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Sobre algumas medidas antimalaricas em Malaia (Dr. S. T.
ling) — 1919.

Pesquisas recentes sobre a opilacio na Indonésia (Dr. S. T. Dar-
ling — 1919,

Intoxicacio pelo Betanaftol no tratamento da uncinariose (Dr.
W. G. Smillie) — 1920.

O predominio da Leptospira ictero-hemorragiae nos ratos de Sao
Paulo — Bacilos semelhantes aos da peste encontrados nos ra-
tos da cidade de Sae Paule (Dr. W. G. Smillie) -— 1920.
Ensaios de calorimetria alimentar (Drs. G. H. de Paula Souza e
L. A. Wanderley) — 1921.

Existéncia e disseminacio do Ancilostoma duodenale no Brasil
(Dr. W. G. Smillie) — 1922.

A febre tifoide em Sao Paulo e¢ o seu histérico (Dr. Emilio Ri-
bas) — 1922.

Profilaxia do impaludismo no Brasil (Dr. Belisario Penna) —
1922.

Profilaxia das doencas venéreas (Dr. E. Rabello) — 1922.
Investigncoes sobre a uncimariose (Dr. W. G. Smillie) — 1922,
Estudo epidemiologico da febre tifoide em Sio Panlo (Dr. F.
Borges Vieira) ~— 1922,

Estudo dos componentes do oleo essencial de quenopodio. Suva
aplicacao na profilaxia da ancilostomose (Dr. S. B. Pessoa) —
1923.

Valor da desinfeecido na profilaxia das doencas infectuosas (Dr.
F. Borges Vieira) — 1923.

Alimentacio na idade escolar e pré-escolar (Dr. A. de Almeida
Jor.) — 1923,

Investigacoes sebre alguns métodos para avaliatdo da capacidade
respiratoria (Dr. A. de Alineida Jor.y -— 1923.

O Estado de Sio Paule ¢ alguns dos seus servicos de saude pu-
blica (Dr. G. H. de Paula Souza) — 1923.

Algumas consideracoes sobre a mortalidade infantil em Sao Pau-
lo ‘Dr. G. H. de Paula Souza) — 1923.

Servico de Estatistica Sanitaria «Dr. G. H. de Paula Souza) —
1924,

Sugestdes para a2 melhoria da Legislacio Sanitaria Estadual so-
bre géneros alimenticins (Drs. G. H. de Paula Souza e Nicolino
Morena) — 1924,

A prova de Schick na escola (Dr. F. Borges Vieira) — 1924,

A educacido hygienica na escola (Dr. Nuno Guerner) — 1924.
Contribuicio ao estudo das reacoes biologicas mna eisticercose
(Drs. Gastao Fleury da Silveira, Samuel B. Pessoa e Clévis Cor-
reia) — 1927.

Portadores de germes. Pesquisas de laboratério sobre as febres
tifoide e paratifoide em Sao Paule (Dr. A. Santiago) — 1927.
Sobre a reacio de Kahn (Drs. F. Borges Vieira e Gastido Fleury
da Silveira) — 1927.

Colesterinemia na lepra (Drs. J. M. Gomes, Carlos Leitdo Filho
e Alexandre Wancolle) — 1928.

Lepra (Dr. J. M. Gomes) — 1928.

Tentativa de selecao preofissional (Dr. Monteiro de Camargo) —
1928.

Consideracoes sobre a epidemiologia de algumas doencas trans-
missiveis na cidade de Sao Paulo — Brasil (Dr. F. Borges Viei-
ra) — 1928.

Sobre a nova técnica da reacio de Kahn (Dr. Gastdo Fleury da
Silveira) — 1928.

Modificacgo do poder coagulante do soro sanguineo no decurso
da febre tiféide (Dr. Benjamin Ribeiro) — 1928.
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METODOS DE IDENTIFICACAO DE BACTERIAS DO
GENERO SALMONELLA

DR. LUCAS DE ASSUMPCAO
Do Instituto de Higiene de Sao Paulo

I Consideragdes em torno das definicdes do género Sal-
monella. '

Em 1900 LIGNIERIES criou o termo Salmonella em home-
nagem a SALMON, tomando como tipo o bacilo da peste
porcina (Hog-colera), estudado em 1885, nos Estados Unidos,
por SALMON e SMITH. .

Atualmente agrupam-se no género Salmonella bactérias que
sd0, umas somente patogénicas para o homem, outras sé para
os animais, ¢ ainda muitas que sfo patogénicas para os animais
e tambem para o homem. .

Por muito tempo as bactérias pertencentes a esse género
foram classificadas pelas suas propriedades bioquimicas, princi-
palmente pela fermentagio dos hidratos de carbono, mas como
na sua maioria as salmonelas apresentam reacBes bioquimicas
quase iguais, o estudo sobre salmonelas e salmoneloses tem sido
muito prejudicado.

A propria definicio do género vem sofrendo modificagdes
de ano para ano.

BUCHANAN (1918) agrupava no género Salmonella as
bactérias com ‘“‘a prorriedade de fermentar a glicose com pro-
aucdo de acido e gas, porem nio a lactose”. Como se vé, trata-
te de uma defini¢io extraordinariamente incompleta, existindo
muitas bactérias intestinais que se poderiam enquadrar nesse
género, o que de formea alguma seria possivel,

CASTELLANI e CHALMERS, em 1919, melhoraram a
caracterizacdo do género, dando-lhe as seguintes propriedades:
“fermentar completamente a glicose, porem, nio a lactose, e par-
cial e totalmente a manita. alem de outros hidratos de carbono,
¢ ndo coagular o leite”.



4

Em 1930, no Congresso da Associa¢ao Internacional de Mi-
crobiologia, reunido em Paris — e ao qual tivemos ocasiio de
agsistir — a sua Secgiio de Taxonomia resolveu criar uma
Comissdo encarregada do estudo do género Salmonella, sendo
‘lesignado para seu presidente H. H. SCHUTZE (Lister Insti-
wute, Londres) e para membros dessa Comissdo: KAUFFMANN
(Copenhague), P. BRUCE WHITE (Londres), W. M. SCOTT
(Londres), LIGNIERES (Buenos Aires) e JORDAN (Estados
Unidos), servindo come Secretario R. ST. JOHN-BROOKS, de
Londres. Em 1934 foram publicadas as conclusdes, indicando
elas que as salmonelas constituem um grande grupo de bacilos
Gram negativos “nao esporulados e relacionados sorologicamen-
1e’’, com mais os caracteres seguintes: “nio fermentam a lactose
nem a sacarose, ndo coagulam o leite, nio liquefazem a gelatina
aem produzem indol, e fermentam a glicose geralmente com ou
sem producdo de gases. Todas as espécies conhecidas sio pa-
togénicas para o homem, para os animais, ou para ambos”..

Para a identificagdo dos diversos antigenos cncontrados nas
<almonelas, ja existiam esquemas orgamzados por BRUCLE
WHITE na Inglaterra ¢ por KAUFFMANN, mas apresenta-
vam simbolos diferentes, de maneira que esses esquemas s6 po-
deriam ser consultados por meio de uma chave que desse a equi-
valéncia das suas letras e algarismos. A Comissdo apresentou
i esquema da composigdo antigénica das salmonelas, com a
denominagio de esquema de KAUFFMANN-WHITE (1934),
10 qual foi adotada a terminologia de KAUFFMANN. Este
esquema fol em seguida universalmente aceito para a classifica-
cido das salmonelas em tipos, de acordo com a sua constituigio
antigénica e nio pelas propriedades bioquimicas, aceitando a de-
finicio do género dada por WHITE, em 1929, que compreende-
-ia: “‘uin grande grupo de bacilos Gram negativos nio esporu-
‘ados e relacionados sorologicamente, que nio fermentam a
ctose nem a sacarose, ndo coagulam o leite, nio liquefazem a
gelatina nem produzem indol, mas atacam a glicose geralmente
com producdo de gases, e outras vezes nido. Todas as espécies
conhecidas sio patogénicas para o homem, para os animais. e as
vezes para ambos”.

BERGEY, no seu “Manual of determinative Bacteriology”,
até 4 quarta ediciio. publicada em 1934, definio o género Salmo-
nella baseando-se somiente nas propriedades bioquimicas das
hactérias que o compunham: “Sio moveis ou ndo. Encontram-
se no canal intestinal em varios tipos de processos inflamatérios
agudos. Atacam numerosos hidratos de carbono, com producio
de 4cido, ou 4cido e gis, porem, nio a lactose, sacarose e salici-
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na. Nao produzem, em geral, acetil-metil-carbinol”. De acordo
com a sua definigdo, BERGEY incluio no género Salmonella
espécies que 4 najo sio classificadas como salmonelas, tais como
— 8. morgani. S. watareka, S. vekanda etc..

Na quinta edigdo, publicada em 1939, BERGEY adota, uo
seu Manual, o critério da Comissio das salmonelas e apresenta
o seguinte defini¢io Dbioquimica das bactérias desse género:
“Usualmente moveis, porem, podendo ocorrer formas imoveis.
Atacam numerosos hidratos de carbono com a formagao de acido,
¢ usualmente gis. Nio fermentam lactose, sacarose e salicina.
Nao formam indol ¢ nio liquefazem a gelatina”.

BERGEY, nesta edi¢io, apds definir o género, faz ver que
= fermentacao da lactose e sacarose, assim como a formagio de
indol e a liquefacio da gelatina podem ser. constatadas em es-
pécies sorologicamente pertencentes ao género Salmonella, e que,
por serem excegdes muito raras, nfo invalidam a sua defini¢do
bioquimica do género. Resolveu, contudo, eliminar do género
a S. typhi e 8. sendai, mantendo-as no género Eberthella, ao
qual se reunem bactérias moveis que nio produzem gias nos hi-
dratos de carbono, o que BERGEY julga de grande valor pra-
vco na identificacdo. Pelas mesmas razdes exclue S. gallinarum,
(ue por ser imovel ¢ nilo produzir gas é classificada no género
Shigella-

De fato, KRISTENSEN ¢ KAUFFMANN (1935) obtiveram
variantes dc¢ S. eastbourne que produzem indol; existem varian-
tes de 8. anatum que fermentam a lactose, embora tardiamente;
¢ ainda salmonelas que liquefazem a gelatina: S. dar-es-salaam,
S. schleissheim e S. abortus ovis.

Fm setembro de 1939, reuniu-se em Nova York o Terceiro
Congresso Internacional de Microbiologia — ao qual tambem
estivemos presentes — tendo sido organizada a Salmonella Sub-
committee, com os scguintes elementos: H. SCHULZE, P.
BRUCE WHITE, F. KAUFFMANN, V. M. SCOTT, R. St.
JOHN-BROOK (Secretario), todos membros da Comissio an-
terior; e mais E. HORMAECHE (Montevideo), P. R. ED-
WARDS (Lexington, Estados Unidos) e M. TESDATL (Oslo).
(ue organizaram um novo esquema, conhecido por Esquema de
Kauffmann-White de 1939.

Este esquema é uma simplificacio do esquema publicado
em 1934 pela Salmonella Subcomittee. FEle apresenta as seguin-
tes modifica¢Bes:

7} Foram suprimidos os seguintes tipos de salmonelas ou
variantes: S. typhi-murium var. binns, variante nfo
especifica de 8. typhi-murium; S. cholerae suis var.
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knnzendorf, variante nao especifica de S. cholerae-suis;
S. typhi sui var. voldagsen, variante nio especifica de S.
typhi suis; S. thompson var. berlin, variante nao es-
pecifica de S. thompson; S. newport var. puertorico,
variante ndao especifica de S. newport; S. enteritidis
var. danysz, variante cultural de S. enteritidis e¢ S.
pullorum par ser uma variante cultural de -S. galli-
narum, :

1) Ile outro lado, algumas salmonelas antes indicadas
como variantes foram mcluidas como tipos: S. kottbus,
S. dublin, S. rostock. S. moscow ¢ S. muenster.

[T1) Fatores de pouca importancia no diagnistico diferen-
cial foram abandonados, ndo fazendo parte do esque-

ma, como os fatores =37 e 47 das fases nio espe-
cificas. :

IV) As fases dos antigenos “H" do novo Esquema \nti-
génico sao designadas por fase 1 e fase 2.

V) SO sio consideradas as fases que ocorrem nos meios
usuais; ao passo que as obtidas em culturas com soros
imunes, sio consideradas como fases artificiais. nao
lhes podendo ser atribuida importincia, sendo omiti-
das, como. por exemplo, “e”, g i de S. typhi e
"z57 de S. schleissheim.

\'1) O Esquema Antigénico é apenas um quadro para de-
terminacio diagndstica e ndo para classilicacao  de
todos os antigenos cxistentes. :

Fsta Subcomissio ainda propds se modificasse a delini¢ao
aenérica bioquimica das salmonelas, visto que, de acordo com
as mais recentes investigacoes, entre elas podem ser encontra-
dos tipos ou variantes produzindo indol, fermentando a lactose
¢ liquefazendo a gelatina. .\ definigio genérica de BRUCE
AWHITIE (1934), aceita pela “Salmonella Subcomittee™ daquela
época: — “deixando de fermentar lactose ¢ sacarose, de coagular
o leite. de liquetazer a gelatina ou produzir indol: atacam regu-
larmente glicose ete.”, propde a Subcomissio de 1939 se modifi-
que para: — “nio fermentam a sacarose, nao coagulam o leite e
raramente fermentam a lactose: liquefazem a gelatina ou produ-
zem +indol, atacando regularmente a glicose etc.”. ficando deste
modo definido o género Salmonella.

Mas ainda é preciso levar em consideracio o fato seguinte:
ha bactérias que se assemelham as salmonelas. pela sua cons-
titui¢do antigénica, apresentando antigenos somaticos e ciliares,
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como, por exemplo, certas ragas dos géneros Escherichia, Eber-
thella, Shigella, ¢ mesmo Pasteurella, que apresentam relagdes
sorologicas com as salmonelas, em raziao de possuirem alguns
de seus antigenos. Isso mesmo foi demonstrado por Schutze,
que revelou a existéncia de antigenos somaticos das salmonelas
do grupo B na P. pseudotuberculosis.

De acordo com'a opiniio mais recente de KAUFFMANN,
1) a modifica¢io adotada pela Subcomissao (1939) ainda nao
satisfaz, porquanto realmente niao separa o grupo das salmonelas
de outros grupos, alem de n3o levar em considera¢io as obser-
vaghes que ultimamente tém sido feitas, e que dizem respeito ao
fato de terem sido encontrados antigenos somdticos em bacté-
mas pertencentes a outros géneros.

Levando em consideracio esses fatos, KAUFIMANN pro
poe a seguinte definicao: “Salmonelas sdo bactérias Gram nega-
tivas, as quais, pela sua estrutura antigénica podem ser coloca-
das no Esquema de KAUFFMANN-WHITE”.

Podem ainda surgir bactérias com formulas antigénicas nio

assinaladas no esquema -— que apresenta antigenos especiais
para cada grupo -— sendo possivel apresentarem clas antigenos

desconhecidos.

Sio tambem importantes os estudos mais recentes de hacté-
rias coliformes isoladas do homem e principalmente de casos
satologicos de animais.  Iistas bactérias diferem das salmonelas
relas suas propriedades bioquimicas, fermentando lentamente a
factose, fermentando com producio de gas a glicose, manita ¢
maltose, mas nio a sacarose. Liquefazem lentamente a gelati-
na. sendo vermelho de metila positivas e Voges-Prokauer nega-
tivas. produzindo grande quantidade de H2S e nio dando indol
Trata-se de organismos da familia Enterobacteriaceae, cujas pro-
priedades bioquimicas nfo coincidem com as de nenhuma bacteé-
cia atualmente conhecida dessa familia, mas que ainda nio
justificaram a criagdo de um novo género. -

"KAUFFMANN, em diversos estudos, e mais recentemente
PELUFFO, EDWARDS e BRUNER (2) e EDWARDS,
CHERRY e BRUNER (3). sobre os paracolis, tém discutido a
questio. Parece tratar-se de um grupo intermediiario entre os
colis e as salmonelas, aproximando-se destas aqueles que esses
trabalhos "tém demonstrado possuirem antigenos somaticos e
ciliares a elas relacionados. ‘

Continua, contudo, aberta a questio: devem ecssas bactérias
ser consideradas colis ou salmonelas?

Os novos conhecimentos sobre o assunto vio tornando cada
vez mais dificil uma definicio capaz de marcar claramente os
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limites do género Salmonella. Ainda nio se sabe qual o critério
que predominard, se o bioquimico ou o sorolégico. No caso
deste ser unicamente admitido, teriamos de classificar como
salmonelas a maioria dos colis com antigenos a elas relacionados,
e mesmo espécies muitc afastadas, como a P. pseudotuberculosis,
que possui antigenos somaticos do grupo B.

Em suma: atualmente o critério a seguir na classificacio
das espécies do género Salmonella deve basear-se, de um lado,
nas propriedades bioquimicas que dio um certo limite ao género,
de outro, no estudo da sua constitui¢io antigénica, confluindo
ambos para a identificagio da espécie ou tipo dentro do género
Salmonella.

IT — Métodos de enriquecimento e isolamento.

1 — Enriquecimento.

O aperfeicoamento dos meios especiais de cultura deram um
grande impulso ao estudo das bactérias do género Salmonella.
Com os estudos de Mueller (1923) (4) comecaram a apare-
cer meios mais indicados ao isolamento de bactérias desse género.

KAUFFMANN (1930) (5) apresentou um meio com verde
brilhante e tetrationato de sodio, que facilita o desenvolvimento
de salmonelas na presenga de grande quantidade de colis. A
acdo impediente deste meio é maior para as bactérias coliformes
de origem fecal do que para as do género Aerogenes, nele ainda
se desenvolvem bactérias dos géneros Proteus, Pseudomonas.
Alcaligenas etc,. que interferem no isolamento das salmonelas
em meio solido, como veremos adiante. Acresce mais: pratica-
mente o meio ainda impede o desenvolvimento da flora bacte-
riana Gram positiva.

O meio de KAUFFMANN tem sido o mais usado até esta
data para o enriquecimento de qualquer material contaminado
do qual se queira isolar salmonelas.

E o meio que usamos.
Prepara-se da seguinte maneira:

Meio de enriquecimento de KAUFFMANN. Tetrationato
original: Por em um recipiente 50 c.c. de carbonato de célcio e
esterilizar na autoclave. Ajuntar 900 c.c. de caldo simples, es-
teril, e em seguida 100 c. ¢. de uma solugio de ipossulfito de sédio,
esterilizada na autoclave (500 grs. de ipossulfito 4+ um litro de
agua). Ajuntar 20 c.c. de solugio (iodo-iodurada (iodo 20 grs.,
iodureto de potdssio 25 grs., dgua ¢.s. 100 c.c.). Operar assep-
ticamente, pois o meio nio deve ser aquecido.
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Para se obter 0 meio “K”: A 1000 c.c. de tetrationato ori-
ginal ajuntar 10 c. c. de solugio aquosa de verde brilhante a 1%
e 50 c.c. de bilis de boi esterilizada. Repartir em tubos estereis
na quantidade de 10 a 15 c.c. por tubo, agitando continuamente
para evitar a sedimentacido do carbonato de calcio. Controlar a
esterilidade do meio deixando os tubos varios dias na estufa
a 37°C.

Meio de enriquecimento de LEIFSON-Selenito-F. Outro
meio usado para enriquecimento de bacilos tifico e paratificos,
tambem aconselhado no enriquecimento para isolamento de sal-
monelas em geral, ¢ o de LEIFSON-Selenito-F. (6).

LEIFSON denominou de meio Selenito-F a um meio liquido
proprio para enriquecimento de bacilos tifico e paratificos das
‘ezes e urina, com a seguinte composig¢io:

Por cento
Fosiatos de sodio (anidricos) ......... 1,0
Peptona . . .. ... . 0,5
l.actose e Teran @ B2 L e A RS Al o [ 0,4

E preciso determinar experimentalmente as proporgdes exa-
tas do monoiosfato ¢ do difosfato de sodio, sendo que, com a
peptona e o selenito de sodio usados, o meio deverd apresentar o
pH 7,0. Repartir em tubos; esterilizar na autoclave aberta du-

rante 30 minutos, evitando temperaturas mais altas, que prejudi-
cam o meio.

No caso de se usar um s6 meio de enriquecimento — como
geralmente fazemos — é preferivel langar mio do de KAUFF-
MANN. Esta é tambem a opiniio de HORMAECHE e SURRA-
CO (7). que dizem: “Usando el medio al selenito, ademas del
tetrationato, aumentamos el mimero de positivos en un 20%
aunque en valor absolute el primero sea inferior al segundo.
[gualmente resulta clara la vantaja de hacer dos aislamientos a
partir del medio “K”, uno a las 24 horas y otro a los 5 dias”.

Fazemos, geralmente, dois isolamentos: um apoés 24-48 horas
e outro no 5.2 dia; mas, em muitos casos. temos obtido melhores
resultados fazendo passagens sucessivas — do primeiro tubo
para um segundo e deste para um terceiro tubo do meio K.

2 — Isolamento.

Quando se procura isolar, diretamente em placas, salmonelas
de qualquer produto contaminado, apenas se obtem resultado
no caso delas existirem em grande quantidade, principalmente
quando si3o empregados os meios que tao amiude se usa para
esse isolamento. como placas de MAC CONKEY. agar-lactose-
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tornasol, lLEndo, agar-acido rosolico etc.. O abundante cresci-
mento dos colibacilos nestes meios, como principalmente o de
bactérias do género Proteus — na sua variagio H, de \WEIL e
FELIN — invadem a placa, impossibilitando o isolamento de
coléonias puras de outro germe. Ainda mais: mesmo nos me-
thores meios de enriquecimento — como os retro referidos —
nao se desenvolvem s6 as salmonelas, mas tambem as multiplas
espécies dos géncros Proteus, Pseudomonas, Alcaligenes ctc., ¢
algumas espécies mais resistentes do grupo coli-aerogenes.

Consequentemente, convem usar meios de isolamento que
impecam ou dificultem o desenvolvimento das bactérias que,
alem das salmonelas, crescam nos meios de enriquecimento.

O método de isolamento que geralmente dd melhores resul-
rados, ¢ o indicado por KAUFFMANN em 1930, seguido tam-
bem por HORMAECHI e seus colaboradores, com ligeiras
modificagoes.

Consiste o método de KAUFEMANN no enriquecimento
cm meio UK e isolamento nos 1.2 e 5.2 dias de incubacio a 37°.
em placas. no meio de KRISTENSEN, LESTER e JURGIENS.

No meio de KRISTENSEN ha grande inibicio de bacté-
rias do género Proteus e coliformes. Ay bhactérias normalmente
ciliadas. desenvolvem-s¢ em sua variante “0". nao invadindo,
nortanto. o meio. O bacilo piocidnico cresce dando dolonias
comelhantes as das salmonelas. \s culturas obtidas de colonias
ivoladas desse meio si0 muitas vezes impuras, porque algumas
¢spécies — principalmente Proteus — embora inibidas, mantém-
ce vivas, desenvolvendo-se nas culturas seguintes. Ha, contudo.
a grande vantagem do forte poder impediente sobre os colifqrr
mes e, mais ainda, sobre bactérias do género Proteus, as quais.
quando presentes, invadem todas as placas dos outros m‘(_"ios,
ypio permitindo isolamento de colonias suspeitas para identifica-
cio. Ainda mais: quando no meio de KRISTENSEN raramente
vegetam bactérias do género Proteus, estas se apresentam em
colonias redondas. circunseritas, nio invadindo o meio, isto é,
na sua variante “O”.

O meio de KRISTENSEN é, de fato, dos conhecidos até
esta data, o melhor para isolamento de salmonelas, como o de
LEIFSON (agar-desoxicolato-citrato) para o isolamento de shi-
gelas.  Contudo, tanto o meio de KRISTENSEN para salmone-
las, como o de LEIFSON para shigelas — impedem o desenvol-
vimento, aquele, de algumas salmonelas (S. abortus equi, S. typhi
suis etc.), este, de varias shigelas (ligeiro impedimento de Sh.
dysenteriae, e ainda mais de Sh. ambigua, Sh. alkalescens, ctc.).
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Meio de KRISTENSEN; LESTER e JURGENS, modifi-
cado por HORMAECHE (8) (Agar-lactose-sacarose-verde bri-
thante verm. fenol):

Iixtrato de carne (Liebig) ....... 5 gr
Peptona (\Witte ou Bacto) ....... 10 v
Clorureto de $6di0 .....noecvises 5 7
Lactose = . «5sropmummonssssagsosss 0 v
Sacarose s 3 e e g e e 2t 10 7
Solugio de vermelho de-fenol ... 40 7
Agua destilada .:i. . sosomesime sans 1000 «¢.«

Juntar ao meio fundido, antes de repartiv em placas, 1,5
c.c. por litro de uma solu¢io aquosa de verde de Dbrilhante
(Griibler) a 0,5%-

Férmula da solugac de vermelho de- fenol:

Vermelho de fenol ... ............ 1 gr.
Soda AS1Y csvsssnwasszaevs pnswngs 40 "
Agua destilada ... ... oL 400 c.c.

O meio de KRISTENSEN, adotado ¢ modificado  por
NAUFFMANN, ndo contem sacarose, mas somente lactose a
.59 . HORMAECHIE ajunta sacarose ao meio, na proporgao
dc 1 por cento, reduzindo a lactose a mesma proporgao. .\ sa-
carose permite eliminar alguns colis que se desenvolven no meio,
rermentando esse hidrato de carbono mas nio a lactose, em 24
horas, Ila deve ser acrescentada ao meio sem  ser aquecida,
naando-a HORMAIECHIE e¢m solugio esterilizada com clorofdr-
mio a 20%. \s nossas solucdes de lactose e sacarose sio este
riiizadas por filtracao em filtros Seitz.

Meio de agar-lactose-sacarose-verde brilhante-acido rosélico.

iZ<t¢ meio — ao qual damos preferéncia no isolamento de
salmonelas apos enriquecimento no meio K — ¢ o que propomos,
resultando  de uma combimag¢io por nds feita dos meios de
NRISTENSEN modificado por, HORMAECHE e das placas de
agar-acido rosolico de CNLAZANS-RANGEL PESTANN (9).

[oxtrato de carne ... 5

Qr.
NOAT 5 ¢ snwsne o v e s o w S NSRS 30 "
PEDEGHE © o v oot s oo di w18 5565 308 5603 10 7
LACUORE . . et wssosd s 9m o8 580 0o s 10 7
SUCATOSE | o ottt et et e ee e e ees |50 I
Sol. de acido rosolico a 1% ...... 10 c.c.
Sol. de verde brilhante a 059 .. .. 2 €

Agua destilada s oc 0w mvmsmanmwnss - 1000 c-c.
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Colocar em uma panela 900 c.c. de agua destilada e o agar,
reservando 100 c. c. para dissolver os outros ingredientes. Dis-
solver o agar deixando-o impregnar-se, durante 15 minutos, no
minimo, e fundir por ebuligio na autoclave sem pressdo, durante
20 minutos. Dissolver o extrato de carne e a peptona nos 100
c.c. da agua reservada, aquecendo em banho-maria. Misturar
as duas partes ¢ restabelecer com agua destilada o volume para
um litro. Em seguida titular com solugio N/20 de Na2CO03,
ajustando ao pH 7,6-7.8. Autoclavar a 121°C. durante 5 a 10
minutos. [Filtrar em algodao no funil a filtragio quente ou na
autoclave. Iisterilizar 20 minutos, a 121°C. Ajuntar, enquanto
o meio estiver fundido, as solugdes estereis de lactose e sacarose
ndo aquecidas (usamos as solugdes a 20%, filtradas em filtro
Seitz), e as solucdes de acido rosolico (1 gr. dissolvida em 100
c-c. de alcool a 50°) e verde brilhante. Distribuir em placas.

Neste meio os proteus quando vegetam niao o invadem ¢ os
que fermentam a sacarose dido colonias amarelas: os colis nido
crescem ¢ as salmonelas vegetam bem, dando colonias da cor
do meio. .

Nas consideragoes retro referidas sobre as vantagens e des-
vantagens do meio de KRISTENSEN, vimos que mesmo entre
as colonias perfeitamente separadas, as culturas delas obtidas
nido raro sio impuras, fato igualmente observado no meio com
acido rosolico e verde brilhante que acabamos de apresentar.
Por consequéncia, recomendamos se faga reisolamentos a partir
das colonias isoladas cesses meios, em placas de agar-lactose-
tornasol. Tanto nos exames diretos, como naqueles apods enri-
quecimento. alem do material ser passado nas placas com um
dos meios de isolamentc que acabamos de indicar, é conveniente,
ainda, fazé-lo passar em placas de agar-lactose-tornasol, meio
fiue, por nio conter substincias inibidoras, dard colonias puras.
Se no material semeado houver bactérias do género Proteus,
¢stas invadirio o meio. fato reconhecivel pelo “Hauch” caracte-
ristico. o que entio impossibilitara o isolamento de coldnias
ruras.  Convem lembrar ainda os lentos fermentadores; mas o
aroblema fundamental é a diferenciagio rdapida entre Proteus e
Salmonella. Quando o material semeado nas placas de agar-
lactose-tornasol revelar a presenca do Proteus, invadindo a su-
verficie do meio, hda indicacio de se fazer reisolamentos das
colonias isoladas.

TTT —- Provas bioquimicas para a determinacdo do género
Salmonella.
1 — Provas bioquimicas preliminares.

As colonias suspeitas, obtidas dos meios de isolamento, de-
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vem ser submetidas as provas fundamentais bioquimicas que
caracterizam o género Salmonella.

No caso da pesquisa ser unicamente de salmonelas — que
e o assunto de que estamos tratando — pode-se passar direta-
mente a identificacio das colonias obtidas, porquanto, sendo elas
isoladas dos meios de KRISTENSEN ou de agar-lactose-saca-
rose-verde brilhante-acido rosélico, retro referidos, nio se apre-
senta o problema das bactérias do género Proteus, que sio ge-
ralmente inibidas.

Acontece, porem, que nos exames comuns de fezes dos casos
com perturbagbes intestinais, as pesquisas  sio comumente de
bactérias dos géneros Salmonella ¢ Shigella, dependendo do meio
ou meios usados o diagnostico da disenteria. Nestes casos, 0
material. apos enriquecimento ou diretamente, deverd ser semea-
do em placas de um dos meios seguintes: agar-lactose-tornasol,
desoxicolato-citrato (LEIFSON) (10), KRISTENSEN, ou ver-
de Dbrilhante-acido rosolico. Placas de agar-lactose-tornasol sio
ainda de grande utilidade (devido a nflo terem substancias ini-
hidoras). porquanto, nos outros meios, algumas shigelas e sal-
monelas nao crescem.

O meio de desoxicolato-citrato de LLEIFSON ¢ altamente
seletivo para shigelas (tambem servindo para salmonelas); ele
mnibe os coli-baciloes mas n3o as bactérias do género Proteus.
fistas, no entanto, desenvolvem-se na forma “OV, sendo as suas
colonias semelhantes as das salmonelas. Mais de metade das
vezes, as colonias isoladas como suspeitas de Salmonella ou
Shigella =do de Proteus, bactérias muito comuns nas fezes, ¢ que
teriam .de ser submetidas a provas preliminares de identificacio
bioquimica. Para eliminar tio grande e inutil trabalho, julga-
mos indispensavel o conhecimento de alguns meios (ue estabe-
lecam a diferenciagio rdpida entre Salmonella e Proteus.

SURRACO e PEREYRA (11) estudaram muito bem o
assunto, tendo verificado que o dnico meio recomendavel para
esse fim seria o de SOSA (12). Acham, contudo, que esse meio
utiliza para reconhecimento dos Proteus, de sua atividade pro-
icolitica e que esta é de intensidade variavel, o que dificulta
obter-se resultado rapido. Alem disso, essa atividade nido é apre-
sentada pelo Proteus morgani, que afirmam constituir 30% dos
proteus isolados das fezes, baseados em suas estatisticas.

Levando em consideragio esses fatos, estudaram um meio
seletivo baseado na decomposi¢io da uréia, atividade enzimatica
caracteristica do género Proteus.

Como demonstron WOLF (13), sob a agio das bactérias do
género Proteus a uréia é hidrolizada com produgio de carbonato
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de amonio.  Dirigindo as suas pesquisas nesse sentido, SURRA-
(U e PEREYRA experimentaram o processo aconselhado em
A\ System of Bacteriology™ (14), que apresenta o seguinte meio
como método facil para diferenciagiio entre colis e proteus: caldo
contendo 1% de uréia e 0,5 ¢. ¢. de uma solugido alcoolica de timol
azul a 04% para cada 100 c.c. do meio. Em poucas horas de
cultura os colis deixam ¢ meio amarelado. ao passo que os pro-
teus o tornam azul ou azul-esverdeado, devido a produgao de car-
honato de¢ amonio e consequente alcalinizagdo do meio.

Fazendo diversas modificacSes nesse meio, e apds minuciosas
experiéncias, SURRACO e PEREYRA aconselham seja ele feito
da seguinte maneira:

Caldo fermentado (esterilizado a 120°) 100 c¢. c.

Lovela, . & spnaomews oms e s a0 gE 2 e 1 or
LLactose . o 1,5 gr.
Sacarose . . ... 1,5 gr.
Scl. de sal sddico de timol azul ... 03 c.c.

Ajustar ao pH 7.5. Distribuir em tubos de fermentagao de
Durham-[Eterilizar a 100°.

A sol. de sal sédico de timol azul é preparada da segumte
maneira :

Wbl gzl sus amews sne o6 soews 2035E = 032 gr.
SOda NIV sismesme6dnes et e o 6.88 c.c.
Agua 3 P S . 20 oG

) meio, com o pH 7,5, é de cor amarela. Com a maioria
das Salmonelas o pH se eleva a 8,1, tornando-se o meio amarelo-
verdoso. A ag¢ldo dos proteus sobre a uréia, permite dividi-los
am dois grupos: a) proteus que produzem urcase rapida e abun-
Jdante, elevando o pH a 89, dando ao meio um tom azulado (P.
vulgaris, P. mirabilis, P. americanus) ¢ mesmo francamente azul,
quando a reacao vai a mais de 9,1; b) proteus que produzem
urease lentamente, atingindo o pH apenas 86 e o meio ficando
de cor verde (geralmente Proteus morgani).

SURRACO E PEREYRA dizem que a-pesar-de usarem os
melhores meios para o isolamento de Salmonella e Shigella, ainda
7ssim se torna indispensavel o meio que propuzeram, pois com
ele conseguiram eliminar 72,25% das colonias suspeitas, por nao
pertencerem .os géneros precitados.

Portanto, obtidas as colonias suspeitas (umas 3 ou 4) e apds
vurificagdo, ou passagem no meio com uréia. sio continuadas
as provas bioquimicas gerais preliminares caracteristicas do gé-
nero Salmonella.



s IS s

I’assamos em uma série de cinco hidratos de carbono, que
nos servird ndo so para salmonelas comé tambem para a identi-
ticagao de outros germes da flora intestinal: lactose, glicose,
mainita, maltose e sacarose. O meio usado € o semissolido de
HISS. com indicador acido-rosOlico (CARVALHO LIMA —
Bacteriologia) (loc. cit.), que é preparado da seguinte maneira-

Agua, destilada ..vvmvswiiosmsomses 1000 c.c.
Gelatilia. . & oo semimvnmomesess s 40 gr.
INBAY o o 5 veis it svo s SR PR AITE N 25 8 gr.
Peptona . « . .cosmenqs TR TR S : 10 gr.
Cloruréto de sOA10 «owevuosssasmsns 3 gr.
Extrato de carne ....... TS S 2 gr.

Ao clorureto de sodio, agar e gelatina ajuntar a agua neces-
sdria, reservando cerca de 100 c.c. para os.outros ingredientes.
Dissolver e fundir durante uns 15 minutos por ebulicio na auto-
clave, sem pressio. Na agua reservada, dissolver a peptona e
o extrato de carne, aquecendo em banho-maria. Combinar, em
reguida, as duas partes e restabelecer o volume para um litro.
Titular ao pH 7.4 a 7,6 com N/20Na2COJ e ajustar com N/1
Na2 CO3. Autoclavar a 121°C, durante 5 a 10 minutos. Fil-
trar. \juntar 1% da solugdo de dcido rosodlico (sol. de acido
rosolico a 1% em alcoo! a 50%). .\juntar os hidratos de carbo-
no a 1%- Distribuir em tubos de 110 por 1l mm. e esterilizar
na autoclave a 100°C. durante 30 minutos.

O meio é muito bom para o estudo dos bacilos Gram nega-
tivos da flora intestinal, apresentando a vantagem da verificagdo
conjunta da fermentacio e producio de gas. Ainda nas provas
preliminares fazemos as seguintes reagdes especiais: hidrogénio
sulfurado e indol: passamos em gelatina e leite tornasolado.

\s provas preliminares que acabamos de indicar sio sufi-
cientes para a identificacio de bactérias do género Salmonella;
¢ 86 fazemos as provas bioquimicas completas em casos especiais.

2 — Provas bioquimicas completas.

As colonias isoladas apresentando nas provas preliminares
as reacoes bioquimicas caracteristicas do género Salmonella, re-
tro referidas, sdo, entio, submetidas as seguintes provas bioqui-
micas, que completam a identificagao.

Fermentacdo de hidratos de carbono. Os mais importantes,
alem dos cinco que fazem parte das provas bioquimicas preli-
minares, sio: monosacaride — sorbita; disacaride — trealose;
trisacaride — rafinose; polisacaride — dextrina, e as pentoses —
ramnose, arabinose e xilose.
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Meio glicerina-sulfito-fucsina de STERN. Os trabalhos,
principalmente de STERN (1916), ZELLER (1922) e de
MIESSNER ¢ BAARS (1927) demonstraram que bactérias do
grupo coli-tifico-paratifico-disentérico, quando semeadas no meio
glicerinado de STERN, umas tornam o meio roxo ou violeta es-
curo — sio as “Stern-positivas”, como por exemplo: S. paraty-
phi B, S. enteritidis etc.: outras, deixam o meio de cor vermelho-
palida — sdo as *‘Stern-negativas”: S. typhi, S. paratyphi A, S.
paratyphi C, E. coli etc.. :

Meio glicerinado de Stern (15)

Caldo fermentado ........................ 100 ¢ c.
Sol. sat. a 37°C de fucsina basica ........ \V-V1 gotas
Sol. de hipossulfito de sodio a 10% (recente) 2 c.c.
Sol. aquosa de crisoidina a 025% ........ 1 cc
Glicerina (ou.outro aguear) .............. 1 gr.

IEste meio deve ser conservado na geladeira ¢ ao abrigo da
lnz, pois se altera rapidamente sob a ac¢io do ar ¢ da luz. Con-
vem usid-lo quando recentemente preparado.

Acao sobre o meio de Bitter.

O meio de BITTER, WEIGMANN e HALS (1926) (16),
com  ramnose, serve para distinguir algumas salmonelas —
principalmente Para B de Breslau — umas acidificando o meio
¢ outras nao.

Meio de BITTER, WEIGMANN e HALS.
Solugao salina:

Fosfato dissédico Na2HPO4 ... ... 0.5 er.
Sulfato de amoénio ............... 1 gr.
Citrato de sédio ................. 2 gr.
Cloteto de 80210 .wwiss snonssmisas 5 gr.
Peptona Witte ................... 0,05 gr.
Agua destilada q.s- ......... ... 1000 c.c.

Ajuntar os ingredientes a dgua destilada aquecendo lenta-
mente e agitando até obter a dissolugido dos sélidos. Filtrar em
papel e distribuir em. baldes de 100 c.c.. A cada balio adicionar
¢s agucares — a ramnose a 0,5% e a glicose, dulcita e arabinose
a4 1% - e ferver para dissolver. Distribuir em tubos de vidro
neutro e esterilizar em vapor fluente, durante meia hora, dois
dias sucessivos.

O meio, semeado, deve permanecer na estufa a 37°, durante
15 a 20 horas. Acrescentar, em seguida, duas gotas de solugio
alcodlica a 0,5% de vermelho de metila. -T.er os resultados: co-
loragio vermelha — positivo; amarela — negativo.
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Acgdo sobre o meio de SIMMONS.

Diversos pesquisadores vinham observando que bactérias
pertencentes aos grupos tifico-paratifico-coli-aerogenes podiam
ser separadas de acordo com sua habilidade de utilizar acidos
organicos. ot seus sais, como fontes de carbono — WAGNER
(1913), ALTOBELLL (1914), AYERS, RUPP e JOHNSON
(1919), PESCH (1921. Coube, contudo, aos trabalhos de KO-
SER (17-18) a apresentagdao de um teste baseado na inabilidade
dos coli-hacilos de utilizar acido citrico, ou citrato de sodio. como
tonte de carbeno, em contraste com bactérias do género aero-
genes, que, utilizando o citrato, crescem abundantemente no
meio liquido indicado pelo autor.

O meio de SIMMONS (19) ¢ o proprio meio citratado de
KOSER, com adi¢io de¢ agar e de bromo-timol azul como indi-
cador, cujas ingredientes e modo de preparar sdo os seguintes:

Gelese citratada de Simmons

Agar 1avado: .....eeesiei s smssmas 20 gr.
NaGl . o 5 svwsssses pesniosss§sesms 5 gr.
MSO4 . A 0,2 gr.
(NHHH2PO4 . - .ol 1 gr.
Citrato de 80010 c.vve e nmemsoscamss 2 gr.
Agua destilada ...:oumsssmsm00m00s 1000 c.c.
Azul de bromotimol (=ol-alc. 1,5%) 10 c.c.

Pesar 20 grs. de agar, cortar em pedagos pequenos e lavar
bem durante algum tempo com agua destilada, a qual sera tro-
cada 3 a 4 vezes. Dissolver os sais em agua destilada, ajuntar
o agar lavado e dissolve-lo na autoclave a 120°C durante 10-15
minutos. Retirar da autoclave e filtrar em algodio. Ajustar o
»H a 68-7,2. Repartir em baldes com 100 c.c. em cada .um
Fsterilizar a 110°C. durante 20 minutos.

O meio sera fundido quando tiver de ser usado. \juntar
as aqucares (glicose, ramnose, dulcita e arabinose) e mais 1 c.c.
da sol. alcodlica a 1,5% do azul de bromotimol. Distribuir e
esterilizar em vapor fluente. () meio quando frio apresenta cor
verde-oliva transparente, devendo ser conservado na geladeira.
O azul de bromotimol é um indicador amarelo ao pH 6, indo até
v azul ao pH 76. A cor do agar-citrato torna-se amarela ou
wiaranjada quando o meio se acidificar, tornando-se azul quando
a sua reagdo for alcalina.

Fermentagcdo de acidos orginicos e seus sais

Diversos estudos tém sido feitos sobre a decomposigio de
sais de acidos organicos pelas bactérias. Destacam-se, pela sua
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amportancia, os de BROWN, DUNCAN e HENRY (1924-1920)
(20-21) nos quais se verificou que, pelo uso principalmente de
seis sais sodicos organicos (citrato, d-tartrato, l-tartrato, m-tar-
trato, fumarato e mucato) se podia estabelecer diferentes grupos
entre as bactérias do género Salmonella, mesmo diferenciando
‘ipos.  \inda mais: estendendo os seus estudos sobre a redugio
desses sais, constataram diferencas entre certos vibrides do grupo
coli-acrogenes. entre o bacilo da difteria e o bacilo de Hoff-
mann cte.,

E o seguinte o meio para verificagdo da fermentagio de sais
ae acidos organicos, segundo os trabalhos de BROWN. DUN-
UAN e HENRY e de KAUFFMANN (1935) (22)

Peptona . . .. ..o 10 gr.
HONa O.IN ... ... 7 c.c.
Sol. de azul de bromotimnl . .. ... 12 ©c.c.
AGUH. AdeStHads wiomrns s vus vwins os 1000 c.c.

A solugao de azul do bromotimol ¢ a seguinte:

Azul de bromotimol ... ... ... .. 1 gr.
HONa OIN oo 25 c.c.
Agua destilada ............. .. .. .. 475 c.c.

Os sais sdo usados separadamente, convindo, de preferéncia,
ajuntar os seguintes ao meio: citrato, d-tartrato, l-tartrato. i-tar-
trato ¢ mucato. Sio geralmente empregados na concentracdo
de 19¢. mas os levogiros a 0.5%. Com HONa 02N ajustar ao
pH 74 O meio pode ser esterilizado a 115-120°C durante 20
mmutos.

Convem verificar os resultados apos 10 dias de incubagio,
vealizando leituras tambem no correr desses dias. No momento
em ue se tiver de verificar o resultado, ajuntar a 3 c. ¢. do meio,
C.1 c.c. de sol. aquosa saturada de acetato de chumbo. Agitar
bem, deixando o tubo em repouso, na posigio vertical, durante
algumas horas cu até o dia seguinte, fazendo, entdo, a leitura.
Considera-se que houve decomposi¢io do dcido orginico pela
bactéria, quando no fundo do tubo se observa um pequeno pre-
cipitado granular escuro, formado principalmente de carbonato
de chumbo, ficando o liquido limpido. Nio sendo a bactéria
capaz de decompor o acido organico, forma-se volumoso preci-
pitado esbranquigado do sal de chumbo, que ocupa mais de me-
tade do volume do meio. Este precipitado nio se deposita no
fundo do tubo, permanecendo em suspensio indefinidamente.
E indispensavel utilizar tambem tubos do meio nio semeado,
que servirio de controle.
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IV -— Classificagdo soroloégica.

) Consideracdes gerais sobre a constituicdo antigénica das

salmonelas.

Embora SMITH ¢ REAGH (1903) ¢ BEYER e REAGH
{1904) tivessem verificado que o B. suipestifer apresenta, na sua
iorma normal, dois antigenos — um, flagelar, termolabil, e outro
termoestavel, associados a seu corpo, foram, contudo, os traba-
lhos de WEIL e FELIX (1917 1970) (23-24) que verdadeira-
mente constituiram as pesquisas iniciais basicas para o estudo
‘fa constitui¢io antigénica das salmonelas.

WIEIL e FELIX observaram nas culturas do bacilo Proteus
X 19, dois tipos diferentes de colénias: umas, circunscritas, pla-
nas. e outras que se espalhavam, apresentando um crescimento
myasor. Ao exame microscopico, as primeiras eram formadas
por bacilos mmoveis, ao passo que as segundas, por bacilos mo-
vels, ciliados.  As coldnias produzidas pela variante ciliada foram
designadas com o simbolo “H” (hauch-véu) e as com bactérias
sem cilios, pelo simbolo “O” (ohne hauch — sem véu). A ob-
servagio de que essas colonias “H” e “O” correspondiam a duas
cspéeies de antigenos bem diferenciados, tornaram cldssicas as
denominag¢tes abreviadas de antigeno “H’™ para o flagelar (que
se encontra nos cilios ou flagelos) e “O" para o somatico
{contido no corpo ou soma das bactérias).

Principalmente pelos estudos de ARKWRIGHT (25), com
‘bactérias do grupo coli-tifico-disentérico, foi verificado o fato de
um mesmo germe poder apresentar em gelose duas variantes:
uma, de colonias lisas, dando cultura homogénea em caldo e
120 se aglutinando espontaneamente em soro fisiologico; outra,
de Lolomas rugosas, cujas culturas em caldo depositam e aglu-
tinam espontaneamente em soro fisiologico. As colonias llsas
‘oram denominadas abreviadamente S (smooth) e as rugosas R
(rough).

Da maior importancia ¢ o fato desas alteracles, que apre-
sentam as variantes S e R, serem acompanhadas de mudangas
nas suas atividades bioquimica e imunologica. A forma rugosa
(R) contem um antigeno somdtico, termo e alcool resistente que
os estudos de WHITE (1926) mostraram diferir do antigeno
somatico (“O") caracteristico da forma lisa (S). Os anticorpos
resultantes de animais imunizados com esses antigenos nio aglu-
tinam senio a variante que lhe corresponde.

SCHULTZ (1921) (27) estudando variantes rugosas do gru-
po tifico-paratifico, tomando bactérias aparentadas, como S.
typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. enteritidis etc., verificou
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que as suas formas lisas apresentavam antigenos somaticos
("O7) perfeitamente distintos pela sua especificidade, ao passo
que as rugosas eram indistinguiveis pela aglutinagdo. O conhe-
cimento destes fatos ¢ importante na identificagio dos antigenos
-omiticos das salmonelas, para o que sera preciso partir de colo-
nia lisa.

Podem as salmonelas apresentar, na constituicao do seu an-
tigeno somatico, um, dois ou mesmo trés fatores antigénicos.
como ainda alguns fatores menores.

O antigeao “H™ das salmonelas se encontra nos scus cilios
ou flagelos, sendo termolabil. O aquecimento a 100° de uma
salmonela cilinda destroi o antigeno ciliar, conservando apenas
o antigeno somdatico, termo-resistente. A cultura assim aqueci
da, se for inoculada em coelho fornecerd anti-soro somatico,
aglutinando o antigeno somatico e nio o ciliar.

A presenca do antigeno ciliar nas bactérias moveis, ficou
perfeitamente demonstrada na seguinte experiéncia de ORCUTT
(1924) . (28) Submeteu-se uma suspensio de bactérias moveis
a uma prolongada agitacao mecanica, fazendo, em seguida, cen
trifugacoes fracionadas, com o fim de conseguir suspensoes de
tlagelos sem os corpos bacterianos. Obtidas estas suspensoes ¢
inoculadas em coelho, ¢ anti-soro conseguido apresentava anti-
corpos “H™ — soro flagelar sem agiio sobre a parte somatica da
bactéria.

O antigeno “H" das salmonelas tambem pode apresenta
diversos fatores.

O conhecimento e o estudo dos diversos fatores antigénicos
apresentados pelas salmonelas na constituicio dos seus antige
nos “0O" e “H7”, foram tornando possivel uma classificacio soro-
logica desse grupo de bactérias em tipos nitidamente diferencia:
dos. o que nio era possivel pelas provas bioquimicas

As pesarmsas de SCHULTZ (1920 ¢ 1921, loc. cit.), (29)
principalmente as de ANDREWES (1922) (30), como as de
BRUCE WHITE (1920, loc. cit. e 1929) (31) — foram muito

nmportantes nesse sentido.

ANDREWES verificou que certas espécies de salmonelas
podem apresentar um fenémeno muito curioso, obscrvado no
antigeno “H”, fendmeno que se pode revelar em duas formas
perfeitamente distintas pela sua especificidade ¢ que se denomi-
nam fases. Apresentam-se estas fases em uma forma especifica
¢ outra ndo especifica. Nesta os antigenos sio comuns com os
(ue se encontram em numerosas salmonelas. donde denominar-se
fase de grupo ou nao especifica; naquela, a composicdo do anti-
geno flagelar é propria do tipo (embora possa ocorrer algumas



vezes em outros), razio pela qual se designa fase especifica. .\s
saimonelas podem apresentar uma so dessas fases ¢ se denomi-
nario monofasicas, ou as duas, e serdo bifasicas,

Na fase especifica do antigeno flagelar de algumas salmo-
nelas monofasicas, 1)0(1(* ainda ocorrer uma variagdo denominada
variacdo alfabeta de KAUFFMANN e MITSUI (1930) (32),
como, por exemplo, se observa em S. dar-es-salaam, monolasica,
spenas apresentando fatores antigénicos ciliares na fase especi-
fica, mas dissociados, uns (iw), em umas colonias — fase ¢ — e
outros (en), em outras colonias — fase §.

A identificagdc sorologica de uma salmonela é feita pela
determinagio dos seus antigenos somaticos, ciliares e Vi (anti-
geno da viruléncia),

WHITE e em seguida KAUFFMANN, como vimos atras,
propuseram simbolos difereutes para antigenos iguais das sal-
monelas, sendo que, apds um acordo realizado, foi possivel a
apresentacao do esquema de KAUFFMANN-WHITE para a
classificagdo sorologics das salmonelas, esquema que foi aceito
pela A\ssociacio Internzcional de Microbiologia, em 1934. Jiste
csquema vem sendo ampliado de ano para ano, mas sempre con-
servando a sua estrutura fundamental.

No csquoma de KAUFFMANN-WHITE ha, em primeiro
fagar, uma divisdo em cinco grupos, de acordo com os diferentes
fatores do antigeno " O, sendo estes grupos representados pelas
fetras maiusculas .\, B, C. D e II, que se caracterizam pela exis-
téneia de antigenos comuns; e ainda um grupo denominado
Leterdlogo.  Os fatores antigénicos que entram na composigao
desses nlupm sio designados pelos algarismos romanos I, 11,
I, IV, V, VI ete.

) g'rnpo A\ tem como antigeno fundamental o II, sendo
constituido por uma sd espécie — a S. paratyphi A.

O grupo B caracteriza-se pelo fator TV, ora unico (8. cali-
fornia), mas geralmente reunido a outros, como [, V, XII e
XXVIIL. '

No grupo C o antigeno comum ¢ o VI, sempre acompanhado
de alguns dos fatores VIT e VIII. ‘

O antigeno fundamental do grupo D é o 1X, acompanhado
dos fatores I e XII.

Apresenta o grupo E o antigeno comum 11T e mais os se-
cumntes: I, X, XV, XIX e XXVIL.

No grupo heterogéneo sio reunidas raras espécies que mos-
wram diversos fatores antigénicos somadticos diferentes dos apre-
sentados pelos dos outros grupos.



22

A subdivisdo em tipos, dentro destes cinco grupos, ¢ feita
c¢m seguida de acordo com a constitui¢do do antigeno flagelar
i“H7”). '

Ha, na constituigdo do antigeno flagelar das salmonelas, um
verdadeiro complexo antigénico, que se divide em duas partes,
denominadas fase especifica ¢ fase nao especifica. .\ fase espe-
cifica foi por rua vez subdividida de acordo com os estudos de
KAUFFMANN ¢ MITSUL (loc. cit.) nas fases o e 4 \tual-
mente o esauema de KAUFFMANN-WHITE apresenta o anti-
geno "I aividido em Fase 1 e Fase 2. Os fatores antigénicos
presentes »a Fase 1 sao assinalados com as letras maitsculas a,
b, ¢. d ete. do alfabeto; ao passo que os da Fase 2. na sua maio-
ria. por algarismos arabicos — 1. 2, 3, 5, etc..  Passaram a fazer
parte da Fase 20 mesmo assinalados pelas letras maitsculas do
alfabeto, os fatores antigénicos da fase B de KAUFFMANN e
MITSUIL

Na sua grande maioria, as salmonelas apresentam fatores
ciliares nas duas fases (8. paratyphi B, S. paratyphi C, S. typhi
murium etc.), outras vezes sO apresentam esses fatores na lase
especifica ou Fase 1 (8. paratyphi A, S. typhi ctc.). podendo
ainda apresenta-los — mas excepcionalmente — na fase de grupo
¢S. abortus equi). Ainda o esquema de KAUFFMANN-WHI-
TLE admite a S. gallinarum. sem antigeno flagelar em ambas as
lases.

O complexn antigénico somatico e ilagelar das salmonelas
¢ resumido em uma formula que indica os seus principais fato-
res antigénicos, assinalados no esquema de KAUFFMANN-
WHITIE. Por exemplo, a férmula antigénica de S. london. bi
{asica, é a seguinte: I1f, X, XXVI: Iv: 1.6... [Isto quer dize:
aque S. london apresenta trés antigenos somaticos, indicados
pelos algarismos romanos IT1I, X, XXVI: dois fatores ciliares
na fase 1. indicados pelas letras mintsculas “Iv7, e mais dois
fatores na fase 2. assinalados com os algarismos ardbicos
“1.6....”7. Os dois pontos que acompanham este antigeno -
dicam a existéncia, ainda. de outros antigenos menores nessa
fase. Na S. typhi, mcnofdsica. com antigeno ciliar apenas na
Fase 1, a formula antigénica é a seguinte: IX, XIT, (Vi): d: -—,
indicando o travessio (—) final a nio existéncia de antigena
ciliar na Fase 2. A S. abortus equi, tambem monofdsica, mas
uio apresentando antigeno ciliar na Fase 1, é representada pela
formula TV, XTI: —: enxz'8.



B) Preparo de soros diagnosticos aglutinantes.

1) Soros somaticos. No preparo de soros somaticos ¢ pre-
~w1iso que a cultura seja lisa (S), convindo selecionar colonias
seguramente lisas, com a reacio de PAMPANA (33), de aglu-
rmagio com solugdo de tripaflavina, por um dos seguintes pro-
cessos: a) misturar volumes iguais de sol. de tripaflavina a 1/500
em agua fisiologica, com a suspensio bacteriana, em tubos de
aglutinacao; b) em uma lamina colocar uma gota da sol. de
tripaflavina a 1/500 e ao lado uma alga da colonia ou cultura,
miisturar em sceguida, lentamente, a gota com a cultura, por m-
clinagoes da lamina. .\ iorma S nao aglutina ao passo que as
colonias on culturas R (rugosas) aglutinam rapidamente,

Selecionada a cultura lisa, semear em gelose ou em caldo e
mcubar 24 horas a 37°C. Se for usada a cultura em gelose,
izzer uma suspensio em agua fisiolégica, aproximadamente com
2090 milhGes de bactérias por c.c. Aquecé-la a 100°C durante
2 horas (on a cultura em caldo), com o fim de destruir os anti-
cenos ciliares.  Inocular coelhos adultos, por via venosa, nas
doses de 0,5 — 1 — 1,5 — 2 ¢. ¢., com um, dois ou cinco dias de
intervalo.  Sangrar do étimo ao décimo dia. :

Os soros assim preparados apresentam anticorpos somiticos
para mais de um fator antigénico, de acordo com o complexo
antigénico somatico inoculado. Para se obter um soro-fator
uro, ¢ necessarig absorver as aglutininas de certos fatores, dei-
zando-se apenas as do fator desejado. Por exemplo., para s«
obter aglutininas unicamente anti-fator V11, pode-se tomar o soro
somatico preparado com S. oranienburg, que apresentara aglu-
uninas para os fatores somaticos “VI, VII”, saturd-lo com 8.
muenchen, a qual, apresentando os fatores antigénicos somaticos
“VI VI, absorverd os anticorpos para o fator “VI™, deixan-
4o o soro apenas com aglutininas para o fator “VII".

Os soros-fatores puros, indispensaveis na identificacdo soro-
iogica dos tipos de Salmonella, de acordo com o esquema de
KAUFFMAXNN-WHITIE, sio os seguintes, sendo alguns com
dois fatores por conveniéncia da sua pesquisa em conjunto:

I — IT — 111, XIX — IV — V — VI — V12 - VII —
V1T -— IX. IN, XTI — X — XI — XIII. XXII — XIV, XXV,
— XV — XAVl — XVII — XVIJlT — XIX — XX — XXITI —
XNXI1T — XXIII — XXIV — XXV — XXVIT — XXVIII —
XXIX XXX — XXNIIT e Vi

O anti-soro Vi pode ser obtido das imunizacdes com anti-
ceno Vi de S. typhi, como tambem das de S. paratyphi C e S.
ballerup, mas ainda apds absorcdes.
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As aglutinagdes somaiticas devem ser feitas de preferéncia
com as bactérias aquecidas uma ou duas horas a 100°C, ou tra-
tadas pelo alcool, e a leitura do resultado, apos 24 horas na
estufa a 37°C. O soro agindo somente sobre o antigeno somi:
tico assim preparado, da aglutinacio eém forma de grumos finos,
que se depositam no fundo do tubo, desagregando-se com certs
dificuldade pela agitagdo, caracterizando a aglutinacdo granular
cu somatica. ;

2) Soros flagelares. Para o preparo de soros ilagelares é
vreciso selecionar ragas bem moveis, visando=se cultura de 24
horas em caldo, na temperatura ambiente, formoladas a 0,3%
(elas assim tambem servem para as aglutinagdes flagelares).
Estas culturas sdo inoculadas em coelhos adultos pelo mesmo
processo indicado no preparo de soros somditicos.

Para obtengao de lons soros flagelares deve-se, sempre (ue
possivel, usar tipos monofasicos; quando o antigeno cujo soro
se quer preparar nio existe sendo cmm uma salmonela bifasica,
convem selecionar colonias da fase que interessa, ¢ mesmo obter
cultura pura dessa fasc, por selegoes repetidas. Mas isto nem
cempre é possivel, porquanto algumas ragas apresentam grande
tendéncia de variar para a outra fase. Neste caso, tomar iumas
i0 colénias submetende-as a uma aglutinagio rapida com soros
vara as duas iases ¢ zclecionar uma que aglutine com a fase
que se quer. Este processo de sele¢io deverd ser repetido di-
versas vezes, sempre com a ultima colonia selecionada, até que
mais ou menos 90% das colénias isoladas permanecam na fase
procurada. Convem usar logo a cultura, porquanto esta por-
centagem de colonias da fase selecionada nio se mantem no
correr e muitos transplantes, os quais vao revelando aumento
de dissociagdo.  Mesmo nas melhores condigdes, a cultura sele-
cionada de uma fase — nas salmonelas bifdsicas — sempre pro-
duz na imunizacio aglutinagdes menores para a outra fase,
como tambem aglutininas somaticas, convindo ser ambas absor-
vidas. Saturando-se. por exemplo, um soro flagelar anti-S,
bareilly (v: 1,5) na fase 1 (fator y). com S. typhi suis (c: 1,5)
em fase 2 (1.5). slo absorvidas ao mesmo tempo as aglutininas
somaticas comuns (VI, VII) e tlagelares da fase 2 (1,5), obten-
do-se assim um soro puro para o fator “y” '

A obtencdo de soros puros é mais dificil, quando se trata
dos fatores ciliares “2", 3", “6” e “7”, convindo, entido, saturar
0s respectivos soros com as restantes fases 2, visto indicarem
os dois pontos (..) que acompanham esses fatores no esquema,
a existéncia de antigenos menores, ndo mencionados, que se

podem relacionar.
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A aglutinagao flagelar deve ser feita a 50°C, em banho-
maria, onde permanecerd umas 2 horas. Macroscopicamente ca-
racteriza-se por grandes flocos que se desagregam facilmente —
0 que constitue a aglutinacdo flocular ou ciliar.

Os seguintes soros-fatores ciliares sdo necessarios e s6 po-
derdo ser obtidos apds as saturagoes indispensaveis:

a. b, ¢c. d. eh, en, enx, f, fg, fgt, g, gt, gm, gmq., gms, gp,
gy, gpu. ost, hod, ko Iv, Iw, m, mt, n, p, ¢, r. s t, u, v, w,
e W 2 7Y 25, 20 218, 7 2.5, 6 e

() Técnica de classificagdo sorologica.

1) Provas soroldgicas preliminares. Geralmente usamos
iazer esta prova logo apods as pesquisas fundamentais “ioquimi-
cas que caracterizam o género Salmonella, ou provas bioquimi-
cas preliminares a que submetemos os germes isolados.

Com um soro. polivalente, (ue contenha todos os fatores
aglutinantes somaticos ¢ flagelares das salmonelas fazemos uma
aglutina¢io macroscopica rapida. Como antigeno usamos sus-
pensio espessa. em agua fisiologica, da bactéria a examinar. Em
uma grande lamia de vidro, dividida em quadrados (2x2 cen-
timetros) colocamos uma alca de platina (com 4 mm. de diame-
tro mterno) do soro polivalente em cada quadrado e sobre ela
outra alca (do mesmo diametro) da suspensio bacteriana.” Mis-
turamos hem com a prépria alga ¢ em seguida movimentamos
ligeitamente a lamina e lemos o resultado. A\ aglutinacio ¢
geralmente instantianea.

H. Z“;. 7‘17. ZlS

N

Iistas provas de agiutinagao rapida tambem podem ser feitas
por meio de gotas. principalmente se forem muitas, para evitar
aue o material seque. Tambem podem ser feitas diretamente
com todas as colonias suspeitas, obtidas dos meios de isolamen-
to. mesmo antes. portanto, das provas bioquimicas preliminares.

Sendo a aglutinacio positiva, passamos as provas sorolégi-
cas completas. '

2) Provas sorolbgicas completas. .\s bactérias que aos
“xames bioquimico e soroldgico preliminares forem classificadas
como salmonelas, passam a ser submetidas a provas sorolégicas
completas, as quais irio determinar o seu tipo sorolégico-

A identificacio em tipos haseia-se atualmente na determi-
nagio, pela aglutinagio, dos diversos fatores antigénicos encon-
trados nas saimonelas, ¢ cujos simbolos de maior importancia
constam do esquenta de KAUFFMANN-WHITE.

Nos exames de rotina, a técnica a seguir sera a da agluti-
pagdo rapida. deixando-se o processo lento de aglutinagdes so-
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maticas e ciliares, retro referido, feito com soros em diversas
dilui¢oes, para mais seguras determinag¢des ou pesquisas.

Em primeiro lugar, verifica-se a qual dos cinco grupos so-
maticos pertence a salmonela cujo tipo se quer determinar. £
preciso ter um soro socmatico de cada grupo, sendo que, o do
grupo A serd constituido apenas pelo anti-soro de S. paratyphi
A; os outros — B, C, D e E — formados respectivamente por
uma mistura de anti-soros somadticos correspondendo aos anti-
genos somaticos de cada grupo. No grupo heterogéneo usamos
trés misturas de anti-soros somaticos: n. 1 — mistura de anti-
soros de S. aberdeen, S. poona e S. worthington (para os fatores
antigénicos X1, XIII, XXTII e XXIIT); n. 2 — com os anti-soros
de S. carrau, S. onderstepoort, S. gaminara, S. kirkee ¢ S. cerro
cpara os fatores VI, XTIV, XVI. XVII, XVIII, XXIV ¢ NX\V):
e n. 3 — constituido pela mistura dos anti-soros somaticos de
S. kentucky, S. minnescta, S. tel aviv, S. ballerup, S. urbana, S.
arizona (para os fatores antigénicos XX, XNXI, XXV, XXV1I1.
ANXIX, XXX e XXIII).

Na mustura de soros que constituem os grupos B, D ¢ [
evitamos ajuniar soros que no complexo antigénico somitico
apresentem o fator 1. muitc comum nesses grupos.

Fazemos com esses 9 soros (geralmente diluidos a 1/10) a
aglutinacio rapida, que serd quase instantanea, determinando a
gaal dos grupos somaticos pertence a salmonela em estudo.

Determinado o grupo somatico a que pertence a saimonela,
procede-se de modo idéntico a identificacdo dos antigenos fla-
zelares. lim primeiro lugar fazemos uma aglutinacio rapida
com soro flagelar preparado com S. cholerae suis (var. kunzen-
dor) — amostra que nio apresenta antigeno na fase I, mas que
na fase 2 tem os fatores ciliares 1, 3, 4, 5, (*) ndo especificos.
Nos o usamos saturado por S. oraniemburg, para maior garantia
da pureza dos seus anti-soros. que devem ser unicamente cilia-
res. A aglutina¢do positiva com ele nos indicard: a) que se
irata de uma salmonela com um ou os dois desses fatores anti-
génicos nio especificos (1,5); b) e que ela é bifdsica, porque sd
salmonelas bifasica’s apresentam esses fatores nao especificos (53
das 104 indicadas no titimo esquema de KAUFFMANN-
WHITE).

Geralmente ainda fazemos aglutinacio rapida com um soro
cihar de S. abortus equi (salmonela monofasica. que <O apresen-
(*) Nos ultimos esquemas de Kauffmann-White, os fatores 3 e 4 foram

suprimidos.
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ta antigeno "H ' na fase 2) com anticorpos para os latores “enx’’,
Gue sao, apos os fatores ndo especificos assinalados pelos alga-
rismos arabicos, os mais encontradigos (em 23 das 104 salino
nelas do esquema). A aglutinacio com este anti-soro apenas
mdicara ser provavel tratar-se de salmonela bifdsica, isto devidu
i presenga do fator “e” em muitas salmonelas da fase 1: mas
auxiliara muito as provas de identificacio, principalmente entre
as salmonelas dos grupos B e C, como tambem do grupo “hete-
rogéneo .

Uma vez determinado o grupo. ¢ a existéncia oa nao dos
antigenos ciliares nao especificos (71,57 ou “enx”), passamos
a fazer aglutinagdes flagelares para os antigenos da fase 1, mas
anicamente com os soros dos tipos do grupo previamente deter-
minado. sclecionando ainda, entre estes, os que apresentcin on
nio fatores 1,87 ou “enx”, de acordo com a verificacio anteii:

Por exemplo, vamos supor (ue uma salmonela em identiii-
cacio [oi aglutinada — com os soros dos grupos —— unicumentie
com soro somitico do grupo D, ¢ tambem pelo anti-soro ciliat
de S, kunzendori (1.5), indicando ser bifasica. O esquema ac
KAUFFMANN-WHITE (1941) assiala 14 tipos de salmonela=
1w grupo D, que apresentam fatores ciliares diferentes. SO o
catores ciliares do grupo D ¢ que deverdo ser pesquisados: mias.
ainda destes. de preferéncia devemos pesquisar s fatores da
ase 1 das salmonelas que apresentem. na fase 2, fatores nio es
necificos - - assinalados pelos algarismos ardbicos (1.5) — poi-
ave aosalmonela em estudo revelon 2 sua presenca. \ssim. das
14 calmonelas o grupo 3 ja podem ser excluidas: as monofi-
sicas (S, tynbi. S. enteritidie, S. dubliz, . rosteck, S. mocscovr.
S. blegdam, S. berta ¢ S. gallinarum); as hiiasicas S. goettingen
- 8. dar es salaam por nio apresentarem na fase 2 nerhum dos
Jatores nido especificos U157, ficando apenas a possibilidade da
nossa raca ser uma daquelas que apresentem estes fatores mes
pecifices, isto ¢, S. eastbourne, S. sendai, S. onanimon ¢ S. pa-
nama, o que poderd limitar a pesquisa dos antigenos ciliares da
fase 1. apenas aos seguntes fatores: “eh™, “a’™, “hT ¢ T

\ determinacio des fatores da fase 2 de uma salmonela ¢
teita pelo mesmo processo de aglutinacdes rapidas, logo apos a
wlentificacio dos fatores ciliares da fase 1. Tambem aqui ¢ in-
aispensavel usar soros-fatores puros. obtidos pelas saturacoes,
como vimos atras, quando tratamos do seu preparo.

A identificacio dos componentes antigénicos “H™ de uma
salmonela hifasica exige cuidados especiais, devido ao fendmeno
da variacdo de fase de ANDREWES. Nas salmonelas bifasicas
o mndanca de fase é um fenémeno brusco, mas que nao altera o



e 38—

antigeno  somatico.  Cada amostra apresenta propensoes dife-
tentes em mudar de fase, mantendo-se algumas cm uma delas,
mas outras apresentando frequentes mudangas..

Sem o perfeito conhecimento deste fenémeno, a classificagao
do tipo nio sera feita satisfatoriamente, pois a salmonela pode
apresentar-se em uma dessas [ases.

Comumente, o que s¢ itota com respeito as fases ¢ o seguinte:
As culturas das salmonelas bifasicas sio de fase misturada;
quando passadas em placas de gelose, de modo a se obter colo-
uias isoladas, duas espécies de colonias podem apresentar-se,
¢mbora indistinguiveis na sua forma. \erificando-se a agluti-
nagio das colonia separadamente, com um anti-soro flagelar de
3. cholerae suis, var. kunzendorf (antigeno “"H™ s0 na fase 2,
com as aglhitininas de grupo para os fatores “1.57), algumas co-
!Onias aglutinam ¢ outras ndo: estas se apresentam em pura fase’
especifica, aquelas em pura fase de grupo. Ha casos em que
todas as colonias sdo positivas, isto é, todas aglutinam com o
soro de grupo. Se a salmonela se mostrar persistentemente
westa fase, ha processos que a induzem a apresentar a sua fase
¢specilica.

SCOTT (1926) (34) e colaboradores mostraram que o de-
senvolvimento em excesso do antigeno de grupo que as vezes
uma =almonela manifesta obstinadamente, podera ser inibido se
ela for culvada em diversas geracdes (3 a 5 sdo suficientes),
em caldo contendo anti-soro da fase nio especifica. \WASSIEEN
(1035) (33) descreveu um método para a separacio das fases
wpecificas e nao especificas, bascando-se no efeito imobilizante
de soro imune homdélogo: Um pedago de papel de filtro esterili-
sado ¢ impregnado com soro apropriado ¢ colocado no meio de
celose semi-solida ¢ esta semeada no ]mnto mais afastado do
“1])61‘ o desenvolvimento da fase homdloga ¢ detido a distancia
Jo papel, ao passo que o da fase heterdloga se aproxima dele.
GARD (1937) (36) melhorou e simplificou este método, juntan-
do o soro imune diretamente ao agar semi-sélido. Semeada a
salmonela em picada. » crescimento da fase homéloga do soro
‘icard confinado a linha da picada, difundindo-se no meio a sua
rase heterdloga. E esta a téenica mais usada atualmente.

" Nas identificacdes soroldgicas completas, niio se tratando de
exames rapidos de rotina, a determmacao dos complexos antigé-
acos somdticos e ciliares deve ser acompanhada da detcrlmna-
cao de cada um dos fatores antigénicos que fazem parte desses
‘omplexos. E como dltima prova. deve ser feita a confirmacgio
Ja existéncia dos fatores encontrados, pelo processo de absor-
coes, principalmente pela prova da absorcio mutua ou cruzada
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das aglutininas, conhecida por prova “espelho” (mirror test).
IZla consiste no seguinte: se, por exemplo, uma salmonela em
Wlentificagio, classificada no grupo E, revelar antigenos soma-
ticos ¢ ciliares cuja formula seria III, XV: eh: 1.6,..., portanto
iwual a de S. newinghton, deverd, em prova de saturagio, absor-
ver todos as aglutininas somaticas e ciliares de um anti-soro de
S. newington, o qual perdera as aglutininas tanto para esta como
para a salmonela cm identificacio.  Mas ainda ¢ indispensa-
~vel que um anti-soro preparado com esta raga em identificagdo,
por sua vez saturado por S. newington, nio mais aglutine os
antigenos e amhbas, ficando assim concluida a prova de absorgio
cruzade das agiutininas, ¢ <6 deste modo seguramente determi-
nado ¢ tipo d+ salmonela em estudo.
ESQUEMA DA ESTRUTURA ANTIGENICA DAS

SALMONELAS
(KAUFFMANN-WHITE - - 1941)

ANTIGENOS “H"

TIPO ANTIGENOS “O™
Fase 1 Fase 2
Grupo A
1 S. paratyphi A ..... 111, 1T, XII a v —_—
Grupo B
2 S. paratyphi B ..... [I1, IV, V,; XII b ; N
3S.abony ........... 11, IV, V, XII b . enxzlt
4 S. Typhi murium ... |[Il, IV, [V], XII i 1,2 ..
5 S. stanley .......... 1V, V, XII d 1, 2,..
€ S. heidelberg ....... 1V, V, XII r | 1, 2,..
7 S. chester .......... IV, [V], XII eh | enxzi7
8 S. saint paul ....... "1, IV, V, XII eh 1, 2,..
9 S. zagreb ........... IV, V, XII eh 1,2,..
10 S. kaposvar ......... 1V, V, XII e () 1, 5,.
11 S. san diego 1 ..... IV, V], XII eh enzl5z17
12 S. san diego 2 ..... v eh en..
13 S. arechavaleta .... IV, [V], XII a [ Xy s
14 S. reading .......... 1V, XII eh | 1,5,
15 8, derby :i.iismmasas - [11, IV, XII fg.. ! —
16 S. €SSeN. .i.cnnemases I IV, XII gm.. —
17 S. budapest ........ | 1, IV, XII gt.. —
18 S. brandenburg ....| 1V, XII v enzl15z17
19 S. bispebjerg ....... | 1, IV, XII a enxz16
20 S. abortus equi ..... 1V, XII R— enxzl6
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TIPO

ANTIGENOS “O™

21 S. abortus ovis

22 S. abortus bovis ....!

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

Grupo C

28 S. paratyphi C
29 S. cholerae suis 1
30 S. cholerae suis 2 ..
31 S. typhi suis
32 S. thompson
33 S. virchow
34 S. oranienburg
35 S. potsdam
36 S. bareilly
37 S. hartford

38 S. mikawashima ....!

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
47 S. Oregon
48 S. muenchen
49 S. manhattan
50 S. narashino
51 S. glostrup

52 S. litchfield

53 S. duesseldorf

Grupo D

54 S. typhi
55 S. enteritidis
56 S. dublin
57 S. rostock
58 S. moscow
59 S. blegdam
60 S. berta
61 S. eastbourne
62 S. sendai

IV, XII
111, IV, XXVII, XII
1, IV, | XXVII], XII
I, 1V

| IV, XXVII, XII

| IV

| IV, XII

VIi, VI2, VII (Vi)
VI, VII
| VIZ, VII
VI2, VII
| VI, VI2, VII..
| VI, VI2, VII..
VI, VI2, VII..
i VI, VI2, VII..
| vii, vI2, VII..
VI, VI2, VII..
VI1, VI2, VII..
VI1, VI2, VII..
VI1, VII
VI1, VI2, VII..
I VI, VI2, VII..
i VI, VI2, VII..
| VI, VIII..
| V11, VIII..
| vi, vIII..
! vI1, VIII..
VI1, VIII..
VI1, VIII..
| v, viII. .
VI1, VIII..
| vn, vIII..
VI1, VIII..

+IX, XII, (Vi)
[11, IX, XII

| I, IX, XTI..

| IX, XII..

| IX, XII..

| 1 =9
[1], IX, XII..
[T1, IX, XII..

ANTIGENOS “H™

bz12
gmt

gpu

Fase 2

o e e e
N O

enzlszl7
1; By
enx. .
enzlsz17

enxz1t
enxzit
enzlozl?

enxz16
enzlszl?
1 2500
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ANTIGENOS “H"”

TIPO ANTIGENOS “O”
Fase 1 Fase 2
63 S. onanimon ....... I IX, XII.. b | -
64 S. dar es salaam ... [I], IX, XII.. 1w enz16z18
65 S. goettingen ....... 1X, XII.. Iw ! enz15
66 S. panama ......... 1, IX, XII.. v i L By
67 S. gallinarum  ...... IX, XII i A
Grupo E
68 S. london .......... III, X, XXVI v 1; B;:
69 8. giVe ..sssmesmnes I11, X, XXVI v 1, T
70 S. anatum ......... III, X, XXVI eh 1; 65
71 S. muenster ........ II1, X, XXVI eh 1, Do
72 S. nyborg .......... ITI, X, XXVI eh 1, Ty
73 S. amager .......... III, X, XXVI y I 1,2,
74 S. zanzibar ......... III, X, XXVI k "1, 5,.
75 S. shangani ........ III, X, XXVI d I 1,5,
76 S. meleagridis ...... III, X eh .
71 S. lexington ........ III, X, XXVI 710 [ 1,5,
78 S.uganda .......... I1I, X, XXVI 1,213 1. 5.
79 S.vejle ....sesnaues III, X, XXVI eh 1, 2,
80 S. newington ....... II1, XV eh 1; G5
81 S. selandia ......... III, XV eh | 1 1.
82 S. new brunswick .. II], XV v [ 1,1,
83 S. illinois ........... 111, XV z10 C 1,5,
84 S. senftenberg ...... I, III, XIX gst.. | ==
85 S. niloese .......... oI, IIT, XIX d | z0
86 S. habana ........... I. II1, XXIIT i 218 | =
Grupo Heterogéneo | i
87 S. aberdeen ........ XI i | 1,2,
88 S. rubislav ......... XI r i enx
89 S.poona ........... XIIT, XXI11 Z | 1, 6,..
90 S. borbeck ......... XIII, XXII 1v i 1,86,.
91 S. worthington ..... | I, XITI, XXIIT Iw i B
92 8. wichita ..ou..6500 - I, XIII, XXIII d.. ! _—
93 8. carrau sieseessses VI, XIV, XXIV y 1 e
94 S. onderstepoort .... [I], VI, XIV, XXV eh \ 1, 5,..
95 S. hvittingfoss ...... . XVI b enxz16
96 S. gaminara ........ | XVI d ) I
97 S. kirkee ........... | XVIL b | A 25
98 S. Cerro ............ XVIII 7473225 | —
99 S. kentucky ........ [ (VIID) XX i | =6
100 S. minnesota ....... | XXI, XXVI b . enxzlé
101 S. tel aviv ......... | XXVIII y | enzl5
102 S. ballerup  .......... XXIX [Vi] 24 | —
103 S. urbana .......... \ XXX & b | enx
104 S

: ATIZONA wewsssrios | XXXIII 7423226 ¢ —_

() Significa que ndo é predominante.
| 1 Significa que pode faltar.
Significa que existem restos antigénicos.



SUMMARY

The \. describes the various methods for the isolation and
identification of the genus Salmonella.

To simplifly the exposition the subject is divided under four

headings: | -~ consideratvions on the characteristics of the genus
Salmonella; Il — methods for enrichment and isolation: III —

biochemical tests for the detection of the genus Salmonella; [V
— serological classification in accordance with the KAUFEF-
MANN-WHITE scheme.

The first part gives « summary of the changes observed from
vear to vear in the defivition of the genus Salmonella. The A.
believes that the criterion most generally accepted is based on
one hand on the biochemical characteristics which. up 1o a point.
lmit the genus. and also on the study of their antizenic cons-
titution.

The methods of enrichnient such as those of KAUFFMANN
and LETFSON-SELENITO-I. are studied m the second part:
also isolation methods such as lactose- rosolic acid, KRISTEN-
SEN-LESTER and JURGENS (modified by HORMAECHE)
and the agar-lactose-saccharose-brilliant-green-rosolic-acid  me-
thod. This last, suggested by the . renders difficult the growth
of B. proteus and coli.

The biochemical tests are considered in the third part, under
the sub-division of preiiminary and complete biochemical tests.
In the fourth and jast part the \. studies the scrological
classification, and the teclmique for the preparation of pure factor
antigens, and also a brief- investigation of the various antigens
of greater importance focluded in the KAUFFMANN-WHITE

scheme.
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