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Desde que Suiaa (1808) demonstrou a etiologia bacteriana de algumas
formas de disenteria, pensou-se gue 0s germes responsdveis por esss condi-
¢io mérbida fossem limitados a poucas espécies bem definidags, verificando-
se, mals tarde, a0 contrdrio, constifuirem grande variedade de espécies e
tipos.

Nosso trabalho represenia contribuicio para o estudo baecterioldgico
do género Skigella, no qual procuramos utilizar métodos que permitam pres-
tar informacdes exatas sos Servigos de Sexdde Publics, sem o que se torns
difieil qualquer medida profildtica e impossivel a realizagio dos inguéritos
epidemiolégicos. Por outro lade, com o advento da quimioterapia andi-
microbiana e com o uso cada vez mais generalizado dos antibidticos, qual-
quer experimentacio clinica com um désses agentes terapéuticos s6 poders
ter valor se o eontrdle bacterioldgico for perfeito, 4 tendo sido demonstra-
de a existénela de ipos de shigelas mais sensivels que outros 4 ago de va-
rias drogas,

Sendo assunto de grande interdsge médico-sanitdrio, inlcialmente pro-
curamos, na literatura médica nacional, o que de mais importante existe
A . . A . " . . .
gbbre o assunto. A primeira referéneia sébre pesquisa de bactérias disente-
rigenas que encontramos foi a de Aporemo Lotz (1837), nos Relatdrios do
Instituto Bacterioldgico de So Paulo. Este autor nfio conseguiu demons-
trar a presenca de bacilos disentéricos em fezes e os germes que izolou nfo
foram aglutinados pelo sangue dos doentes.

Frexer (1915), examinando as fezes de 2060 doentes suspeitos de di-
senteria bacilar, isolou o bacilo de Shiga 2 vézes e o bacilo de Flexner 8
vézes, chamando a atenco para a existénela da doenga em Sdo Paulo.

Mais tarde, Gopingo (1917) refere-se a uma epidemia havida em Per-
nambuco, no ano de 1904, em que se suspeitou da etiologia bacilar, sem ter
sido possivel izolar o germe causador. Baseado na opinido de Adolpho
Lutz, acredita que, em Sie Paulo, o primeire caso constatado fol em 1903,
embora o agente etioldgico nfio itenba sido isolado. Como confirmaco,
cita o fato de &sse doente ter sido acometido, em 1013, pela mesma molés-
tia, tendo sido, nessa veasifo, isolado das feses, por Ficker, um baecilo tipo
TFlexner. Coneclul que, em Sdo Paulo, existem casos de disenteria baeilar
tipo Shiga~Kruse e Flexner gue, embora sem cardter epidémico, merecem
atencgfio dos clinicos e que a moléstia j4 fora verificada em brasileiros nafos.
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Gumaries ¢ Cortez (1918) relatam caso fatal de disenteria bacilar
em crianca, causada por bacilo tipo Flexner ; nesse trabalho, referem-se
s ums epidemia de disenteria bacilar ceorrida em Cabo Frio, causada pelo
bacilo de Shiga-Kruse.

Gumaarirs {1022, 1922 a) publica o relatdrio de uma epidemis de di-
senferia bacilar na Penitencidria do Estado de S&o Paulo, com 142 casos,
tendeo havido 2 dhitos. A principio, pensou que o agente responsavel fasge
o bacilo de Tlexner; posteriormente, identificou, como agente etioldgico,
o bacilo de Shiga.

PacuEco (1925) estuda o problema na Bahia : em 17 doentes de di-
senteria, isolon bacilo tipo Shiga em 809, dos casos e, em 109, o tipo Y.
Os 109, restantecs nfo eram portadores de germes disentérieocs.

Gusterra (1930), eonsultande dados do Instituio Oswaldo Cruz da
Babia, de 1925-1929, encontrou, em 240 exames, 50 positives com predo-
mindncia do bacilo Flexner.

Pacnreco e Ropriguss (1928, 19300 e Pacumco ¢ Munponga (1930)
fazem estudo bem documentado da bacteriologia das disenterias na cidade
do Rio de Janeiro. Munponca (1931) relata os resultados de 804 exames
com: 220 casos positives, tendo isolado bacilos Flexner, Shiga, sonnei e
Schmitz.

Fol, entretanto, com Arlindo de Assis que o problema das shigeloses
(térmo criado por &le, em 1935, “compreendendo t6das as determinagses
patolégicas produzidas pelos bacilos disentéricos, quer as intestinais como
as extra intestinais’”) tornou-se bem conhecido entre nds. A contribuigiio
de Assis, como veremos, no decorrer déste trabalho, é deveras notivel e
merece, portanto, mencio especial.

Mais recentemente, Ramaun Prsrana e Faraco (1942) trazem inte-
ressante contribuiciio sbbre a bactericiogia das enterocolites disentérieas,
principalmente pelo elevado mimero de exames que realizaram.

Mowrmro Frnmo {1947}, em sua tese de concurso para professor ca-
tedrdtico da Faculdade de Medicina de Niterdi, faz revisio muito boa sbbre
a bacteriologia das shigeloses. Na literatura estrangeira, encontramos es-
tudos muito bem feitos por Wairn {1943, 1047), Nerer (1942) ¢ Frrsew
{(1945).

Dividimos éste nosso trabatho em duas partes: na primeira, justifi-
camos 8 nossa orientaciio, no que diz respeito & diferenciaciio dos vérios
tipos de bacilos disentéricos, baseados seja em pesquisas por nds realizadas
ou em verificacles feitas por outros autores, que aceltamos como certas,
no momento ; na segunda, analisamos ¢ que nos foi dado observar, num
periodo de 4 anos, empregando métodos de trabalho que, a nosso ver, pare-
cem satisfatdrios,

Nao ¢ nosso propdsito discutir, aqui, questBes de sistemdtica bacte-
riana. Sabemos que a delimitacdo atual do género Shigelle, dentro do gru-
po dag Enterobacterideeas, é devida mais & neeessidade de entendimento
entre os varios pesquisadores, estando ainda Incerta a posiciio sistemdtica
de alguns tipos dentro do género. Assim sendo, seguimos, em linhag gerais,
a classifieacio adotada pelo Manvar pr Berepy (3. edigfo por Brerp
e colab., 1948).
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1.* PAmTE
METODO DE ESTUDO

O diagnéstico de laboratério de uma shigelose faz-se, em geral, pelo
exame das fezes. Sendo estas muito rieas em bactériag, torna-se necessdrio
a0 bacteriologista tomar uma série de precaughes para aumentar as possi-
bilidades de é&xito do exame.

O material a ser examinado deve ser o mais fresco possivel, porque,
sendo o bacile disentérico microrganismo bastante delicado, é rapidamente
vencido pelo colibacilo e outros germes habituais do intestine. FA melhor
maneira consiste em levar aeo laboratdério as fezes, mediatamente depois
de emitidas, Af, o laboratorista pode escoiher as partes que mais o interes-
sam parg exame ; em geral, sfo as constitufdas por muco. Em casos agudos,
0 isolamento do bacilo disentérico é fdeil ; o mesmo ndo acontece nos casos
erbnicos, aconselhando alguns auteres a usar o método do bastio, preconi-
zado por Fiarpy e Warr (1934), ou entSo colhér o material diretamente
das uleeractes Intestinals, consoante recomends Frrsew (1945).

Nem sempre é possivel que as fezes, depois de emitidas, sejam envia~
das, rpidamente, ao laboratdrio. Nestes casos, € muito Gl ¢ emprégo de
Hqliidos conservadores que impecam a proliferacio dos ‘saprofitas habi-
tuals do intestino, sem prejudicar os bacilos disentéricos por ventura exis-
tentes.

Bangxcang ¢ Enror (1940), estudando os ligiiidos conservadores para
transporte de fezes, concluem gue de todos o que di melhores resultados
é a mistura de citrato de sédio e desoxicolato de sddio em salina tampans-
da, descrita por ésses autores.

Nio tivemos oportunidade de realizar estudos comparativos entre
Hgiiidos eonservadores. A experiénecia que temos nos foi dada pelo estudo
de fezes inoculadas eom bacilos disentéricos, usando, como térmo de compa-
ragio, a glicering como eonservador, mefo que sempre utilizamos.

Como ¢ sabido, os bacilos disentéricos sfo muito sensivels a pH Acido,
motive porque os ligiiidos conservadores empregados devern sempre ser
ajustados a pH alealino ou neutro. No caso da solucfio glicerinada, devemos
sempre usar glicerina neutra e, assim mesmo, muitas vézes encontramos
pH ao redor de 4, que 6 impréprio. Esse inconveniente é facilmente evi-
tado, desde que se tampone a soluglio glicerina-cloreto de sédio com tampéo
de fosfato, para manter o pH em tdrno de 8. Ao conservador deve-se jun-
tar fenol vermelho e 86 usé-lo se apresentar coloraciio rdsea, pois € sabido
que a glicerina pode ge deeompor, produzinde dcido, que entfio iria mudar
a cOr do indicador para o amarelo, o que indica estar o liqliido conservador
eom pH alterado.

As verificagdes de Kricmr e colab. (1943), admitindo que seja o bacte-
ridfago existente nas fezes o responsdvel pela morte rdpida dos baeilos di-
sentéricos, sugerem a adicio & glicerina de formalina (1: 10.000 e 1 : 7.500)
capaz de inativar o bacteridfago sempre gue houver necessidade de trans.
portar fezes. '

Em nosso laboratdrio, em experiéneias feitas, verificamos que o formol,
ge ndo aumenta a eficiéneia, nio prejudica o exame. Como n#o femos ex-
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periénels suficiente, baseados na dos autores acima citados, parece-nos
facultativa a adicBo do formol sempre que o exame das fezes leve algum
tempe para ser iniclado. Na parte final, quando franscrevemos estudos
realizados em nosso laboratdrio, estdo tabelades os resultados que conse-
guimos, nsando téenieas diferentes, e de tddas a que nos deuw melhor resul-
tado fol a de Hardy e Wait, nfo tendo havido diferenca entre transporte
de fezes “in natura” e fezes j4 semeadas em lglido conservador, quando o
periodo entre a emissfio das mesmas e a semeadura ndo foi maior do que 6
horas.

A seguir, temos a escolha dos meios de eultura a serem empregados.
E grande a variedade de meiog propostos para o isclamento de bacilos disen-
téricos e, diante dos resultados ebiidos pelos vérios autores, conelufmos
que ndo ha ainda um meio de cultura ideal para todos os tipos de Shigella,
tornando-se, por 1sso, necessirio o emprégo de pelo menos 2 melos diver-
gog, um diferenciador e outro seletivo.

Como meio diferenciador, emprega-se, em geral, uma base de gelose
Iactosada, & qual se adiclona um indicador de reagdo, permitindo diferencar
colénias de germes gue prodiuzam ou ndo fcido a partir da lactose. THsses
meios nio impedem o crescimento, algumas vézes abundante, do bacilo
eoli e do profeus, o gue torna, muitas vézes, impossivel a verificacio das
colfnias suspeitas. Os meios déste tipo, mals ecomumente empregados en-
ire nds, sfo os de Endo, de Mace Conkey, de Holt-Harris-Teague e o 4dgar-
Acido rosdlico. N&o sfio meios diferenciadores puros porque, em sua eompo-
sigho, entram substénelas bacteriostdticas para bacilo cold e profeus.

O segundo grupo é constituido por meios de culturas também com base
de gelose lactosada, 4 qual se adiciona um indicador e uma ou vérias subg~
tancias bacteriostdticas que permiterm o crescimento de bacilos disentéri-
cos ¢ Impedem os germes Gram-positives, s maloris dos coliformes, evitan-
do o crescimento espraiante do profeus e permitindo, por isso, semeaduras
mals abundantes. O inconveniente désse tipo de meio é o de inibir também,
algumas vézes, o crescimento de certas bacifrias patogénieas, principal-
mente o Sh, dysenferize e 8 Sh. olkalescens {Prsrans e Faraco, 1940).

A téenica que, habituaslmente, usamos é a2 seguinte :

Chegando as fezes ao laboratdrio, sfo semeadas num tubo de solugio
glicerina-cloreto de sédio tamponada, a pH 8 A quantidade de fezes semea-
das no tubo de glicerina (10 em?) é a equivalente a0 volume de uma amén-
doa, tomando-se o cuidade de escolher partes muco-sangiiinclentas, quando
presentes. A emulsfo das fezes da sohicfo de gheerina deve ser 2 mals per-
feita possivel.

Como meio diferencial, usamos o de Holé-Harris-Teague e, como sele-
tivo, o meio 8. 8., parte obtido da casa “Difco” ¢ parte preparado em nosso
laboratério, segundo férmula que daremos em apéndice. Sempre usamos
2 placas do meio 8. 8. ¢ 1 de H. H. T. Colocamos, com pipeta estirada
ou com alga de plating, 4 gbtas da emulsfo de fezes, em pontos separados
numa placa de 8. 8.; com um bastio em L espalha-se o material por téda
g superficie da placa e 0 mesmo bastdo serd passado na superficie de outra
placa de 8. 8. e, por dltimo, na placa de H. H. T., tomando-se o cuidado
de pdo passar o bastdo 2 vézes pelo mesmo ponto.
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A preferéneia por 8sses 2 melos nos fol indicada por experidneias reali-
zadag em nosso laboratdrie, O meio 8. 5, € de todos, até hoje, por nds ex-
perimentados, o que tem dado melhores resultados ; permite semeaduras
de maior quanitidade de fezes, sendo ficil a diferenciacfio das colonias sus-
peltas, tendo ainda a vantagem de impedir a agio invasora do profeus.
A razfo de usarmos o meio de H. H. T. fol a de estarmos mais familiari-
zados com éle e o considerarmos equivalente aos outros acima citados. Se-
meadas as placas, estas sfo colocadas em estufa, a 37.° C, por 24 horas.
No dia seguinte, verifica-se a presenga de coldnias suspeitas. No quadro
adiante, estfio sumdriamente descritos os aspectos das coldénias nos vérios
meios.

QUADRO 1

ASPECTO DAS COLONTAS NOS DIFERENTES MEIOS SELETIVOS

Grupo de mierorga-

Meio de cultura

Meio de eultura

nigmos Holt-Harrig-Teague Agar 8. 8.
Convexas, lisas, brilhantes, | Coldnias sem elr ou poueo
em geral do azul mails clare | amareladas. Em 48 horas a
Sotyphy .. que o meio. ebr pode se acentuar.

Salmonelle sp. ... . ...

Semelhantes As do bacile ti-
fieo,

Em goral madores que az do
bacilo tifico.

Shigetln sp.

Semelhantes s do baeils ti-
fico,

Semelhanties 48 do baclo -
fico. Sh. somnel pode crescer
formando coléniag multo gran-
des com centro amarelo,

Coliformes .. ... ... ..

Coldnias azul-negro ou com
centro escure e timbre metd-
Heo.

Inibidos. Podem crescer eomo
colbniag opacss de tonalidade
de résec ao vermelbo. Colb-
nias maiores podem fer centro
vermelho com periferia branca
ou amarela.

Proleus ..., .. . .....

Colénias sem cdr, com pseu-
dépodos.

Coldnins sem cdr, podendo ter
pseudépodos.

De um modo geral, é o que se deve observar, até que eada qual possa,
por experifneia prépria, julgar o que deverd ser eonsiderado como eoldnia
suspelta, uma ves que, ndo raro, germes patogénicos sfio isolados de cold-

nias atipicas.
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ISOLAMENTO DAS COLONIAS

Isolar de cada plaea pelo menos uma colbnia com caracteres semelhan~
tes aos acima descritos. Procurar atinglr, com a agulha depois de fria, a
eoldnia, bem no ceniro, evitando, o mals pessivel, isolar colénias em zonas
da. placa onde estas nfio estejam bem separadas. Se nfo for possivel, serd
de t6da conveniéneis isolar a coldnia que nfo puder ser separada da pri-
meire vez numa placa de . H. T., por estrias suecessivas. Isolada a cold-
nia, nccular o meio de triplice acticar de Krumwiede modificado, intro-
duzindo a agulba na base e, quando esta for retirada, passi-la pela parte
inclinada.

Apds incubaglo de 24 horas em estufs, muitas indicagdes podem ser
dadas pelo simples exame do friplice agicar, conforme esid esquematizado
no quadro seguinte.

QUADRO 2

PARTE INCLINADA BASE
Sotyphi ... Nio altera. Acido com ligeiro enegreci-
. mento.

Grupo digentéries . ... | Nao alters. Acido sem enegrecimento.
Proteus Acido e bolhas de gds, com
Pargeoli ... ... ..., Néo altera. enegrecimenio difuse e intenso
Salmonelas para as salmonelas.

Néo altera. Néo altera.
Reacoes sem wvalor ... i

Acido & gds, Acido e gds.

Devemos sempre lembrar que algumas shigelas podem produzir dcido
na parte inclinada do triplice agdear, voltando é&ste, em geral, para alcalino,
ge a incubagfo for prolongada por mals 24 horas. Algumas amostras de
Sh. paradysenterize (tipo newcastle) podem produzir um pouco de gds na base,
apesar de serem legitimos bacilos disentéricos. A seguir, de cada triplice
guspeito, serd feita uma tentativa de identificacfio bioquimica.

Como vimos, a produgfio de Acido sem gds, na base do triplice, indiea,
em geral, tratar-se de Shigella ou da Salmonella typhi. Neste segundo caso,
a produgiio de 4cido sulfidrico pela 8. fyphi orienia a pesquisa para ésse
lado. Para confirmagio de género e separacfo em espécies, usamos os se-
guintes meios diferenciais: dextrose, lactose, manita, xilose, duleita, meio
de Stuart, meio de eitrato de Simmons, dgua peptonada para producio de
indol, meio de Clark I.ubs para verificacdo do acetilmetilearbinol, calde
eomum o dgar semi-sGlido para verificagio de motilidade. Serfo consi-
deradas shigelas todos os bacilos Gram-positivos que fermentem a dex-
trose sem ghs, nfo hidrolisem uréia, nfo utilizem eitrato, nfio produzam
acetilmetilecarbinol e hidregénio sulfurado e que sejam imdveis. Obede-
cendo & chave de identificago, poderemos chegar & diferenciagiio da maioria
das espécies de Shigella.
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QUADRO 3
QUADRO DE TDENTIFICACAO
Bacilos Gram-pegatives imdveis
Citrato, Uréla, V. P, ¢ H?S negativos

Prextrose
+
I 1
Manita » Manita 4

Indot + {ndol = lLaclose Lactose s Lactose -

Sh. ambigua Sh. dysenteriae Yilose e Xilose 4+ Xilose + Xi%gse —

Grupo [arge-Sachs  Grupo large-Sachs  Sh.paradysenteriae  Indel  + Indof 4+ Indol =
Duleifa -+ Dulcita s Sh.pdisgar Sh‘.’soﬂnei

3k, atkalescens Sh.é tield

Nota: Existem hacilog disentéricos capazes de produzir bolhas de gfs na dextrose e na,
manita ; pertencem ao grupe paradisentérics, sendo soroldgicamente idénticos
a0 tipo Sh. parodysentertz Boyd 88, Pertencente ao mesmo grupe {fambém ¢
freqiiente um baeilo manita-negativa, a Sh. neweastle,

Também é comum um bacile disentdrico manita — indel -4, soroidgieamente
idéntieo & Sh. paradysenterizz Boyd 103, A diferenciagfo entre certes tipos Sh.
alkalescens, Sh. fieté e Sh. dispar s& & possivel pelo estudo sorclégico.

Apés a verificacfio das propriedades bioguimicas, seguem-se os testes
sorclogicos para identificacio eompleta do germe e separacdo em tipos.

() éxito do emprége de téenicas sorcldgicas para identificaciio das sal-
monelas 8z eom que muitos laboratdrios estendessem para o grupo das shi-
gelas métodos semelhantes. A experibneia da segunda guerra mundial
confirmou a praticabilidade de tal processo, gue é método répido, seguro
e capaz de identificar, com precisfo, a totalidade das shigelas. O método é
baseado na aglutinagio especifiea macresedpica, em limina de determinada
Shigella, pelo seu sbro especifico.

Conhecida & possibilidade de existirern antfgenos comuns entre as
vérias espéeies de bacilos disentéricos e mesmo a outros germes da familia
Enterobacieriaces, devemos usar sdmente soros diagndsticos que possuam
finfeamente anticorpo correspondente ao tipo especifico da bactéria. Isto
se consegue, verificando, inicialmente, quais as reagdes de grupo que apre-
senta determinacdo sfro, para as vérias espéeles de shigelas e, depols, remo-
vendo dsses andicorpos secunddrios, por melo de absorgdes apropriadas.
Muitas vézes, no é preciso absorver o sbro, bastando testd-fo em virias
diluictes, para se conseguir uma otima, onde hé sdmente aglutinagfo para
o germe que se deseja. Quando tratarmos da sorologia do grupe paradisen-
térico, desereveremos, detalhadamente, of métodos por nds usados para
obtencio de soros monovalentes.

A identificacio poede ser feita diretamente das placas de isolamento,
bastando emulsionar, em solucio fisiolégica, as colénias suspeitas e testé-
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lag, com soros especificos, em ldmina ; aglutinacio positiva com sbro serd
guficiente para estabelecer o diagndstico do germe.

Bsse processo s6 deve ser usado guando houver muita urgéneia. Su-
gerimos isolar, primetramente, as colfnias suspeitas em triplice aclear e,
dos tubos com fermentacio tipo Shigella, proceder As provas de aglutinaggo
do seguinte modo ;

1) eolocar, aproximadamente, 0,5em?® de solucfio fisioldgica no tubo
de triplice agicar ;

2) com uma pipeta estirada, tendo s ponta encastoada frouxamente
com algodfio hidréfilo, emulsionar, na solucdo fisiolégica, todos os
germes da parte inclinada do meio |

3) aspirar a emulsfo através do algodio ;

4) coloear uma ghia dessa exmulsfio sdbre varios quadrados de uma placa
de vidre guadriculada. S6bre 5 g6ta da emulsfio, pingar uma gdta
do sbro. Misturar bem sdro e emulso com uma alga e verificar
com qual sbro hd aglutinacho. Aglutinacfio positiva evidente com
um sbro é suficiente para terminar o exame, dispensando outras
provas complementares.

E indispensével verificar sempre se a suspensfio do germe em andlise

& estdvel em solugio fisioldgics, bastando, para isso, colocar uma gota da
suspensao na placa de vidro e constatar se nio é auto-asglutindvel.

E aconselhdvel coloear as emulses, antes de serem testadas, 10 minutos,
nun banho-maria em ebulicfo, Existem certas espécies de bacilos disenté-
ricos que possuem antigenos de superficie termoldbeis, que impedem a aglu-
tinagho e que, com essa pritica, sBo destruidos.

Dado o grande ndmero de tipos de bacilos disentéricos, torna-se dis-
pendiose o enaprége de fodos os soros para a identificacio. Para isso, acha-
mos muito Btil o emprégo de soros polivalentes especificos, as mails dag vé-
zes suficientes para a rotina didria.

Usamos 4 soros polivalentes :

i) Séro polivalente Sh. peradysenterte (I-VI)

2) Soro polivalente Sh. paradysenierize (VII-XII)
3) Séro polivalente Sh. alkalescens

4) Séro polivalente Sh. sonner

Os dols primeiros sfio preparados tomando-se os $ipos I a VI ¢ VII 5
X1I, que sfo semeados em tubos de dgar e incubados, 24 horas, em estufa
a 37.°2C. O erescimento bacteriano é raspado e emulsionado em solugdo
fisioldgiea ; num 1.° frasco, misturam-se todos os tipos, de I a VI, e, num
22, o8 de VII a XII; agita-se bem e estandardizam-se as emulstes para
1.000 milhdes de germes por em? Injetar, na veia de 2 ccelhos, 5 inoeula-
cdes, em dias alternados, comegando com 0,5, aumentando 0,1 nag seguintes.
Depois de § dias da dltima inceulagio, sangrar 0 animal ¢ verificar se o sbro
agluting todos os germes que enfraram em sua preparagio ; verificar se
existem reagles cruzadas com todos os outros tipos de shigelas; remover
ag aglutininas comuns, por absorgdo cu por diluigio.
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FEm geral, os sores assim preparados nie aglutinam bem as amostras
correspondentes ao tipo VI, motivo pelo gual é til empregar, na emulsio,
malor guantidade désse germe, ou methor, fazer uma 6.5 inoculacio no
coelho com 1 em?® de 1.000 milhdes de germes do tipo VI. A ohservacio
indica, quase sempre, a necessidade de se absorverem é8sses soros com Sh.
sonnei, Sh. allalescens e S. typhi.

Para o grupo VII a XII os mesmos cuidados 80 necessirios, e agui
tarebém encontramos aglutinactes eruzadas para Sh. sonnei fase 1[ e Sh.
alkalescens.

Consideramos, comeo s0ro polivalente allalescens, um sbro preparado
da mesma maneira, usando-se como anifgenos Sk, alkalescens tipo I e Shi-
getla tipo tieft. -

0Os mesmos cuidados sfo necessdrios ; com éste sdro as aglutinaces
cruzadas mais freqientes se dio com Sh. paradysenierie e Sh. sonnei.

Usamos, pars o preparo do sbro polivalente sonned, amostras de Sh.
sonnet em fase I e 11, Preparo e verificacio idénticos aos anteriores. Rea-
ciies cruzadas mals freqiientes com S. typhy e Sh. porodysenteriz tipo XI.

Resumindo, pronto o séro polivalente, verificado que aglutina bem com
todas amostras que enfraram no seu preparo, observar quals outras espé-
cies de shigela também sfo aglutinadas por ésse sdro. Tentar diluir, de modo
a afastar aglutinaches de grupo; se nfo for possivel, absorvé-lo com as
amostras que tém antigenos comuns.

Sabendo-se que a8 shigelas do grupo manita-negativa sfo raras entre
nds, nio usamos soros polivalentes para sua identificacdio. Para todo germe
suspeito de Shigelle, que nfo aglutina com nenhum désses soros poliva-
lentes, usamos sores monovalenies eorrespondentes a cada uma das espé-
cies do grupo manifa-negativa. No caso de também nio haver aglutinacio,
ésse germe deve ser esiudado mais detalbadamente, levando-se em eonta
suag earacterfsticas biomorfolégicas e antigénicas.

Usando &sse processo, hé alguns anos, sempre comparande com og re-
sultados das provas bioguimicas, nfo temos discordéncias e, de certa ma-
neira, tem-nos dado resultados mais satisfatdrios que os conseguidos com as
provas biogquimicas.

Em nosso Laboratdrio, quando ¢ o case, confirmamoes os resultados
dos soros polivalentes, com soros monovalentes tipo-especificos e nunea
tivemos discordincias entre os dois seros.

A primeira vista, parece ser dificil o emprégo de um ndmero tdo grande
de soros para se chegar a um resultado. Entretante, se conhecermos a in-
cidéncia das vArias espéeles de bacilos disentéricos numa dada regifio, o
problems torna~se mais fdcil. Em Sao Paule, verifieamos que cérea de 909
dos casos de disenterias bacilares sfio causados por 3 tipos de bacilos, na
seguinte ordem: Sh. paradysenteriz, Sh. sonnei, Sh. alkalescens, seguidas
dos outros cuja incidéneia varia conforme os anos. Do grupo mals freqiien-
te (Sh. paradysenteriz), ctrea de 98%; sfio causados por baciles dos tipos 1
a VI, razfio pela gual o emprégo sdmente dos 3 soros polivalentes (Sh. para-
dysenteriz T a VI, Sh, sonnet e Sh. alkalescens) serd suficiente para a
grande maloria dos casos.
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Warrrer (1944a) ¢ Fereusson e eolabh. (1947} utilizaram o processe
rapido de identifieacio dos bacilos disentéricos pela aglutinacio macros-
copica em ldmina e chegaram a resultados muito satisfatérios, o que nos
induziu & proceder do mesmo modo. Até agora, nfo notamos discordincia
alguma com o método biogquimice. Como ji dissemos, é o processo sorold-
gico o tnico que permite diferencar tipos de bacilos disentéricos, o que nio
se consegue pelos métodos bioguimicos.

Foram é&sses os métodos que utilizamos para isolar e identiiicar bacilos
disentéricos em fezes. Em capitulos separados, estudaremos, detalhada-
mente, cada um dos tipos de shigelas patogénicas para ¢ homem.

Nio pretendemos estabelecer um quadro de elassificagéio ; o seu arran-
jo corresponde 3 diferenciaciio biogquimica anteriormente descrita, baseado
em reduzido numero de provas, para finalidade deseritiva.

Dividimos os bacilos disentéricos em 3 grupes, de acdrdo com a acidi-
ficacdio ou nio da lactose e da manita.

Sh. paradysenteriz
Sh. allolescens

I grupo : manita + lactose —
: Sh. tet2

II grupo: manifa 4+ lactose +

{
{ Sh. sonnei
Sh. dispar

[ Sh. dysenieriz
IIT grupo : manita -~ lactose — 1’ Sh. ambigua
| Sh. sp. grupo Large-Sachs

SHIGELLA PARADYSENTERLA

A Shigella paradysenierize (Colling) Weldin, ou grupo paradisentérico,
é constifuida por uma variedade grande de tipos de bacilos disentéricos,
todos éles possuindo em eomum certas propriedades bicguimicas.

Esses bacilos sdo responsdveis pela grande maioria das shigeloses
humanas, estando os vdries autores, hoje em dia, acordes em considera-
los patogénicos para o homem, uma vez que todos os membros désse grupo
j4 foram reconhecidos como agentes disenterigenos em vérias partes do
mundo.

Cabe a Frexyar (1900) a primeirs deserigdo de um bacilo déste grupo ;
isolou-o nas Filipinas, de casos de disenteria. No mesmo ano, STRoNg e
Muserave (1900), também nss Filipinas, isolaram oufro componente do
grupo e, mais tarde, Hiss e Russer (1903} descreveram um terceiro. Na
1.» tentativa de classificacdo dos bacilos disentéricos feita por Hiss (1904),
todos ésses germes foram eolocados no grupo dos fermentadores da manita,
propondo ésse autor a_utilizagio de alguns carboidratos para separagfo des-
sas trés variedades. Fsta classificacdio, apesar de estar longe da realidade,
foi e ainda continua sendo largamente citada na literatura médiea.
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Krusk e colab, (1907) foram os primeiros a mostrar & grande complexi-
dade soroldgica do grupo fermentador da manita. Os tipos descritos por
ézses autores nfio podem, hoje em dia, ser comparados aos presentemente
conhecidos. InvestigagBes posteriores de Murray, em 1918, ¢ GETTINGS,
em 1919, (Jn Torumy e Wirson, 1946) e, principalmente, de AxprEwss
e Inman (1919) foram o ponto de partida para a diferenciagio sorolégiea
do grupo paradisentérico. Apesar dessas verificagtes, Boswen (1934) ainda
proeurou estabelecer relagBes entre a fermentacio da manita, da sacarose
e da maltose com os diferentes grupoes soroldgicos, mas 0s seus resultados
nic obfiveram confirmacio.

Provas insofismdveis do pouso valor das provas de fermentagio para
o reconhecimento dos vérios tipos podem zer encontrados nos trabalhos de
Kruse e colab. (1997) e, entre nds, nas verificactes feitas por Assis (1930).
Hoje em dia, sdmente algumes delag sfo utilizadas ; assito mesmo, para
diferenciagfo eom oubros baeilos disentéricos ; as mais usadas podem ser
agsim agrupadas :

-+ Dextrose
— Lactose
— Sacarose
-+ Manita
— Xilosa
Sh. paradysenterize — Glicerina
-+ Duleita
— Salieina
-+ Indol
- Liréis,
— Citrato
- V. P.

Principalmente com os trabalthos de aNDRIWES ¢ InMan (1918), & di-
ferenciacfio soroldgica dos véries tipos do grupo paradisentérico comegou
a ser eonhecida. Estudaram ésses aubores 116 amostras de bacilos paradi-
sentéricos, concluindo que, em todo bacilo Flexner, existem pelo menos 4
componeantes antigénicos diversos, distribuidos em proporgies varidvels
para cada amostra. BEm algamas culturas, haveria grande preponderfncia
de determinado antigeno sébre os demais, earacterizando, por assim dizer,
um tipo. Hstabeleceram 4 tipos soroldgicos V, W, X e Z, de acdrdo com o
antigeno predominante, e um 5.° #ipo, que fol denominado ¥, possuindo
quantidades mais ou menos equivalentes dos antigenos V, W e 7, associs-
dos a pequena quantidade de X. Encontraram ainda 2 sub-tipos VZ e WX,
variantes dos tipos V ¢ W, com a particularidade de conterem grande pro-
por¢io dos antigenos 7Z e X. Hsquemiticamente, os conceitos de Andrewes
¢ Inman podem ser assim representados :
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FIGURA N~ 1

Y Vi WX

Davison {1920}, entre outros, mostrou ser a classificacfio de Andrewes
e Inman incompleta; nio podiz colocar dentro désse esquema mauitas
amostras isoladas por 8le. Bovp (1938), publicande suas observacdes sbbre
o comportamento soroldgico de 4.856 culturas de Sh. parodysenteriz, iso-
ladas, em sua maioria, na India, verificou que cérea de 34 dessas eulturas
podiam ser caracterizadas eomo algung dos tipos anteriormente descritos
por Andrewes ¢ Inman. Com as restantes, estabeleceu = existéncia de 9
tipos goroldgicos até entdo ndo conhecidos ; 3 désses tipes (amostras Boyd
103, P 119 e Boyd 88) estavam relacionados, soroldgicamente, com os tipos
V, W e Z de Androwes ¢ Inman, ao passo que, dos 6 tipos restantes, (amos-
tras Boyd 170, P 288, P 274, D 1, D 19 ¢ P 143), apenag & P 143 revelava
possuir pequena quantidade de antigeno em comum com og primitives -
pos de Andrewes e Inman.

Os estudos de Boyd levaram-no a discordar das conclustes de Andrewes
¢ Inman, relativamente 3 estruturs antigénica do grupe Flexner. Obser-
vando fendmenos de variaggo em um dos seus tipos (amostra B 103}, pdde
demonstrar que ése fendmeno envolvia uma modifieacfo fundamental na
estrutura antigénics. Em subouliuras sueessivag, a amostra B 103 orvigina-
va 2 tipos de coldnias (fig. 1), uma das quais {a) reproduzia, integralmente,
os caracteristicos morfolégicos da amostra, ao passo que a outra (b) era va-

FIGURA N 2
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riante incompleta da primeira, incapaz de reverter ao tipo original, produ-
gindo, exclusivamente, culturas do seu préprio tipo.

Por meio de provas de aglutinacio eruzada, ¢hegou & concluséo de que
a4 amostra 103 A possuia 2 antigenos diversos: wm antigeno tipo-especi-
fico que lhe era préprio e wm antigeno de grupo que éle eompartilhava com
as amostras V, W, X, Y e Z. A variante 103 B, ao contrario, possuia apenas
o antigeno de grupo, pois era incapaz de remover as aglutininas tipo-es-
peeificas do sbro- 108 A ; teria sofrido processo degenerative com perda do
antigeno especifico caracterfstico da amostra original, conservando o anti-
geno de grupo o qual, por ser menos especializado, seria mais resistente a
variacbes involutivas. Estes fendmenos de variacio foram observados por
Boyd, de modo mais ou menos completo, em outros tipos de Sh. parady~
senferiz e representariam tendéncis normal dos componentes da espéeie
nas condiges arfificiais de cultura. Baseado em suas observactes, {ruio
de numercsag experifneias de aglutinagfes cruzadas e shsorcdes de agiu-
tininas, Boyd negou as conclustes de Andrewes e Inman, relativas A cons-
tituigfo antigénica do grupo Flexner. Cada tipe nfo possuiria uma guanti-
dade predominante de um antigenc especifico e quantidades menores dos
antigenos especificos dos outros tipos, como admitiam aquéles autores ;
cada tipo possuiria um antigene préprio, caracterfstico, nio eompartilhado
pelos demals tipos e a relagdo entre os diversos membros do grupe Flexner
seria estabelecida através de um antigeno de grupo comum a todes. Nio
conseguiu demonsirar um antigeno tipo-especifice nas amosiras X ¢ Y de
Andrewes ¢ Inman, conchuindo que éstes dois tipos deveriam ser conside-
rados como variantes dos tipos Z, W ¢ 103, que perderam seus antigenos tipo-
especificos, eonservando sOmente seu antigeno de grupo.

Esquematicamente, os virios tipos antigénicos criados por Boyd po-
dem ser assim representados :

FIGURA N 3
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Ng figura 3, os algarismos romanecs representam o antigeno tipo-
especifico e o complexe antigénico comum aos virios tipos é apresentado
em algarismos ardbieos reproduzide de maneira simplificada no esquema.

Boyd tarmsbém ndeo encontrou os chamados tipos mixtos de Andrewes
e Inman.

Warsnsr (1944), revendo a constituigio antigéniea do grupo paradi-
sentérico, confirmou plenamente os {rabalhos de Boyd. Para é&le também
seriam diferencas quslitativas e nfio quantitativas, que importariam na
diferenciagfo dos varios tipos. Chega a conclustes um pouco diversas quan-
40 20 antigenc de grupe, que, para Wheeler, seria constituido por 9 compo-
nentes diversos, um dos quais existe em todos 0s mebros do grupo. Wheeler
também mostrou que um antigeno tipo-especifico pode estar ligado & anti-
genos de grupos diferentes, o que permite diferencar 2 germes com o mesmo
antigeno tipo-especifico, pelo seu contetido diverso em antigenos de grupe.

Wein e colab. (1944), ao conirdrio de Bovd e Wheeler, chega a conelu-
gBes semelhantes fs primitivas de Andrewes e Inman, pois aceita a vali-
dade dos tipos X e Y e acredita que os vArios tipos sejam caracterizados
por um componente primério associado a ouwiros antigenos quantitativa-
mente menos importantes e, por isso, denominadoes secundarios. Um anti-
geno primdrio, isto é, predominante em eerta amostra, poderd ser secun-
dério em outra. Wail identificon 14 antigenos diferentes nos bacilos para-
disentéricos e a predomindneia de um désses antigenos é o que earacteriza
a amostra como tipo soroldgico definido. Baseou suas observagdes, nio
56 em provas de absorgfio de aglutininas, come também em provas de pro-
tecdo, utilizando embrifio de galinha. Argumentou que a existénela de
um antigeno, comum a cérea de B0Y% dos bacilos Flexner mals freqiien-
temente encontrados, levaria a se obler elevado grau de protegiio cruzada
quando qualquer uma das amostras fosse utilizads para imunigacfo ; veri-
ficou que tal ndo existe e o que confere proteciio é o antigeno presente em
maior guantidade. Por meic de soros devidamente sbsorvides, dividiu o
grupo Flexner em uma série de tipos, utilizando, para 8sse fim, soros aghu-
tinantes monovalentes.

Sendo as diferencas antigénieas de ordem quantitativa e nfio quali-
tativa, enire os védrios tipos, admite, para expliear a possibilidade de se
obter um shro monovalente, a hipdtese de diferencas funcionais entre os anti-
genos primérios e secundédrios, iste &, os antigenos secundérios estariam,
por assim dizer, protegidos no microrganismo intacto de tal forma que,
quando postos em contacto “in vitro” com: soros possuindo anticorpos a
dles correspondentes, nfo 8o accessfvels a &sses anticorpos. A diferenca
entre um tipo e outro seria dads por posigdes diferentes dos varios antigenos
dentro do corpo  haeterianc,

Sendo dificil estabelecer a correspondéncia entre os tipos soroldgicos
descritos por Kruse {1907), LunTtz ¢ Prioce (1931) e Aoxr (1921), deixa-
mos de fazé-lo, estando, no quadre 4 sdOmente mencionados os tipos
sorclogicos descritos pelos autores anteriormente cifados.

Biste assunto i4 fol objeto de estudos por nds realizados (1948) e as con-
clustes a gue chegamos parecem-nos permitir o uso do esquema proposto
por Boyd e medificado por Wheeler como o mais simples ¢ falves o que mais
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QUADRO 4
Andrewes ¢ Inman Boyd Wheeler Weil
A ; 1 I
W W I IT
i A 1T LN
—— Boyd 103 v v
- Boyd P 119 v v
e Boyd 85 Vi Vi
X — — VI
Y — — VIiT
- Boyd 170 Vil X
- Boyd P 288 VIII X
s Bovd P 274 IX XIv
e Bovd D 1 X X1
. Boyd D 19 XI X1
— Boyd P 143 XIH XIIT

se aproxime da realidade. Assim sendo, usamos, pars o grupo paradisenté-
rico, a nomenclatura proposta por Wheeler.

N&o é necessdrio insistir na grande importincia médico-sanitdris da
tipagem dos bacilos paradisentéricos isolados nas diversas partes do mundo.
Sem ésse recurso que oferece o laboratério, néo é possivel propor-se um
tipo de vacina pars uma regifio; também nfc se poderia opinar sbbre a
patogenicidade dos varios componentes do grupo e, por tiimo, verificar a
existéneia de noves tipos, algumas vézes importantes em determinadas
regides. Qualquer trabalho epidemioldgico perderie grande parte de seu
valor se nfio fosse completado pelos dados gue a sovologia oferece.

No Brasil, Asszz e colab. (1946) foram os prmeiros a verificar a inci-
déugia dos vérios tipos de baecilos paradisentéricos no Rio de Janeiro. A1~
MEIDA & eolab. (1047) fizeram o mesmo em Sdo Faulo e os resultadoes obtidos
por ésses autores estfo de actrdo com o que ji fol verificado em ocutras
partes do munde. Fm Bifc Paulo, sémente os tipos IX e X nfo foram en-
eontrades, o mesmo fendo sido verificado no Rio de Janeiro.

Na dltima revisfo sbbre o agsunto feita por Wrw (1947), encontramos
dados pormenorigados, por autor ¢ regifio, da ineidénela dos bacilos para-
thsentéricos, mostrando que os diversos tipos vém sendo encontrados em
t6das as partes, ndo pairando mails dividas sdbre tipos de patogenicidade
duvidoss.

Em nosso Laboratérie, seguindo métodos propostos por WHEEBLER
(1944, 1944a), realizamos a tipagem de $ddas as amosiras isoladas por nds
na cidade de S8&c Paulo, de 1946 20 1.° semestre de 1950, Os resultados
estdo representados no quadro mna parte final déste trabalho.

A segulr, vamos deserever os métodos que utilizamos pars preparacio
dos soros usados na tipagem dos bacilos paradisentéricos. Inicialmente,
verificamos estarem as amostras em fase S. Inoculamos, na veia de coelhos,
em dias alternados, na quantidade de 1 em?, doses crescentes da suspensfo
de germes. Total de 5 inoculagses, perfazendo 5.000 milhes de germes.
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As duas primeiras inoculagdes foram subeutdneas, com germes mortos pelo
formol ; as trés Gltimas, por via venosa, vsando-se germes vivos.

Cinco dias apds a dltima inoculagio, proeediamos & sangria explora-
dora, verificando-se o titulo dos soros ohtidos fazendo-se aglutinactes em
tubo & 37.° C, ineubados por 24 horas. Todos os soros com iitulo de

1/3.200 ou mais foram considerados satisfatérios.

Para obter um soro tipo-espeeffico monovalente, empregamos o seguinte
método :

Diluir o séro a 1/10 em salina e fazer a aglutinagio em ldmina eom amos-
tras de bacilos diseniéricos em fase S, incluindo amostras representativas
de cada espéeie e tipo, assim como amostras de Salmonello typhi. Se possivel,
fazer aglutinagdo com 4 ou mais arostras de Flexner X e o mesmo nimero
de Y.

Observar cada aglutinacio durante 5 minutos, no minime.

Apds observar as aglutinacdes em mina, eseolher, como ragas absor-
ventes, ag que tiverem dado as reagdes de aglutinacdo mais fortes. Geral-
mente, as amostrag X e Y estfio enfre as que ddo reagdes mais fortes, pelo
fate de conferem maior quantidade de antigenos de grupe comuns acs vé-
rios tipos do grupo paradisentérico. Nesse ecaso, usar X e Y para as pri-
meiras  absorgdes.

A quantfidade de germes a ser empregada nas absorctes é determinada
por tentativa.

Os germes para absorgdo sGo obtidos semeando-se frascos de Roux ou
placas de aluminio (25x25) com dgar comum. A semeadura é feifa inicial-
mente em calde comum, incubado por 6 horas, e, depois, repicado para o
dgar. O caldo deve ser usado sdmente num volume que dé para umidecer
a plaen ou a garrafa, em geral 1 ou 2 em?® Preferimos usar placas de alu-
minio, por ser mais facil retirar o erescimento microbiano pela simples ras-
pagem do meio. Na maloria dag vézes, fol suficiente uma placa de 25x25
para absorcdo de 15 em® de soro diluido. As absorgses sempre foram reali-
zadas em banhe-maria, durante 2 horas, no fim das quais & mistura é cen-
trifugada ¢ o ligiddo sobrenadante retirado.

Como exemplo, vamos reproduzir o que foi feito para preparagio de
um s0ro tipo-especifico I. Amostra escothida tipo I recebida de K. M.
Wheeler. Inicialmente, foram verificadas as condigtes de pureza da cultura.
Incculacio em ecoetho, como fol acima deserito. A sangria de prova mos-
trou ter o géro o titule de 1/6.400, portanto satisfatdrio. Sorvo diluido a 1/10
¢ experimentado eom tddas as variedades e tipos de bacilos disentéricos.
Aglutinaciio répids e total com amostras X, Y e bacilo paradisentérico
tipe III. Aglutinages menos infensas com os tipes II, IV, V e VI. Ab-
sorgio com 2 amostras X, 2 amostras Y e T amostra tipo 111, 2 horas, a 37.°C,
em banho-maria. Fan geral, se a sbsor¢fio for completa, grande porcio
dos germes permanece em suspensfio ; se for incompleta, a totalidade dos
germes serd aglutinada. Centrifugar e aspirar o sobrenadante. Verificar
o s0ro depois de ahsorvido com tddas as amostras que aglutinaram de inf-
eio, antes da absorcio. No caso presente, foram necessirias 2 absorgtes
com amostrag X e Y e tipo 111, para remover tddas as aglutininas de grupo
e tornar o sdro monovalente. Fager diluictes do s6ro absorvido a 1/15 e
120 : se também houver aghitinagdo répida e total nessag diluigtes com a
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amostra que serviu para seu preparo, ¢ sdro tode poderd ser usado nessas
diluigdes, Adicionar decido f8nico eomo preservativo (5 por mil).

Preparamos, usando ésta téenics, 12 soros monovalentes que corres-
pondem & classificaciio de Wheeler I-XII. Somente encontramos fracgoes
antigénicag comuns a outras shigelas, com o sbro TX (P274) e 2 Sh. alkales-
cens e s6ro X1 (D 19}, que possula uma fraclo da Sh. sonne? em fase Il
Em ambos os casos, foi fécil remover dog soros essas fracbes antigéniéas.

Queremos ainda chamar a atencfo para a dificuldade de se obterem
coelhos cujo s6ro nfio possua anticorpos para os bacilos paradisentéricos.
Testamos © sdro de aproximadamente 60 animalg, para conseguirmos so-
mente 6 nos quais ndo existiam aglutininas naturais. Hssa eventualidade
precisa ser bem verificada, porque, algumas vézes, o s6ro normal do coslho
possul aglutininas em titules elevados, fato 8ste j& verificado, antertor-
mente, por Bovp (1940}

Algumas vézes, também fomos obrigados a absorver os sorcs com S.
typht, o que também 4 fol verificado por Frrausson e colab. (1947).

Outros métodos de tipagem i4 foram propostos. Hakpy e colab. (1943)
desereveram um méiedo por agiutinacio em fubo, com soros nio absorvi-
dos. Devemos lembrar que, aqui, as catsas de érro podem ser muito grandes,
devido A interferéncia dos antigenos de grupo. Cowzanes ¢ Ormro (1045)
propoem a tipagem pela reagho de preecipitagio. Os resultados obtidos
foram intelramente satisfatdrios, mas o método é muito mais frabalhoso
que o processo acima  descrito.

Talvez o fracionamento dos bacilos paradisentéricos por processos qui-
micos venha indicar quais ss diferencas de um #ipo para ouiro. Virios
autores se ocuparam do assunto e, em resumo, estas sfo as conclusbes.

Observagdes antigas, quanto 4 estrutura quimica dos antigenos do grupo
dizentérico, mostraram a presenca de pelisacarideos especificos nos bacilos
Shiga, Flexner e sonnei. Mals recentemente, Borvin ¢ Mesropravryu (In
Torrry e WiLson, 1946), tratando bacilos Flexper pelo dcido irieloroacé-
tico, mostraram que o antigeno compieto dos bacilos paradisentéricos &
constituido por polisacaridecs ligados a eomposios nitricos e lipoidicos.
GosBEL e colab. (1048), CanrenNrer {(1043), Perivan e Gorrrn (1946) e
SmoreNg e colab. {(1946) mostram que cada $ipo de shigela possul um anti-
geno somitico composto por um dnico antigeno complexo. Acentuam, en-
tretanto, nfo ser possivel, dentro de nossos eonhecimentos atuals, eliminar a
possibilidade de ¢ antigeno somdtico espeeifico ser substinela tnica, livre
de possivels componentes de grupo.

Outro campo que também apresenta grande interdsse 6 o da existénein
de antigenos eomuns a outras shigelas, salmonelas e coliformes e & Sh.
paradysenterise,

Frrouson e WarrLer (1946) verificam relacdes entre porecoli e Flex-
ner. BornsTEIN, SAPHRA e Dawimis (1941), com as salmonelas. Ferau-
soN e colab. (1947) chamam a atencfio para o fato de ser nescessirio is
vézes, absorver os soros do grupo ¥lexner com S. ¢rpht, devido & existéncia
de antigemos comuns, Nés (1948a) eneontramos antigeno de Salmonelle
IX numa amostra de Sh. peradysenterie tipo IL. PrLawe? po Amaran (1649)
também enconirou relagdes antigéneiss entre bacilo Flexner tipo 1T e sal-
monelas,
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Pesquisando a existénela de antigenos do grupo paradisentérico em cér-
ca de 2.000 amostras de bacilos do grupo coliforme, fivemos, intdmeras vé-
zes, oportunidade de encontrar reagBes de aglutinagio com os antigenos
de grupo doz paradisentéricos, Entretanto, essag amostras, de modo geral,
perdiam o componente comum a0 grupo Flexner, depois de algumas passa-
gens nos melos artifieials. Uma delas, que estudamos em particular, possuia
ums fragfo antignica semelhante ao bacilo Flexner tipo 11, sendo agluti-
nado por um séro Flexner tipo II total até diluigdo 1/1280 (titulo do s6ro
1/3.200) e pelo s6ro tipo 1I (absorvido) até 1/320. O séro do doente aghiti~
nava nfo 86 a amostra do cliforme como amostra Flexner IT até 1/640, nio
tendo sido possivel isolar dag fezes, em 2 eulturas feitas, bacilo paradisenté-
rico.

Existom ainda 2 tipos de baeilos paradisentéricos que, pelas anomalias
de sen comportamento bloquimico, merecem especial mencio.

CrAYTON e WARREN (1929), estudando um surto disentérico na cidade
de Newecastle (Inglaterra), em 1925, isolaram um germe gque, para &les,
seria o responsivel pela epidemia, mas que nfo podia ser classificado dentro
dos esguemas propostos para identificaco dos bacilos disentéricos. Apre-
sentava a particnlandade de produzir peguena quantidade de gis na dex-
trose, duleita e maltose e de nio acidificar & manita. Sob o ponto de vista
goroldgien, possuiam észes germes andigenos comuns com o grupo paradi-
gentérico (V, W, Y e 4 de Andrewes e Inman) mas também possuiam anti-
genos préprios. Posteriormente, Downre e colab. {1033) isolaram, na ci-
dade de Manchester (Inglaterra), um germe semclhante ao bacilo newcos-
He, caracterizendo-se pela producio de dcido ¢ gis na manita, sendo as
demaig reagdes culturais e comportamento soroldgico Inteiramente idénticos
a0s do hacilo neweastle. Bovp (1938) demonstrou que fsses 2 germes deve-
riam ser enquadrades dentro do grupo paradiseniérico, porque ambos eram
antigénicamente idénticos ac bacilo paradisentérico isolado por éle na Ton-
dia e conhecido como tipo Boyd 88. Ficou, assim, esclarecids & posigio sis-
temAitica dos bacilos newcastle e manchester, atualmente eonhecidos como
baeilos disentéricos do grupo paradisentérico, classificados eomo tipe soro-
légico VI na classificacdo de Wheeler. A capacidade de produzir gds nos
meios habituais de identificacfo, constituinde umsa ancormalidade blogui-
mica no enquadramento désses germes no género Shigella, nio deve ser in-
terpretada de maneira t80 absoluta. Na literatura sdbre o assunto, de al-
guns snos atrds, eneontram-se referfneias & produgio de pequenas quanti-
dades de gés por bacilos disentéricos.

Recentemente, Ewing e Tavror (1945}, verificando o comporia-
mento bioquimico de diversas amostras de Sh. poradisenieriz tipo VI,
utilizando, eomo subestrato nas provas de fermeniacfo, 4 variedades de
peptona, concluiram que o tipo de peptona usado influl na predugfio de gés.
Portanto, a mesms amostra podia ser aerogénica ou nido, dependendo do
tipo de peptona utilizado.

Quanto & naoc utilizagio da manita, carboidrato chave na classificacdo
dos paradisentéricos, ji foi verificads, embora em cardfer fransitério, em
outros bacilos paradisentéricos. Neste caso, poder-se-ia admitir que a carac-
teristics se tormdra fixa, nfo sendo ésse fato suficiente para afastd-los do
grupo paradisentérico, como o faz o Maxvan pe Beraey (1048).
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A presenca de germes désse tipo j4 fol assinalada por Lurrz Ripriro
(1946) e Mowrrrro Frimo (1946), no Rio, e por Avmuina e colab. (1948),
em SAo Paulo, quande chamamos g aten¢fio para ésse grupo que, pelo seu
comportamento anémalo, pode se prestar a confusSes com outros germes
entéricos, motivando interpretacies erréneas quanto & sua verdadeira sig-
nificacfo patogénica.

Situacio semelhante apresenia o bacilo disentérieo deserito por DENIER
e Humr (1912), que tinha a particularidade de fermentar a maltose, nfio
alterando a lactose, manite e sacorose. Propuzeram a denominagfo de ba-
cilo Salgon, para especificar o local onde féra isolado, tendo Danier (1815)
isolado fsse germe em 18,789, dos casos de disenteria bacilar por éle ve-
rificados.  Hsse germe também tinha, como caracteristica soroldgiea, ser
aglutinado por soros anti-Flexner.

Pacurco ¢ Ropricues (1928} isolaram, no Rio de Janeiro, um hacilo
semelhante ao degerito por Denier e Huet ao gual denominavam Shigella
saigonensis, Monrriro (1047) isclou de um caso de disenteria em adulito
um germe semelhante ao chamado tipo Baigon. Estudow-o, comparativa-
mente, com a amosira de Pacheco e Rodrigues, coneluindo que ambas eram
idénticas. Verifieou também a alta aglufinabilidade da amostra Saigon
por um s6ro Flexner polivalente, concluindo : 0O bacile Saigon, poils, um
tipo soroldgico de Sh. paradysenteriz, compreendendo na sua estrutura um
antigeno comum 50 tipe Y (Hiss-Russel}, quer se considére a independéncia
déste tipo, quer seja considerndo como fase de grupo de Shigella flexner.
Entretanto, a sua constituicdo antigénica parece-nos bem mais complexa,
exigindo um estudo soroldgico apurado que prossegue no momento de es-
crevermos &ste trabalho.”

Waii e colab. {1948), fazendo uma revisfo sbbre as 2 amostiras acima
citadas e Incluindo uma nova amostra, também isolada no Rio de Janeiro
por Assis, de um caso de disenteria aguda, sugerem gue 8sses germes sejam
considerados como Shkigello tendo encontrade um antigeno “major’” dife-
rente de qualquer outre presente ne comum dos baciles dizentéricos, e anti-
genos secundarios, semelthantes aos encontrados na fase b da Sh. poradysen-~
lerie tipo Boyd 103. Poyr dltimo, sugeriram a denominagdo de Sh. rio para
esga nova espéeie.

Tivemoz oportunidade, em 1944, de isolar um bacilo déste tipo. Nessa
ocasifio, verificamos que as suas propriedades bioguimicas e constituiefio
antigénica se enquadravam nas caracteristicas descritas por Denier e Huet.
O quadro clinico era o de disenieria bacilar tipica e as fezes do doente ti-
nham muitoc mueco e sangue. O séro do doente, logo apés a cura cliniea, foi
capaz de aglutinar o germe em questiio até a diluicio de 1/1.280.

Burante os anos de 1946 e 1947, amosiras semelhantes foram sendo
isoladas em nosso laboratdrio, motive pelo que resolvemos estudd-las com
maior cuidado.

Verificarnos que todos germes isclados eram aglutinados totalmente
por um sbro tipe-especifico IV e por um sbro polivalente do grupo Flexner.
Coneluimos que &sse germe deveria ser classificado como uma variante
manita-negativa da amostra Boyd 103, ou Sh. paradysenteriz IV, uma vez
que, segundo Boyd e Whesler, para diferenciacfo dos virios tipos de Sh.
paradysenterize, devemos dar valor & varlacdes qualitativas. As amostras
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por nds isoladas possulam o antigeno tipo-especifico IVa, provavelmente
com um antigeno de grupo diferente.

Essa conclusfio nfo concorda com as verificagdes de WeLL e eolab.
(1948) descrevendo um antigeno “major” diferente de qualquer outro pre-
sente ne comum dos bacilos disentéricos, motivo pelo qual retornamos a0
assunto. .

Contrariando o que até hoje foi verificado, tivemos oportunidade de
isolar de 2 casos uma amostra désse $ipo que, em repiques sucessivoes, ad-
quiriu & propriedade de fermentar a manita, propriedade esta que se esta-
bilizou, nfo nos sendo possivel obter uma variante manita-negativa numa
série de transplantes que fizemos para 8sse carboidrato.

Tivemos também g oportunidade de isolar de um caso tipico de digenteria
bacilar um bacile paradisentérico tipo IV. Hxaminando, novamenie, as
fezes désse doente, uma semana ¢ um ano depois da moléstia, isolamos um
bacilo com as caracteristicas do bacilo de Denier ¢ Huet, 0 que nos leva a
crer que se trate do mesmo germe com propriedades bioguimicas alteradas.

Verificamos um fato j4 observado por Monteiro e Pacheco, qual seja
o da utilizacio tardia da xiiose pelos germes désse grupo, o que nfo é comum
a0 grupo paradisentérico. As provas bioquimicas, a nosso ver, se mostra-
vam contraditérias e insuficientes para o estudo do grupo, sendo necessério,
portanto, se proceder & apdlise de sua eonstituicio antigénica.

Preparamos 4 soros, a partir de amostras désse tipe, que haviam sido
isoladas em nosso laboratdrio, e um 5.° com uma amoestra rie I, que nos
fol enviada por Arlindo de Assis.

Nesgsa oeasido, j4 tinbhamos isolado 8 amostras manita-negativa e possula-
mos 2 amostras rie (IT e III). As provas de aglutinacgio direta com os 4
soros foram positivas para tGdas as amostras em titulos iguais ou proximos
ao #tulo do sbro. Os soros absorvidos por gualquer das amostras usadas
para ag provas da aglutinagfio direta perdiam ag suas aglutininas e, rara-
mente, obiinhamos reagfes positives além da diluigio de 1/40. Assim sendo
o grupo é antigénicamente uniforme, restando verifiear as suas relactes
com o grupo Sk paradysenieriz.

Tomames, novamente, os 5 soros por ndg preparados e verifieamos
aglutinagio direta com os tipos Sh. poradysenterizz e 1a V1e amostras X eV.

No quadro 5 esido expressos os resultados que obtivemos,

QUADRO 5
Baro D 131 86ro D 121 Sbro D 166 Sdro I 688 HBoro Rio 1T

S %rgf{fgi;nm titulo titalo titulo titulo tizalo

g it 1/6400 1/125800 1/6400 1/3200 1/12800

I ... 1/840 1/1280 1/2560 1/1280 1640

IE ... 1/1280 1/640 1/2560 1/320 1/2560

1 5 1 1/640 1/1280 1/640 1/1280 510240

IVa .. ....... 1/5120 1/5120 1/6120 1/5120 1710260

Voo 1/1280 172560 1/5120 1/2560 1/640

L' S 1/18 1/640 140 1/320 1/320

X . 15120 E 1/2560 1640 1/1280 1/5120

Y o /5120 1 15120 | 1/8120 175120 1/10240
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Logo de inicio, verificarsos que todos os soros aglutinaram, de modo
mais uniforme, os tipos paradisentérieos IV e Y, sendo varidvels os resul-
tados com o8 ouiros tipos.

Absorvemos cada um dos soros com o tipo I'Va e obtivemos os seguin-
tes resultados :

QUADRO 6

Sore T 131 Saro 1D 121 SBore 1D 166 Soro D 688 Sdro Rio 1F

shsorvido IVa | absorvido IVa | absorvido IVa | absorvido IVa | sbsorvido TVa
I..... 0 1/320 1160 1740 9
11 1/40 1/80 1/320 1740 1/20
T .. 1/40 1/320 1/320 1/40 141280
IVa-b (-1/320 3-3/320 0-1/320 -1/320 6-1/320
Voo 1/320 1/320 1/320 320 1/320
VE . 0 0 0 \; 0
X 0 Vee 1/%0 1/80 I
Y . /320 1/320 1/320 1/320 0

Por essas provas de absorcfio, pensamos que s variacdes relativas ao
eomportamento antigénieo das nossas amostras correspondem mais a varis-
¢des no antigeno de grupo gue a variagdes no antigeno tipo-especifico, pois
qualquer delas foi capaz de remover todos os anticorpos do séro correspon-
dentes ao lipe IVa, deixandoe ainda aglutininas para o tipe IVh, que, como
i4 fol dito, é uma variante do tipo IVa.

Ingistimos absorvendo fsse mesmo sro, desta vez com IVh e Y, achan-
dose os resultades no quadro seguinte :

QUADRO 7

Séro P 131

absorvido 1Va

Soro D 121

absorvido IVa

Sére D 166

absorvido 1Va

Sore I 689

absorvido IVa

Bére Rie 1X

absorvido IVa

depois IVbe ¥ | depois IVh e Y { depois IVbe Y | depois IVb e Y jdepois IVbe ¥
... 0 G 0 0 i
it 0 0 0 0 R
11 0 ¢ Y 0 1/640
IVa-b 0 0 0 b 0
V... 1/20 0 0 1/80 17160
VI . 0 0 0 0 0
X . ) 1 O 0 0
Y . 0 g 0 0 ),
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As fragtes aglutinantes restantes puderam ser removidas do séro por
absorgfo com os tipos 1 e V, o que demonstra que &sses germes sfo vari-
antes manita-negativa do tipo IV da Sh. peradysenteriz, algumas vézes
com antigenos de grupo diferentes do tipo IV clissico, mag eormuns a¢ grupo
paradisentérico.

Portanto, nfo vemos razfio para criar um nove tipo de Shigella e pre-
ferimos clagsificé-los como variante manita-negativa da Sh. paradysente-
ri® tipo IV,

Newgow {1947), tendo isolado euliuras désse tipo, verificon o mesmo :
identidade soreldgica com a Sh. paradysenteriz tipo IV. Variaghes seme-
lhantes do antigeno de grupo tarmbém j4 foram encontradas por Vmazim
(1849) em amostrag tipo IV, além das que j4 anteriormente foram descritas
pro Boyd.

No fim déste trabalho, daremos a freqliénein dos véarios tipos de baei-
los paradisentérices isolados nos anos de 1946 a 1050 (1.° semestre). De
todos os bacilos disentéricos, o paradisentérico fol o mais eomum, sendo
interessante verificar ue, excluido o tipo 1T (o maiz fregiiente), tivemos
variagdes grandes na incidénela dos virios tipos pelos vérios anos.

Ainda no grupo paradisentérico deve ser incluida a mais nova de td-
das as shigelas, isto é, a Sh. ¢louse, de Hrirmr ¢ Winson (1946), ou Sh. la-
viaglon, descrita por LaviNncrow e colab. (1946),

Fste bacilo possui caracteres biomor{oldgicos idénticos acs do grupo
paradisentérico. N#o possul antigenos comuns com qualguer outra shigels
deserita até hoje, mas suas propriedades bioquimieas se assemelham mouito.
as da Sh. poaredysenieriz tipo X1I, o que {éz Ewving (19406) propor sua
inglusdc no grupo paradisentérico. Begundo orientagio de Wheeler, éste
novo tipo deverd ser Sh. paradysenterize tipo XIIL, Até hoje, nfo tivemos
notiela désse tipo haver sido isclade no Brasil

SHIGELLA ALKALESCENS ¢ SHIGELLA TIETE

A Shigelle alkalescens, deserita pela 1.2 ver por AnpreEwss (1918),
perience ao grupo dos bacilos disentéricos manita-xilose-indol-positivos.
Andrewes, em sua desericio original, nfo lhe atribui importncia patogd-
nica pars o homem, pelo fato de ser fraco produtor de anticorpos e néo
ser patogénico para o coelho.

Tal opinido perdurou por muitos anos, chegando mesmo alguns autores,
como Guusert e Cormman {(1934), a acreditar que o bacilo alkalescens fos-
se um germe banal, aparecendo f{reqiientemente nos doentes eom infecedo
eperthiana, aconsethando, nestes casos, a pesquisar, com mals cuidado, a
presenca do bacilo ifieo.

Browx ¢ AnpersoN {1936} ndo conseguiram evidenciar nenhuma re-
lagfio entre o bacilo allcalescens e o bacilo tifice. Em 28 easos de doentes
com afeccBes itestinais, fol possivel isolar &sse germe das fezes em 28,69,
a0 passo que, de 129 individuos normals, 86 em 1,49, foi encontrado.

Naparro e Epwarp (1939), fazendo uma reviso sbbre o assunto, con-
chufram que o germe pode provocar disenterias agudas ou colites crénicas
no homem, achando que os portadores assintomdticos sfo mais freqiientes
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do que os encontrados para outros tipos de shigelas ; daf, talvez, a maior
freqiiéneia da invasfio secunddria das vias urindriss e sangiineas, por fsse
germe, Entre nés, Assis (1939) foi o primeiro a atvibuir-the papel patogé-
niee, mostrande sua importincia em patologia humana.

Nerer (1942}, na sus revisio sobre o género Shigelle, admite que fatos
positivos nos levam a crer que a Sh. alkalescens pode ocasionar formas graves
ou ligeiras de enterites ¢ congtats, no sangue de doentes com bacilo allales-
eens nas fezes, a presenca de anticorpos especificos. Floje em dia, ndo hé
mais dividas sdbre o papel patogénico desempenhado pelo bacilo alfales-
eens e devemos ressaltar que muito se deve a Arlinde de Assis, no que res-

"

peita & slucidagfio désse problema.

Estabelecido &sse ponto, passemos 3s propriedades biogquimicas diferen-
cials e &4 constitulefo antigénica do grupo. Dava-se muita mportfneis,
eomo cardter diferencial, & alealinizacio do leite-tornassol e acidificacdo
da duleita e xilose, para diferenciacio com o grupo Flexner.

Asgrs {1939} é de opinifio que a glicering a 597, € a Unica substdncia de
valor diferencial entre a Sh. alkalescens e Sh. flexnerd. Em trabalho pos-
terior (1947), admite a possibiiidade de exigtirem variantes acidificadoras
da lactose, verificacio 14 anteriormente feita por Nasanro ¢ Epwanp (1939),
tornando, portanto, dificll, muitas vézes, a identificacfio bioguimica do ger-
me, aceitando ésse autor ser de malor valor, para a identificacdo, o estudo
sorolégico da  amostra.

O estudo da eonsfituicio antigénica foi iniciado por Anpruwes (1918)
que, em sua descrigiio, se refere & sua pouca aglutinabilidade frente a soros
especificos, notande ainds & existéncia de aghitininas comuns com bacté-
riag do grupo Flexner ; Warox e Mickie (1934) relatam a presenca, no
sbro alkalescens, de aglutininas para vérios outros bacilos disentéricos, che-
gando a concluses sernelhantes Norer e Rarrorm (1938).

Nerer (1938), estudando a constituicio antigénica da Sh. alkales-
cens, conclul que exister pelo menocs 2 antigenos : um caraeteristico da es-
pécie e ontro comum a0 grupo paradisentérico. Assis {19892, de modo geral,
confirms as verifieagdes de Neter quanto 2 individualidade soroldgica da
egpécie e suag relacles com os paradisentéricos, mas mostrou que, dentro
da espéeie, pelo menos existern 2 sub-grupos soroldgicos, denominados por
&le de alkalescens tipo I e tipo 1. Srtuanrt e colab. (1943), verificando 141
culturas tipicas de Sh. alkelescens que eorrespondem ao tipo 1 de Assis,
puderam individualizar 4 fragtes antigdnicas do B. alkalescens, denominadas
por 8les de A, B, C e D, sendo que a fracio A representa o antigeno tipo-
especifico da espéoie alkalescens e ag fragtes B, C e ) sfio encontradas tam-
bém em bacilos coliformes, do grupo paraceli e do grupo paradisentérice.
Quanto ao tipo 1I de Assis, nfio encontraram nenbum antigenc em comum
eom o tipo I.

Nzrer (1944), estudando 2 amostras bioquimicamente semelhantes
a0 B. aelkalescens, uma delag por éle isolads e outra recebida de W, H. Ewing
eom & denominacio de amostra 2,193, fol de opinifo que se deverla dividir
a Sh. alkalescens em 4 tipos soroldgicos @ os 2 primeiros seriam os tipos des-
eritos por Assis, o 3.° corresponde & amostre 2,193 e o 4., & uma amostra
deserita por é8le. Segundo Neter, cads um désses fipos possul um antigeno
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especfico que o caraeteriza, podendo ainda ter aniigenos secundérios co-
muns g outras baetérias, principalmente para o grupo Flexner,

A existénela de 4 tipos soroldgicos de bacilos alkalescens tem sido mo-
tivo de controvérsias. Nfo hi davida quanto is verificactes de STuart e
colab. (1943) com relaclo ao tipo 1; o tipo IT de Assis néo € aceito como tipo
vilido de Shigella, por alguns autores, consoante se 1& em publicacio recente
de Ewina (1949). O tipo HI, como se verifica pelo trabalho de Assts {1947),
também ainda ndo foi bem definido e, finalmente, o tipe IV é representado
até hoje por uma Uniea amostra.

Em nosso laboratdrio, é basfante freqilente o isolamento de germes
com caracterfsticas blomorfoidgicos de shigelas que, numa verificaciio su-
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méria de suas propriedades, se enquadram deniro do grupo alkalescens.
Conseguimos reunir 102 amostras, al incluindo as gue nos foram enviadas
por Artindo de Assis, que nos serviram para as verificacdes gue passamos a
relatar.

Inicialmente, procedemos & verificagio das propriedades bioquimicas
de todas, utilizando os seguintes carboidratos: dextrose, lactose, sacarose,
manita, maltose, xlose, dulcits, glicerina, sorbita e salicina em meio semi-
solide Hiss, com indicador de fenol vermelho, sendo a concentracio do car-
boidrato de 19}, com excecdo da glicerina, que usamos a 5%, conforme re-
comenda Assis (1939). Ineubacfio de 20 dias, em estufa a 37.°C. Verifica-
mos ainda a produciio de indol {em Agua pepionads), hidrogénio sulfurado
{papel acetato de chumbo), utitizacio do citrato {meic de Koser), capa-
cidade de desdobrar uréia (meio de Stuart), acfo sdbre o leite tornassolado,
producfio de acetilmetilearbinol (Clark-Lubs) e verificacio da motilidade
em caldo comum, em semeadura de 24 horas 4 temperatura ambiente.

No quadro & estdo tabelados os resuitados obtidos.

No quadro, sd foram anotados os earboidratos que apresentaram fer-
mentacdo diversa para as varlas amosiras.

Tédas as culturas scidificaram dextrose, manita, maltose, xilose e gli-
cering ; nfo agiram sbbre a ssearose e a salicina, nfo utilizaram citrato,
nio desdobraram uréia, ndo produziram acetilmetileabinol e hidrogénio
sulfurado ; produziram indel e eram imdveils. Sendo estas propriedades
comuns #s shigelas, pensamos poder considerar tddas as amostras como
pertencentes ao género.

Anslisando o quadro, verificamos que muitas das nossas amostras
acididificaram a lactose e o leite tornassol, sendo também varidvel a ago
dos germes sthre a dulcita ¢ a sorbita. No entanto, como §4 fol referido an-
tetiormente, aceifa-se, hoje em dia, que a Sk. alkalescens pode apresentar
variantes acidificadoras da lactose, o gue nos levou a completar o identifi-
(czla,géo por meio de provas de aglutinacdo, para depois comparar os resulia-

(828

Preparamos 4 soros aglutinantes correspondendo aos 4 tipos sorcld-
gieos descritos por Neter ; as amostras para o preparo dos soros nos foram
forneeidas por Arlindo de Assis e tinham os ndmeros 53-648-2.193-9.734 ;
as duas primeiras, isoladas por éle e as duas dltimas, recebidas de T. Neter
como sendo Sh. alkalescens tipo TIT e IV {Amostra 25, 74, 101 e 102).

O modo de preparagfio dos soros foi idéntico ac j& descrito em capi-
tulos anteriores. As provas de aglutinacfio foram feitas em estufa, a 37.°C,
com incubacfo de 18 horas; a emulsdo de germes usada como antigeno fol
autoclavada por 1 hora, em vapor fluente. Hsse método fol o que den me-
lhor resultade, em trabalho por nés realizado anteriormente (1942).

A diluigdo do sbro foi de 17100 a 1/6.400.

No quadro seguinte, estfo os resultados obtidos.
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Pelo guadro, verifica~se que o sdro 53 aglutinou a maioria das amostras.
Os soros 648 ¢ 2.193 aglutinaram as mesmas amostras, se bem gue em ti-
tulos diferentes, o que faz suspeitar nfio serem idénticos. O sbro 9.731 86
aglutinou s amostra gue serviu para a sua preparacio.

Tomamos 20 amostras pertencenies ao grupo 53, 10 lactose-positivas e
10 lactose-negativas ; precedemos a absorgBes déasse s6ro com cada uma das
20 amostras e, depois, testamos, novamente, frente a t0das elas.

Verifieamos que, apesar da agfo varidvel sbbre a latose, t6das as amos-
trag testadas removeram ag aglutininas do séro para si e para as outras. TH-
das as absorgOes feitas neste sbro também removeram as aglutininas para z
amostra que serviu para seu preparo, o gque demonstra serem t6das elas an-
tigénicamente idénticas.
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Nos guadros 10 e 11 estdo os resulfados das absoredes feitas nos soros
468 e 2,193, com as amostras que foram aglutinadas por éles.

QUADRO 10
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As absorgdes feitas com os soros 648 e 2,193 confirmaram s diferencs
j4 evidencinda pela aglufinacio direta. As duas amostras possuem anti-
genos comuns, mag os antigenos prineipais sfo diferentes. Entre as amostras
por nds estudadas, encontramos uma, de n.° 77, que parece eonstituir um
tipe intermedidrio entre oz grupos 648 e 2.103. Remove grande parte.das
aglutininas de ambos o8 soros, sem, entretanto, ser capaz de esgotar qualguer
dos soros.

Comparando propriedades blogquimicas e soroldgicas désses germes,
verificamnos que parece ndo ser acertado afastar, do grupo alkalescens,
germes acidificadores da lactose, uma vez que s8o soroldgicamente idénticos,
Por outro lade, nio existe um carboidrato de valor diferencial absoluto en-
tre os grupos soroldgicos. De todos utilizados por nds, foi a dulcita
o que mostrou um ecomportamento maig constante e a maioria das amostras
correspondentes ao grupo soroldgico 53 acidificaram-na, ac passo que as do
grupo 648 deixaram de fazé-io.
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Hstas verificagdes, na parte referente A acidificacfio da lactoss, estfo
de acérdo com as anteriorss de Nasarro e EpwarDp (1939) e, principalmente,
com as de Assis (1047}

Assim sendo, pudemos constatar a existénels dos 2 tipos soroldgieos de
Sh. alkalescens, j& descritos por Assis. N#o encontramos, entre of germes
por nds estudados, nenhum pertencente aos tipos IiI e IV.

Diante dessas propriedades bioquimicas varidvels e da regularidade
ne eomportamento soroldgico, acreditamos que o estudo do grupo alkales-
cens deva ser feito prevalecendo os caracteres antigénicos sObre os biomor-
foldgicos. Portanto o grupo soroldgico I (sdro 53) representa o verdadeiro
bacilo alkalescens e sua constituicfio antigéniea, do que pudemos verificar,
deve ser & que & descrita por STUarT e colab, (1943},

O grupo sorolégico IF merece uma referéneia especial. Asse (1939},

na descricio original, descreve um bacilo disentérico do grupo alkalescens
acidificador da salicina, antigénicamente distinto do B. alkalescens cldssico.
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O fato de ésse germe acidificar a salicina e de ser constituido por uma =6
atostra £z com que ndo fosse reconhecido eomo um bacilo disentérico e
sim como possivel coliforme. Ainda recentemente, Bwing (1949) diz, tex-
tuaklmente, o seguinte : “I# suffises to state that the so called §. alkales-
cens 11 is not a Shigella allalescens type, nor, In fact, any Shigello type
but is & member of the Fscherichia group” (Ewing unpublished data; Kaufi-
mants and Prantzen, personal communication).

Tese ponto de vista parece-nos n&o concordar com os fatos. Tm nosso
Iaboratério, ¢ freqiiente o isolamento de germes identificdvels ao de Assis
648, com todas as caracteristicas de Shigella. J& o isolamos de vérios casos
de disenteriz bacilar agudsa tipica, tanto de adultos como de criancas e de
casos de enteroeolites erdnicas.

As nossas amostras diferern das de Assis dniecamente pela incapaci-
dade de acidificar a salicina. Alids, trabalhando com 2 amostra 648 ¢ usando
meio semi-séido de Hiss, também nfo verificamos a acidifieacfo da sali-
cina.

Como jd foi visto, apresentamos VerifieagBes feitas em 20 amostras
isoladas por nég e que correspondem ao tipo II de Assis. Além dessas, i
foram izoladas outras e sua freqiiéneia, em 8. Paulo, pode ser avaliada quan-
do analisamos a incidénels dos vérios tipos de bacilos disentéricos, na parie
final déste trabalho. '

Procuramos lambém extabelecer Telagdes antigénicas entre &sse germe
e outras shigelas; o componente anbigbnico comum entre as amostras 648 e
tipo 2.198 j4 foi analisade. NZo pudemos enconfrar relagfes malores com
gualquer outre tipo de Shigella.

Assim sendo, estamos perfeitamente de acdrdo com Assis (1947a),
que diz ... por enguanto, ndo existe ainda uma opinifo geral bem aceita
sobre o que se deva chamar ‘grupe alkalescens’, o caminho mais légico &
individualizar o novo tipo por meio de uma denominacio especifica, baseada
exclusivamente na sua constituigio antigéniea major e sem depender de
possiveis divergénelas nos caracteres fermentativos das respectivas amos-
tras individuais”.

Em face dos fatos apresentados, achamos que essa bacteria deve ser
considerada como um tipe de Shigelle, sendo justa a denominagio Sh. fislé,
proposta pos Assis.

WaiL e Spargovsiy {1048} reconhecem também a Sh. #elé como um
tipo vélido de Shigella, epeontrade, por enquanto, na Turgeia e em locali-
dades do Brasil, como se pode verificar pelo trabalho de Assis, anterior-
mente citade, assim come pelo relato de seu izolamento, em Belém do Parg,
por VErNIN {1948}

Recentemente, CarrENTER e StuarT (1950} s8o de opinife que Sh.
teié deve ser um tipo de Sh. dispar e que, para o futuro, se for reconhecida
como tipo de Sh. dispar, tenha a denominacio de Proshigella tiefé.

Quanto ao grupo III e IV, nada fizemos além do que ja fol referido;
com relacio ao grupo ITT, Assis (1947) mostra as vicissitudes por que tem
passado 8sse germe para ser incluido entre os bacilos disentéricos. Achamos
que deva ser incluido no grupo da Sh. #efé, uma vez gue possul antigenos
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de grupo comuns e também pelo fato de existirem outros tipos nesse grupo,
como nos {az suspeitar a nossa amostra 77.

Terminando, em nosso laboratdrio usamos sdmente as denominacdes
de Sh. alkaleseens para aquéles germes pertencentes no tipo 53 e og corres-
pondentes ao tipo 648 sdo elassifieados como Sh. Hefd, tipo autdénomo de
Shigella, parecendo-nos serem os tinicos germes désses tipos existentes en-
tre nos.

SHIGELLA SONNE!

A primeira descrico do bacilo de Sonne como possivel agente de disen-
teris, bacilar fol feita por Duvarn {16064).

Sua acdo patogénica fol confirmada, mals tarde, principalmente pelos
trabathos de Sonne, na Dinamarca (vide Mowrteiro Frmo, 1947); daf a
razio de o bacilo trazer seu nome.

T Shigella do grapo acidificador da manita, capaz de desdobrar a lac-
tose em geral em alguns dias. Os caracteres bioguimicos mais importantes
para distinguila de outras shigelas sfo: aeldificacfio iardia da lactose,
nfo agir sObre a xilose e ndo preduzir indol de dgus peptonada.

Além das provas utilizadas para identificacfic bioquimics, 6 hoje de
emprégo corrente o wdentificacio soroldgica que, para estas bactérias, apre-
senta certas caracteristicas interessantes,

O suposto dimorfizmo que ocorreria com o bacilo de Sonne fol verifi-
cado desde multo tempo. Pensou-se que seria uma variagio $-R que ocor«
reriz com essa bactérin ; enbretanto, GLYNN e Srariksy (1939) mostraram
a existéncia de pelo menos 2 tipos sorolégicos independentes da variacio
8-R. O sdro tipo I =6 teria aclo sdbre as colénias do tipe I, agindo fraca-
mente sdbre culturas do tipo I1. O sdro do tipe II aglutina culturas do tipo
I e li, Enconfraram ambos os tipos em placas de isolamento, sendo, entre-
tanto, mais freqilente o tipo L

Warsrer e Mickrn (1945), retomando o assunto, interpretaram ésse
tipo de variagdo antigénica de maneira diferente. Para éles, existem 3 tipos
de colénias : I e II, que ocorrem naturalmente, ¢ R, em culturas velhas.
As duss primeiras serlam os dois tipos caracterizticos de espéele ; entre-
tanto, as culturas em fase I tendem a progredir para fase Il e perder suas
caracteristicas de fase L

A veriagfio da fase I para faze I aparece ripidamente e ambas podem
ser isoladas do intestino, havendo também aglutininas anti-fase 11 no san-
gue de doentes portadores de bacilo sonnei, o que fala contra a variacdo S-R.
Sorologicamente, as fases I ¢ 11 sfo independentes, nfo havendo aglutina-
¢lio cruzads entre og 2 tipos, concluindo que essa variaefo se enquadra mais
no tipe de variagio difdsica, deserita por Bovp (1938) com relacdo & Shi-
gelle paradysenteriz.

Chamam ainda a atencdo para a agio impedients de certos meios no
aparecimento de coldnias em fase Il (desoxicolato-citrate e dgar 5. S.).
Por outro lado, coldnias em fase I e fase T, ou até mesmo Unicamente em
fase II, podem aparecer nas placas de meios menos seleiivos.
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Conservamos em nosso laboratério culturas de Sh. somser que eram
muito bem aglutinadas por um séro sonnet fase I. Depois de algum tempo,
deixaram de ser aglutinadas por &sse sbro, passando a aglutingr com sbro
sonnet fase 1. Hstag culturas nfo apresentavam qualquer caracteristica
de variagio S-R e essa mudanca se apresentou com ecardfer irreversivel,
mesmo apés vérias passagens em camundongo.

T interessante observar que essa varianciio de fase nem sempre ocorre.
Tivemos uma cultura de Sh. sommnel em fase I que conservou suas caracte-
risticas por mals de 2 anos. Em outras amostras, o mudanea foi rdpida,
passando, 3s vézes, por uma fase intermedidria, sendo aglutinadas por soros
fase I ¢ 11. Nio nos foi possivel verificar diferencas entre colénias em fase
I ¢ fase IT e, sdmente uma vez, isolamos um bacilo sonnet em fase I, de um
caso de digenteria bacilar

Diante dessa possibilidade, ¢ necessirio que os soros para diagndstico
possuam aghitininasg pars as duas fases. Waenner e Micxkne {(1945), exami-
nando 7 soros diagndsticos, s6 encontraram um no gual os dois tipos de aglu-
tininas estavam presentes.

A preparagio de soros em fase I nfio apresenta dificuldade ; em geral,
sdo fdceis de serem obtidos ¢ ndo tém aglutinings secundérias para outras
shigefas. O séro mixto, ou fase II puro, é quase sempre de diffeil preparo,
dada a afinidade entre 8h. sonned fasc I e Sh. paradysenferize tipo X1
De 4 soros que preparamos 6 um conservou t{tulo aglutinante satisfatdrio
para uso disgndstico, depois de absorvido pela Sh. paradysenteriz tipo XL

Depois do grupe paradisentérico, a Sh. sonnet ocupa o 2.2 lugar, como
agente etiolégico da disenteria bacillar. O quadro clinico pode variar desde
enterite branda até a forms grave, muito téxica. Enire nds, o seu achado
é, aparentemente, menos comum do que ocorre nos outros pafses, segundo
Pacuroo ¢ Roprrgues (1928, 1980}, Pacorco e MeNpongs (1930} e Ran-
¢EL Prgrana ¢ Faraco {1942). Temos s impressfo de que ésse falo é de-
vido & indentificacfo ineompleta do germe, sendo confundido com o grupo
paradisentérico. Os nossos achados mostram que o bacilo sonned é comum
entre ndés, ocupando o 2.° lugsr em nosss estatisties.

SHIGELLA DISPAR

AnprEwEs (1918) denominou Shigella dispar o germe isolado das fezes
com caracteres semelhantes aos do grupo disentérico, capazes de scidificar
a lactose num perfodo de 24 horas » 24 dias. Admitiu a possibilidade de
nio ser uma espéeie homogénea, podendo ser constituida por diferentes
tipos.

Casgrsrnant (1907, 1911) j4 tinha observado o mesmo, descrevendo,
detalhadamente, germes disenterigenocs, idénticos & Shigelle disper de An-
drewes. Chamou-os de Eberthella ceylonensis A, Eberthella ceylonensis B e
Eberthelle madampensis, designacdes essas adotadas em parte pelo Manual
de Bergey, edicio de 1948,

Para Casterran: (1937), fsses germes sfio responsévels por formas
agudas de dizenterizs ou por colites crdnicas de dificil tratamento, que se
instalam com ou sem acidente disentérico inieial.
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A importéneia désses germes como agentes de sindromes disentéricas
ainda nfo estd bem estabelecida, pelo fato de serem isolados com relativa
freqiiéneia das fezes de mmdividuos normais, excegio feita do bacile ceylo-
nengis A, que, mals tarde, foi identificado como sendo idéntico A Sh. sonnei,

Em trabalho anterior {1042), verificando uma série de amostras rotu-
ladas como Sk, dispar, nio fomos capazes de encontrar umsa prova biogui-
mica que permitisse separar o8 2 tipos descritos por Castellani ; dai, prefe-
rirmos provas soroldgicas para estudo désse grupo. Conelufmos que a Sh.
dispar gseria constituida de pelo menos 2 tipos soroldgicos, um déles muito
semelhante & Sh. alkaleseens.

Carernren (1948}, estudando a estrutura antigénica da Sh. dispar,
conclii que existern pelo menos 3 tipos soroldgicos.

CarpEnTER (1944} completou suas verificagtes achando que existem
pelo menos 4 fipos soroldgicos, nfo havendo provas biogufmicas capazes
de separar #ipos. Dai ser injustficada a divisfio de Sh. dispar em Sh. ceylo-
nengts & Sh. modampensis.

Atualmente, dos 4 tipos soroldgicos deseritos por Carpenter, a maioria
¢ insubsistente. Assim, o tipo IV foi verificado come sendo idéntico & Sh.
somnei em fagse I (Wassrer e Mioxoy, 1945). O tipo II seria semelthante
& Sh. alkalescens tipo ITI {Cox e Warracs, 1948). O tipe 111, como foi en-
contrado uma 86 vez, dentro de eentenas de amostras, nSo deve ser consi-
derado como tipo soroidgico (CarrrnNTER © STUART, 1950), restando, por-
tanto, ser considerado como Sh. dispar o tipo L

Assrs (1948) descreveu um tipo novo de Shigella, Sh. guanabara, isolada
de cagos de disenteria aguda ou sub-aguda, no Rio de Janeiro (14 em crian-
cas © 1 em adulto).

Flsse germe possui caracteres bioguimicos semelhantes aos de Sh.
dispar e, de um modo geral, pelas suas caracteristicas biomorfoldgicas, se
enquadrs dentro do género Shigello (excecdo feita da producdio de hidro-
génio sulfurado e acidificacdo da salcina). Soroldgicamente, nfo possul
antigenos relacionados com nenhum tipo de Shigello até hoje descrito.

Ag amostras classificadas como Sh. dispar que constam desta verifi-
cagho foram as que agletinarsm sdmente como sbro disper tipo I Niéo
encontramos nenhumsa amostra gue correspondesse ao tipo guanobara,
que, & nosso ver, deve, por enquanto, ser ineluido no grupo dispar.

GRUPO NAO ACIDIFICADOR DA MANITA

A acidifieacfio ou ndo da manita é das provas mais usadas em labora-
t6rio para diferenciscio dos baeilos disentéricos. Dentre os germes gue ndo
acidificam ésse carboidrato, estd eolocado o bacilo de Shiga, que € a espécie
tipe do género e o primeire a ser deserito como agente da disenteria bacilar
do homem.

Até bem pouco tempo, o grupo manita-negativa era constituido por 2
espécies 1 Sh. dysenteriz (bacllo de Shiga) e Skh. ambigue (bacile de
Schmitz), ambas reconhecidas como patogénicas para o homem.

Recentemente, Sacas (1943) desereveu uma série de baeilos que, se-
gundo &le, devem ser considerados como pertencenies ao género Shigella ;
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#ilo patogénicos para o homem, pertencem ao grupo nio acidifieador da ma-
nita, sdo soroldgicamente heterogéneos e nfo #m aglutininas em comum
com as duas espéeies acima citadas. Segundo Sachs, alguns désses germes
j4 tinham sido deseritos, anteriormente, por Large e Sanlearan.

Assim sendo, o grupo formado pelas shigelas nfo acidificadoras da ma-
nita fieou constitufdo pelos bacilog de Shiga, de Schmitz e pelo grupo conhe-
cido como de Large-Sachs, 8 que se aduziram, posteriormente, tipos novos
deseritos por oulros autores.

Shigella dysenieriz (bacilo de SBhiga) — Como j& {0l dito, o bacilo de
Shiga foi o primeiro bacilo disentérico descrito. Foi encontrado pels pri-
meira vez por Shiga (1898), no Jap#o, que o izolou de casos de disenteria
agnuda. Mais tarde, verificagtes de Kyuse, cm 19800, confirmaram os traba-
Thos de Shiga, ficando o germe como espécie tipo do género, sendo o 1inico
bacilo disentérico capaz de produzir exotoxing de aglo neuwrc-enterotdxiea.

Hsse tipo se caracteriza pela acidificagio da dextrose, com incapaci-
dade de agir sébre outros caeboidratos. Assis (1930a) assinalou a capaei-
dade do bacilo de Shige de acidificar a lactose, fato &ste confirmado, recen-
temente, por WorerLEs e Stuart {1040), que verificaram o mesmo, princi-
palmente com culturag conservadas em colegfo por muitos anos.

A espéeie Sh. dysentsriz € soroldgicamente homogénea, possuindo aglu-
{ininas em comum para sg outras shigelas em quantidade muito pequens,
tendo sido relatadas aglutinages cruzadas com a Sh. ambigua (In TorLEY
e WiLgon, 1946) e Sh. alkalescens (WHEBLER e StuarT, 1946).

A preparaciio dos soros aglutinantes para uso diandstico nfo apresenta
difieuldade. Bons soros sdo cbildos facilmente, devendo-se levar em conta
gue o germe é muito téxico para os coelhos, motivo pelo qual se deve tatear
a sensibilidade do animal a0 se preparar o s6ro. K germe freqilentemente
encontrado no Oriente e, raramente, nos cutros pafses. Intre nds, existe
certo desachrdo quanto & freqiiéneis désse germe. Mewponga {1031) da
uma incidéneia de 21% ; Aragfo e Limite Rismrro (1945), em criancas,
de 13,87, ; RanceL Pesrana e Faraco (1942), em 1.356 exames posi-
tivos para bacilos disentéricos, o emeontraram em 2% dos casos. Nas
nossas verificactes, a incidéneia désse germe estd muito abaixo de qualguer
uma das acima citadas, sendo a freqiincia por nds encontrada relatads na
2.4 parte déste trabalho.

Shigellea ambigua (bacila de Schmitz) — Isclade pela primeira vez
por Schmitz, na Ruménia, é bacilo muite semelhante ao bacilo de Shigs,
déle se diferengando pels capacidade de acidificar a ramnose ¢ de produzir
indol de dgua peptonada. Camvareo Liva e Quemoz Trires (1940) assi-
nalam a eapacidade désse germe de produzir hidrogénio sulfurado, conforme a
peptona usada no meio, Soroldgicamente, é homogéneo, tendo Bovp (1935)
descrito a existénein de 2 antigenos : tipo-especifico e de grupo. Nio resta,
hoje em dia, a menor divida quanto & aglo patogénica désse germe para a
espéele humana e &le tem sido encontrado em varias partes do mundo.
Em S#o Paulo, Ranvcen Pestana e Faraco {1942}, em 1.356 exames posi-
tivos o encontraram 53 vézes; no Rio de Janeiro, Arsacio ¢ Lerrs Ri-
BERO (1945), em 65 exames, encontraram 4 vézes & Menponga (1931),
em 1,89, dos casos.
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Grupro Large-Sacas — Todos que estio familiarizados com a bacteriolo-
gia intestinal fregllentemente encontram germes ecom caracteristieas bio-
morfoldgicas do género Shigello, incapazes de acidificar a manita, mag que
nio sio aglutinados pelos soros dizgnédsticos Shiga ou Schmitz.

SacHs (1943), realizando estudo sistemético de todos baeilos manita-
negativa isolados das fezes de individuos com perturbagies gastrintestinais,
chegou & conclusfio de que, dentro déste grupo, existem pelo menocs 8 tipos
sorolégicos, além dos cldssicos bacilos Shiga e Sehmitz, Alguns dos germes
estudados por ézse antor J4 tinham sido estudados, anteriormente, por Large ;
dal, o grupo ser conheecido como de Large-Sachs.

CrigrenseN e GowsN (1944) trabalhando no norte da Africa, e GoBER
e colab. {1944), nos Hstados Unidos, deserevem novoes tipos de bacilos di-
sentéricos, pertencentes ao grupo manita-negativa. Mac Lexwan (1945),
revende grande nimere de germes désse grupo, encontrou, além dos fipos
de Sachs, outro tipo nove. WaussLer e Svuarr (1946), fazendo a revisfo
nesse grupo, concluem que os tipos Large-Sachs Q771, Q1.167, 9454, Q1.080,
Q909 possuem propriedades blomorfoiogleaﬂ que permitem sua incluse no
género Shigelle ; o tipe Sachs Q771 6 idéntico & Sh. grabinotarda A de Cris-
tensen e Gowen e & Shigella sp. G8.524 ; concluem ainda que o tipo Q1.167
¢ idéntico & Sh. wrabinotarda B de Cristensen e Gowen. Os tipos Sachs 1 e
B 105 nio se incluem no género por serem mdveis, produgirem gds, utili-
zarvem radical eitrato como fonte de carbono. O tipo A 12, produzindo gis
sdmente na glicose, deve ser excluido do género, & nfio ser que sejam demons-
tradas as suas relacdes com tipos soroldgicos id existentes, ou que se evi-
dencia = existéncia de variantes anaerogénicas. Por sus ves, descrevem um
novo tipe manita-negativa, indol-positive, Shigello sp. 1.831.

Repetimos o trabalho de Wheeler e Stuart em nosso Laboratério com
amostras que nos foram enviadas pelo primeiro ¢ chegamos & conclustes
idénticas.

J4, anteriormente, tinhamos verificado (1948b} que as provas bioqui-
micas para separaco de tipos neste grupo, em geral, s&o insatisfatdrias.
Resultados rdpidos e segures foram obtidos com soros tipo-especificos, por
meio de aglutinacfo em l&mina, para identificagfio dos vdrios tipos de shi-
gelas do grupe manita-negativa.

B desnecessdrio encarecer a importincia de usarmos os métodos de
identificacio soroléglea sempre que tivermos de proceder & identificacHo
de bacilos disentéricos do grupo manite-negativa. Como j4 assinalamos
(1948b), reclassificando amostras rotuiadas como bacilo de Shiga, somente
25%, realmente eram Sh. dysenierize, ao passo que as restantes foram clagsifi-
cadag como Shigella Sachs Q771 Igualmente, Rangsn Pesranva e QUEIROZ
Terrms (1947}, realizando um estudo com amostras de shigelas manita-nega-
tiva, 86 puderam separar o bacilo Shiga do tipo Q771, por meio de provas soro-
[égicas. Tivemos também a cportunidade de verificar 0 mesmo em nosso la-
boratério, constatande, ao mesmo tempo, que o achado do bacile Sachs
Q771 coincidia com perturbages gastrintestinais, variando de enterite leve
até forma aguda de disenterias baeilar.

Além do tipe Sachs Q771, isolamos, de 3 easos de disenteria bacilar
tipica, um germe que, pelos seus caracteres bioguimicos e soroldgicos, fol
identificado como sendo Shigelle Sachs Q454. Dois désses pacientes resi-
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diam na mesma localidade, sendo que de um nos fol dado scompanhar a
evolucio da moléstin. Apresentou todos os sintomas de disenteria bacilar
aguda, com guadro muito tdxico, apesar de ser adulto muito bem consti-
tuido, tendo todos os sintomas regredido, rapidamente, com itratamento
pela sulfaguanidina.

Num tereciro paciente, obtivemos sangue pars provas de aglutinagio,
aue foram positivas até o dilnicdo de 1/160.

Trés amostras, que nos foram enviadas pelo Servico Espeelal de Sande
de Arsgraquara, também foram identificadags como sendo Shigelle Sachs
454,

Verificamos gue, em Sdo Paulo, além dos cldssicos bacilog de Shiga
e de Schmitz, existern pelo menos 2 tipos de Shegella Sachs, sendo, portanto,
Indispensdvel proceder, como rotina, & identificacio soroidgica de téda shi-
gely manita-negativa,

Ingistimos va identifieacdio soroldgica do grupo manita-negativa, ainda
por razoes de ordem terapbutica. De todas as formas de disenteria bacilar,
a Gnica que ainda &, até hoje, algumas vézes tratada pela soroterapia espe-
cifica é a eausads pelo bacilo de Shiga. Sabendo-se que ésse germe pode se
confundir com outros bacilos disentéricos do grupo manita-negativsa, a ad-
ministracio do sore, além de indtil, pode ser prejudicial. Além do mais,
o conceito de maior toxicidade do bacilo de Shiga precisa ser revisto, ums
vez que n confusdo com os fipos Bachs QTV71, Q454 e Q1.030 invalidam a
maioria dag conclusdes sdbre malor patogenicidade do bacilo Shiga.

Em nosgso laboratério, admitimos como tipos de shigelag ndo fermenta-
doras da manita as seguintes :

Sh. dysenleriaz

Sk. ambigua

Sk, Sachs Q771

Sh. Sachs Q1,167

Sh. Sachs Q454

Sk. Sachs Q802

Sh. Sachs ©1.030

O tipo Shkigelle sp. 1.831, assim como o descerito por Mac Lennan, nfo
foi ineluido porque ainda nfio houve cenfirmacio de seu achado em ocutros
lugares.
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22 Parts

MATERIAL DE ESTUDO

O material com que trabalhamos pode ser dividido em 3 grupos : 1.9)
fezes de criancas de 0 a 3 anos com perturbages intestinais; 2.°) fezes
que nos foram cnviadass para pesquisa de germes patogénicos e 3.°) fegzes
de doentes com diagndstico clinice de enterocolopatia crénica.

Todos os exames foram realizados na secgfio de Coprocultura do Insti-
tuto Adolpho Lutz {aboratdrio de Sadde Pdblica do Estado).

1.» Gruro:

Fol nossa finslidade, ao estudar 8sse grupo, ndo sé analisar a incidéneia
das shigeloses na primeira inffineia, como também comparar métodos e
verificar & freqiiéneia das shigeloses em criancas.

Cada exame era dividido em 3 partes, a saber:

1.2} Colheita direta no reto, por meio de bastfo ; semeadura imediata
em uma placa de dgar 8. 8. e uma placa de dgsr eosina-azul de
mefileno,

2.°) Semeadura de fezes logo depois de emitidas, em solucfio salina gh-
eerinada tamponada e assim transportadas para o laboratério.

3.%) Fezes transportadas “in natura” para o laboratdrio e passadas pars
placas, num tempo varidvel de 4 & 6 horas apés a emissfio.

Para cada material semeado, usamos 1 placa de dgar 8. 8. e 1 placa
de dgar eosina-azul de metileno ; o isolamento e a identificacio obedeceram
ao critério deserito na parte de métodos,

Usando ésses processos, além de verificar incidéncia das shigeloses em
criangas, pudemos coligir dados gue nos sfio importantes ;

1.%) Comparar o valor do exame, pelo bastfo, com relacio a fezes emi-
tidas naturalmente,

2.°) Verificar se o transporte de fezes “in natura” prejudica o exame,
desde que a semeadurs seja feite num maximo de 6 horas apds emissio.

3.2} Comparar o valor dos meios de culfura usados por nds.

Nesges 307 exames, conseguimos evidenciar a presenca de bacilos di-
sentéricos em 28, o que nos d4 uma porcentagem de 9,19} de exames posi-
tivos, assim distribuidos por espécie encontrada :

Shigella sonnei r 12

Shigelle poradysenterie : 9

Shigella alkalescens @ 6

Shigella ambigue @ 1

Apesar de & pesguisa ter sido feita usando téenicas t80 variadas, encon-
tramos incidércia baixa de bacilos disentéricos. Trabalhos antericres feitos
no Brasil mostram maior freqiiéneia da disenteria bacilar em criancas por-

tadoras de afecgdes infestinais. Anragio e Lmru Ripmmro (1945), ne Rio
de Janeiro, em 265 casos suspeitos, puderam identificar o bacilo disenté-
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rico como causa etioldgica da doenga entérica, em 32,829, Em trabalho
anterior (1945), em 200 casos de diarréias infantis, obtivemos porcentagem
de 16,59 de easos positivos para bacilos disentéricos. Faria e Pacmeco
(1923), em 20 criangas com perturbagdes intestinais, de 15 isolaram germes
do grapo disentérico. .

Essa porcentagem, relativamente baixa, de enterites por Shigella deve
ser devida zo fato de tirmos examinado fezes de criancas eom gqualquer
perturbacio entérica, mesmo quando, j4 de antemfo, podiamos afastar,
quase com certesza, a etiologia bacteriana, fato 8ste que nos permite consi-
derar que nossa verificacio mostra slta incidéncia da moléstia na primeira
infancia.

i

Corasrra pireTa : Usamos o processo preconizado por Harpy ¢ Warr
{1944), que consiste em se introduzir, no anus ds erianga, uma cénula de
borracha, com a ponta em bisel, lubrificada em vaselina e passar, pelo ori-
ficio da cénula, um estilete metalico com a ponta envolvida em algoddo;
imprimir movimentos ao estilete de modo a fazer ligeira massagem na mu-
cosa retal ; rvetivar o bast@o e passar a ponta engastada em algodio nas
placas para isolamento.

As placas devemy ser aproveitadas em tdda a superficle, evifando-se
passar o estilete 2 vézes pelo mesmo lugar, para que se obtenham eolénias
bem isoladas, semsando primeiro a placa de dgar 5. S.

(Os dados comparativos foram os seguinies:

Culturas positivas : colheita direta ... ... .. ... ... 759%

Culturas positivas: das fezes .. ... ... ... .. .. ... ... 579%

o que mostra uma grande superioridade para o método de colheita direta.

TRANSPORTE DE FEZES ‘‘IN NATURA” ¥ EM SOLUGAD SALINA GLICERI-
NAPA TAMPONADA I

Dada a natureza de nosso laboratérie, recebemos sempre fezes trans-
porfadas “in natura”, o que € desaconselhado peln maioria dos autores,
O exame é, em geral, iniciado numa média de 6 horas apds a colheita, mo-
tivo pele qual procuramos verificar se dsse lapso de tempo seria muifo pre-
judicial. Comparamos as semeadurss feitas da glicerina tamponada (sol.
ghicerina 309%,), onde as fezes eram colocadas, logo apds serem emitidas, e
as semeaduras das fezes transportadas para o laboratdrio e, af, semeadas
4 a 6 horas apds emissdo.

Oz resultados foram os seguintes :

fezes transportadas em glicerinag 579, positivas

fezes transportadas “in natura” 579, positivos

o que mostra, dentro déste perfodo de tempo, nio haver vantagem de um
ou outre método.

VALOR DOS MEIGS DE CULTURA USADOS :

Comparamos exelusivamente og melos de 4gar S. 8. e eosina-azul de
metileno de Holt-Harris-Teague.

Como era de esperar, o primeiro apresentou grande vantagem sébre
o segundo. Obtivemos 89,3% de casos positives do meio dgar S, 8. e s6-
mente 57,1%, do meioc H. H. T.
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Comeo € sabido, o meio de dgar 8. 8. possul substédncias bacteriostdticas
que impedem o desenvolvimento da 8k alkalescens. Na nossa verificagfo,
por 2 vézes, a Sh. alkalescens 6 fol isclada do meio H. H. T. dos 6 casos
positivos para essa bacidria. Quanto 3s outras shigelas, sé vma vez isola~
mos um baeilo sonnei do H. H. T. sem ter sido evidenciads sua presenca
no meio dgar 3. 8.

Sabemos que o ndmero de casos por néds estudadoes, principalmente os
positivos, € pequenc para que possamos tirar conclusdes mals precisas.
Nossos resuliados levam-nos a acreditar que a eolheita direta é muito su-
perior a0 exame de fezes emitidas naturalmente, apresentando ainda a grande
vantagem de, dada sua simplicidade, poder ser realizada & qualquer mo-
mento.

Quanto 4 escolha de meics, sempre & necessdrio usarmos 2 tipos dife-
rentes, o que justificamos na perte referente aos métodos.

Por tltime, a titulo de curiosidade, vamos transcrever os dados que nos
foram fornecidog pelo Hospital da Cruz Vermelha de Indiandpolis s6bre a
mortalidade no grupo pertador da enterite bacilar ;

Sh. paradysenterie 1
De 28, faleceram 5 < Sh. sonnet 2
Sh. alkalescens 2

sendo interessante notar que a mortalidade mais elevada fol noe grupoe Sh.
allcalescens, considerando que o germe estava presente num mimero muito
menor de casos.

2.° GrUPO :

0 2. grupo analisado compreende exames reslizados na sec¢io de co-
procultura do Institeto Adolphe Lutz, de 1946 até o 1.° semestre de 1650,
para evenbual diagndstico de moléstia entérica de etiologia bacteriana,

O material nfo se prestava muito para avaliar, com exatidio, a freqiién-
cia da disenteria bacilsr entre ndg, porquanto grande ntimerc de exames
feitos ndo tinha a menor suspeita de moléstia microbiana. A maioria dag
fezes examinadas nfio apresentava nenhuma das caracteristicas comuns das
fezes de doentes de disenteria baeilar {muco e sangue), sendo, em geral,
fezes moldadas. No entretanto, dado o némero razodvel de exames que fo-
ram feitos, pensamos que os resuliados sSo interessantes pars avalisr a
freqiéneis dos virios tipos de bacilos disentéricos, num perfodo de 4 anos e
meio para um total de 5.211 exames.

Infelizanente, dada a natureza de nosso servico, difieilmente consegui-
mog obter dados Teferentes acs pacientes, de modo a poder relacionar o caso
clinico ao exame de laboratério.

Examinamos fezes de individuos residentes na cidade de S#o Paulo e
arrabaldes. O material para exame foi-nes enviado sem sabermos o tempo
que mediou entre s emissfo das fezes e o infcio do exame. Nunca recebe~
mos fezes J4 semeadas em Hgilido eonservador. A técnica que empregamos
estd deserita, detalhadamente, na parte referente aos métodos.

No quadro estdo tabelados os resultados.




BACTERIOLOGIA DAS SHIGELOSES 87

QUADRO 12
rcrr——
1846 1947 1448 1949 1950 Total
Pos. | Nez.j Pos. | Neg.d Pos. | Neg.f Pos. | Neg] Pos, | Neg.| Pos. | Neg.
Tipo I 5 ¢ 4 2 5 16
Tipo I1 9 20 29 28 T T
Tipo Iif 3 2 3 15 7 30
8h. parodysente- T T
P e Tipe IV 4 5 4] ki) 28
Tipo 'V 5 2 2 2 ¢ ——;;
Tipe V1 2 ol 4 12 2 ]
Tipo ¥IT [ ] 0 4 9 !
Tipo VIII 1 H i 0 m__ G 2
S Paradsente: 8¢ 0 0 0 ol 13
Sh. alldescens, 12 m;é_w 2% o i1 9 73 WHM
S, tietd ... .. 5 3 18 13 B Y
Sh. sonnei ... 9 30 30 i 12 166
Sk, dispar ﬁm 2 4 ¢} ;m 8 21
Sh. dysenterde, | 4 1 %1 - il t] [ T
Sh. ambigua .. & 7 3 4 i 14
8h, sp. Sachs - ”
[ ¢ EIN [ 3 0 0 1] 3
Sk, sp. Bachs -
Q454 ... .. 0 | G [t} I 2 4
Totel. .. 83 | 1os0] 85 | o35 | 120 Javns | ums | ves | w2 | aar | aer | amidf
Total de exames i 5211

* 18 amosiras de Sk, paradysenieria que nioc foram tipadas.

O exame do quadro fornece dados interessantes : verificamos que foi
encontrada a mailoria dos tipos de bacilos disentéricos até agora descritos,
inelusive alguns dos bacilos tipo Sachs. Como era de se prever, o maior
nlmero de casos positives pertence ao grupo da Sh. paradysenieriz e, a se-
guir, ao da Sh. sonnei ; o hacilo de Shiga foi raramente encontrado.

Dentro do grupo paradisentérico, com excecfo do tipo II, verificamos
flutuagdes de ano para ano, notadamente nos tipos III e VL.

No quadro seguinte colocamos em grifico a incidéncia por meses nos
VArios anos.
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3.2 Gruro

0 3.0 grupo refere-se a doentes internados no Hospital da Clinicas da
Universidade de S80 Paulo, com disgndstico de moléstia intestinal crdnica.
Ainda hoje se discuie se, em certas afecefSes intestinais erdnicas com exame
positivo para bacilos disentéricos, o germe ¢ o agente etioldgico da afeccfio
intestinal, ou se o doente é Unicamente portador de germes, como é o eago
do bacilo tifico. Na 3.* edigfio da obra “Topley and Wilson's Principles of
Bacteriology and Immunity®, revista por Wirson ¢ Minrs (1946}, encontra~
mosg a afiroativa da existénels de portadores sfos de bacilos disentéricos,
admitindo éles também a existénela de enterccolopatias crdnicas, causadas
por bacilos disentéricos. Warr, Harpy e Drcariro {1942) acham que, nas
regifes onde a moléstia é endémica, o nimero de portadores sfos pode ser
relativamente alto, tendoe os autores encontrado a cifra de 3,8%.

Frispy (1945) nao copcorda com a existénela de portadores sfos
para 8le, todo portador de bactlos disentéricos ¢ um doente e a ausénela de
sintomatologia clinica ndo € de valor absoluto, porquanto &sses individuos
quase sempre apregentam hiperplasia dos nddulos linfdticos intestinais,
inflamacgio ou uleeracio da mucosa intestinal. Somente em slguns casos,
em que o germe izolado foi a Sh. alkalescens, ndo encontrou lesSes intesti-
nals.

Assrs (1937), em 163 pacientes portadores de retite créniea, isolou, de
38 déles, bacilos do grupo Flexner. Chama a atengfio para a alta porcenta-
gem de exames positivos e para & melhora désses pacientes, com tratamento
pela autovaeina.

Praticamos exames de feres seriados em 100 doentes internados no Ser-
vigo de Gastrenterclogia do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Pyulo, sempre um minimo de trés, com intervalos de uma sernana, em feges
omitidas normalmente, fezes purgadas e, quando possivel, por colheita
direta no reto, realizada segundo a téeniea de Frisen (1M5) (42 vézes).

Em 23 doentes, pudemos evidenciar a presenca de baellos disentéricos
nas fezes. Agrupamos, num quadro, todos os casos positives, juntamente
com o8 exames que foram realizados.
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QUADRO 14
v
N Fregiéncia do | Col. Aglutinagho
Nome Disendstice Chniso aparcciizente do Cerme isolado
&%, Zerme retall sangue doente
13 C8 Enterocolite fermontativa, 6 | 34080 + 10 Sh. olkalescens
2 BV, Enteraeolite fermentativa. 7170 -+ 1 1320 8h. flexner
3 H.OL Enterocolite fermentativa. 8 | 2o-4r. e | 3[B20G 8h. jflexner
1.0 Flexner -— 1 Flexner 1740 Sk, Jelzner
4} AP, Enterocolite fermentativa, | ¥1 | 9.0.30.0-130. Al
kales. Alkales. 180G Bh. alkalescens
5 AR, Fnterocolite fermenitativeg, 8140 — i Sk, diapar
6y J.ML Enterocolite fermentativa. 8| Lo-de T 0 &k, alkalescons
7 ALE 1 Enterocolite fermentativa. 4 |30 ngo | 0 Sh. alboelegcens
mé-ﬁ) AL Enterocolite fermentativa. 7] 4o - | 1/160 Sh. flexner
a3 AA, Euterocolite psicogénien ., g | F.oud0.530.0,5.7.0 . 1/180 Kh, alkalsscens
16) T.M. Enterocolite psicogénica ., mlﬁ_ So-1de - 8Bh. alkales. _
1640 Sh. ollealeseons
8 Sh, sonnei o
foi feito Sh. sonnet
14 T8 Fntercrolite psicogdniss || 3 Lee-3s 1;;'1:% Nio foi feito &Hhe alfcaicscen;
12y 8.5 W:E;;eroaolite psicogénien . . § | 1o-3omge — ift60 Bk, dispar
13) L.P. Enterocolite paicogénies .. 4110 nio | Nic fol feife 8. disper
14) 8.8, Enterocolite psicogénies .. g 3e nio | Nic fol feito ) 8k. sonnei
15 ER. Enterocolite simples. . ... . 3 4 le-Re pao i Nie fol feito Sh. Jlecrer
;é} JU Enterocolite simples. ... .. 5 Ledemesetoe | T ]
5.0 e i 17640 Sk, flexner
17y AZ. Enterogolite simples, ... .. 5 &3.0 nin €J Sh. dispar
;é} AAé Schistvzomose ..., .. ..., 7160 + | Nio fol feito &k, Jexner
19} J.G. | Entorocolite alérgicn ... | 3 | 2o-35 | ndo | Neo foi faite | Sh. alkalescons
20r R.F. Euterocalite alérgion ... .. 3} 2080 nfo | Nio fol feito &k, alkalescens
_23} BRS. | Euterocolite aldrgion .. ... 8 | 2.0-30-40-55-80 o+ | 180 8k, dispar
22y ARB. | Polipose intestinal ....... 5 | o n#o | Nio fol feifo Sk, alkalescens
23) BE. J, Enterocolite carencial .. .. 6§ tagoe -— | Nao fol feite Bh. sonngi

Analisando o guadro, verificamos que, por 2 vézes, foram encontrados
2 tipos diferentes de hacilos disentéricos no mesmo paclente ; em 60 dos
easos, o achado do mesmo bacilo se repetin por mais de wmna vez, havendo
periodos em que ndo era possivel o isolamento do germe. Esse fato foi mui-
to caracteristico com um paciente em que foram realizados 15 exames, sendo
0s 3 primeiros positivos, depols, uma série negativa, para tornar-se positivo,
novamente, na 9. cultura ; déste paciente, nag 6 vézes que fol isolado um
bacilo disentérico, sempre foi do mesmo tipo (Sh. paradysenteriz tipo II).
A colheita direta no reto nio trouxe vantagem. Somente em 2 casos ¢ ger-
me foi igclado do material cothido do reto, sem antes ter sido isolado das

fezes.
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Dos casos em gue fol possivel pesquisar aglutininas no sangue, encon-
tramos, em alguns ttulos, sanglineos bastante significativos, principal-
mente quando o germe encontrado nas fezes pertencia ao grupo paradisen-
térico.

Diante désses resultades, mostrando poreentagem alta de baeilos di-
sentéricog nas feses de doentes com enterocolopatias crdnicas e aglutininas
no sangue, aecreditamos que um baeilo disentérico pode ser responsfvel
por moléstia intestinal crémica. Também nfio podemos excluir a hipdiese
de existirem portadores, seia em casos de doenega intestinal ou de portadores
sdos, como i nos fol dado observar num caso sem sintomatelogia intestinal,
no qual isolamos, por perfodo de um ane, sempre o mesmo germe (Sh. para-
dysenterize tipo 1V). Essa verificagfo mostra a importdnela que ésses do-
entes podem ter, como disseminadores da moléstia.

Desta pesquisa, achamos importante assinalar que um dnico exame
nfio basta para avaliar a freqiiéneia dos bacilos disentéricos em individuos com
doenca intestinal crémica ; nossa experifnela mostra que 880 necessarios
pelo menos 3 culturas seguidas, realizadas com intervalos de uma semana.

MEIOS DE CULTURA EMPREGADOS

GLICBRINA-CLORETO DE SODIO TAMPANADA

Glicerine .. e 300 cm?
Cloreto de sO0dI0 ... ..o 6,0 g
Fosfato dipotdssico {anidro} ... ... ... ... ... ... ..... 31z
Fosfato monepotdssico . ... .. . e 1,0 g
Agua destilada . ... 700 cc
P 7,8

(Connecticut Bureau of Laboratories)

Horr, Harri & Traeur {[SOLAMENTO DN GERMES INTESTINAIS)

Extrato de carne .. ... ... 50 g
Pepona . ... e 10,0 g
Cloreto de sédio ... ... .. . 50 g
Agar 150 ¢
Agua destilada .......... . ... . ... ... 1000,0 em?
Sol. lactose-sacarose, esterid (109, de lactose e 109, de

BACATORE) .« .« oottt e 50,06 em?®
Sol. de eosing amarela a 3%, esterill ..., .. ... .. ... 13,3 em?
Sol. de azul de metileno a 0,55 esterit . ... . ... .. .. 20,0 cm?

Dissolver o extrato, a peptons ¢ o cloteto de sédio na dgua, aquecendo.
Ajustar ao pH 74, Autoclavar, a 121.2C, 30 minutos. Filtrar em algoddo.
Completar o volume de 1.000 em?®. Distribuir 750em?® em baldes de um Ii-
tro. Esterilizar a 1200C, 30 minutos. No momento de usar, fundir 5 base
¢ ajuntar, para cada balfo de 750cm?® de base : 37,5em? da solugio lactose-
sacarose, 10cm? da sol. de eosing & 15em?® da sol. de azul de metileno. (A
solugfio de lactose-sacarose deve ser esterilizada por filtragio ¢ as solucbes
dos corantes, pelo aguecimento a vapor corrente, 20 miputos). Agitar e
distribuir em placas.

J. Infect. Diseases 1918, 18 : 506.
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8. 5. Acar

Exfrato de earne Difeo ... ... o oL 50 g
Proteose peplona .. ... .. ... il 50 g
Laclose . ... 00 g
Sal billar (n.° 3) Difeo .. ... 86 g
Citrato de s6dio .. ... ... i, e 85 ¢
Tiossulfate de sddio ... ... .. . L L 85 g
Citrago férrico ... .. . .. . 1,0 ¢
Agar e 170 ¢
Solugdo verde brilhante 059, ... ... . ... . L 0,066 em?
Vermelho neutro. . ... ... ... i il 0,025 em?®
Agua destilada . ... ... . oo 1000,0 cc

1.2} Junte todes os ingredientes, menos 08 corantes e o ecitrato férrico
a 250 cc de dgua fria.

2.} Dissolva o citrato férrico e o vermelhe neutro em pequena guanti-
dade de dgua. Aqgueca, ze for necessdrio.

3.°) Aquega T50cc de dgun destilada até fervura e junte a mistura de
dgar, com constante agitacfo.

4.9 Aguega até ferver, por 1 ou 2 minutos.

5.2) Junte citrato férrico e corantes. Misture bem.
6.°) Ajuste pH a 7,0,

7.2} Distribua eonforme neecessidade.

(Michigan Dept. of Health)

TrirLiCcE AGUCAR MODIFICADO

Extrato de earne .. ..ot 30 g

Peptona . ... .. . 50 g

Lactose ... e 10,0 ¢

BACATOBE . . 100 2

Dextrose . e e 07 ¢

Sulfato fervoso ... ... 02 g

Clstina . ... 0,15 g

Agar Bacto ... o L4 g

Cloreto de 88dio ... . . i i 50 ¢

Indieador Andrade ... ... ... .. . ... 30,0 em?®
Agua destilada q. 5. Do 1000,0 cm?®
PH 7.4.

Preparacio : Dissolver o dgar, a peptona e ¢ exirato de carne em
800 om?® de Adgua, em banho-maria. Dissolver o sulfato ferroso em
50 em? de Agua e a cisting em 2 em? de golugio normal de dcido eloridrico,
a gquente. Ajuntar estas 2 solucdes, os agleares e o Indicador & solugfo
de dgar. Completar o volume com dgua destilada.
Ajustar o pH 7,4

(Modificacio de E. Rugal — nfo publicads).
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Hiss-Mero seMI-S0LIDO COM CARBOIDRATO B INDICADOR

Estrato de carne ... . i 1,0 g
Peptona ... ... 10,0 g
Gelabing .. . e 40,0 g
Cloveto de sédio ... .o i 2,0 g
Gelose ... e 80 g
Agua destilada . ........... .. ... 1000,0 cm?
Sol. fenol vermelho 0,29, ... .. ... ... 10,0 g
Carboidrato ... ... ... 10,0 ¢

Dissover o extrato de carne em 200 cm? de dgua. FEsterilizar a
121.°C, 20 minutos. Esfriar, semear com B. colf e incubar 24 horas, a
37.°C. Aquecer 10 minutos em autoclave, a 120.°C, para esterilizar.
Ajuntar o resto da dgua e os ouiros ingredientes, menos o indicador e
o carboidrato. Fundir em autoclave a 120°C, 20 minutos. Ajusiar o
pH 7,4 com carbonato de s6dio normal. Precipitar a 123.°C, 10 minutos,
Filtrar em agoddo. Completar o volume de 1.000 em3 Ajuntar o in-
dicador. Distribuir em baldes. Esterilizar a vapor 121.°C, 30 minutos.
No momento de usar, fundir e ajuntar o carboidrato sob a forma de
solugAio a 209, esterilizada por filtragfo.

Muro Sruarr

Fosfato monopotdssico ... ... ... .. ... .. 3,64 g
Fosfato dissédieo .. ... ... . 3,80 g
Urdla e e 8,00 g
Ext. delevedo .. ... ... . 0,04 g
Fenol vermelho 0,029, .. ... .. ... . . .. .. .. 20,000 em?
Agua ..o o 380,00 em?

Dissolver todos os elementos na fgua, menos o indicador. Ajus-
tar o pH 6,8. Ajuntar o indieador e esterilizar por filtragio. Distri-
buir assepticamente Z cm® + em tubos 12x120.

J. Baterislogy 1943, 49 : 437.

SrvMoNs -~ AGAR €ITRADO DE 80DI0 (PARA DIFERENCAR GERMES DE

GRUPO COLI-ABROGENES)
Agua destilada ... .. ... 1000,0 cm?
Agar .o 20,0 g
Cloreto de 86dio ... ... ... .. . i 50 g
Sulfato de magnésio {eristalizado) ................. 0,2 ¢
Fogfato de amdnio ........... ... ... ... .. ... ..... 1,0 g
Fogfato de dipofdssico ... ... . i, 10g
Citrato de sodium anidrol ... ... ... .. ...... .. ... 1,0 g
Azul de bromotimol em sol. alcodhea a 1L,5% ...... 10,0 ¢

Dissolver todos 08 sais na dgua. Ajuntar o dgar. Fundir a 120.°C,
20 minutos. Filtrar em algoddo. Ajustar ao pH 6, 8. Ajuntar ¢ bromo-
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timol. Distribuir em tubos de 16x160. Esterilizar a 120.°C, 20 minu-

tos.
J. Infect. Diseases 1926, 39 : 200.

Duxaam — Agua popTONADA (PES. DE INDOL)

Cloreto de sédio ... .. .. i i 25 ¢
Peptona P. Davig .. ... ... . e 10,0 g
Agua destilada .. ... ... ... .. 1000,0 g

Digsolver a pepitona na dgua, aguecendo. Ajustar ac pH 7, 6.
Dar fervura e ajuntar ¢ cloreto de sédio e filirar em papel. Distribuir
em tubos de 16x160. Esterilizar a 121.°C, 12 minutos.

J. Infect. Diseases 1905, 11 : 309,

Rearivoe pe Emrricng

Paradimetil-amino-bengoaldetdo .. .. ... .. ... .. .. 40 g
Aleool etilico a 96.° ... ... .. 3R0 cc
Aeido cloridrico concentrado .. ... . ... ... ... 80 ce

Cultivar o germe em dgua peptonada, por 24 horas. Estratificar o rea~
tivo 8dbre o caldo de cultura. Se a reacfio for positiva, hi formacio de
um anel vermelho-vicleta.

Crarng B Luss

Peptona Difco. ... ... . 10,0 g
Dextrose ... e 100 g
Fosfato de potdssio bibdsico ... ... ... ..L. 20 g
Agua destilada ... ... ... 1000,6 cm3

Digsolver os ingredientes na dguas. Doesar ao pH 7, 5. Filtrar
Digtribuir em tubos de 16x160. HEsterilizar a vapor corrente durante
30 minutos.

Crarx ® Luss (Prsquisa DO ACETUMETILCARBINCL)

Reagfio de Voges-Proskauer (pesquisa acetilmetilearbinol)

A 1 em? da cultura de 5 diss no meio de Clark-Lubs, junte:
Solugfo eleodlica de alfa naftol a 5% ............. 0,6 em?
Hidréxido de potdssio (sol 409). ... ... ... ...... 0,2 cm?

Agitar. A veagfio é positiva quando aparece uma coloraciio résea,
2 a 5 minutos apds agitagio.

RESUMO

Depeis de breve revise sdbre a literatura brasileira referente s ghi-
geloses, o autor desereve os métodos & o material que usou na execucio déste
trabalhao.
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Usou, como meios de cultura para isolamento de bactlos disentéricos,
o adgar 8. 8. e o dgar de Holt, Harris e Teague. Na identificacdo das bacté-
riag isoladas, empregou provas bioguimicas usuais e, em seguida, aglutina-
¢ho com soros polivalentes e, gquando necessdrio, soros monovalentes. O
método de ebtencdo désses soros assim como a téenica da aglutinacdo fo-
ram descritas  detalhadamente.

Nio pretendendo discutir questdes de sistemdtics hacteriana, divide
0s bacilos dizentéricos em 3 grupos.

Sh, poradysenierize
1.» grupo : manita 4+ lactose — < Sh. alkalescens
1 Sh. tieté

[ Sh. somnei
27 grupo : manita -+ lactose ——
Sh. dispar

[ Sh. dysenteriz
Sh. ambigua
Sh. sp. grupo Large-Sachs

3.2 grupo : manita — lactose -+

Fstudando cada erupo isoiadamente, adota o critério de J. 8. K.
Boyd modifieado por K. M. Wheeler para diferenciacfo dos véries tipos
do grupo paradisentérico. Neste grupo, nfio conseguiu encontrar diferencas
antigénicas entre Sk. paradysenieriz tipo IV e com o tipe descrito como Sh.
swigon e, posteriormente, como Sh. rio, a N0 ser em pPequenas Variaghes nos
componentes anfignicos de grupo.

Adota o eritério de Assis, separando a Sh. feté da Sh. alkalescens, acei-
tando a exigténeia, neste grupo, de varlantes acidificadoras da lactose.

Iistuda o grapo manita-negativa, aceitando, em parte, como bacilos
disentéricos, os tipos descritos por Large e Sachs.

O material estudado pode ser dividido em 3 grupos : 1.7} Pesquisa de
baeilos disentéricos em 307 criangas, comparando o método do bastio retal
com o da semeadura das fezes. Os resulfados foram os seguintes :

Culturas
positivas
Bastdo retal. . .. o 755,
Cultura de fezes ........... e 579,
As bactérias isoladas foram as seguintes:
Sh. sommet .. ... 0oL e 12
Sk, paradysenderise ... e 9
Sh. alkalescens ... .. e e G
Sh. ambigua ... . 1

Dentre éstes, houve 5 casos fatals :
Sh. paradysenteri® .. ... ..
Sh. s0nnel e
Sh. alkalescens . e e

B DD
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2.°) Estuda os resaltados de 5211 coproculturas realisadas num pe-
riodo de 4 snos em fezes com suspeita ou ndo de shigelose. O ndmero de
exames positives foi de 407 ¢ as espéeies enconiradas foram as geguintes :

tipo I ..o o 16

JUR S 97

R 1 30

w IV 28

Sh. paradysenterize .. .. ... S S il

o VI 20

. VED oo 4

o VEIL ... ... ... 2

Nao tipadas ... .. ... .. 18
Sh. alkalescens .. ... . 73
Sh. Heté ... i 50
Sh. s0mmet . e 100
Sh. dysenferiz .. ... ... .., 6
Sh ambigua ... 14

Sh.osp. Sachs Q 771 .

Sh.osp. Sachs Q 454 ... 4

3.7} Estuda = ineidéneia de baetlos disentéricos nas fezes de 100 doentes
portadores de enterolites cronicas. Em 23 deentes, pdde evidenciar a pre-
senca de shigelas nas fezes ; as espéeies iscladas foram as seguintes :

Sh. paradysenteriae .. ... ... e 7
Sh. SORNET | e 3
Sh. allalescens ... .. 8
Y 7 O 5

gendo que, em 2 easos, havia 2 bacilos disentéricos. O niimero de exames feitos
nestes doentes variou de 2 a 15, com intervalos em geral de 1 semana, sendo
interessante notar perfodos longos em que o germe nio podia ser evidenciado.

SUMMARY

In this paper there are given the resulis obtained in the bacteriologic
disgnosis of organisms of the Shigella genera in Sdo Paule, Brazl, corres-
ponding to the work of more than four years. The methods adopted are
desceribed and discussed, underlining the Importance at the present state
of knowledge regarding the antigenic struclure of the organisms under
consideration, with details about the methods for the obtention of the diag-
nostic sera used. |
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Withowt discussing details about the classification of the “Shigella”,
the auther gives the 3 following groups :

[ 8h. paradysenieriz
irst. group : manitol + lactose — < Sh. alkalescens
[ 8h. tieit

[ Sh. sonnet
2nd. group : manitol - lactose — 1
Sh. dispar

! Sh. dysenteriz
3rd. group : manitol — lactose —- 5 Sh. ambigua
l Sh. sp. grupo Large-Sachs

In the differentiation of the components of the paradysenieriz group,
the criterion used by J. 3. K. Boyd, modified by K. M. Wheeler, is adopt-
“ed. It has not been possible to find any antigenic difference between the
Sh. paradysenteriz type VI and the new type described as Sh. rio.
Like A. Assis, the author believes that Sh. #ie#é must be considered as
a new shigella type and admits also the possibility of variants lactose posi-
tive in this group.
His personal observations refer o
1rgt.) The use of the swab method compared with the stool culture
in 307 children with and without clinical diagnosis of diarrhea.

Positive
eultures
Swab L 7557,
Stool culbure ... . . 579,
The positive cultures were :
She SONREL ..o e 12
Sh. paradysenterize ... ... 9
Sh. allealescens ... .. .. 6
Sh. ambigua ... . 1
The death rate was :
Sh. poradysenterise .. ... o1

Sh. SUTMEL . o e e

Bk, allalescens ... .o
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2nd.} From 5.211 stool eultures made during a period of four years,
497 were positive for Shigella. The Shigella types encountered were :

Sh. poradysenterize

Sh.
Sh. tieté
Sh.
Sh.
Sh.
Sh.
8h.

sonnet
dysenterize

ambigua

sp. Sachs Q 771
sp. Sachs Q 454

(type I ... . 16

[ 97

. HI ool 30

s IV o 28

D 11

a VI 20

w VID ..o, 4

VI .............. 2

Notyped .............. 18
....................................... 73
50

100

....................................... 6
......................................... 14
................................. 3
................................. 4

3rd). One hundred patients with chronical intestinal disease. In 23
author was able to demonstrate the presence of a shigella organism in the

stool ;

Sh. paradysenterize
Sh.
Skh.
Sh.

SOnNEr

In two

.......................................

K W =3

]

the

instances there was found more than one shigella type. The stool

culture was made every week and for the same patient was a minimum
of 2 to a maximum of 15. It was interesting that in the same patients the
shigella was not found in the stool for long periods.

Desejo agradecer a colaboracie do Dr. Mdrio Mursa, Dr. José Fernan-
des Poutes e Dr. José Roberto C. Novaes, assim como das auxiliares da
Secciio de Coprooultura do Instituto Adolpho Lutz D. Maria José Faraco,
Ethel Sandoval Peixoto, Orlanda Branco, Renée C. Maugé e da Irmé Ep-
pinghaus, do Hospital da Cruz Vermelha, que fornaram possivel a execu-

cfo  déste trabalko.
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