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o conceito de patogenicidade das Salmonelas tem sofrido pro-
fundas alterações desde que o gênero foi criado por Ligniêres em
homenagem a Salmon. Durante muito tempo reinou grande con-
fusão sôbre a ação patogênica dêstes germes para o homem e
animais. Somente depois dos estudos sôbre a constituição antí-
gênica, estudos êsses que permitiram uma análise soro lógica capaz
de separar tipos distintos, perfeitamente diferenciados entre si,
é que o assunto foi se tornando mais claro e melhor estudado. O
primeiro passo nesse sentido foi dado em 1910 por experimentado-
res do Instituto de Higiene da Universidade de Kiel com a cria-
ção da Doutrina de Kíel, que dividiu a Salmonelas em 2 grupos:
umas adaptadas à espécie humana e outras aos animais. As
Salmonelas humanas, bacilo da febre tifóide e os bacilos paratí-
ficos A, B e C são altamente patogênieos para o homem, bas-
tando poucos germes para produzir a infecção. Esta é em geral
grave, com invasão do organismo, enfim o quadro tífico clássico.

Muito diferente é o comportamento para o homem das Sal-
monelas do 2.° grupo, as adaptadas aos animais: são pouco vi-
rulentas, pràticamente não existindo o contágio inter-humano direto.
A mortalidade é baixa, não havendo septicemia. O processo infec-
cioso localiza-se no tubo gastrintestinal, causado pela ingestão de ali-
mentos contaminados, e somente uma grande massa de germes é
capaz de produzí-lo. A moléstia não se manifesta em forma epi-
dêmica, sendo raros os portadores de germes.

Já os animais, mostrando-se pouco sensíveis às salmonelas hu-
manas, são altamente suscetíveis às que lhes são próprias sendo
freqüentes as epízootias com quadro semelhante ao da febre ti-
fóide humana.

Receb'do para publicação em 15 de abril de 1950.

(*) Trabalho apresentado no Departamento de Patologia da Associação Pa.uljstn
de Medicina, sessão de 18 de julho de 1949.
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Tudo estava estabelecido e aceito nesta base, quando aparece-
ram os trabalhos de Hormaeche e colaboradores, realizados em
Montevidéu, por volta de 1936. Êstes autores não invalidaram a
Doutrina de Kiel em relação aos adultos, continuando ela a inter-
pretar a contento os fatos observados.

Porém o conceito da patogenicidade das Salmonelas de origem
animal sofreu profundas alterações. Demonstraram os pesquisa-
dores de Montevidéu que as crianças apresentam uma grande sen-
sibilidade às salmonelas de origem animal.

A sintomatologia das salmoneloses infantis é bastante varia-
da. Em geral o início da moléstia é lento e insidioso como nas
formas tíficas, ou manifesta-se de um modo brusco e violento, com
vômitos, abundantes dejeções e grande desidratação, como nas into-
xicações alimentares.

Em muitos casos os sintomas são precedidos de angina, não
sendo raro isolar-se das fezes e do rinofaringe o mesmo tipo de
Salmonela. As localizações extra-intestinais são bastante freqüen-
tes, não sendo a enterite manifestação obrigatória. Vários casos
de anginas, otites, septicemias, meningites, endo e perícardites, si-
nusites, pielonefrites, têm sido descritos com ausência de sintoma-
tología entérica. A mortalidade nas crianças é bastante alta, con-
trastando com a relativa benignidade do processo quando atinge o
adulto.

Em resumo, após a divulgação da Doutrina de Montevidéu
ficou estabelecido o seguinte: 1.0) na criança são comuns as
complicações extra-entéricas ; 2.°) a localização intestinal não é
obrigatória, havendo casos extra-entéricos primários; 3.°) a
maior sensibilidade das crianças para as salmonelas animais con-
diciona facilidade de contágio, e alta mortalidade.

Não se conhece ainda uma definição de Salmonela que inclua
todos os característicos do grupo e abranja tôdas as exceções,

Quando nos referimos a elas empregamos o têrmo de acôrdo
com a definição do Comitê de Salmonelas da Associação Inter-
nacional de Microbiologia, que só aceita os caracteres antigênícos
próprios do grupo, achando que as propriedades bioquímicas, em-
hora muito importantes, não são suficientes para incluir uma espé-
cie no gênero.

As propriedades antigênicas das Salmonelas dependem de
certos fenômenos de variação a que êsses bacilos estão suj eitos.

Possuem dois tipos de antígenos, somático e flagelar, que
diferem em suas características físicas,cada um dêles estimu-
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lando in vivo seu próprio antícorpo e reagindo exclusivamente
com êle.

O antígeno flagelar H é terrnolábil, sendo progressivamente
inativado em temperatura acima de 60°C. Suas propriedades aglu-
tinogênícas são destruí das após aquecimento a 100°C. durante
uma hora, ou pelo contado com ácidos e álcool. Em presença de
antícorpos correspondentes são aglutínadas, rapidamente, em flocos
grandes e fofos prontamente desfeitos mediante uma agitação não
muito intensa.

As Salmonelas podem apresentar dois tipos de antígenos fla-
gelares: fase I e fase H, designados respectivamente por letras mi-
núsculas e algarismos arábicos. Algumas espécies encerram ape-
nas antígenos flagelares de uma fase, sendo denominadas monofásí-
caso Nos tipos dif'ásicos uma das fases pode estar temporàriamente
suprimida.

O antígeno somátíco 0, simbolizado por algarismos romanos,
resiste à ação dos ácidos e do álcool, e um aquecimento prolongado
a 100°C não afeta suas propriedades aglutinogênicas. Reage com
suas aglutínínas muito mais lentamente que o antígeno H, dando
origem, entretanto, a grumos granulosos que dificilmente se des-
fazem.

Baseado nas propriedades dos seus antígenos torna-se pos-
sível a obtenção de soros mono valentes que permitem a identifi-
cação dos vários tipos.° caminho certo a seguir quando se pretende a típagem de
uma Salmonela depende da cuidadosa interpretação de provas
bioquímicas e soro lógicas do organismo suspeito. Alguns testes
bioquírnícos devem ser executados preliminarmente, com o intuito de
afastar de início um grande número de germes que não possuem
os atributos bioquímícos do gênero. As amostras restantes são
então submetidas a provas soro lógicas, o único meio que nos
permite urna tipagem exata e segura.

Vejamos, muito sumàriarnente, a marcha por nós seguida no
Instituto "Adolf'o Lutz ".

Chegado ao laboratório é o material semeado imediatamente
em dois tubos, um contendo glicerína-cloreto de sódio a 30% e
o outro tetrationato de Kauffmann. São meios preservativos e
de enriquecimento. A emulsão em glicerma-cloreto de sódio fica
em temperatura ambiente cêrca de 30 minutos, sendo semeada nos
meios seletivos de eosina-azul de metileno de Holt-Harris-Teague
e ágar SS. ° tubo de tetrationato de Kauffmann vai para a es-
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tufa a 37('C., só sendo passado para as placas seletivas de-
pois de incubado 24 horas. As colônias suspeitas são inocu-
ladas no triplice açúcar de Krumwiede modificado com a in-
clusão de sulfato ferroso para a produção de H2S, o que, após
uma incubação de 24 horas em estufa, muitas indicações pode
fornecer. Havendo produção de ácido e gás na base, com ou
sem produção de H2S, serão utilizados os seguintes meios dife-
renciais: dextrose, Iactose, sacarose, sorbita, água peptonada para
verificação do indol, meio de Clark-Lubs para acetilmetilcarbinol,
meio de Simmons para verificar a utilização do citrato, meio de
Stuart para desdobramento da uréía, caldo comum para verifi-
cação de movimento e um tubo de ágar comum inclinado para
eventuais provas sorológicas,

Esta série de meios permite diferenciar a maior parte das
vêzes uma Salmonela, dos Proteus e Paracolí que freqüentemen-
te se comportam no tríplice açúcar de maneira idêntica às Sal-
monelas.

Tôdas as culturas que acidificam a dextrose e sorbita com
produção de gás, produzem H2S, não alteram a lactose e sacarose,
utilizam o citrato, não produzem indol e acetilmetilcarbinol, não
hídrolízam a uréia e são móveis, devem ser consideradas bioquí-
micamente como Salrnonelas.

Algumas dessas reações são tardias. Assim é que muitos
germes só hidrolizam a urêia em 48 horas. A pesquisa de ace-
tilmetilcarbínol deve ser feita em 24 horas e 5 dias. A acidifí-
cação da lactose e sacarose algumas vêzes só se processa em 20
dias, devendo os tubos serem arrolhados com borracha ou cortiça
para apressar a reação.

Eliminam do gênero a acidif'icação da lactose ou sacarose, a
produção de indo I, de acetilmetilcarbinol e a hídrólise da uréia.

Os germes que bioqurmicamente se comportarem como Salmo-
nelas, são emulsionados em solução fisiológica e feita a aglutína-
ção em lâmina COm dois soros polivalentes, um somático e outro
flagelar. O primeiro é preparado com várias amostras de Sal-
mone1as para que contenha aglutíninas somáticas que reajam com
todos os tipos.

O sôro polivalente f'lagelar é também produzido com todos os
antígenos H específicos e inespecíficos, do qual se retira por sa-
turação as aglutíninas somátícas,

Obtendo-se aglutinação rápida e evidente em ambos os soros
damos um resultado provisório de Salmonela sp,
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Iniciamos então a identificação específica dêsses germes, qUE:
pode ser consegui da como demonstraremos, com um pequeno nú-
mero de soros somátícos e flagelares devidamente purificados por
saturação ou diluição.° antígeno somático é primeiramente identificado, usando-
se oito soros puros 0, representando os principais grupos do es-
quema de White-Kauffmann.

Os soros somáticos empregados são devidamente diluídos ou
absorvidos, possuindo apenas aglutinínas capazes de reagirem com
os antígenos específicos de cada grupo. Usamos soros por nós
denominados A, B, C" C2, D, E" E2, E3, contendo respectiva-
mente aglutininas rI-IV, V-VII-VIII-IX-X, XXVI-XV e XIX.

Praticamos as aglutínações em placa usando antígenos pre-
parados pelo método de White que consiste na emulsão dos germes
em lcc de álcool absoluto, aquecimento a 60°C. durante I hora,
sedimentação por centrifugação, sendo em seguida o álcool de-
cantado. os bacilos resuspensos em 0,5cc. de salina normal e fil-
trados em algodão. Êste método é particularmente útil para o
exame de colônias ligeiramente rugosas. A aglutinação é rápida
processando-se, em geral, dentro de 1 minuto.

As culturas que não aglutínaram nos 8 soros descritos são
posteriormente testadas com os soros somáticos restantes. Depois
de identificados os antígenos somáticos recorremos ao esque-
ma de Kauffmann para verificar quais os antígenos flagelares
que podem ocorrer em combinação com os antígenos O da cultura
examinada.

Freqüentemente torna-se dispensável a pesquisa de todos os
antígenos flagelares do grupo, porquanto apenas alguns tipos
são comumente encontrados.

Se por exemplo, o organismo é membro do grupo B, provà
velmente será S. ]Jaratyphi B ou S. typhimurium. Portanto é lógico
experimentar o germe inicialmente com fatores b e i para a fase
específica, 2 e 3 para a não específica, antes de testá-lo para
os antígenos dos membros mais raros.

No preparo dos soros flagelares deve ser levada em conta
uma série de requisitos. É extremamente importante que so-
mente formas bem móveis sejam usadas, pois os antígenos H
estão associados com os fIagelos.

A motilidade pode ser ativada com repiques sucessivos em ágar
semi-sólido.
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Na produção dos soros flagelares procuramos empregar quando
possível apenas raças monofásicas. Isto, porém, às vêzes é im-
praticável, sendo necessário obtermos uma fase de um tipo di-
fásico, para ser usada como antígeno. Usamos um método rá-
pido e seguro descrito por Gard, que consiste em semear a raça
difásica na parte superior de um tubo de ágar semi-sólido con-
tendo pequena quantidade de sôro aglutinante capaz de reagir
especificamente com a fase que se deseja suprimir. Esta é dessa
forma imobilizada e a outra difunde-se no ágar semí-sólido. Fun-
dindo-se a parte superior do meio na chama obtém-se no fundo
do tubo a fase desejada.

Os soros derivados de uma fase induzida contêm uma pe-
quena quantidade de aglutininas para a fase suprimida. Devem
ser purificados por diluição ou saturação.

As aglutinações flagelares são praticadas em tubos. Os
antígenos usados são culturas em caldo, de germes móveis, di-
luído com igual volume de salina f'ormolada a 0,6 Os tubos
são colocados em banho-maria a 50°C. durante 1 hora e então
lidos.

Usando o método que acabamos de descrever conseguimos
identificar 216 salmonelas isoladas no Instituto "Adolfo Lutz ",
entre 1942 e 1948. Encontramos 17 tipos diferentes.

Veriiicamos que a espécie de maior incidência entre nós é
a S. neurpori; isolada 63 vêzes com uma porcentagem de 29,1%.
8. omaium. vem em seguida, isolada 40 vêzes com 18,5;10. Iden-
tificamos, ainda, 19 S. iuphimurium. com porcentagem de 8,7
15 S. butantan e give com 6,9;;0 e 14 S. pamtyphi B com 6,4%.
Os tipos de menor incidência que encontramos são os seguintes,
citados na ordem de freqüência: S. derby, readina, pomoma, OTa-
nienb-urq, bredeneu, paratyphi A, london, scnftenberg, minmeeota,
qaminara e monteoideo.

Trabalhos publicados em nosso meio por um de nós e por
Peluffo e colaboradores confirmam os resultados que obtivemos
relativamente à freqüência das principais Salmonelas.

Para identificação das raças por nós isoladas foram neces-
sários apenas 8 soros sornáticos, 10 flagelares específicos e 5
flagelares inespecíficos. Os primeiros já descrevemos anterior-
mente. Dos f'lagelares específicos usamos a, b, d, eh, f'g, gms,
gst, i, lv, e mt. E dos inespecíficos 2, 3, 5, 6 e 7.

Êste método dá resultados perfeitamente satisfatórios para
trabalhos de rotina que exigem testes rápidos e simples.
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Concluímos, portanto, afirmando ser possível uma tipagem
segura das principais Salmonelas encontradas em nosso meio,
com o emprêgo de um reduzido número de soros aglutinantes.

RESUMO

Os Autores referem-se inicialmente ao conceito de patoge-
nicídade das Salrnonelas, segundo as doutrinas de Kiel e de Mon-
tevidéu. Após considerações sôbre os antígenos somátícos e f'la-
gelares descrevem a técnica que usam no Instituto "Adolfo Lutz ",
para o isolamento e identificação das Salmonelas. Os germes
que se enquadram, bioquimicamente, dentro do gênero são emul-
sionados em solução salina, sendo feita aglutinação em lâmina
com dois soros polivalentes, um somático e outro flagelar, conten-
do respectivamente aglutíninas O e H capazes de reagirem com
tôdas as espécies de Salmonelas.

Para a identificação específica, os Autores empregam peque-
no número de soros somátícos e f'lagelares, devidamente purifi-
cados por saturação ou diluição.

Dêsse modo, conseguiram tipar 216 amostras, encontrando
17 tipos diferentes. Verificaram que as espécies de mais inci-
dência entre nós são as seguintes, citadas na ordem de freqüên-
cia: S. neurpori, S. anatum, S. typhi1nm"iu1n, S. buiomtam, S. give e
S. pamtyphi.

SUMMARY

The Authors refer primely to the idea of pathogenicity of the
Salmonella. After making considerations about the somatíc and
flagellated antigens, they descríbe the technique used in the Institu-
to "Adolfo Lutz " for the isolation and identification of the Salmo-
nella. The organisms which by theír biochemical characterístics
are classíf'ied in this genus are emulsíonated in a saline solutíon.
A slide test with h;\10 polyvalent sera is performed, containing
respectivel1y agglutinins O and H able of reactíng with all types
of Salmonella.

For the typing the Authors used a small number of somatíc
and flagellated sera, duly purified by saturation 01' dilution.

Thus the Authors typed 216 straíns, obtaining 17 dífferent
types. They verified that the most common species among us
are the f'ollowing, named in the order of f'requency : S. neurport,
S. anaium, S. typhirnU1'iu1n, S. buiomiom, S. give and S. paratyphi.
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