Lia d e,·e :i <-r acrescentada ao mein :;em ;; e r aq tt<:'c ida . 
i1:-';illdo-a IHli~\ 1 . \ECJ-11 ~ \'111 so lnçào es teri li za da co m d o ru iúr­
ntio a lQ~.;. .\ s n (l,;,.,as ,;u] tl(: Õe;; ele lac< o,;c c· ,;;t c;; r uo:;c ~ üo cs tt· 
;·i l izada,.. por iiltrac:i'to em iiltro;; Scitz . 

M eio àe agar-lactos e-sacarose-verde brilhante-ácido rosólico . 

L·. ,.tt· 111ein ~- a" qnal da m o,; prcierênc ia no i,;ula mcnlu ele 
< tln, .. nc! a,.. ;qH'•s cn r iqtH'ci111cnto n o nteio K -é o que propom o:; , 
1csttltand" de nm a co tn!,inação por n,·,s fe ita d os meios d e 
:"~ IST I ·: :\S I ·: :\ m od iii cado por. HOR:\L\ 1-: CHE e das piaras de 
:t ~ar - ;'tcicl " rn,;, 'diw dt> C.\ 1 .. \7 . \ NS- 1~ :\ 1'-(CEL PEST .\;\ .\ (lJ) . 

.1-:s trato de c a r11 e 
:\gar 
I 'ept o na 
! .acto,;L· 
~ :tr; l. no,;e . . ........ .. ... . ....... . 
. 'ui. d~ úc ido ro,;úlic u a 1 /'o . .... . 
' .u!. de yercle ],·j]han t t: a o _ _:; ./; 
:\gna de=-tila<h . . . . ............ ... . 

:; 
.10 
10 
lO 
lU 
10 e. c . 

.! l' . t' 

I 000 e. c. 
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Colocar em uma panela 900 c. c. de água destilada e o agar, 
;·t~ servando 100 c. c. para dissolver os outros ingredientes. Dis­
solYer o agar deixando-o impregnar-se, durante 15 minutos, no 
mínimo, e fundir por ebulição na autoclave sem pressão. durante 
20 minutos. Dissolver o extrato de carne e a peptona nos 100 
r. c. da úgua reservada, aquecendo em banho-ma ria. NI isturar 
as dua~ partes c restabelecer com água destilada o ,·olume para 
:1111 litro. Em seguida titular com solução N/ 20 de ~a2COJ, 
~justando ao pH 7,6-7 .8. .:\ ~\toclaYar a 121°C. durante ~ a 10 
minutos. Filtrar em algodão no funil à filtração quente ou na 
;.ntocla ve. Esterilizar 20 minutos, a. l21°C. Ajuntar, enquanto 
o meio estiver fundido , as soluções estere is de lactose e sacarose 
não aquecidas (u samos as soluções a 205fo. filtradas em fi ltro 
Seitz). e as soluções de ácido rosólico (I gr. (lissoh·ida em 100 
l'· C. de aln>Ol a 50°) e verde brilhante. Dist ribuir em placas. 

Neste meio os proteus quando Ycg-e tam não o im·adem e os 
que fermentam a sacarose dito colônias amarelas; o:- colis não 
crescem c as sa lm o nela,; ,-cgeta m hl'm. dando colônias_ da cor 
do m cio. 

?\a,; considerações re tro referidas sobre as Yan tagens e des -­
,·antagens do meio ele KRISTE:\'SE?\. ,-imos que mesmo entre 
;;s colônias perfeitameHte sepa radas . as culturas delas obtidas 
não raro são impuras . fato igualmente observado no meio com 
úcido rosólico e ,-crcl e brilhante qu e acabamos ele apresentar . 
Por consequênc ia . recomendamos se faça rei so lamentos a partir 
das colônias isoladas desses meios. em placas de agar-l actose­
tornasol. Tanto nos exames diretos, como na(]tteles após enri­
quecimento . alem do material se r passado nas placas ('0111 um 
dos meios de iwlam ent!'. que acabam os de indi('ar. é ('O nYeniente. 
a inda , fazê-lo passar em placas de agar-lactose-tornasol. meio 
r; ue. por não -::onter substância s inihicloras. dará colônias puras. 
~<~ no material scmeaf~o houver bactérias do gênero Proteus, 
r stas invadirã o o meio. fato reconhe('ivel pelo "Hau('h '' caracte­
ristico . o que entio i1;tpo3sihilitarit o isolamento de ('Olônias 
r-uras. Con ,-em !em hnr ainda os lentos fermentaclores; mas o 
'.l rohlema fundamental é a diferenciação rápida entre Proteus e 
Salmonella. Quando o material semeado nas placas de agar­
lactose-tornasol revelar a presença do Proteus, im·adindo a su­
:,e rfície elo meio. há indicação de se fazer reisolamentos das 
r oli>nias is oladas. 

TTT -- Provas bioquímicas para a determinação do gênero 
Salmonella. 

1 - Provas bioquímicas preliminares. 

As colônias suspeit;:.s , obtidas elos meios de isolamento, de -
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n~m ser :submetidas à::; prova::; fundamentais bioquímica::; que 
caracttrizam o gênero Salmonella. 

No caso da pesquisa ser unicamente de :salmonelas - que 
t· o assunto de que estamos tratando - pode-se passar direta ­
mente à identificação das colônias obtidas, porquanto, sendo elas 
1soladas dos meios de KRISTE~ SE ou de agar-lactose-saca . 
rnsc-\·erde brilhante-úcido rosólico, retro i-eferidos, não se apre­
senta o problema das bactérias do gênero Proteus, que são ge­
rahm:nte iuibidas . 

. \contece, porem, que nus exames comuns de fezes dos casos 
com perturbações intestinais, as pesquisas · são comumente de 
bactérias dos gênerus Salmonella e Shigella; dependendo do meio 
ou meios usados u diagnóstico da disenteria. Nestes casos, o 
material. apús. enriquecimento ou diretamente, deverá ser semea­
do .em placas ele um elos meios seguintes: agar-lactose-tornasol, 
de:soxicolato-citrato (LEIFSON) (10), KRISTENSEN, ou ver­
,lc brilhante-ácido rosólico. Placas de agar-lactose-tornasol são 
ainda de grande utilidade (devido a não terem substâncias nu­
hdoras) . porq ilan to, nos outros meios, algumas shigelas e sal ­
rnonela s não crescem. 

U meio de desox icolato-citra to de LElFSO N é altamente 
sele ti 1o para sh igela s (tambem se n ·indo para salmonelas); ele 
mibe os coli-bacilo:; m<.s não as bactérias do· gênero Proteus. 
Estas. no entanto. dese nvolvem-se na forma ;. O'', sendo as sua :; 
::olônias semelhantes às das salmonelas. Mais de metade elas 
·.-ezes. as colônias isoladas como suspeitas de Salmonella ou 
Shigella são ele Proteus, bactérias muito comuns nas fezes, e que 
teriam ,de se r submetida s a provas preliminares de identificação 
hioquímica . Para eliminar tão grande e inutil trabalho. julga­
mo:; incli ,.;pcn;:;a \·el <J conhecimento de a lguns meio:; que estahe-
1cçam a diferenciação rúpida entre Salmonella e Proteus. 

S"L· l~J< l\ CO e PEREYRA ( 11) estudaram muito bem o 
'l~sunto, tendo verificado que o único meio recomendavel para 
es~e fim seria o ele SOS:\ (12). Acham, contudo, que esse meio 
lltili za para re(·un hecimento dos Proteus, de sua atividade pro­
<eolitica e que esta é de intensidade variavel. o que dificulta 
L•bter-se resultado rápido. .-\lem disso, essa atividade não é apre­
sentqda pelo Proteus morgani, que afirmam constituir 30'?/o dos 
proteus i,;olados ·das fezes. baseados em suas estatísticas . 

Levando em con,; ideração esses fatos , estudaram um ·meiu 
~e letiYo baseado na decomposição da uréia, atividade enzimática 
característica do gênero Proteus. 

Como demonstrou WOLF ( 13), sob a ação das bactérias do 
gênero Proteus a uréia é hidrolizada com produção de carbonato 
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de amÔnJO. Dirigindo a~ ~uas pe~qn1sa~ nesse sentido, SüH..R.-\ ­
l.U e PEHEYH.A experimentaram o processo aconselhado em 
· :\ System of Bacteriology'' ( 14), que apresenta o ~eguinte meio 

L'(JlllO método faci l para diferenciaçiio entre colis e proteus: ca ldo 
•:ontendo 1 'i< de uré.ia e 0.5 c. c. de uma solução alcoó lica de t im ul 
~·. zul a 0,4 '/(; ]lilra ·:ada 100 c. c. do meio. Em poucas horas clr 
cultura os co li s deixam c meio amarelado. ao pa,.;so <[tl<' u,; pro­
te us o tornam az ul (l\1 azul-esverdeado, de,·ido ú prudu t;áo de car­
ilu natu de amónio e consequente alca lini zaçào do meio. 

Fazendo diYersas mo c! ificações nesse meio, e após minuciosas 
'xper i ência~, SUN.lU\ CU e PER EYHA aconselham seja ele fe ito 
da segu in te maneira: 

Caldo ferm e ntado (ester ili zado a 120°) 100 c. c. 
L. re i a .... ... ... .... . .. . I gr . 
l ~actose . .. ...... . ... . .. ....... . I ,5 gr. 
Sacarose . . .. .. .. .. ..... . .. ..... . 1,5 gr. 
Sol. de sal sódico ele timol azul .. . 0.3 c. c. 

Ajustar ao pH 7.5. Distribuir em tubos de ferme ntação de 
Dnrham - Eterilizar a 100°. 

A so l. de ,;ai sóclico de timol azul e preparada da seguinte 
maneira: 

TimiJl azul 
Soda :\j lO 
Agna ([. S. . ................. . 

0.32 
ó .88 

20 

g r. 
C· C. 

c. c. 

() meio, com o pH 7,5, é de cor amarela. Com a maioria 
das Salm onelas o pH se eleva a 8.1, tornando-se o meio amarelo­
\Trdoso. !\ ação dos protcus sobre a uréia, permite diYicli-los 
UJI dois grupos : a) proteus que produ zt:lll nrcase rftpida ,_, a h:llt­
dante, elevando o pH a 8,9, dando ao meio um tom azulado (P. 
vulgaris, P . .-nirabi1i s, P. amt:ric::mus) c mesmo francamente azul, 
quando a reaçào Yai a mais el e 9, 1; b) protcns que produzem 
ureasc lentament e , at ingindo o pH apenas 8,6 e o meio ficando 
:le cor ,·erde (geralmente Pr?teus morgani). 

SUHRACO E PEHEYRA dizem que a .. pesar-de usarem os 
melhores meios para o isolamento ele Salmonella c Shigella . ainda 
~.s sim se torna inclispensavel . o meio que propuzeram, pois com 
de consegu iram elimina r 72,25 o/o das colônias suspeita,;, por não 
pertencerem ; t ~Js gêneros precitaclcis. 

Portanto. obtidas as colô nias s uspeitas (umas 3 ou 4) e após 
v.urificação, ou passagem no meio com uréia. são continuadas 
as provas bioquímicas gerais preliminares caracterís ticas do gi:'­
nero Salmonella. 
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l'a,.;samus em um a série de ci nco hidratos de carbono, que 
nu,; serYira não só para salmonelas comõ tambem para a identi­
ii ração de outros germes da flora intest inal: lactosc, glicose, 
manita, malt osc e sacarose. O meio usado é o semi,-sólido de 
!L TSS. cnm indicador úcido-rosúlico (CA R\ '. \LHO LL\IA -
Bacteriologia ) (loc. cit.), que é preparado da seguinte _maneira· 

.-\.gua des tilada ... .. .. .... ... .... . 1000 c. c. 
Gelatina ......... . . . .. .. .... . 40 gr. 
Agar .. .. ......... . .. . ....... . .. . 8 gr. 
Peptona ... . ........ .. .... . .... . . 10 gr. 
Cloruretu de ::;ódio . ............. . 3 gr. 
Extrato de carne ) gr. 

,\u rlorurcto de súdio, agar e gelatina ajuntar a água neces­
:-úria, rcscn·anclo cerca de 100 c. c. para os .outros ingredientes. 
J li:<soh·er e fundir durantf. un s 15 minutos por ebulição na auto­
da Yc, sem pressão. K a água resen·ada. dissolver a peptona e 
o extra to de carne , aquecendo em banho-maria. Combin a r , em 
:eguida. as duas partes e res tabelecer o YO!ume para um litro. 
Titular ao pH 7,4 a 7,6 com ~ /20Na2C03 e ajustar com .!'\ / 1 
:.Za2 Cü3. Autoclén·ar a 121°C, durante 5 a 10 minutos. Fil­
trar. .\juntar I Vo da solução de úcido rosól ico (sol. de ácido 
rosúliro a 1% em alcoo! a 50%). . \juntar os hidratos de carbo­
no a 1 ~/c. . Distribuir em tubos df' 110 por 11 mm. e ester ilizar 
na autoclan~ a 100°C. durante 30 minutos. 

U meio é muito bom para o est udo dos bacilos Gram nega­
ti\·us da flora intes tinal, apresentando a van tagem da Yerificação 
t·onjunta ela fermentação e produção de gás. A inda nas provas 
l'reliminares fazem os as seguintes reações especiais : hidrogênio 
. ulfurado e indo! : passamos em gelatina e leite tornasolado . 

. \ s provas prel iminares que acabamos de indicar são sufi­
c-ientes para a iàentificação de bactérias do gênero Salmonella; 
t: :::ú fazemo::; as proyas bioquímicas complet~s em casos especiais. 

2 - Provas bioquímica!11 completas . 

. -\s colônias isoladas apresentando nas provas preliminares 
a,; reaçõc,- hioquím icas caracterís ticas elo -g"ênero Salmonella, re­
tro referida . . são . então, submetidas à seguintes provas bioquí­
micas. que completam a identificação. 

Fermentação de hidratos de carbono. Os mais importantes, 
alem dos cinco que fazem parte das provas bioquímicas preli­
minares. são: mono acá ride - sorhita; disacáride - trealose; 
trisacáride - rafinose ; ·polisacáride- dextrina , e as pentoses­
ramnose, a1·ahinose e xi lose. 
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Meio glicerina-sulfito-fucsina de STERN. Os trabalhos, 
principalmente de STERN (1916), ZELLER (1922) e de 
MIESSNER e BAARS (1927) demonstraram que bactérias do 
grupo coli-tífico-paratífico-disentérico, quando semeadas no meio 
glicerinado de STERN, umas tornam o meio roxo ou violeta es­
curo - são as "Stern-positivas", como por exemplo: S. paraty­
phi B, S. enteritidis etc. : outras, deixam o meio de cor vermelho­
válida - são as ' ' Stern-negativas": S. typhi, S. paratyphi A, S. 
paratyphi C, E. coli etc .. 

Meio glicerinado de Stern ( 15) 
Caldo ie rm ent:1do ......... . .......... ... . 
Sol. sat . a 37°C de iucsina bás ica ...... . . 
Sol. de hipossulfito de sódio a 10% (recente) 
Sol. aquosa ele cri:;oidina a 0 .25 % . ...... . 
Glicerina (ou . outro açucar ) ...... . ...... . 

1ÓO 
\ '-VI 

2 
1 

C· C. 

gotas 
C. C. 

c. c. 
gr. 

E ste meio deYe :;er cons<.T\·ado na geladeira e ao abrigo da 
luz. pois se a ltera rapidamente sob a ação do ;u· 1' da lu z. Con­
, . <~ m usá-l o qua ndo recentemente preparado . 

Ação sobre o meio de Bitter. 
O meio de BITTER. WEIG:.I \ Nt\ e H .\LS l l ~26 ) ( 16), 

cu m ra nmose . :-<en ·e para di stinguir a lg um a,- salmonela,- -
principalmente Para B ele Breslau - umas acidificando o meio 
e outras não. 

Meio de BITTER, WEIGMANN e HALS. 
Solução salina: 

Fosfato dissódico Na2HPO-t . . . . . . o.:; gr. 
Sulfato de amoi1Io . . . . . . . . . . . . . . . 1 gr. 
Citrato de sódio . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 gr. 
Cloreto de sódio . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 gr. 
Peptona \V itte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,05 g r. 
Agua des t ilada q. S · . . . . . . . . . . . . . . 1000 c. c. 

-'\juntar o::; ing red ientes à água destilada aquecendo lenta· 
•ncnte e agitando até obter a dissolução elos sólidos. Filtrar em 
papel e distribuir em . balões de 100 c. c.. A cada balão ad icionar 
<•s açucares - a ramnose a 0,57a · e a g licose, dulcita e arabinose 
.l 1 7o -- e fen·er para dissolver. Distribuir em tubos de vidro 
neutro e esterilizar em vapor fluente, durante meia h.ora. dois 
d ias sucessivos. 

O meio, semeado, deve permanecer na estufa a 37°, durante 
15 a 20 horas. Acrescentar. em seguida. duas gotas de solução 
alcoólica a O,S<Jio de vermelho ele metila. ·L er os resultados: co­
loração vermelha - positivo; amarela - negativo. 
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Ação sobre o meio de SIMMONS. 
Diversos pesq uisadores v inham observando que bactérias 

;)ertencen tes aos grupos tíf ico-paratí fi co-coli-aerogenes podiam 
~er separadas de aco rdo com sua habilidade de utilizar ácido::. 
orgânicos. •• li se u,.: sa is, com o fontes de carbono - WAGNER 
(1Y13), /\.LTODELLl (1914), AYERS, RUPP e J OHNSON 
(1919). PESCH ( 1921. Coube, contudo, aos trabalhos de KO­
SE I~ (17- lol a apresentação de um teste haseado na in ab ilidade 
dos co li-hacil o:> de utilizar ác ido cítrico. o u citra to de sódio. como 
ion tc de c.t•·i, t! no . l'lll cunt ra ,; t ~· com bactérias do g-ênero aeró­
genc:>. que, utili zando o citrato, crescem abundan temente no 
me iu líquido indicado pelo autur. 

O me io de Sl.l\TM UNS (lSI) é o próprio me io ci tratado ele 
KUSEH, com adiç~10 dt.: agar e de bromo-tim ol azul como indi­
cador, cujàs ingrediente, e modo de preparar são os eg-nintes: 

Ce lu:•t- cit ra tad;t de . ' it ~~ m on s 

Agar· la \·ado ........ ... ..... . ... . 20 gT. 
Xa C l . ..... . .. . ....... . .... . .. . 5 gr. 
~rgS04 . .. . . .. ... . .... . . . .... .. . 0,2 gr. 
(NH-t) tl2PO...J. .. .. . ...... ... .... . 1 gr. 
Citrato de .:ódi o . .... ..... . . .. ... . ~ gr. 
Agna destilada . .... . . . .......... . 1000 c. c. 
. \ z nl de brom otimol (,.:o l-alc . l ,So/o) 10 c. c. 

l'c,;"ar 20 gr,.:. ele ag-a r . cort;1r em pedaços pequenos c lavar 
hem durante a lgum tempo com água des tilada , a qual será tro­
ca da 3 a ...J. Yezes. D issoh ·er os sais em água destilada, ajuntar 
' ' aga r l;n ·ado e di~soh· ê-lo na autoclave a 120°C durante 10-15 
minuto =>. Retirar da autoclaYe e filtrar em algodão. :\justar o 
::H a 6 .~-7.2 . Repartir em balões com 100 c. c. em ·cada .um 
Este rili zar a 110°C. durante 20 minutos. 

() meio serú funcliclu q uando ti \·e r de ser usad o. .\jun ta r 
r;~ açuca re · (glicose, r:1.mnose, dulcita e arabino -e) e mais 1 C· c. 
da sol. alcoólica a l,S o/c do azul de bromotimol. Di s tribui1- e 
e~terilizar • ' 111 vapor fluente. < > meio quando fri o apresenta cor 
•: ercle-o liYa transparente, devendo ser conservado na geladeira . 
O azul de hronwtimol é um indicador amarelo ao pH 6, indo até 
, , azul ao pH 7.6. i\ cor do agar-citrato torna-se amarela ou 
<•iaranjada quando o meio se acidificar, tornando-se azul q u ando 
a :-ua reação for alcalina. 

Fermentação de ácidos orgânicos e seus sais 

D iversos estudos têm sido feitos sobre a decomposição de 
:::a is de ácidos org-ânicos pe las hactéria·s. Destacam-se, pela sua 
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1npor titnc ia. os de lm.O \\'í'\ , DUNCAN e Hlê. _i_\RY (l924-l':i2b) 
~20-2 1 ) nos quais se Yerificou que , pelo uso principalment~ de 
seis sai s sód i c os orgânicos ~ citrato, d-tartrato, 1-tartrato . m-tar­
t r a to. i um ara to e m ucato) se podia es tabelecer diferentes grupos 
•c> nt rc a~ bactéria;; do gênero Salmonella, mesmo diferenciando 
~ 1po:--. . \ inda mai s : estendendo os seus estudos sobre a r ed uçào 
<ll·sse~' sais . constataram diferenças ent re certos vibriões do grupo 
"oli-aerógenes . ent re o bacilo da difteria e o bac ilo de Hoff­
'llann <:te __ 

T: o scgnin te o meio para verificàção da icrmentação de sa is 
qe úci dos orgâniéos. segundo os trabalhos de B RO\V í'\. DL . .t\­
C. \ :'\ e HF NRY e de -KAUFFMAN?\1 (1935 ) (.22) 

1 'eptona _ ... _ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 gr. 
HOXa 0.1 N . . . .. _....... ... . . . .. 7. c. c. 
Sol. de azul de hromotimnl 12 c. c. 
c\gua destilad:l .. . -. . - .. -....... . .. 10(}0 c . c. 

:\ soluçfw de azul do bromotim ol é a seguin te: 

/\zul de hrom oiimol .... -. ..... . . . . 1 gr. 
H UI\'a O,lí'\ .... __ ..... _ . . . ... .. . . 25 c. c. 
Ag}t<t des tilada . __ ..... _ . _ ....... . 475 C· c. 

Us ~ais sãJ usados separadamente, conYindo, de preferência, 
a i untar o:-; segui nt e:-: ao meio : citrato, d-tartrato. 1-tartrato. i-ta r­
t rato c mu ca to. S;-t u ti·era lm entc empregados na concentração 
de 1 /r . mas os le\ ógiro~ a O.S"ro. Com H O Na 0.2 N aj usta r ao 
jJH 7,4. U meio pode se r esterilizado a I 1 5-I:W°C durante 20 
minutos. 

Cmn-cm \ enlt ca r os resultados após 10 dias de incubação, 
··eal izanclo leituras tambcm no corre1· desses dias. No momento 
em que se tiver de ve ri f icar o resultado, ajuntar a 3. c. c . do meio, 
C.l c . c. de sol. aquosa saturada de acetato de chumbo. Agitar 
hem , deixando o tubo em repouso, na posição vert ical, durante 
algumas horas c u até o dia seguinte , fazendo, então, a lei tura . 
Considera-se que houve decomposição do ácido orgânico pela 
úacté ri a. quando n o fundo do tubo se observa um peqüeno pre­
.:ipitado granular escuro, formado princi palmente de carbonato 
de chumbo, ficando o líquido lhnpido. Não sendo a bactéria 
capaz de decompor o ácido orgânico, forma-se volumoso preci­
pitado esbranquiçado elo sal de chumbo, que ocupa mais de me­
tade do volume do meio. Este precipitado não se deposita no 
fundo do túbo, permanecendo em suspensão indefinidamente. 
É indispensavel utilizar tambem tubos elo meio não semeado, 
que servirão de controle. 
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I V - Classificação sorológica. 

:\) Considerações gerais sobre a constituição antigênica das 
salmonelaE. 

Emhüra Sl\llTJ1 e 1\K\GH (1903) e BEYER e EEAGH 
(í904) tivessem \erificado que o B. suipestifer apresenta, na sua 
iorma normal , dois antígenos - um, flagelar, termolabil, e outro 
1 ermoestavel, associados a seu corpo, foram, contudo, os traba­
lhos de \\'EJL e FELIX (1917-1920) (23-24) que verdadeira­
mente con,;tituiram as pesquisas ini~iais básicas para o estudo 
:ia constituiçào antigênica das salmonelas. 

\\. EI L e FEL IX observaram nas culturas do bacilo Proteus 
'\. lCJ. dois tipos diferentes de colônias: umas, circunscritas, pla­
nas. e outras que se espalhavam, apresentando um crescimento 
111\ asor. i\ o exame microscópico, as primeiras eram formadas 
,;or bacilos tmoveis. ao passo que as segundas, por bacilos mo­
' eis, ciliados. As colônias produzidas pela variante ciliada foram 
designadas com o símbolo "H" (hauch-véu) e as com bactérias 
;;em cílios, pelo símbolo "O" (ohne hauch - sem véu). A ob­
..;ervaçào de que essas colônias "H" e "O" correspondiam a duas 
:e spécies ele antígenos bem diferenciados, tornaram clássicas as 
denominações abreviadas de antígeno "H" para o flagelar (que 
se encontra nos cílios ou flagelos) e "O" para o somático 
(contido no corpo ou soma elas bactérias). 

Principalmente pelos estudos ele ARK\VRIGHT (25), com 
·bactérias do grupo coli-tífico-disentérico, foi verificado o fato ele 
um mesmo germe poder apresentar em gelose duas variantes: 
uma. ele colônias lisas. dando cultura homogênea em caldo e 
Lão se aglutinando espontaneamente em soro fisiológico; outra, 
de colônias rugosas, cujas culturas em caldo depositam e aglu­
t.inam espontaneamente em soro fisiológico. As colônias lisas 
'oram denominadas ahreviaclamente S (::1mooth) e as rugosas R 
(rough). 

Da maior it~tportân,· : ;, t' o fato desas alterações, que apre­
~entam as variantes S e R, serem acompanhadas de mudanças 
nas suas atividades bioquímica e imunológica. A forma rug-osa 
(H.) contem um antígeno somático, termo e alcool resistente que 
os estudos de vVHITE (1926) mostraram diferir elo antígeno 
•;umático ("O'') característico da forma lisa (S). Os anticorpos 
resultantes ele animais imunizados com esses antígenos não aglu­
tinam senão a variante que lhe corresponde. 

SCHüLTZ (1921) (27) estudando variantes rugosas do gru­
po tHico-paratífis_o, tomando bactérias aparentadas, como S. 
typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. enteritidis etc., verificou 
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que as s uas formas lisas apresentavam antígenus somáticu" 
(" () ") perfeitamente distintos pela sua especificidade, au passu 
que a s rugosas eram indistinguíveis pela aglutinação. () conhe­
c inJ cnto des tes fatos é importante na identificação dus antígeno~ 
-um;'tticos das sa lmonelas , para o que ser[t preci so partir ele co lô­
nia li sa. 

l'odem a s salmo nelas apresentar. na cons tituição do seu an­
l igcno som á tico, um, dois ou mesmo trê,.; ia to r e,.; an t igênicos. 
como ainda a lguns fatores menores. 

( J antíg <:•J< ' ··}f·· d a.~ salnJ unela ,; se encontra nus S l'Ll:> cílios 
o u flagelos, send o t~rmolabi!. O aquecimento a 100° de unw 
salm onela ciliada clestroi o antígeno ciliar, consc n ·ando apena,; 
<J antígeno som[Ltico, tcrmo-resi:itente. A cul tura a ss im aqueci­
lia, se for inoculada em coelho fornecerú a nti-so ro so múti co. 
aglutinando o antígeno somático e não o ciliar. 

i\ presença do antígeno ciliar nas bactéria,; nw,·e i,;. i icou 
perfeitamente demonstrada na seguinte experiência de ORCUTT 
i 1924) : (28) Submeteu-se uma suspensão de bactéri as movei, 
a uma pr olong<Lda agitação m ecâni ca . faz endo . e m scgt1ida. ce11 
l ri fugaçôcs fraci onadas, com o fim de conseguir suspcn::;õe:-; de 
!lagelos .~ em os corpos bacterianos. Obtidas estas suspensões c· 
inoculadas em coelho. o a nti-soro consegnid0 apresentava an ti­
:-orpos "l:-.1 .. - soro flagelar sem. açi'io sohre a par te somá t i c a ela 
lla ctéria-

0 antígeno " H ., elas sa1rnonelas tamhem pode apresenta r 
d i1 crsos fatores. 

() conhecimento e o es tudo· dos diversos fator e,.; an tig-ê ni co ~ 

apresentados pelas salmonelas na constituição elos se us antígc· 
•ws " O " e "H". foram tornando possível uma elas s i fi cação soro­
lógica dc,;se grupo ele bac térias em tipos nitidamente diferenc ia · 
rlos. o qne não era po,sivel pelas provas bioqu ímicas 

A ,; J>l' ' ' :!· ;,.;a,; rlc· ~l ' l-l ~l.T~( ( 19:?0 (' )<):?] . loc.:. c it .í. 1:?9 ') 
p rincipalmente a,; de :\ "KDRE\VES ( 1922) (30) . como . a,; de 
BRUCE \\'HTTE (1926. loc . cit. e 1929) (31) - foram muito 
importa ntes n esse sentido. · 

c\ :-JDREWES ve rificou que certas espécies de sa ltuunela s 
podem apresentar um fenôme no muito curioso, obsen ·acl (l nu 
a ntígeno .. H", fe n ômeno que se pode revelar em duas i01·mas 
perfeitam en '<" c1i,;t inta ,; pcb ~l1:t e,.;peci ficicladl' e que :-;e denomi­
nam fases. .1\presentam-se estas fases em uma forma específica 
c· outra não específica. Nesta os antígenos são comuns com o~ 
que ;,;e encontram em numerosa s salmonelas . donde denominar-se 
fase de grupo ou não específica; naquela , a composição do antí­
g·eno flagelar é própria do tipo (em hora possa ocorrer algumas 
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'ezes em outros), razão pela qual se designa fase específica . . \s 
salmonela,; p GUcm apre::;entar uma só dessas fa ses e se cl enomi­
n;ll·;w monofásicas, ou >ts duas. e serão bifásicas. 

); a iase específica do antígeno flagelar de algumas salmo· 
lll'ia::; monufásicas, pode a inda ocorrer uma variação denominada 
variação alfabeta el e l(r.\ UFFlVIANN e lVIITSUI (1930) (32), 
l·onw. por exemplo. se ohsen·a em S. dar-es-salaam, monoiásica. 
upena::; apre~cntancln f ;~ to n· s antig-ênicos ciliares na fase e~pecí· 
iica. ma,; di::;,.;ociaclo,;. un :.; ( lw), em umas col ônias - fase !!- -- e 
on t r o,.; ( en). em outras c . J làn ias - fase ~-

.. \ identificação soro lógica ele uma salmonela é feita pela 
<ieterminação dos seus antígenos somáticos, ciliares e Vi ( antí­
geno d a virulência) . 

\\'H ITE e em 5eguida JC\UFFlVIAN N, como vimos atrás , 
propu,.,era m ,; ím boi os d ifcren te :; para ;~n tígen os iguais elas sal­
mune las. ,;cndo que, apl'•,; um acordo realizado, fo i possível a 
J.prcscn tãçãP elo esq uema de K .\ UFFMANN-\iVHlTE para a 
..:ia,.;sif ica\ão :-: orolúg ic ; ~ das saltwmelas, esquema que foi ace ito 
!•ela . \ ,;,.;oc ia\i"1o I ntern;cc ional de Microbiologia. em 1934- .l :~s te 

esquema ' em ,;çndo ampliado ele ano para ano. mas sempre ··on· 
~en an,lo a sua cstrntura fundam ental. 

\fo c .-qu ·~ ·n<~ de K.\UFFMANN-\VHITE há, em primeiro 
1 ~1gar . 11111 ;1 di,·isàu em cinco grupos. de acordo com os diferentes 
;ature,: do ant ígenu .. O .. , ::;endo est es g rupos rep1'e::;entados pelas 
i<~ tra,; ;na iú ,.;cula ,.; .\ , B, C. ]) e E _. que ::;e caracterizam pela exis­
ti-n•·;a de antíg-enos comuns; e ainda um grupo denomin ado 
i: ·. :eri:log-u . (), fatores antigênicos que entram na compos1çao 
:tl' '' -'l',; g rupos : sàu clcs ;gnados · pelos algarismos romanos I , li , 
TTT. JV . V, V I etc. 

O gr upo . \ tem como antígeno fundamental o II , send o 
'onstituiclo por nma só espécie - a S. paratyphi A. 

() grupo n caracteriza-se pelo fator IV, ora único (S. cali-
fornia), mas g-cralment<> reunid o a outros . como I, V, XTI e 
XXVII. 

Xo g-rupo C o antígeno comum é o VI. sempre acompanhado 
<:<' all!un ;; do .s fatores VIT e V TTl. 

O antíg-enu fundamental elo grupo T) é o JX , acompanhado 
dos fatore s I e XII . 

. \p rese nta o grupo E o aqtíg-eno comum Til e mais os se­
~ uintes: T. X, XV, XIX e XXVI. 

No grnpo heterogêneo são reuni elas raras espec1es que mos­
nam diYersos fatores antigênicos somáticos diferentes dos apre­
'l' ntado,.; pelos dos outros grupos . 
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A subc!J\'i ~ão em tipos . dentro deste::; Cinco grupos. é feita 
em seguida de acordo com a con::;ti_tuição do an tígeno flagelar 
í' ' H"). 

Hú, na constituição do antígeno flagelar das sa lmonelas, u m 
verdade iro complexo c~.ntigênico, que se divide em duas parte~. 
tienom i nadas fase específica e fase não ~specífica. .\ fase espe­
cífica foi ]'· 'r :· ua 1·ez snhdiYid ida de acordo com o:; estudos d e 
K/\UFI'l\J /. t\1\ e .t\ llT ~ U I ( loc. cit.) na~ ia~e s q. c ;-,. :\tual ­
mentc o esí ;Uenia dl 1~.\L : FF:.Vi. \N N-\\'HfTE apresenta o antí ­
geno "li" <ii1 i<! i_d o ern J;a :~e 1 c Fase 2. ()::; fatore .~ antigên in•" 
pres :·nte:-; ; ' ~t )•' asc 1 siio a ss inah:dos co1:1 as letras maiúsculas a , 
b. c. d etc. de a lfabeto: au JM :'.~ (' qu e os da l·'ase .2. na sua maio­
ri a . por alg-ari~ nws ar áhic:o s - 1. 2. 3. S. e tc.. l ' assar,\m a iazer 
parte da Fa-·,· 2. n1e:;nw a:-: :, ÍJ!a1ado:; pelas letras ma iú :;c ula ::; do 
alfalwto. "'' fatore:.; a nti g-ênicos ria fase H de K .\UFFl\1.'\NN e 
iVI. TT::-iC I. 

?\a ::; na grand .:: m a ioria. as sal m onela . .; apres entam ia tures 
<.:Iliares nas dtw.s fases (S. paratyphi B . S. paratyphi C, S. typhi 
murium etc.), outras vezes só apresentam esses fato re,; na iase 
espec ífica '>U Fase 1 (S. paratyphi A , S. typhi l'tc. ) . podcn d" 
<tinda apresentá- los- ma::; excepcionalm ente - na ia:;e de g rup(l 
1 S. abortus equi). /\inda o esquema ele K.'\ FF lVL\l'\:\ -\\-Hl­
TE admite a S. gallinarum. sem antíg-eno flag·elar em amha,; a ;, 
I ases. 

O comple:-;n antigênico somúticu e ilagelar das salmonela:< 
,: re!"nmido em uma fó rmula qne indica os ,;ens principai,.; iato­
rcs antigênicos. assinalados no esquema de KACFF~I.\:\~ ­
\VHTTE. Por exempl o . a fór mul a antigên ica de S . london. hi 
fás ica. é a seguinte: IIJ. X. :>-:XVI : lv : 1.6 .. . I sto quer d ize1 
oue S. london apre:'enta três a ntí genos somúticos . indicados 
l•t:lu :; algar ismo s romanos Ill, X. :\.XVT: dois iator e ~ cil iare,; 
na iase 1. indi L·aclos pe las letras minúscula;;: " h-", e mai ::; dois 
fatore;; na fa se 2. as >' inalados com os a lgarismos arúhicos 
"1 .6 . ... " . Os dois pontos que acompanham este a ntígeno l il­

dicam a existência. air:da . de outros antígenos m enores ness:J. 
fa se. Na S. typhi, mu!lofásica. com antígeno cHiar apena,; n<J 
Fase 1. a fórmula a ntigénica é a seguint e : IX. X li. (V i): d: ---. 
111.clicanclo o tra,·essão (-) fina l a não existência de antígerw 
ci liar na Fase 2. /\ S. abortus equi, t amlw m monofásica. m:1s 
não apresentando antígeno ciliar na Fase 1. é representada pela 
fórmula TV. Xl r :- : CH'\:7. 1 ~. 
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B_) Preparo de soros diagnósticos aglutinantes. 

1 ) Soros somáticos. No preparo de soros somáticos c pr e· 
n so que a cultura seja lisa (S), convindo selecionàr cnlôllla,.; 
seguramente li sas, com a reação de P:\MPA :_-\ (33), de agl u ­
rmação com solução de tripaflavina, por um dos seguintes pro­
cessos: a) mi sturar volumes iguais de soL de tripaflavina a l /SOU 
•·m água fi s iol ógica, com a suspensão bacteriana, em tubos d~:. 

ag-lutinação: b) em uma lâmina colocar uma g ota da so l. dt' 
t r ipai laYil\a a 1/500 e ao lado uma alça da colônia ou cultura, 
uw;turar em s:·guida, lentamente, a gota com a cultura, por m­
e-l inaçõP . .; da lâmina. . \ i'orma S não aglutina a·o pas:-:o qu e a,; 

c<>)(,nia,; u •.1 cultu ras ]{ \ rugosa,;) aglut in am rapichtrn cntc. 
Selecionada a cultura lisa, semear em gelo,..e ou em caldo c 

n1cullar 2-t huras :1 37°C. Se for usada a cultura em gelose. 
i: tzer uma suspensão em água fi;;iológica . aproximadamente com 
~()f)U milhl-,c· ,: d ,· il:JC\L' ria,; por c. r. .\quecê-la a 10(1°C durant•: 
.!. hora,; (\J'T :1 n!ltura l' lll caldo). com " fim ele destruir "" a n tí­
!~l'iiO_:; c-iliare,.._ I nocui ar coelhos adulto:;. por na veno,.;a. nas 
dose,; de 0,5 - i -- I ,5 - ~ c . c., com um , doi : ou cinco .d ias de 
intl·n·alc J. Sang;·ar do _.;t:timo ao décimo dia. 

Us snro:; assim preparado;; apresentam anticorpos somá ticos 
jJ<J ra mai,; de um iator antigênico, de acordo com o complexiJ 
.t ntigênico somút ico inoc ul ado. Para se ob ter um soro-fato r 
t·uro. e nece:-sá riõ ahson·er as aglutinínas de certos fat01·es. dei­
~ and o-se apenas a,; do fator desejado. P or exempl o. para g.·. 

cJ hter ;tglutini ·ta,; unica1nen!l' a nti- fa tor \ ' li . pude-se tomar ci soro 
,.omútico preparado com S . oranienburg, que apresentará agl u­
~minas pa ra os fatores somúticos "VI , VIl ". saturú-lo com S. 
muenchen, a qual. ap resentando os fato res antigên icos somúticos 
''\'!. \ ' 111 " . abon·crá o~ ant;corpos para o fator " \'[". deixa n­
d o o ,.;oro a penas <"Oill aglntininas para o fator "VIl ''. 

Os ,.;oro;; -fatore,.; puros. indispensa\·e is na identificação soro­
iúgica du< tipo..: de Salm onella,_ de acordo com o esquema de 
K!\ l'FFl\1.\ ~:\-\\.HlTE. são os seguintes. sendo a lguns com 
ri ois fatores pL>r con\'l~niência da sna pesquisa em conjunto: 

I - TT - llT . XI\: - lV - V- VP- VP -·-- Vll ­
\ ' 111 -- IX . 1\. \ li - \ --- \ f - \.1 fT. XX f i - \. 1\. XXV. 
-- .\\- - \ \ ' 1 - \ \ ' 11 - \ VT J l - \IX - X\ - \:\f 
\\11 - \\ 111 - \\1\. - XX \' - \.XVfT \\V III -
\X JX '\\\ - - \\\111 e Vi. 

O ant i-soro \ ' i pode ser obtido das imun iza-ções com antí­
;.:-eno Vi ele S. typhi, como tambem das de S. paratyphi C e S. 
ballerup. mas ainda após absorções. 
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c\ s aglutinações somáticas devem ser ieitas de preferência 
com as ba!: térias aquecidas um a ou duas hm'as a l00°C, ou tra­
tadas p elo alcool, e a leitura do resultado, após · 24 horas na 
estufa a 37°(. O soro agindo somente sobre o antígeno somá" 
tico a ss im preparado, dá aglutinação em forma de grumos finos, 
que se cl ~pos itam no fundo do tubo, desagregando-se· com cert~ 
dificuldade pela ag itação, carac teri zando a aglutinação granular 
e u somática. 

2 ) Soros flagelares. Para o preparo J e so ros ilagelúes é 
~-'reciso se lec ionar raças bem m o \ e i ~, visanclo~ se cultura ele 24 
horas em caldo. na. temperatura ambiente, form olaclas a 0,3o/o 
(elas assim ta m bem servem para as agiu tinações flagelares) . 
E s tas culturas são inoculadas em coelhos adul to,; pelo m esmo 
processo indicado no preparo de soros som á t icos. 

P ara obtenção de bons soros f lage lares dC\·e-sc , sem prc que 
possível, usar tipos m onofásicos ; quando o an t ígeno cuj o so ro 
s e q ue;· p t·cparar não exis te senão em uma salmonela b ifásica, 
con vem se lec i on ~c r colún ia:o ela fase q ne in tercssa. e m esmo oh ter 
cultura ptu·a dessa fa se . por se leções repetidas. }.las isto nem 
~ empre é possi,·el, porq uanto a lg umas raças ap rc,.;entam g rande 
t endência ele variar para a ou tra fase . N es t e caso. tomar ümas 
JÜ colôni as suhm etend(>-as a uma aglutinação rúpida com soros 
;Jara as d uas fases c :;elec iona r uma <[Ue ag lutine com a iase 
que se que r. Es te processo de se leção dc,·erú se r repet ido di­
v ersa s , · ezc~ . ,.;emprc com a últim a co l ôn~a selecionada. até que 
mais ou m eno.;; 90o/o d <:.s colôn ias isolada ,.; perm aneçam na fase 
procurada. Consem thar logo a cultura, porqnanto esta po r­
centag-em de colôni as da fase selecionada ni'w se m antem no 
correr de íll llltos tra11 splantes. '"' q uais Yào reve la ndo a umento 
de d issoc iação. ~1 esm o nas m elh ures co iu lições. a cultura sele­
< iona<la de uma fase - nas salm onela,.; bifás icas - sempre pro­
duz n <c imunização aglntinações m enores pa ra a <>títra f;\se, 
como ta mbem aglutininas somáticas. con vindo se r ambas absor­
Yidas. Saturando-se. por exem plo. um soro ilage lar a nti-S. 
bareilly (y: 1,5) na fase 1 (fator y). com S. typhi suis (c: 1,5) 
em fa se 2 ( 1.5 ), são absonidas ao m esm o t empo as aglutininas 
som ú ti c as com un s (V I. Y T r ) e tlagela res da fa se 2 (1.5) , obten­
do-se assim um so ro puro para o fa tor "y". . · 

:\ obtenção de soros puros é mais clificil , quando se trata 
dos fato res ciliares ' '2 " . "3". "6" e " 7", convindo, então, saturar 
ns respectivos soros com as res tantes fases 2, v isto indicarem 
os dois pontos ( . . ) que acompanham esses fatores no esq1,1ema, 
a exis tência de antígen os menores. não m encionados. qu e se 
podem relacionar. 
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.\ aglutinação ilagelar deve ser feita a 50°C, em banho­
maria. onde permanecerá umas 2 horas· Macroscopicamente ca­
racteriza-se por grandes flocos que se desag regam faci lmente -­
u que constitue a aglutinação flocular ou ciliar. 

Us seguintes soros-fatore s ciliares são necessários e só po­
derão ser obtidos após as saturações indispensaveis: 

:l. h. r. d. eh,· en. cnx, f, fg . igt, g, gt, gm , gmq, gm s, gp, 
gq. gpt;, :~· ~ t , h. i. k. h. h1·, m , mt, n. p, q , r , s. t . u , ,., w, 
-"· y. z . z~. z'; . z 10

, z 1
". z 1

·
1

• z 1u. z 17
• z 1s. 2, 5, 6 e 7. 

C) Técn ica de classificação !:,orológica. 
I J Provas sorológicas preliminares. Geralmente usamos 

iazcr esta pro1·a logo após as pesquisas fundamentais '"-.ioquími­
,·a,.; quL" cararteriz<tlll u gênero :::ialmonella, ou provas hioquími­
ra:< prelirninare:-. a q ue submetemos os germes isolados. 

Co m um :.;oro. poi!Yalente, que contenha todos os fatores 
<tglu tina nt c•. ~ ~~mitti c t> s t' flage lares das sa lmon elas faz emos uma 
aglntinaç;t\1 ma"cro:::cópica rápida. Como antígeno usamos sus­
pens~to espes:<a. em úg-ua fisiológica. da bactéria a examinar. Em 
um a grande lâmi'na de Yidro. diYidida em quadrados (2x2 cen­
tí metros) colocamo:.; uma alça de platina (com 4mm . de diâme­
tro interno) do soro poliYalente em cada quadrado e sobre ela 
.>111 ra alça (do mesmo diâmetro) da suspensão bacteriana.' Mis­
turantll :-< hem com a própria alça e em seg uida movimentamos 
ligeir;tm en ll' a lúmin a e lemos o resultado. .\ aglutinação é 
geralmente in s tant ànea . 

Estas pro ,-as de aglutinação rápida tambem podem se r fei tas 
por meio de gotas . pr inc ipalmente se forem muitas. para evitar 
q ue o mater ial seq ue . Tambem podem ser fe itas diretamente 
< nn t todas as colônias ,.;uspeitas, obtidas dos meios de isolamen­
to. mc,.;mo antes . portanto . das prOl-as bi oquímicas preliminares. 

Sendo a aglutinaçào positi,·a. passam os às provas sorológi­
c:t~ co rnpletas. 

2) Provas sorológicas completas. .\ s bactérias que aos 
··xames bioquímica e sorológico preliminares forem classificadas 
como :-<alm onelas, passam a ser submetidas a provas sorológicas 
completas. as CJUai s irão determinar o sen tipo sorológico. 

i\ identificação em tipos baseia-se atualmente na determi­
nação, pela agluti nação, dos diversos fatores antigênicos encon­
trados nas :<:timon elas. e cujos símbol os de maior importância 

c:onstarn do esquema de K AUFFMANN-WHITE. 
?\os exames ele rot ina. a técnica a seguir será a da agluti­

(lação rápida. de ixando-se o processo lento de aglutinações so-
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múticas e ciliares. retn, refe rido, fe ito com soros em di1·t>rsas 
diluições, para mais seguras determinações ou pesqu i:-;a:;. 

Em primeiro lugar, verif ica-se a qual do,; cinco grupo;; so­
máticos pertence a sa lm onela c ujt J tipo se quer determinar . (~ 

p1·eciso ter um soro somático ele cada grupo. send o '!Ue, " do 
grupo A será constituído apenas pelo anti-soro el e S . paratyphi 
A; os outros - I3 , C, D e E - formados respectiva mente por 
nma mistura de anti-so ros somáticos corresponclendo aos antl ­
g-enos somáticos ele cada grupo. No grupo h eterogêneo usamo:; 
três misturas el e anti-soros somáticos: n. 1 - - mist ura el e anti · 
soros de S. aberdeen, S. poona e S. worthington (para os fatores 
antigênicos XL X III , XXII e XXJfT); n. 2 - com o,; an ti -soros 
de S. carrau, S . onderstepoort, S. gaminara, S . kirkee e S. cerro 
:pa ra os ia to res \ ri, XIV, XV I . X VT l. XVTJ T. XX I\ - e :\ .~ \ .): 
e n. 3 - constituído pela m ist ura clu,.; an ti-soro,.; ,.; tPJJittil'll :i de 
S. kentucky, S . minnescta, S . tel aviv, S. ballerup, S. urbana. S. 
arizona (para os fatore <; antigênicos XX. ·:-\:-\1. XX\' 1, X:-\ \ . 111 . 
. ',XIX. XX.'( e XXIII) . 

.\a 1ll is l ura tk sorus que const ituem lb grup us lJ, [) e E 
n·itamos ajun:.ar soros que no complexo a ntigên ico ,.;om :.tt.iç o 
apre~entem o fato r 1. mttitc comum ne;-;ses grupo~. 

Fazemos ea m esses 9 :-;oros (geral mente dilui<los a l / 10) a 
aglutinação rápida, que será q1,.1ase ins tantânea, determinand o a 
<f lta l dos g rupos somáticos pertence a sa lmone la em estudo. 

D eterminado o grupo somútico a que pertence a ;-;a lmon ela. 
J)roccclc-se de m odo idênt ico a identificação elos antíg·enos ila ­
~e lares. Fm primeiro lugar iaze111o,; uma aglut inação rúpitb 
eom soro flagelar preparado com S. cholerae suis (,·a r . kunzen­
dor) - a mos tra que não apresen ta antígeno na fa ;;e l , 11\as qu :· 
na fase :? tem os fatore s ciliares I. 3, 4, 5, (* ) não específico$. 
1\ós o usamos sa turado por S . oraniemburg, para maior ga ran tia 
da pureza dos seus anti-soros . que devem ser unicam ente ci li a­
' es. /\. ag-lutinação positiva com ele nos indicará: a) que Sr:" 

1 rata de um a salmonela com um ou os dois desses fatores anti ­
g·ên icos não específicos ( 1,5) ; b) e que ela é bifásica, purque sú 
., ~tlmonc las bifásica's apresentam esses fatores não específicos ( 5~ 
das 104 indicadas no ú;tim o esq uema de K -'\ l'FFl\1 !\ I'\ ::--i ­
\VHITE) -

Geralmente ainda fa zemos aglu tinação rápida com um soro 
<:1har ele S. aborttis eq ui (sa lmonela monofás ica. que s,·, apresen· 

1•) Nos últimos esquemas de Kauffmann-White. os fatores 3 e 4 foran1 
suprimidos. 
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ta a ntíge no "H " na fase 2) co m anticorpos para os tatures "e n x ' '. 
<j tt e ~ão. após o,; fatores não e ·pecífico,; a,;sina lad os pel os a!ga ­
nsmos arúbicos, os mais encontradiços (em 23 das 104 sal111o· 
nelas do esquema). '\ aglutinação co m este anti -soro apena.­
!ndicará ser pro\·ayeJ tratar-se d e salmonela bifásica. isto de\·iri< • 
à pre,cnça <.lo fator "c " em muitas salmo nelas da fase I : ma!-­
auxilia rá m u ito as provas de identificação, principalmente entr <" 
as ~almonelas dos grupos B e C. como 1::tnlhei1J d o grupo ·' lwtc · 
mgêneo " . 

ma \"(:z det erminado o grupo . e a ·xistência o tl nãn do ,; 
<:!n tige uos ciliares nau esp ecíficos (" 1,5" ' ou ·' enx" ) . pa~s:tnl< > .­

il iazn aglutinações flagelares para os antígenos da fase 1, uJa:­
lln ica mentc com os so ros dos t1pos do grupo pre\·iamen te d e te r· 
minado. selecionando a inda . entre estes, os que apresen t t~ :ll <J'l 
n;-w iatu rc::- ··J.-S" 011 ' ' enx" . de acordo com a Yerificação ant(' I i, ,: 

l' u r e)\em pio, \·amos s u por que Ulll :t ,;a lmunei a e111 id e nti li­
.-açflo ÍL>Í agl utinada - com os ::;or0s do::; grupos ··-- unicame u:.<' 
\ 0111 .soro ,;o llJ ;'ttico du grupo D, c: tam bl' lll pelu a11ti-suro rilia~ 
de ~ - kun zt'!!(]ori ( l.S ) . indi ca nd o ;;e r IJiiú::;ica. <) <"SqtH' IIla ,j ,· 
J-.: .\L.FF\L.\:\:\-\\"HITL ( 19-t l ) a::;sinala 1-t t ipo ..; de salmonela" 
1u grupu D. fJUe apre,;entam fato rt' .~ ci liare ,; diierent<·:; . Sú <>:· 

~ :l t< : r,·.-; .-ilia re:- dl• grupL) D é que de\ erão se1· pesquisado,; : n1a.., . 
.. •11 da de,;te~. de preferencia deYl'lllOS !·""< 1 u i .~ ar " ·· fa t :rc,.. <,;, 

.. a ,.. ~.: I das ,: a lm o n eias que apre:-: c nt~m. na fa,.;e 2. fatores nã{> t'!' ­

p(' cif ic """' - . a,.;,; inaiadus pel os a lga ri "mos a rú iJicu,; ( 1.5) ·- p•• •­
" l' \ a ,.;a!mone la em es tudo :·c\"!•)<)1.1 ;:• ::ma pre,;e n ça .. \ ,;:-oim. ela,; 

i-t ,.. ;d nwnela,; d· · gr upu I I. jú podem se r excluí das: ;->.::; !110!W li•­
"i{a ,.. rS. ~yr. l• :. S. entuit :dif . S . dubli:: . :::: . rostcc~ : . S. tnor:co-,7 . 
S. blegdam. S. berta c S. gallinarum); as ld úsica :' S. goett~;:gen 

S. dar es salaam por n;'io aprc,;<:>ntarem na fa~e_ 2 nePh t:m do .~ 
." ;,to :-es n;[,, c::;pec íf ico.; ··J .S". ficando apenas a poss ibi lidade da 
Jll >:- :' ;1 r:tç« ser u ma daq uelas que apre,.;ente n1 este ~ fatore~ llll':'­

i' l'c ifi n ·:- . isto é. S. eas t b ourne, S. s~ndai, S. onanimon <' S. pa­
namá, u qut· fh1 der :"l lilliitar a pesqu isa <10;; antíge n,, s ci lia res d :t 
!ase I . apt·na" ao;; ,.;eg-u :nt c;; fa to res: "el!". · ·a"'~ " h" l' ·· jy"_ 

\ d •: terminaçi"io df's iator e:o d a fa;;e 2 de um a salmonela t' 
1e iía pt·lo mc,.;mo pr"cesso de ag- lut inaçõe-; rápida,.;. logo apús a 
id('ntiiic:a;:-1., d os fat ore::; ciliare. ela fa ::-:c 1. Tam hem aqui é in­
,·,i,;pen,.;aq·J u ::;ar ~oro,;- fato re,; pu n '"· o bt ido,; pela,; saturat:iJe,;. 
<c) IJW ,·imo,; atrús. q ua ndo tratamos do seu prepar" . 

. '\ identi f icaçi"io d o,; cPmpon ente.< ant igênicos " H .. de 11111 a 
.<:t lm onela hif(tsica ex ige cuidados espec iais. devid<> ao fenôm e no 
c!a ,·a r iação de fa s e de .-\ N DREVv'ES. as ,.;a lm onelas bifás ica ,; 
:> lll'Jdança de fa"e i.· 11111 fenômcn" brusco. ma,; qur nào a lte ra f> 
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;; ntigcno :;omát ico. Cada amostra apresenta vropcnsões <.life­
' entes em mudar de fase, mantendo-se algumas em uma tlelas, 
mas outras apresentando frequen tes mudanças . . 

Sem o perfeito conh ecimento deste fenômeno , a c lassificação 
do t ipo não será fe ita sa tisfatoriamente, poi ,; a ,;aluwnela pode 
<1prcscnta r-se em uma dessas fases. 

Com umente, o que s<: aota com re,.;peito Ú,; fase:; é •J seguinte : 
, \.s cultnra:; elas salmonela::; b ifásicas são de fase misturada; 
quando passadas em placa,; de gelosc, de modo a se obter colô­
nias iso ladas, duas espécies de colônias podem apresentar-se, 
un bora indistinguívei s na sua forma. , .-erificando-se a agluti­
nação das colônia separadam ente, com um anti-soro flagelar de 
s. cholerae suis. var. kunzendorf (antíg eno ··H .. sú na fase 2, 
com ;ts aglq t it.inas de grupo para os fatore s ··I .S"), algumas co­
'(mia,; aglutinam c out ras nfto: estas se apre:;entam em pura fase· 
, :;pecífica, aquelas em pura fase de grupo. Hú caso,; L'lll que 
todas as colônia s ~ào po,;iti,·as, istq é, todas aglutinam com o 
·,oro cl r grupo . Se a :::a lm oncla se mostrar persi s tentemente 
Hesta iase, hú proces:::o::: qne a induzem a apre,;entar a sua iase 
cspec íl ica. 

SCUTT (1926) (34) e colaboradores mostraram que o de­
~ , : n , · ohimento em exce ·::;o do antígeno de grupo que às , · eze~ 

•.1ma :-almonel:.t manifes ta obstinadamente. poderá ser inibido se 
, .1~\ :·:w n1 l · ;'..::c l :t e tn din-r ,; a ~ g ·: r:H:C, r~ ~ ( .1 a ~ s:·t(l ,; uficiente;:;). 
:·J>! ca ldo cuntendo anti -soro da iase nã o especíiica. \V :\S~[ :\ 

( 1 ()35) ( 3.~ ) de,.;cre Ye u um mé todo para a ,;eparac;ün das fase,; 
~s pcc í iicas <-' não específicas. baseando-se no efeito imohili zante 

(: , ,:oro imune hum (J lugo: Um pedaço de papel de iiltro es terili­
l ado c impregnado com soro apropriado é colocado no me io de 
gelo:;e semi-sóli da e esta semeada no ponto mai s afa:;taclo do 
papel: o clesen,·oh·:metHo ela fase lwmóloga é detido ú distância 
,J () p;~pcl, ~o pa:- so que o da fa ;:; e heteróloga se aproxima dele. 
:;.\RI) (1937) (36) melhorou c s implificou este método. juntan­
do o ;-,oro imune d iretamente ao agar se mi-sólido. Semeada a 
--almonela em p ícada. '' cresc im ento da fase h om óloga do soro 
;ic-:trft confinado à linha da picada. difundindo-se no meio a ,;ua 
!ase heteróloga. ~ esta a técnica ma is usada atualmente. 
' 1-\a,; identificações somlúgicas completa:::, não se tratando de 

.·x;unes rápidos ele rotina, a determinação elos com plexos a n tigê­
I IT C0s somáticos c ciliares deve se r acompanhada da cletermina­
o.:üo de cada 11111 dos fatores antigênicos que fazem parte desses 
·om plexo,.;. E como última prova. deYe ser feita a confirmação 
ola ex iqência elos fatores encontrados. pelo proces!"o de ahsor­
çl>es. pri ncipalm ente pela prova da absorção mútua ou cruzada 



da ::; aglut ininas, conhec ida por prova "espel ho " (mirror test). 
Lia consist e uu segu in te: se, por exemplo, uma salmonela em 
,Jentificação, da::;s ificada no grnpo E , r evelat· a ntí genos ::;om á­
•ir(J::; c ciliares cuja fórmula seria III, XV : eh: 1 .6, . .. , portanto 
tgual ú de S. newinghton, deverá. em prova de sat uração, ahsor ­
,·<' r todos as aglut inina ::; som;'tt i ca~ c ciliares de um ant i-soro ele 
S. newington, o q ual perderá a,; aglutininas t<Jnto pa;·a c~ta CO!IItl 

pa ra ;t :-;almotwl a em identiiicaçfu• . Mas a in da · é indi:-;pen sa­
, c: l q ue 11111 anti-soro preparado .com esta raça em identificação, 
por sua vez saturado por S. newington, não m a is aglutine os 
antÍ.: •L'I1t• ,-, .1, . ;:111ha~ . licandu a~;;illl concluída a prova de absorção 
cru ;.:;tcl;: d;t,.. :t!_(: lli !J Í! Ja:' . e .~,·, deste modo seQ·uram ente determi-
nad o <' tipr; c!·. ,-al nl <' ll e b etn e ~: tu do. ~ 

E SQUEMA DA ESTRUTURA ANTIG~NICA DAS 
SALMO NELAS 

(K.\ U FFi\or .\ \iN -WHITE 

TIPO 

Grupo A 

1 S. paratyphi A 

Grupo B 

2 S . paratyphi B 
3 S . abony .. . ....... . , 

4 S. Typhi murium ... 'j 

5 S. stanley ... . . .. .. . 
6 S . heidelberg .. . .... · 
7 S . chester ........ . . [ 
8 S . saint paul . . . .... 1 

9 S. zagreb .......... . 
lO S . kaposvar . . . . .... . 
11 S. san diego 1 .. ... i 
12 S. san diego 2 . .. .. ' 
13 S. arechavaleta .. ·_. I 
14 S. reading . .... . ... . 
15 S . derby . . ...... .. . . 

1 
16 S . essen ........ . . . . ' 
17 S. budapest ....... _I 

18 S . brandenburg . . . ·1 
19 S . bispebjerg ...... . 
20 S . abortus equi . . ... ' 

ANTiGENOS ''O" 

IIJ. li, XII 

IIJ, IV, V, XII 
I Il, IV, V, XII 
!Il , IV, [V] , XII 
IV, V, XII 
IV, V, XII 
IV, IV] , XII 
I . IV, V, XII 
IV, V, XII 
IV, V, XII 
IV, IV] , XII 
IV 
IV, [ V] . XII 
IV, XII 
[I J, IV, XII 
IV, XII 
I, IV, XII 
IV, XII 
I , IV, XII 
IV, XII 

1941 ) 

ANTíGENOS " H .. 

Fase 1 

a 

b 
b 
i 
d 
r 
e h 
e h 
e h 
e (h \ 

e h 
e h 
a 
e h 
fg .. 
gm .. 
gt .. 
lv 
a 

Fase 2 

1, 2, . . 
enxz11; 
1, 2, .. 
1, 2, .. 
1, 2, .. 
enxz17 
1, 2, .. 
1, 2, .. 
1, 5, .. 
enzi5zt7 
en .. 
1, 7, . . 
1, 5, .. 

enzl ~.zl' 
enxzt6 
enxzl ü 



TIPO 

21 S. abortus ovis , 
22 S . a bortus bovis .... ! 
23 S . bredeney 1 . .. . .. . 1 

24 S. bredeney 2 .... . . 1 
25 S . schleissheim ..... ! 
26 S. california ! 
27 S . altendorf ...... . . ~ 

Grupo C 

28 S. paratyphi C 
29 S . cholerae suis 1 .. i 
30 S . cholerae suis 2 . . j 
31 S. typhi suis . ...... I 
32 S. thompson . ...... 

1 33 S . virchow ........ . 
34 S. oranienburg .. .. . ' 
35 S . potsdam ....... . . 
36 S . bareilly ....... . . . 
37 S . har tford . . ...... . 
38 S. mika washima 
39 S. montevideo 1 .. . . · 
40 S. montevideo 2 . .. . 
41 S. oslo .. . . . . . .... . . 
42 S. amersfoort 
43 S . braenderup ..... . 
44 S. newport ... .. ... . 
45 S. kottbus . ...... .. . 
46 S. bovis morbificans J 

47 S. Oregon ......... ·i 
48 S . muenchen . .. .. . . 
49 S. manhattan .. .. .. 'i 
50 S. narashino ...... . 
51 S . glostrup ..... . .. · J 
52 S . litchfield ..... . . . 
53 S. duesseldorf ...... ' 

I 
Grupo D 

54 S . typhi . . .. . .. . ... . 
55 S. enteritidis .. ..... ' 
56 S. dublin .. .. - ..... -I 
57 S . rostock . _ ... . .... 1 

58 S. moscow ......... . 
59 S. blegdam . .... . .. . 
60S. berta . . . .... . ... . 
61 S. eastbourne ... . . . 
62 S. sendai . . . ... . . ~ .. 
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ANTíGENOS " H ' ' 

ANTíGENOS ··o '" 1--- - ------

1 Fase 1 Fase 2 

o=~~~ -- ~ ------~ 

IV, XII 
II J, IV, XXVII, XII 
I , IV, LXXVII ], XII 
I, IV 
IV, XXVII, XII 
IV 
IV, XII 

VI l, VI :! , VII lVi t 
VIl, VII 
VI2, VII 
VI2, VII 
VIl , VI:!, VII . . 
VIl , VI:!, VII .. 
VI •. VI:!, VII .. 
VIL , VI2, VII .. 
VIl, VI:!, VII . . 
VIl , VI2, VII .. 
VIL , Vl2, VIL . 
VIl, VI2, VII .. 
VIl , VII 
VIl, ·viz, VII .. 
VIl, VI2, VII .. 
VIl , VI2, VII .. 
VIl , VIII .. 
VIl , VIII. . 
VIl , VIII .. 
VIl , VIII . . 
VIl , VIII .. 
VIl, VIII .. 
VIl, VIII. . 
VIl , VIII .. 
VIl , VIII .. 
VIl , VIII. . 

IX, XII, (Vi) 
[I], IX, XII 
I , IX, XII .. 
I, IX, XII .. 
IX, XII.. 
IX, XII .. 
IX, XII .. 
(I] , IX, XII.. 
[Il, IX, XII .. 

c 
b 
lv 
I v 
bzl:! 
gmt 
c 

c 
LcJ 
[C] 
c 
l k ] 
r 
mt 
IV 
y 
y 
y 
gms .. 
gms. 
a 
d 
e h 
e h 
e h 
r 
d 
d 
d 
a 
zlo 
lv 
z4z2~ 

d 
gm 
gp 
gpu 
goq 
gmq 
f, g, t, . . 
e h 
a 

1, 6, . . 
enxz w 
1, 7, . . 
1, 7, . . 

1, 7, . . 

1, 5,.-
1, 5, .. 
1, 5, . . 
1, 5, .. 
1, 5, . . 
1, 2, . . 

enzt5zl7 
1, 5, . . 
enx . . 
enzHoz\7 

enxz••• 
enxzH> 
enzl i•z17 
1, 2, .. 
1, 5, .. 
1, 5, .. 
1, 2, .. 
1, 2,. -
1, 5, .. 
enxzt6 
enzt5zl7 
1, 2, . . 

1, 5, .. 
' 1, 5, .. 
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TIPO ANTí GENOS "O'' 

63 S . onanimon 
64 S . da r es salaam ... , 
65 S . goettingen .. ... . . 
66 S. panamá .... .. .. . 
67 ~ · gallinarum 

Grupo E 

L IX, XII .. 
l i]. IX, XII .. 
JX, XII .. 
I , IX, XII .. 
IX. XII 

68 S . london . . . . . . . . . . III, X , XXVI 
69 S. give . . . . . . . . . . . . . III , X , XXVI 
70 S. a n atum . . . . . . . . . III, X , XXVI 
71 S . muenster . . . . . . . . III, X , XXVI 
72 S. nyborg . . . . . . . . . . III, X , XXVI 
73 S . am ager . . . . . . . . . . III, X , XXVI 
74 S. zanzibar .... . .. .. , III, X , XXVI 
75 S. shangani . . . . . . . . UI , X , XXVI 
76 S. meleagridis ... .... ~ III, X 
77 S . lexington III, X , XXVI 
78 S. uganda . . . . . . . . . . III, X , XXVI 
79 S. vejle . . .. . .. ... .. i III, X , XXVI 
80 S. n ewington .. . .... ! III, XV 
81 S . selandia . . . . . . . . . III, XV 
82 S. new brunswick . . IIl, XV 
83 S . illinois . . . . . . . . . . . III, XV 
84 S . senftenberg . .. .. . ! I , III, XIX 
85 S. niloese ... .. .. ... : I, III, XIX 
86 S . habana .. ...... . . . I. III, XXIII 

Grupo Heterogêneo 
87 S . aberdeen ..... . .. i XI 
88 S . rubislav ... . . .. . . 1 XI 
89 S. poona . . . . . . . . . . . XIII, XXII 
90 S . borbeck . I XIII, XXII 
91 S . worthington . . . . . I, XIII, XXIII 
92 S. wichita . . . . . . . . . . I , XIII, XXIII 
93 S . carrau . . . . . . . . . . . VI, XIV, XXIV 
94 S . onderstepoort . . . . [IJ , VI, XIV, XXV 
95 S . hvittingfoss . . . . . . XVI 
96 S . gaminara . . . . . . . . XVI 
97 S . kirkee . . . . . . . . . . . XVII 
98 S . cerro . . . . . . . . . . . . XVIII 
99 S . kentucky. . .. .. . . . 

1

' (VIII) XX 
100 S . minnesota . . . . . . . XXI, XXVI 
101 S. tel aviv . . . . . . . . . XXVIII 
102 S. ballerup .. . ..... . • XXIX [Vi] 
103 S . urbana : ......... 1 XXX 
104 S . arizona .. .. .. . . . ·j XXXIII 

r 1 Significa aue não é predominante . 
l J Significa aue pode faltar. 

Significa oue existem restos antigênicos. 

ANTíGENOS " H " 

Fase 1 Fase 2 

b 1, 2, .. 
lw enzl6zl8 
lw enzl5 
lv 1, 5, . . 

lv 1, 6, .. 
lv 1, 7, .. 
e h 1, 6, . . 
e h 1, 5, . . 
e h 1, 7, .. 
y 1, 2, .. 
k 1, 5, .. 
d 1, 5, .. 
e h lw 
zlO 1, 5, .. 
l ,zla 1, 5, . . 
e h 1, 2, .. 
e h 1' 6, .. 
e h 1, 7, .. 
lv 1, 7, .. 
zl'' 1, 5, .. 

gst .. 
d zG 

. fg .. 

1, 2, . . 
r en x 
z .. 1, 6, .. 
lv 1, 6, . . 
lw z .. 
d .. 
y 1, 7, .. 
e h 1, 5, . . 
b enxzlG 
d 1, 7, .. 
b 1, 2, . . 
z4z3z2'· 
i z 6 

b enxzl6 
y enzl5 
z4 
b enx 
z4z3z26 



SUMMARY 

TlH' .\. d e~ c r ih e~ t h•: \' 2n o u s methods fo r t lw i,;ola tion anel 
id en t ificat ion ui the genu s ~almonella. 

T o simplifly th e expü ~ition the s ubj ect is di' ide<l und er four 
head ing,.; : l · ·- cuns id er;J.l ;ons o n the characteri stics of the genu ,; 
Salmonella ; li - m etiFHl;; for en richm ent an el isola ti on : III -
hioch emi ca l t esb fu r th ·: l:e t ect io n of the g euu s Salm onell a; I V 
- scrulugical cbs~ iiic a T : o n in accor(\anc ~ , ,·it h tlw l\:. \ "C FF­
~11\ :\":\-WHTTF. sch r mc. 

T he iirst pa r t gi ' e,; '' ;.ummary oi t he changes o!J,.;en ·ed fro m 
.'- ear to ycar in the dcf i1• itio n of the genu s Salmonella. T he A. 
~ ·e li r ,·e ,.; that the niteri on m os t g enerally accepted is ha~ed on 
o nc han d o n th e hiuchen1il·ai cha raete ri sti cs which . up w a point . 
li m it t he g entiS. and a lso on th e study of t hei r an ti ;~·eni c cons­
t it ution . 

Th e meth od c of l"llri •:l1m ent ;;uch as those o i ,,_ \l"F F.i\1 .\N:\ 
;: nd LF l FSOJ\ -SELE NJ T O -F. are -;tucliPd m t he :<e ..:ond pa r t : 
abo iso lat ion m ethods S'.lch a s lactose- rosolic acid . KRI ST EN ­
S E~\ - LFSTF.f\ and J l'RGE NS ( modif ied hy H O R.\ 1 \ ECHE ) 
a nd t h e agar-1 actose-sac ..:harose-hrill ia nt-gree n-rosól ic-acid m e­
tlwd . Thi s last . sugges ted by th e :\ . renders diffi cult ~h e gro wth 
.. i R proteu ,.: a •1 cl coli . 

The hioch em i ca l te,.: t .; a re cons icle red in t h e th ird 1 ·a rt . l11H.i e r . 
tl J(' . .- Hh-di,·i:;ion of preii :11in ary anel co mpl et e hioc hemical test s . 

I n the .iun r th a nel 1:1:-; t pa rt th e .\ . s tudie . .; th •: . .;c;·o logica ! 
,_. ]a,,_iiiL· a ti, ,1 1. an rl th e te ,· IJJ1iqu C' fo r th•; prt:para ti c•n o i pu r ;- iact(J r 
a nt ige n!" . a nd al so a hr id· inve!" t igatio n o f the va rions a ntigens 
1 i grea tcr importance i; H lncled in th e KAUFFlVIA~N-\VHITF 
schem e. 
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