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CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS ANTIGENOS
SOMATICOS E FLAGELARES DAS SALMONELAS

a) Os antigenos somaticos das salmonelas — No estudo
do antigeno somatico (“O”) das salmonelas é indispensavel o
conhecimento dos trabalhos de ARKWRIGHT (1) (1921)
com germes do grupo coli-tifico-disentéricos, aos quais segui-
ram-se outros de diversos autores, feitos em quase todos os
germes patogénicos, trabalhos ‘que mostram que um mesmo
germe pode apresentar-se sob duas variantes, perfeitamente
distintas pelo aspecto de suas colonias sobre gelose, como tam-
bem pelo aspecto de sua cultura em caldo e pelo seu comporta-
mento em presenga dos eletrolitos.

Uma variante da colénias lisas, cultura homogenea em cal-
do e nio se aglutina espontaneamente em soro fisiolégico. Ou-
tra da colonias rugosas, cultura com depdsito em caldo e aglu-
tinagdo esponinea no soro fisiolégico. Convencionou-se deno-
minar, abreviadamente, as coldnias lisas pela letra S (Smooth),
¢ as rugosas R (rough).

(*) Trabalho apresentado & Associacdo Paulista de Medicina (Seccdo de
Higiene, Moléstias Tropicais e Infecciosas) em 4 de dezembro de 1941.
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Estas alteracbes morfolégicas que apresentam as variacdes
S e R tém grande importancia porque sio seguidas de mudan-
¢as na atividade bioquimica e tambem imunoldgica das Dbacté-
rias. De fato, essas duas variantes sao diferentes pela sua estru-
tura antigénica.

Os trabalhos de WHITE (2) (1926) mostraram que a for-
ma rugosa (R) contem um antigeno somatico estavel em re-
lagio ao calor e ao alcool, mas que difere, por sua especifici-
dade, do antigeno somdtico (0) caracteristico da forma lisa (S).
Os anticorpos de cada um nio aglutinam senfio a variante
que lhe corresponde (SMITH ¢ REAGH (3) - 1903, BEYER
e REAGH (4) — 1904).

Em um grupo de bactérias aparentadas como, por exemplo,
as salmonelas, encontram-se entre as formas lisas tipos perfei-
tamente distintos pela especificidade de seu antigeno somadtico
(0) como, por exemplo, E. typhosa, S. schottmuelleri, S. para-
typhi, S. enteritidis, etc., ac passo que as suas formas rugosas
sao indistinguiveis pela aglutinagido, como o demonstrou
SCHUTZ (1921) pela primeira vez.

Portanto, no estudo do antigeno “O” das Salmonella é.in-
dispensavel partir de coldénia lisa.

Na constitui¢gio do antigeno somatico podem as salmonelas
(1) apresentar um, dois ou mesmo trés fatores antigénicos e ainda
alguns fatores menores,

Os estudos soroldgicos que orientaram os pesquisadores
no sentido de se classificarem as salmonelas em tipos de acordo
com a sua constituigio antigénica, foram iniciados por SCHUTZ
(5-6) (1920-1921), no Instituto Lister e continuados por outros
autores ingleses, sobresaindo-se BRUCE WHITE (7) (1925-
1929).

Para a identificagio dos fatores antigénicos encontrados
nas salmonelas WHITE prop6s diversos simbolos. Mas acon-
tece que KAUFFMANN (8-11) (1929-1930), na Alemanha,
apds notaveis estudos sobre o assunto, usou simbolos diferen-
tes. Sendo assim, os esquemas apresentados por ambos sb pode-
riam ser consultados por meio de uma chave dando a equiva-
léncia desses simbolos.

Gragas a um acordo havido entre ambos, a Sub-comissio
da Sociedade Internacional de Microbiologia (12) (1934) pu-
blicou um esquema da composi¢io antigénica das salmonelas,
conhecido por esquema de KAUFFMANN-WHITE. :

Neste esquema foi adotada a terminologia de KAUFF-
MANN.
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KAUFFMANN no inicio ainda atribuia algum valor as
provas culturais., juntamente com as soroldgicas, no estudo das
salmonelas, abandonando-as completamente nos seus ultimos
trabalhos para por toda a sua confianga exclusivamente na and-
lise sorolégica.

KAUFFMANN divide as espécies do género Saimonella
em diversos grupos baseados na semelhanca do antigeno soma-
tico, que ¢ o mais importante sob o ponto-de-vista imunolégico
na opinido da maioria de autores (ARWRIGHT, SCHUTZE,
GREENWOOD, etc.).

No esquema de KAUFFMANN-\WHITLE as divisoes em
grupos sdo indicadas pelas letras maidsculas A-B-C-D-I, etc.
Cada um destes grupos é constituido por salmonelas com anti-
genos somaticos comuns, sendo estes, por sua vez, designados
pelos numeros romanos I[-II-ITI-IV, etc. A sub-divisio em tipos
é feita depois de acordo com a constitui¢io antigénica {lagelar.

) principio do métoda para o conhecimento Jdos antigenos
somaticos ¢ o seguinte, podendo-se fazer de diversos modos. Par-
tindo de colonia iisa a suspensdio deverd ser aquecida a 100° (an-
tigeno flagelar e termolabil)ou tratada pelo alcool, processos que
destroem o antigeno flagelar, permanecendo apenas os somaticos
(que si1o termo-resistentes e que nio sio destruidos quando trata-
dos pelo alcool. Injetando-se esta suspensiao em coelhos obtem-se
um soro imune somatico de aglo sobre o antigeno somatico, mas
nio sobre o ciliar. Este soro agindo sobre a mesma salmonela
na aglutinagio feita em tubo, macroscopica, forma grumos finos
que se¢ depositam no fundo do tubo e que 36 se desagregam pela
agitagio com certa dificuldade ¢ a aglutinagdo granular ou
somatica. ‘

Em geral preparam-se soros somaticos (anticorpos “O”)
correspondendo aos diversos tipos de salmonelas. Praticam-se
em seguida aglutinacdes com estes soros ndo absorvidos ou ab-
sorvidos por um tipo dado, ou ainda absorvidos por diversos ti-
pos. No fim, aglutinagdes e absor¢des cruzadas.

As aglutinagées com soros somaticos sio lidas apos 24 horas
na estufa a 37°C e podem ser feitas com as suspensdes aqueci-
das, ou tratadas pelo alcool ou ainda vivas, visto nio terem esses
soros anticorpos “H” para os antigenos flagelares.

1) Os antigenos flagelares das salmonelas — A existén-
cia nas bactérias ciliadas de um antigeno especial. denominado
antigeno “H”, pode ser demonstrada de diversas maneiras. Pre-
parando-se um soro injetando uma bactéria ciliada em um ani-
mal e dele eliminando-se os anticorpos somaiticos pela absorgio
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por corpos bacterianos aquecidos a 100° este soro assim absor-
vido conservara um forte poder aglutinante devido & permanén-
cia de anticorpos “H”.

Orcutt (13) (1924) fez experiéncias muito interessantes pa-
ra demonstrar a presenca do antigeno “H” nas hactéfias moveis.
Submetendo as bactérias a uma prolongada ‘agitagio mecinica e
em seguida fazendo centrifugagdes fracionadas, conseguiu sus-
pensdes de flagelos sem os corpos bacterianos. Esta suspensio
de flagelos, injetada em animais, fez aparecer anticorpos ‘“‘H”,
mostrando-se o soro sem agdo sobre a parte somdtica da bacté-
ria devido a nio existéncia do anticorpo “0O”.

Contrariamente aos antigenos somaticos, os antigenos cilia-
res sio labeis.

Uma bactéria movel aquecida a 100° ou tratada pelo alcool
perde o seu antigeno “H”; e, sendo assim, nio serd aglutinada
por um soro ciliar homologo, nem produzird no animal anticor-
pOS (‘H’,

As suspensdes de antigeno “H” para imunizagdes, servindo
tambem para as aglutinagbes, podem ser preparadas em agua fi-
siolégica ou cultura em caldo, sempre mortas pelo formol a 3%.

As aglutinagdes flagelares devem ser feitas a 50°-55°, em ba-
nho-maria, e a leitura apds 2 horas. Macroscopicamente essas
aglutinagdes nos mostram grandes flocos que se desagregam
muito facilmente, caracterizando a aglutinagio flocular ou ciliar.

In vitro, quando se pde em contacto bactérias flageladas vi-
vas com anticorpos ciliares correspondentes, observa-se o se-
guinte: a) imobilizagdo quasi imediata, l)) aglutinagio rapida
em grandes flocos, ¢) estabelece-se a coeréncia das bactérias ape-
nas pelos flagelos; se colocados sobre a agio de anticorpos soma-
ticos: a) as bactérias nio se imobilizam, b) aglutinam-se lenta-
mente, formando pequenos granulos, c) da-se a coeréncia das
bactérias pelos corpos bacilares e, d) estes granulos permanecem
moveis, o que vem demonstrar que os anticorpos somaticos mos-
tram-se sem agio sobre os flagelos.

Uma pesquisa interessante, feita por ANDREWS (1922)
(14), sobre fases antigéhicas, se de um lado complicou o estudo
da constituigio do antigeno flagelar das salmonelas, de outro,
veio dar grande precisio na determinagio dos seus tipos sorolo-
gicos. Estes estudos foram em seguida desenvolvidos por WHI-
TE e por KAUFFMANN.

Esses trabalhos demonstraram que uma salmonela pode
apresentar o antigeno “H” sob duas formas nitidamente distin-
tas pela sua especificidade: uma especifica e outra nfo especifica.
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A nég ‘espe’cifica tem uma equivaléncia de grupo; ao passo que a
especifica € propria de um reduzido grupo de bactérias. Umas
podem apresentar uma sé dessas fases e se denominam monofi-
sicas, outras apresentam a um tempo sé as duas fases — sio as
difaxidas.sicAs.

Praticamente, di-se o seguinte: semeando-se, por exemplo,
E. sendai (*) (difdsica) em placas de gelose de maneira a se ob-
ter colonias bem isoladas e, submetendo-se cada coldénia a aglu+
tinagdo com soro flagelar S. paratyphi (**) (monofascia) obser-
va-se que umas serdo aglutinadas e outras nao (ambas apresen-
tam na fase especifica o mesmo antigeno ciliar). Preparando-se
soro flagelar com as colénias que foram aglutinadas (colénias
positivas) este soro alem de aglutinar as coldnias positivas da
E. sendai, tambem o fara com o antigeno flagelar de S. paratyphi;
pelo contrédrio, se prepararmos soro flagelar com as colénias que
nio aglutinaram (colénias negativas), este s6 aglutinara as co-
16nias negativas, mas ndo o antigeno flagelar de S. paratyphi,
nem o fard com as colénias de E. sendai que deram reacdo posi-
tiva com o soro flagelar de S. paratyphi. Donde se infere que E.
sendai pode apresentar na constitui¢io do seu antigeno “H”
(flagelar), dois tipos distintos de antigenos: um, comum com S.
paratyphi (‘*‘a’’), outro, que 'se ndo encontra nesta (1, 4, 5). Se
passarmos uma colénia positiva em placas, ela apresentari co-
lénias dissociadas positivas e negativas, podendo-se ofservar o
mesmo com as negativas.

Existem salmonelas que s6 apresentam antigenos ciliares na
fase especifica, ndo os contendo na fase nio especifica, como, por
exemplo, S. paratyphi (a : —), S. enteritidis (gom : —); ou o
inverso, isto €, fatores antigénicos sé na fase de grupo, como a
S. choleraesuis var. de Kunzendorf (— : 1, 3, 4, 5) e a S.
newport var. puerto-rico (— : 1, 2, 3), existindo ainda as que
apresentam fatores antigénicos nas duas fases — S. schottmuel-
leri (b : 1, 2), S. typhimurium (i : 1, 2, 3).

A fase especifica do antigeno flagelar de algumas salmone-
las monofasicas, como observaram KAUFFMANN e MITSUI
(1930), pode apresentar-se em duas fases, mas todas as duas es-
pecificas, e que sdo assinaladas com as letras « e §. Representa o
os fatores antigénicos usuais e & os excepcionais. £’ o que se po-
de ver com E. typhoide que apresenta o fator antigénico “d” nas

-]

colbnias « e o fator “j” nas colénias excepcionais 3.

(*) Antigeno “H” = (a : 1.4.5)

(**) Antigeno “H” = (a : —)
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No esquema de KAUFFMANN-W HITL os antigenos fla-
gelares so assmalados da seguinte maneira: os da fase especi-
fica, com as letras marésculas a-h-c-d-e-f, etc.; e os da fase de
grupo, com os ntmeros arabicos 1, 2, 3, 4, 5, etc.

— I —
"TECNICA PARA A IDENTIFICACAO SOROLOGICA

Diferem um pouco . as técnicas apresentadas pelos diversos
pesquisadores nos seus trabalhos de classificagio soroldgica de
salmonelas.

HORMAECHE, PELUFFO e ALEPPO (15) (1936) que
muito tém estudado o assunto, seguem a técnica que passamos a
resumir. Preparam soros “0O7” (somziticos) e soros “H” (flagela-
res), sendo que, dos primeiros, sio necessirios pelo menos um
de cada grupo, preparados com culturas em caldo de 24 horas,
aquecidas 2 horas a 100° e injetadas na veia de coelhos nas doses
de 0,5 — 1 e 1,5 c. c. As culturas para o preparo destes soros de-
vem ser lisas (S), comprovadas com a reagio de PAMPANA
(16), pela tripaflavina. Os soros flagelares sio preparados com
suspensoes em agua fisioldgica, mortas pelo formol a 3%. Quan-
do possivel, recomendam usar tipos monofésicos, e os tipos difa-
sicos apenas quando os antigenos desejados sd ai se encontram,
sendo preciso, neste caso, selecionar colénias da fase que inte-
ressa. Se i{sto nio for possivel, poderd ser usado o soro quando
a diferenca no titulo de uma fase para outra n3o for grande, ou
ainda fazendo-se a absor¢io. Com soros assim obtidos HOR-
MAECHE, PELUFFO e ALEPPO determinam em primeiro
lugar, por uma reacio de aglutinagfo rapida, a que grupo soma-
tico pertence a salmonela em estudo, para em seguida subme-
té-la a aglutina¢bes flagelares com os soros preparados com
os antigenos flagelares desse grupo.

Como acabamos de ver, HORMAECHE, PELUFFO e
ALEPPO determinam primeiro a estrutura do antigeno “O” —
processo preferido por KAUFFMANN — que tem a vantagem
de situar a salmonela em estudo nos subgrupos indicados no es-
quema de KAUFFMANN-B/HITE, facilitando, em seguida, a
pesquisa do antigeno “H”.

Entre muitas outras técnicas empregadas na identificacio
sorologica das salmonelas, podemos descrever a de Q\IITH (17)
(1934).

SMITH submete a salmonela em estudo a uma aglutinagio
preliminar, com os seguintes soros: 1) S. schottmuelleri “H”
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(especifico) ; 2) S. cholera suis — variedade de kunzendorf “H”
(grupo) : 3) soro polivalente para todas as ragas monofasicas 4)
soro pclivalente para todas as difdsicas, e 5) soro polivante para
todos os antigenos “QO” que caracterizam os subgrupos. Essas
aglutinacdes preliminares poderio determinar se o organismo
esta na fase especifica. se é um verdadeiro paratifico B. e ainda
s¢ monofasico ou difasico. Em seguida é que é feita a determi-
nacio exata do tipo.

Para isto faz aglutina¢des com os soros “O’. Quando a
aglutinagio ¢ positiva, proxima ao titulo de um soro, sio feitas
absor¢oes. Se o organismo em exame absorver as aglutininas
"G desse soro. fica identificado o grupo “O” a que ele perten-
ce, Sendo o organismo aparentemente monofdsico o antigeno
“H™ ¢ preparado pelo processo comum; se difdsico, e na fase de
grupo, muitas colonias deverio ser submetidas 4 agio do soro S.
cholera-suis var. kunzendorf. No caso de falhar este processo
para a obtengdo da fase especifica, emprega o método descrito
por SCOTT (18). Obtido o antigeno “H™ especifico, sao feitas
aglutinagbes com os soros “H” dos organistmos pertencentes ao
arupo O no qual a bactéria em estudo foi anteriormente colo-
cada. lista determinagido ainda devera ser contirmada por absor-
¢oes. 12" seguindo essa técnica que SMITH identifica os antige-
nos “H™ e " O de uma salmonela para obter a sua classificagio.

Ha tambem pesquisadores que preparam os soros diagnds-
ticos injetando em coelhos cultura lisa, viva, obtendo soro com
as aglutinds "O" e "H”. Com estes soros procedem & identifica-
cao desses antigenos fazendo aglutinacdes com os antigenos “O”
preparados pelo alcool e “H” em cultura formolada do organis-
mo em estudo. No fim, sempre as absor¢des indispensaveis.

Sabe-se que um soro preparado com uma cultura “stock”
pode conter principalmente aglutinds de grupo, ou principalmen-
te aglutininas especificas, de acordo com a predominancia de um
ou outro antigeno na cultura que, como acima vimos, nos estudos
de ANDREWES, apresenta fases misturadas. Soros assim pre-
parados podem, portanto, nio servir para a pesquisa dos antige-
nos "7 e "H”. I preciso, antes, verificar se tais soros de fato
apresentam esses anticorpos “O"” e "H” e preferivelmente usa-
los apods absor¢bes do anticorpo que nido estiver sendo pesquisa-
do. De outro lado, também, convem lembrar que mesmo soros
aglutinantes preparados pela técnica aconselhada, com cultura
em pura fase especifica, podem apresentar fracas aglutinds de
grupo: assim como os preparados com pura fase de grupo, tam-
bém podem revelar baixas aglutininas especificas.
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Damos a seguir dois quadros, um do esquema das salmone-
las publicado no “Manual of Determinative Bacteriology” de
BERGEY (10Q) (1939) e outro, do mesmo Manual, dos caracte-
res sorolégicos de espécies adicionais estudadas por KAUFF-

‘MANN.




CARACTERES SOROLOGICOS

DE ALGUMAS ESPECIES DE SALMONELAS

! l Antigeno H
N. : .
Grupo | cp.% ESSECIES Antigeno O Fase especifica Fase nio
\ \ +-Fase ‘ o-Fase especifica
36 | Salmonella paratyphi ......... ... ciiiiiiiiion. III 1 a 1 — | —
A 34 | Salmonella sp. (tipo Senftenberg) ................... LIILXIX! gst —_— —
3 . Salmonella sp. (var. de Newecastle) (tipo Senftenberg) IIII | gs ) — _
| |
l ‘ |
4 | Salmonella schottmuelleri ...........cciivivieninenns IVVXII | b — 1,2
5 |*Salmonella typhimurium ...........c.cceiiiiieennnnnes ‘ IV, V,XIT || -i } — 1,2,3
5a | Salmonella typhimurium (variedade Binns) ......... J IV,XI1 Vi L— 1.2,3
6 | Salmor-ella sp. (tipo Heidelberg) ...........coovvenn.n | IVVXII | r ' —_ 1,2,3
29 | Salmonella sp. (tipo Stanley) .............c.cceun... . IV,V.XII || d — 12
B 7 | Salmonella sp. (tipo Reading) ....................... IV, XII eh — 14,5
8 | Salmonella sp. (tipo Derby) ..........evvevvnnn... .. IV, XII fg — —
30 | Salmonella abortivoequina .................ccciio... IV,XII — | enx —
31  Salmonella abortusovis ................cocoeeveeenen.. . IVXII c — 146
35  Salmonella sp. (tipo Brandenburg) .................. IVXII | Iv ; en —
| 18 . Salmonella sp. (tipo Bispebjerg) ...........c.c.c.uv.. IV, XI11 a enx —
. - | | |
! 9 | Salmonella sp. (tipo Thompson) ............coeenne.. l VI, VI k — 1345
9a ' Salmonella sp. (var. de Berlim) (tipo Thompson) ’ Vi VII — — 1345
10 | aSlmonella sp. (tipo Virchow) ..............covenn... i VI VII r — 1,2,3
11 | Salmonella sp. (tipo Potsdam) ........ e ' VI,VIX v en —
12 ‘ Salmonella sp. (tipo Bareilly) .............. PR VI VII y — 13,45
21 | Salmonells hirschfeldii ..........cciiviiiiiiennnn. VI,VII c —_ 145
1. | Salmonella choleraesuis ....... B e VL VII c — 1,345
la | Salmonella choleraesuis (var. de Kunzendorf) ........ VI, VII —_ — - 1,345
C 2 | Salmonella typhisSuis .......ocoviriieiieneroennennnnn. VI,VII c — 1,3,4,5
2a | Salmonella typhisuis (variedade Voldagsen) ......... VI, VII — —_ 1345
19 | Salmonella sp. (tipo Oslo) ......oeviniieneiivnnenn. " VIVIL a enx -
32 | Salmonella sp. (tipo Oranienburg) ................... VI,VII mt — — -
14 | Salmonslla morbificans ................ .. .o i VI, VIII T — 1345
15 ' Salmonella sp. (tipo Muenchen) .................c.... VI, VIII d —_ 1,2
33 | Salmoneiia sp. (tipo Newport) .............ccceve... | - VLVIII eh — 123
13 | Salmenella sp. (variedade de Kotthus) (tipo Newport) VI VIII eh — © 1,345
33a | Salmenella sp. (var. d2 Porio &ico) (iipo Newport) .. ’ VI, VIII ‘ — — 1 1,23
| .
|
i ' 1 |
| Eberthella typhosa ..............c.ciiiiiiiiiiiiins IXXII | d h] I —
22 ; Salmorella enteritidis .............. ... ... . L ‘ IX.XII gom — b=
| 22a | Salmonella enteritidis (variedade Danysz) ........... ‘ TOIXXIT gom — | —_
| 22b | Salmonella enteritidis (variedade do Chaco) ......... - IXXIX gom — | —
| 22c | Calmonella enteritidis (variedade de Essen) .......... IX,XIT gom — —
{ 22d | Salmonella enteritidis (variedade de Dublin) ...... L. IX XTI gp — —
I 22e ! Salmonella enteritidis (variedade de Moscow) ......... - IX.XIT goq — —
22f ~ Salmonella enteritidis (variedade de Blegdam) ....... IX,XII gomq — gt
D ! 22g Salmonella enteritidis (variedade de Rostock) ........ IX,XII gru — —_
23 |, Salmonella sp. (tipo Dar-es-salaam) ................. IX,XII Iw en P —
} 24 | Salmonella sp. (tipo Eastbourne) .................... IX XIT eh — 1,345
25 | Salmonella sp. (lipo Panama) ....................... IX,XII 1v —_ 1,345 -
37 | Salmonella pullorum ..........cciiiiiirniennnneaannsn IX X1 —_— — —
| Shigella gallinarum .............. .. ooiiiiiiiia... IX,XII —_— — —
! Shigella gallinarum (variedade de Duisburg) ........ : IXXIIT | — — —
‘ | Eberthella sp. (tipo Sendal) ......................... t IXXII | a — 145
| | l '
| .
16 | Salmonella sp. (tipo London) ........................ ITLX v — 14,6
E 26 | Saimonella anatis ................ e e ] IILX eh [ — 1 14,6
‘ 17 | Salmonella anatis (variedade de Muenster) .......... | IILX eh ' — 14,6
: | ‘r j
F 27 | Salmonella sp. (tipo Aberdeen) ...................... X1 i — 1,23
| .
G 28 | Salmonella sp. (tipo POONA) .........eeiruiiiinnnennn. I xor !| z — 148 -
| i 4 |
Lo
I 20 | Salmonella sp. (tipo Hvittingfoss) ...... e XVI - b enx —

] .
CARACTERES SOROLOGICOS DE ESPECIES ADICIONAIS E VARIEDADES DE SALMONELAS
DISCUTIDAS POR KAUFFMANN
(ZTSCHR. F. HYG., 120, 1937, 194)

Antigeno H
ESPECIES Antigeno O Fase especifica Fase néo
: «-Fase g-Fase especifica
Salmonella sp. (Chester type) .......ccviiiiiiiiiiiiiinnnnnnns IV. (W) e, h e, n X —
Salmonella abortusbovis ....... ... . oottt I.IV + b e n, X —
Salmonella sp. (Bredeney type) ............cveevvieinninennnn I.IV 4 1, v —_ 1L,7..
Salmanella sp. (Schleissheim type) ..... e eereeenes ceereeeens | IV 4 b z5.... —
Salmonella sp.- (Montevideo type) .........cviiiiiivinnnnn.. VI. VII g, m, s — —
Salmonella sp. (AmMersfoort typPe) .......ovveeeerereennnnneees VI. VII d e n, X —
Salmonella sp. (Berta type) .......ccoiiriiiiiiiiiiiiineaeen IX f, g t.. —
Salmonella sp.: (Give t¥PE) .....c.viiiieiiiiiiiriarnenienns III. X L v — 1L7...
Salmonella sp. (Neyborg type) .............. III. X e, h —_ I7...
Salmonella sp. (Newington type) .............ccviieevennnn. III. XV e, h _ 16...
Salmonella sp. (Selandia type) ........... i, III. XV e, h — 17...
Salmonella sp. (New Brunswick type) ...........coovveiinnn. III. XV 1, v — 1,7...
Salmonella sp. (Onderstepoort type) ............... PN XIV e. — 15..
Salmonella sp. (Gaminara type) ........c.eiiiiiiiiinninnnnn XVI d — 1L7...
Salmonella sp. (Kirkee type) ...... reeieesiann. terssreseess || XVII b —_ 12...
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ESTUDO DA RACA ISOLADA

A raga que estudamos foi isolada das fezes de um adulto
(V. F.) que apresentava ligeiros vomitos, diarréia sem sangue,
febre, cefaléia e dores abdominais.

1.° — Caracteres morfologicos e colorabilidade— Bacilos se-
‘melhantes aos do género Salmonella, Gram-negativos e moveis.

2.° — Propriedades bioquimicas:

a) — Acdo sobre os hidratos de carbono:

Fermenta produzindo gas: glicose, manita, maltose, xilose,
dulcita, inosita, arobinose, sorbita. Nio fermenta: lactose e sa-
-carose.

b) Reagdes especiais:

Agio sobre a gelatina — Naio liquefaz.

Produgio de hidrogénio sulfurado — Positiva.

Produgdo de indol — Negativa,

Produgio de H2S — Positiva.

Leite tornasolado — Acidez inicial seguida de alcalinidade.
3.° — Estudo sorolégico:

a) Determinagdo do antigeno somatico.

Da raga em estudo, que passaremos a denominar V. F,, fo-
‘ram obtidas colonias lisas e submetidas a reagio de PAMPANA
pela tripaflavina a 0,2%.

Em seguida, essa raga, tratada pelo alcool, foi submetida a
.aglutinacio de diversos soros representando os grupos de A a
H e de outros soros de salmonelas mais recentemente classifica~
«das por KAUFFMANN.
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QUADRO |

. Resultado das
) . gy . aglutinagbes (*)
Grupos| Soros imunes “O Preparados com: com a raca V. F.
tratada pelo alcool
i
A I —1I Salmonella paratyphi i
I — III — XIX | Salmonella senftenberg
B IV — V — VII Salmonella schottmuelleri 2.000
C VI — VIII Salmonella newport 0
D || IX — XII | Eberthelia typhosa 1.000
1
I
iy IIT1 — X Salmonella anatis 0
|
F | BRI Salmonella aberdeen 3 0
|
G | XIII Salmonela poona 0
H X1V Salmonella onderstepoort, 100

No quadro I vemos o resultado da primeira experiéncia para
classificagio, tendo sido submetida a raga V. F. a aglutinagio so-
matica com & soros somaticos representando os diversos grupos.
Nio dispunhamos, no momento, de séro do grupo I (*) (iator
somdtico XVTI).

(*) As aglutinacoes dos quadros 1, 2, 3, 5 e 6 foram sempre feitas nos
seguintes titulos: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1.000, 1:1.500, 1:2.000, 1:3.000
€ 1:4.000.

(*) A pesquisa do-fator somético XVI foi feita no quadro 2.
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Infere-se do quadro I que a raga V. F. apresenta antigenos
somaticos para os grupos B e D, desprezando-se a baixa agluti-
nagio para o grupo H.

Repetimos a experiéncia com maior numero de soros, mas
estes preparados com culturas vivas, Verificamos antes de usa-
los que tinham os anticorpos “O” e “H” das ragas com que fo-
ram preparados.

A raca V. F. foi submetida a aglutinagio com esses soros, mas
tratada pelo alcool (para a pesquisa do seu antigeno somatico).
Soros assim preparados nao sio muito recomendados nestas pes-
pesquisas, mas, como vemos no quadro 2, eles confirmaram a aglu-
tinagao feita com soros somaticos; houve aglutina¢io somatica
com os soros do grupo B — S. schottmuelleri represeg\lgtando 0s
fatores antigénicos I\, V, VII, e S. derby representa”os fatores
IV, XII; e tambem com o soro somdtico do grupo D preparado
com E. typhosa, com os fatores somaticos IX, XII. Com todos
0s outros soros o resultado foi negativo. Pode-se concluir destes
dois quadros que a raca V. F. tem, no minimo, um desses anti-
genos “O7 que correspondem aos soros experimentados e que
deram resultado positivo, devendo, portanto. classificar-se em
um desses grupos B. ou D.

QUADRO 2

Resultado das

-Soros imunes preparados Antigenos “O” aglutinacdées com
Grupos com correspondentes | a raca V. F. tra-
tada pelo alcool

A Salmonella paratyphi I —1I 0
Salmonella senftenberg I — III — XIX 0

B Salmonella schottmuelleri IV — V — XII 1.000

Salmonella derpy IV — XI1 2.000
o Salmonella thompson VI — VII 0
Salmonella newport VI — VIII 0

D | Eberthella typhosa IX — XI1 1.000
E Salmonella londorr III — X 0
F | Salmonella aberdeen X1 0
G Salmonella poona X111 0
H | Salmonella onderstepoort X1V 0
Salmonella newington III — XV 0
Salmonella gaminara | XVI | 0
i Salmonella kirkee | xvII | 0
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Com a nossa raga V. F. preparamos um soro e fizemos no--
vas pesquisas de antigenos somaticos, submetendo a aglutina-
¢io com este soro diversas salmonelas tipicas representando os:
grupos somaticos, sendo esas tratadas pelo alcool com o fim de

serem revelados os anticorpos somaticos do soro ¥. V.F.

QUADRO 3

‘ Resplta@o das
Grupos | Racas tratadas pelo alcool ‘ é:légiriiggn‘:i?r;e acgolxl:f l?ff:eﬁnﬁ%?
preparado com a
| ‘ raca V. F.
A | Salmonella paratyphi I1—1II 0
B Salmonella schottmuelleri IV — V XII 1.000
Salmonelia derby IV — XII 2.000
o Salmonela thompson l VI — VII 0 -
Salmorella, newport ‘ ‘,‘ VI — VIII 0
D Eberthella. typhosa IX — XII 1.000
E | Salmonella london oI — X 0
F | Salmonella aberdeen XI | 0
G [ Salmonella, poona | X111 0
| salmonella newington | III — XV 0
Salmonella gaminara | xvI 0
Salmonella kirkee XVII 0
| Salmonella berta IX | 0

No quadro 3 vemos.o resultado da aglutinagio de um soro
preparado com a raga V. F. sobre diversas salmonelas tipicas
tratadas pelo alcool. O resultado desse quadro confirma o dos.
anteriores, deixando demonstrado que a raga V. F. apresenta
uma constituigio antigénica — com respeito ao antigeno “0O” —
a ser discutida entre as dos grupos B e D. Dos dois antigenos so-
maticos “IX” e "XII” que caracterizam e sdo apresentados por
todas as salmonelas do grupo D, é de supor que a raga V. F. te-
nha o antigeno “XII”, presente tambem nas duas salmonelas
tipicas do grupo B, experimentadas, mas que nio tenha o antige-
no somatico “IX”, do grupo D., porque, como vemos no quadro 3,
o soro V. F. nio aglutinou o antigeno de S. berta juntada propo-



sitalmente a este quadro por conter unicamente esse antigeno:
somatico. Tambem, em outra prova que fizemos, V. F. nio ab-
sorveu o fator “IX” de S. berta.

Portanto, a raga V. F. nio pode ser incluida no grupo D, on-
de, como vemos no quadro do Manual de Bergey, do esquema
das salmonelas de KAUFFMANN-WHITE, todas as espécies
desse grupo apresentam o antigeno somatico “IX”. A aglutina--
¢ao do antigeno “0O” de E. typhosa correu por conta do seu an-
tigeno “XII”, tambem existente em todas as espécies do grugo
B, sendo a este grupo que deve pertencer a raga em estudo.

Das espécies do grupo B, como se vé no quadro dos “Carac--
teres soroldgicos das Salmonella”, umas apresentam os antige-
nos somaticos “IV” e “XII”, outras IV, V, XII, e a nossa raga .
em estudo foi aglutinada pelos soros somaticos representando
essas duas constituigBes antigénicas.

Para se verificar se a raga V. F. tem o fator somético “V”’
fizemos absor¢do do soro imune V. F. pelo antigeno “O’” de S.
derby (1V, XI1I). Como vimos no quwedro 2, esse soro, nao ab--
sorvido, aglutinou o antigeno “O” de S. schottmuelleri, cuja
constitui¢do é IV, V, XII. Esta absor¢io retirard a esse soro 0s-
anticorpos para os antigenos 1V, XII, e, se existir nele anticor-
pos para o antigeno “V”, devera ainda aglutinar S. schottmuel-
leri apés essa absorc¢do, o que se nio dard no caso contrario. O
resultado da aglutinagio apds essa absorgio foi completamente -
negativo, o que demonstra a provavel nio existéncia do fator so-
matico “V” na raca F. V.FAinda mais, esse soro que no quadro
3 vemos aglutinar o antigeno somatico IV, XII, de S. derby,.
ndo mais o aglutinou apods essa absorgdo, vindo confirmar a exis--
téncia dos fatores somaticos “IV” e “XII”, A existéncia do fator
somatico “IV”, isoladamente, tambem {icou demonstrada pela:
experiéncia seguinte: o soro V. F. (IV, XII) foi absolvido por E. .
typhosa (IX, XII) devendo ficar apenas com anticorpos para o -
antigeno “IV”, e devendo aglutinar as ragas com antigeno “IX” e -
ndo aglutinar as que tiverem o fator “XII” e ndo tiverem o “IV”. .
Como este soro assim absorvido foram {feitas aglutinagdes so--
maticas com 8. schottmuelleri (IV, V, XII), S, derby (IV, XII)
e E. typhosa (IX, XII). Como vemos no quadro 4 as aglutina-
¢des de S. schottmuelleri e S. derby correm por conta da perma-
néncia no soro V. F. de anticorpos para o antigeno somatico-
“IV”, e a nio aglutinagio de S. typhosa por ter sido absorvido -
o antigeno “XII”.
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Verificada a existéncia na nossa raga V. F. dos fatores “IV”

e “XII” procuramos confirmar essa constituigio antig

,

énica soma-
fitua entre essa raga e outra de constituigdo

tica igual, e constatamos que ela absorveu comp

~

.

letamente
os anticorpos de um soro S. derby (IV, XII); e que, inversa-

;

tica pela absorgio m
soma
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mente, o antigeno somatico de S. derby (IV, XII) absorveu os
anticorpos somaticos do soro da raga V. F. (I1V, XII), como se
vé no quadro 5, donde se podera deduzir que a composi¢io anti-
génica somatica da raga V. F. é idéntica a de S. derby (IV, XII),
sendo classificada no grupo B com os antigenos somaticos 1V,
XL

QUADRO 5

—— —
"f: Resultado da aglutinacéo
Antfgenos com as seguintes racas
SOROS sométicos tratadas pelo alcool
ativos Sal "
almonella
derby V.F.
Soro S. derby n#o absorvido ..... IV — XII1 2.000 1.500
Soro S. derby absorvido por V. F. | (—) 0 0
Soro V. F. ndo absorvido .......... IV — XII 2.000 2.000
Soro V. F. absorvido por S. derby| (—) 0 0

b) Determinagio do antigeno “H”,

A pesquisa do antigeno “H” ja esta limitada entre os das es-
pécies do grupo B e, destas, entre as que apresentam o antigeno
somatico IV, XII: S, typhimurium var. binns, S. reading, S. der-
by, S. abortivoequina, S. abortusovis, S. brandenburg e S. bispe-
jerg. Alem disso, a raga V. F. é monofésica, nio tendo sido aglu-
tinada por nenhuma das muitas colénias isoladas e submetidas
ao soro “H” da 8. choleraesuis var. de kunzendorf, ragca monofa-
sica, que s apresenta antigenos ciliares na fase nio especifica.
Temos que procurar o antigeno “H” da nossa raga V. F. entre
os das ragas monofasicas do grupo B, que sio as seguintes: S.
derby (ig), S. abortivoequina (enx), S. brandenburg (lven) e (S.
bispebjerg (aenx).

Nas experiéncias feitas com cultura formolada da raga V. F.
com soros flagelares dessas ragas monofasicas do grupo B, a
aglutinagio flagelar mostrou-se positiva até o titulo limite com o
soro S. derby que apresenta os antigenos flagelar “fg”, nio sen-
do aglutinada pelos outros.

Inversamente o mesmo resultado foi obtido na aglutinagio
com o soro flagelar da raga F. V. e essas salmonelas monofasicas
formoladas, s6 aglutinando o antigeno “H* de S. derby (ig).
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Na prova de absor¢do mutua, o antigeno flagelar da raga:
V. F. absorveu os anticorpos idénticos da S. derby; e o antigeno
flagelar da S. derby tambem absorveu os anticorpos flagelares do
soro V. F., como podemos ver no quadro 6.

"QUADRO 6

| =
| Aglutinacdes . o
& P ) Aglutinagdes|| com soro | Aglutinacges || A8lutinagoes.
s Antigenos com soro [“H” de §. com sore |, L?’m soro
g% “H”COI‘I'CS" “H” de S. derby, ab~ “ppe de v. H de V.
é?‘e pondentes | derby, nio [sorvido por [p. o abe g'c-; a;’(fl?"é'
’ abs sorvido por : .
| orvido iy FD | sorvido | derby
S. derby fg 3.000 0 ' 3.000 | 0
V. F fg 3.000 0 i 3.000 l 9

Portanto, a raga V. F. apresentando a {oérmula antigénica
IV, XII: fg: —, pode ser identificada como S. derby que apresen
ta os mesmos antigenos “O” e “H™

A identificacio da nossa raga V. F. foi muito facilitada pelo
fato de se tratar de uma salmonela monofdsica e com fatores
antigénicos na fase especifica.

DISCUSSAO

Quando se estuda uma salmonela difasica, as pesquisas sdo
muito mais complicadas. Temos que pegar coldnias nas duas fa-
ses e com elas preparar suspensdes, que serio submetidas i aglu-
tinagdo comg soros na fase nio especifica. As coldnias que nio
aglutinarem ou aglutinarem fracamente estio na fase especifica.
Mas ha casos em que todas as colénias sio positivas com esse
soro e, nesta circunstincia, a) pode tratar-se de uma salmonela
monofasica, na fase de grupo, como tambem, b) pode-se dar o
caso de-se ndo revelarem as colénias negativas onde se iria pro-
curar o antigeno especifico (fase especifica), e neste caso, ter-
se-ia que langar mio de um artificio de técnica, como o fez
SCOTT, no trabalho acima citado. SCOTT, nesse trabalho, che-
gou a examinar 200 colénias, apresentando-se todas na fase de
grupo, pérecendo tratar-se aparentemente de uma salmonela sem
antigeno especifico, monofisica. Mas as provas de aglutinagio e
de absorgdo revelavam a salmonela em estudo uma composigio
antigénica propria; e as salmonelas dos soros que a aglutinavam
nio absorviam completamente assaglutindd de um soro prepa-
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Tado com essa raga. Como nio apareciam as colénias “especifi-
cas”, ocorreu a SCOTT que o desenvolvimento em excesso do
antigeno de grupo em que se apresentava obstinadamente .esta
raca, poderja ser suprimido se ela fosse cultivada em presencga
de forte soro de grupo; e verificou que, apés 3 passagens, 5 de
‘6 colénias pertenciam a uma nova fase, da qual ja obtinha cul-
‘tura pura na 5.° passagem. Poude, entio, demonstrar ser esta a
‘fase especifica da nova espécie que apresentou (S. sp-tipo
‘thompson) e as primeiras colénias isoladas em fase nio especi-
fica, a fase de grupo dessa salmonela.

Nio poderemos dar aqui todos os percalgos que surgem na
identificacio sorolégica de uma salmonela.

O método sorologico de determinagio de KAUFFMANN
¢, de fato, muito trabalhoso e exige o preparo prévio de um
grande nimero de soros com os diversos anticorpos “O” e “H”
iindicados no esquema de KAUFFMANN-WHITE, sendo que,
com referéncia & determinagio do antigeno “H” sio precisos so-
ros nas fases especifica e néo especifica. Sdo ainda indispensaveis
as provas de absor¢io ou saturagio e de absorgio cruzada (mi-.
‘Tor-test), que exigem o preparo de soros com a raca em estudo.

Na verdade a classificagio sorolégica de uma espécie hio
‘requer o emprego de todos os soros, mas indiscutivelmente ha
que possui-los todos porque sé assim estaremos em condicdes de
fazer uma identificagio.

Acresce, ainda, que estio sendo sempre descobertos novos
-antigenos “O” e “H”, ji existindo perto de 30. antigenos “O” e
-aproximando-se de 40 os “H”.

PACHECO e COSTA, @9), em recente comentario ao es-
-quema de classificacio das salmonelas de KAUFFMANN-
WHITE, colocam-se ao lado dos que duvidam da praticabilida-
«de desse método, assim se expressando: “Nio queremos desme-
recer o esforqo de KAUFFMANN e dos que o precederam nu-
ma anadlise percuciante desse interessante grupo bacteriano em
que se demonstrou a complexidade antigénica das bacterias;
.apenas achamos que a organizagdo de um esquema de tio ele-
vada complexidade exigente de elementos técnicos tio numero-
.80s, ndo comporta uma aplicagdo pratica na determinagio de
‘qualquer amostra de salmonela, senio em um servigo organiza-
do como o de KAUFFMANN. Demais, um esquemas permitin-
-do a existéncia de tantas espécies foge, a bem dizer, das realida-
des da vida, por se tornar dificilmente praticavel”.

PACHECO e COSTA acham que a analise de todos os cons-
tituintes antigénicos jogaria com fatores que numa serie de com-
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binagbes (segundo o seu raciocinio) permitiria um nimero de
tipos que dificilmente poderia ser medido.

De fato, a aplicagio do esquema de KAUFFMANN-WHI-
TE nio se generalizou devido a complexidade de sua técnica.

E’ verdade que ja estdo aparecendo trabalhos de identifica-
¢do com técnicas muito simplificadas, mas que apenas servem pa--
ra um servigo de rotina.

Na classifica¢do soroldgica da nossa raga V. F. seguimos
uma técnica que nos permtiu identifici-la como S. derby, com a
férmula antigénica IV, XII: fg: —. Acreditamos que as diversas
provas feitas e pr1nc1palmente as de saturagio cruzada, nio dei-
xaram davida sobre a existéncia dos fatores antigénicos que lhe
atribuimos. »

‘Seria tambem uma boa técnica recorrer a soros somaiticos e
vflageladsres para tim s dos fatores antigénicos révelados nas
aglutina¢Bes preliminares, como muitos preferem. Neste caso,
para a confirmacio dos fatores somaticos teriamos que subme-
ter o antigeno somatico da raga V. F. a soros assim obtidos:

Para o fator IV — Soro S. derby (I1V, XII) absorvido com
S. enteritidis (IX, XII).

. Para o fator XII — Soro S. enteritidis (IX, }&II) absorvido
com S. berta (IX).

Para a verifica¢io do antigeno ciliar tambem os soros mo-
novalentes para os fatores “f” e “g’ poderlam ser preparados da
seguinte maneira:

Para o fator “f” — Soro S. derb'y (fg) absorvido com S. en-
teritidis (gom)..
Para o fator “g” — Sego S. dublin (gp).

~ Neste caso precisaria um controle, co-
mo indicam HORMAECHE, PELUFFO-
e SALSAMENDI @§): soro S. dublin
(gp) absorvido por S. enteritidis (gom),.
isto é, soro aglutindlo “p”. Sendo positiva
a aglutina¢io com o primeiro soro e nega-
tiva com o segundo, pode-se concluir ser

g

devida ao fator “g”.



RESUMO

Na primeira parte foram feitas consideragGes gerais sobre a
estrutura antigénica das salmonelas, acompanhando o desenvol-
vimento desses estudos até o acordo em que resultou a apresen-
tacio do esquema de KAUFFMANN-WHITE.

Na segunda parte foram apresentadas algumas técnicas ado-
tadas em trabalhos de classificagio sorolégica de salmonelas em
que se vé seguir cada autor processos diferentes, mas que pra-
ticamente chegam a resultado satisfatério, embora uns mais per-
feitos que outros.

Em seguida hi o estudo de uma salmonela isolada das fe-
zes de um adulto (V. F.) que apresentava alguns vémitos, diar-
réia sem sangue, cefaléia, dores abdominais e ligeira febre.

Apbs um ripido exame dos cartectéres morfoldgicos e bio-
quimicos julgados suficientes para situar a bactéria isolada no
géenero Salmonella, foi feito o seu estudo sorolégico, que reve-
lou a presenga dos fatores somaticos IV, XII, e dos ciliares fg na
fase especifica,

Apos diversas provas de aglutinagio, de absor¢do e de ab-
sor¢io mutua, ficou confirmado tratar-se de uma salmonela mo-
nofisica, com a férmula antigénica IV, XII: fg: —; sendo esta
a constitui¢io antigénica da Salmonella derby de acordo com o
esquema de KAUFFMANN-WHITE, a ragca V. F. fica assim
identificada.

Na parte final ha uma ligeira discussio sobre a praticabili-
dade do método sorologlco de determinagio de KAUFFMANN
e alguns comentarios sobre a identificagio que foi feita neste
trabalho.



SUMMARY

The {first part presents general considerations on the anti-
gefic structure of the salmonellas, carrying these studies up to
the agreement of which resulted the Kauffmann-White scheme.

The second part describes the technique used in certain stu-
dies on the serological classification of the Salmonellas. This
shows that each author uses its own process but that practically,
the results are more or less satisfactory.

There follows a study on a salmonella isolated from an
adult’s stools (V. F.); the patient had some vomiting, bloodless
" diarrhoea, headache, abdominal pain and slight fever.

After a short review of the morfologic and biochemical cha-
racteristics considered sufficient to place the germ observed in the
genus Salmonella, its sorological study revealed the presence of
somatic factors “IV” and “XI1” and the ciliary “fg” factor in the
specific phase. No factors were observed in the non specific phase.

After several agglutination, absorbtion and mutual absorb-
tion tests it became evident that the organism was a monophasic
salmonella with an antigenic formula equal to IV.XII: fg: —
which expresses the antigenic constitution of Salmonella derby
in accordance to the Kauffmann-White scheme, thus identifying
race V. F.. '

The final section covers a brief discussion on the practical
application of the Kauffmann determination and some comments
on the identification done in this study.
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