O grupo pullorum-gallinarum em provas
bacteriologicas comparativas *

por

(renesio Pacheco < Celso Rodrigues
do Instituto Oswaldo Cruz do Instituto Biologico de Sao Paulo

(Com 6 estampas e 2 graphicos)

O agente etiologico do typho aviario foi deseripto por Klein em
1889 sob o nome Baclerium gallinarum, numa descripcio incompleta
de que resultou ser o germen redescripto em 1895 por Moore, sob o

ncme de Baclerium sanguinarum, ¢ por Pfeiler em 1917, como Bacte-
rtum typhi gallinarum alcalifaciens. Reverificacdes posteriores demons-
traram que estas tres denominacdes se referiam 4 mesma bacteria.

Em relacio 4 diarrhéa branca, a atteng¢do dos pesquizadores foi
altrahida para ella em fins do seculo passado, porque affectou seria-
mente as criacoes industriaes de aves, incipientes nos Estados Unidos
naquella epocha. Em consequencia dos trabalhos dos pesquizadores ame-
ricanos, com especialidade Rettger e collaboradores, foi determinado como
agente causador da doenca, o Bacterium pullorum, descripto por Reltger
& Harvey. Este germen e a infec¢do causada por elle. foram objecto de
minuciosos estudos, realisados principalmente na Estacio Experimental
de Storrs, U.S. A, enire 1900 e 1914. Gracas a I(rabalhos continuados
puderam ser resolvidas questdes essenciaes da pathogenia da diarrhéa
branca: a capacidade infectante do germen tambem para a ave adulta,
0 papel desta como reservatorio do virus, em consequencia de infeccio
chronica do ovario, levando a contaminacio do contetido do ovo antes
de sua postura e nascimento do pinto ja contaminado e, finalmente.

a existencia de dois typos culturalmente differentes de pullorum, um ga-
zogeno e oulro nao gazogeno. Com o progresso dos conhecimentos bacte-
riologicos sobre este germen, assim como sobre o do typho aviario, a
identidade antigenica de ambos, e a semelhanca bacteriologica entre o
lypo ndao gazogeno do pullorum e o gallinarum, levaram numerosos in-
vestigadores a admittir serem todos elles typos differentes de uma mesma
especie. Apoiavam-se, para isto, em verificacdes sobre a possibilidade
de se transformar um typo pullorum gazogeno em oulro nio gazogeno,
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¢ vice-versa. em irregularidades na lermentacio da mallose. ultilizada
para differenciacio dos dois germens puallorum ¢ gallinarum. ¢ na possibi-
lidade de se infectarem com o pullorum gallinhas e pintos. Fsla lendencia
assumiu caracler delinitivo quando. na Reunido do Congresso Interna-
cional de Velerinaria de Londres. em 1930, as opinides loram favo-
ravels a reuniao dos lypos descriplos como causa da diarrhéa dos pintos
¢ do lypho aviario em uma especie unica.

Tendo isolado em 1930, de pinto Leghorn de uma Granja de Sio
Paulo, Brasil. uma amostra do typo pullorum nio gazogeno, occorreu-nos
csludal-a durante um periodo largo de tempo. alim de surprehender
quaesquer modilicacoes nas suas propriedades. conjunctamenle a nume-
rosas amostras dos tvpos puallorum ¢ gallinaram, gazogenas e niao gazo-
genas, oblidas de varios pesquizadores curopeus ¢ americanos. (Consisti-
ram essencialmenle nossos estudos em examinar periodicamente, durante
lres annos, os caracleres culturaes de cada amostra.

Dois ponlos principaes prendiam nossa allencao desde o inicio:
a possibilidade de transtormacio do lypo gazogeno do pullorum em oulro
nao gazogeno, ou vice-versa, ¢ a possibilidade de uma accido irregular
sobre a maltose. Ora. sendo estes dois elementos essenciaes na caracle-
rizacao dos lres ditferentes-typos ale entao reconhecidos, seria em ltorno
de sua lixidez ou variabilidade, pelo menos do ponto de vista bacteriolo-
gico, que se poderia acreditar ou ndo na individualidade das especies
ou typos do grupo puallorum-gallinarum.

MATERIAL DE ESTUDO

Reunimos 37 amostras. das quaes 3 foram isoladas no Brasil, e
as restantes nos Estados Unidos ou na Europa. Eis sua relacio, acom-
panhadas da sua proveniencia-e precedidas da denominacdo que lhes
demos : |

a, Recebida do Prol. de Blieck do « Institul voor parasitaireen
Infektieziete da Ryku lUniversiteit -, de Ultreck, recebida em Marco de
1930, rotulada:

( 36 — Baclerium gallinarum Klein, original;

b) Recebidas do Prof. Miessner, de Hmnuﬁrer: em Abril de 1930,
rotuladas :

P 28 — Stamm H 1.009 (g'az ‘Jr)

228 == Stamm - 480 - (gaz - — ) -
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Stamm  Kuecken 193 (gaz

Reeebidas do Reiehsgesundheilsamt de Berlim, em Marco de

1930. rotuladas:

P 2
P2
P 92

()

Stamm Ovar 1V, de Beller.
Stamm Kuecken V. de Beller

Stamm Ovar Ausgang, de Beller:

Recebidas do Prol. Reese. do Rijksseruminrichlung de  Rol-

lerdam. no segundo semestre de 1930 ¢ roluladas:

P o1

P 14

I’ 10

g )

—
-
-

1’ 20

P13

Pullorum Flessmann
Pullorum Adelshol
Pullorum Schiedam
Pullorum Yoorsl
Pullorum Broos
Pullorum "Thyn

Pullorum Keyser

¢ )  heeebidas do Prol. Goodner, do Agricullural Experimenl Stalion
de Rhode Island Stale College, U, S, A, cujas indicacdoes sio extrahidas,

a conselho seu. do Journal ol Bael., v. 13, p. 130 ¢ rotuladas:

P4
P
8§
B
F 8
P11
P

Pullorum 12, enviada por Gage do Mass. Agrie. College.
de gemma residual de pinto, recebida por elle em 1915

Pullorum 124, enviada por Retlger, da Yale Univ.., sob o
nome B’ — 15, recebida por elle em 1916

Puallorum 125, idem, sob o nome R 15, reeebida em 1916
Pullorum 123, idem, sob o nome Cosgr., recebida em 19106

Pullorum 129, enviada por Gage do Mass. Agric. Coll., sob
o nome W 1. recebida em 1916

Pullorum 118. enviada por Hadley, R. 1., sob o nome « gal-
linha adulta, New York ., recebida em 1915

Pullorum 122. enviada por Rellger da Yale Univ., sob o
nome A — 16. recebida em 1916
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P 12 — Pullorum 128, enviada por Gage sob o nome T —1, re-
cebida em 1916

G 27 — Gallinarum 115, enviada por Th. Smith, da Harward Univ.,

Sob o nome Bacterium sanguinarum original, de Moore,
recebida em 1915

G 31 — Gallinarum 163, enviada por C. B. Bull do « Rockefeller
Institut », sob o nome B. avisepticus, recebida em 1917

G 29 — Gallinarum 207, enviada pelo Institute Pasteur de Paris,
sob 0 nome Aube, recebida em 1920

G 32 — Gallinarum 116, enviada por Th. Smilh, sob o0 nome F —T
II, recebida em 1915

G 30 — Gallinarum 206, enviada pelo Institute Pasteur de Paris,
sob o nome Seine et Meuse, recebida em 1920;

f) Adquiridas da American Type Culture Collection :

P 2— Pullorum 812, enviada por Buckley, isolada de ovario de
gallinha, amostra Allen

P 15 — Pullorum 813, enviada por Buckley, isolada de ovario de
gallinha, amostra Roman

P 3 — Pullorum 814, enviada por Buckley, isolada de sangue de
pinto, amostra Covent

P 22 — Pullorum 815, enviada por Buckley, isolada de sangue de
pinto, amostra Hatch

P 18 — Pullorum 819, enviada por Rettger, sob o nome W’ — 17

P 6 — Pullorum 820, enviada por Rettger, sob o0 nome Ov.— B —
20, isolada de ovario de gallinha.

P 17 — Pullorum 814, enviada por Buckley, isolada de e —
pinto, amostra Covent (P 3)

G 37 — Gallinarum 811, de Buckley ;

g) Isoladas no Brasil:

G 33 — Isolada de gallinha pelo Dr. Calazans em 1927, em Porto
Alegre, Rio Grande do Sul

G 34 — Idem
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G 39 — Pullorum n#do gazogeno. isolado de gallinha pelos autores.
em Sido Paulo, em 1930.

Aproveitamos a opportunidade para agradecer aos Professores acima
referidos a gentileza da remessa das culturas enviadas por solicitacio
nossa.

De accordo com as informacdes originaes distribuir-se-iam as ecul-
turas acima enumeradas nos seguintes tyops:

1) Pullorum — P 24, P 25, P 27, P 21, P 14, P 10, P 16, P 7.
PRSP - P8, - P PP 11,
P1L P12 P 2P 15 P 3 P 18, 'P 6 P 17

2) Gallinarum—G 36, G 27, G 31, G 29, G 32, G 30 G 37,
G 33, G 34.

3) Pullorum «sensu latu» (Miessner)!'—P 26, P 28, P 29, G 28.

No correr das investigacdes, enlretanto, foi possivel fazer com
ellas novo agrupamento, que aqui antecipamos, para maior clareza na
EXPOoSICAO :

1) pullorum nio gazogeno — P 1, G 39.
2) pullorum gazogeno — P 2 a P 6, P 8 a P 13, P 15 a P

19, P. 22.

3, denominado por nés infermedius — P 7. P 1.4, P 20, P 21.
P 24 a P 27.

4) gallinarum — P 29. G 27 a G 34, G 36, G 37.

9) gallinarum gazogeno? — P 28.

' Em carta que nos enviou, acompanbando as amostras acima referidas, o Prof Miessner assig-
nala a impossibilidade de separar puliorum de gallinarum, a vista das variacoes de suas propriedades biochi-
micas, opinando, por isso, pela impossibilidade de ser mantida a denominacao Bacterium paradysenteriae que
anteriormente propuzera como meio de evitar o conflicto entre os nomes dados por Klein, Moore e Pfeiler.
Prefere manter o nome especifico B. pullorum, discordando do nome B. gallinarum para os germens desse
grupo.
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METHODOS DE TECHNICA

Sujeilamos essas amoslras a um esludo bacleriologico complelo.
alim de servir de base a comparacoes futuras. Empregando lechnieas
« standard », repetimos periodicamente. duranle 3 annos. numa analvse
das amostras estudadas tdo detalhada como possivel. afim de surprehen-
der qualquer modificacdo sobrevinda no decorrer desse (empo nas suas
propriedades.

MORPHOILOGIA

No grupo em questdo bem pouco importantes sio os caracleres
de forma. que nada differem de oulros generos baclerianos. Além  do
mais, mostraram-se elles uniformes: pequenos basloneles. arredondados
nas extremidades. ndo fixando o Gram. dispondo-se mais vezes isolados.
uma vez por outra formando cadeias de poucos elementos. Km culluras
liquidas sdo vistos pequenos filamenlos. lTormados em tempo relativa-
mente curto. Quanto ao tamanho os basloneles eram de regra muilo
curtos. coccobacillares. as vezes corados mais inlensamente nas extremi-
dades que na parte central. resultando a apparencia de um vacuolo ar-
redondado no meio do corpo. Nas formas mais longas as extremidades
eram menos arredondadas e a zona descorada central ndo era vista.

MOBILIDADE

Usamos em sua pesquisa o methodo eclassico da visao direcla do
deslocamento bacteriano em gotta pendente. utilisando culturas recentes
cm  caldo peplonado, ou o methodo indireclo proposto por Hilchens.
Consiste este na semeadura por picada central num agar semi-solido
a 0.19%. Si a bacteria é movel, ella invade em curto espaco de tempo
lodo o meio. turvando-o de maneira uniforme:; cresce somente numa
linha de vegetacdo, si nido ¢ dolada de mobilidade. O methodo foi
adoptado por Klimmer & Haupl para o exame da mobilidade em amos-
lras de pullorum e gallinarum, com resultados concordantes com o exame
classico da gotta pendente. Em nossas verificacoes augmentamos para
0.3 00 o leor de agar do meio, para uma verificacdio mais nilida. c¢li-
minando tambem as possibilidades de erro por agilacio accidentaes. Ob-
servacoes feitas com este meio concordam com os resuldos de Klimmer
& Haupt e se applicam perfeitamente ao exame da mobilidade nesse
grupo. De vantajoso apresenta o methodo evilar inlerprelacdes pessoaes.
numa prova importante para o esludo desse genero bacleriano. Qual-
quer das duas lechnicas utilisadas permiltiu calalogar todas as amostras



Set., ©1936 Pacheco & Rodrigues: Grupo pullorum-gallinarum 27

como immoveis. isto é. ndo se deslocando no campo microscopico. per-
manecendo em torno de limitado espaco. em movimentos molleculares
oscillatorios. ¢ crescendo em estrias, sem lurvar o agar semi-solido de
Hilehens. Conlrolamos a efficiencia das provas neste meio, com amosiras
de oulras Salmonellas, ¢ com representantes do genero Profeus.

MORPHOLOGIA DAS COLONIAS

Em meios solidos., devido & exhuberancia mais pronunciada do
gallinarum, suas colonias sio de ordinario maiores que as de pullorum.
Tavlor em 1916 descreve as colonias de gallinarum, redondas, lisas, pouco
clevadas, grandes. de lextura finamente granulosa e de consislencia um
lanto pegajosa, ¢ as de pullorum, menores ¢ mais elevadas. Suas verifica-
coes sao confirmadas por Goldberg em 1917, Posteriormente. cm 1927,
occupam-se do assumpto Beck & Eber. em mais demorada analyse. I<l-
les encontram no gallinarum colonias medindo 1 mm. de diamelro, apoés
um dia de incubacio a 37°. apresentando coloracdo branco-cinza no meio
de Drigalski; vistas a luz ransmitlida sdo ltransparentes: o pullorum
eresce em colonias mais pequenas. medindo 1/2 mm., com um dia de
incubacio a 37¢, attingindo a 1 ¢ 1 1/2 mm. no segundo ou ferceiro
dias de crescimento em estufa a 37¢.

Pela sua descripciao, a morphologia das colonias de puallorum se-
ria analoga a dos bacillos dysentericos. emquanlo as de gallinarum sc
approximariam mais das salmonellas.

Tambem Lerche em 1929 descreve com minucias o aspeclo das
colonias em agar. Encontramos mais uma vez assignalado. enlre suas
relferencias. serem as colonias de pullorum muito tenues neste melo, nao
obstante. com excepcoes; o centro em rosela, tambem foi por nos ob-
servado. Interessante. egualmente, ¢ a verificacio de Lerche, do appa-
recimento de pequenas colonias sobre o inducto crescido no agar se-
meado em estria, lembrando contaminacdo. Elle viu que o erescimento
no agar ¢ mais vigoroso com o gallinarum que com o pullorum. Esla
observacio foi recentemente confirmada por Edwards (1932). que ob-
servou - ainda o apparecimento de colonias secundarias em 100 9o de suas
amosiras, passiveis de serem seleccionadas, dando uma linhagem pura
¢ que. enlrelanto, a ndo ser no modo de crescimenlo no agar, e¢m nada
mats se differenciam - das culluras originaes.

Outra particularidade relevante na morphologia das colonias é a
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produccdo do annel mucoso, encontrado no gallinarum por Gresse]l em
1927 e ndio visto no pullorum por Miessner & Berge, em 1928, proprie-
dade considerada desvaliosa por Lerche, pois encontrou-a apenas em 13
de 67 amostras estudadas por elle e nem em lodas nitidamente; dellas

6 eram gazogenas (pullorum) e 7 nio gosavam desta propriedade.

Nada ha na litteratura além da referencia de Lerche e de Ed-
wards, vista acima, quanto 4 produccio de colonias filhas pelos dois
germens, pullorum e gallinarum.

Quanto ao aspecto das colonias nos meios especiaes de isolamento
das Eberthellas e Salmonellas, além do que foi dito acima em relacido
as observacdes de Beck & Eber, encontram Konno, em 1929 e Pfeiler

& Standfuss em 1919, o gallinarum produzindo colonias de tonalidade

azul no meio de Drigalski e colonias incolores no meio de Endo. Lerche
observa que o pullorum produz no Drigalski colonias muito delicadas, in-
visiveis a olho nu nas primeiras 24 horas de cultura. mas encontrou
amosiras desta bacteria crescendo exhuberantes nesse meio. Houve al-
gumas que attingiram até 3 e 4 mm. de diametro, conservando a tonali-
dade azul ou envermelhecendo levemente na parte central. Klimmer &
Haupt em 1927-29 utilisam o meio de Gassner no estudo das colo-
nias e encontram no gallinarum amostras com a férma das bacterias do
genero Escherichia (coli) nesse meio, isto é, colonias grandes, ao lado
de oufras pequenas, apresentando o aspecto de colonia de Eberthella
lyphi (Salmonella typhosa).

Pfeiler & Standfuss verificam ainda que o pullorum vegeta mal
no meio de Gassner. Beck & Eber concluem ser o meio de Gassner
improprio 4 vegetacdo do pullorum, mal vegetando nelle; tal ndo suc-
cede com o gallinarum, que ahi cresce em colonias grandes, de tonali-
dade francamente amarella; o typo « proximo » do gallinarum, nio fer-
mentador da maltose, por elles descripto, produz colonias de tonalidade
amarella pouco intensa. Klimmer & Haupl chegam a resultados analo-
gos quanite a4 morphologia de colonias no meio de Gassner. Seu Ly po
I de pullorum, que é igual ao que descreve Rettger, d4 no meio de
Gassner colonias pequenas, incolores; o typo I, que pode ser appro-
ximado do typo «intermediario» de Beck & Eber, d4 nesse meio co-
lonias amarellas e grandes. Recentemente Guenther, 1933, verifica tam-
bem fraco desenvolvimento do pullorum no meio de Gassner. onde suas
colonias sfio tenues e nfio excedem de 1 mm. de diametro, ap6s mui-
los dias de incubacdo, deixando o meio inalterado. O gallinarum cresce
ahi em colonias maiores, de cér amarello-esverdeado. Algumas amostras
deram nesse meio colonias grandes e colonias pequenas, cujos caracteres
biochimicos ndo as collocavam em typos differentes.
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Ensaia Malmann o scu meio com essas duas salmonellas scm
nada assignalar quanto 4 morphologia de colonias.

Nossas verificacoes de crescimento em agar simples conlirmam
Inteiramente as dos oulros mvestigadores em relacdio ao pullorum nio
gazogeno, conslanle produclor nelle de colonias muito tenues ¢ de lento
crescimento. As amoslras de pullorum gazogeno por nos acompanhadas
quasi se nio differenciavam dos Lypos intermedius o gallinarum quanto
a0 aspeclo da colonia ¢ & exhuberancia do erescimento. Entre ¢lles é
muilo commum o cenlro apiculado. de tonalidade amarella, ou depri-
mido. pregueado ¢ sem coloracio. stes aspeclos do centro das eolo-
nias siilo bem visiveis no 3.¢ ou 4.0 dia de crescimento A 37°. Nos
lypos inlermedius ¢ gallinarum nio differem as colonias das colonias
das  Salmoneclla  paratyphi (B. paralyphosus A), permanccendo com o
centro sempre lransparente. Impossivel tambem nos foi (qualquer dil-
ferenciacio no induto em agar, a niio ser com as amoslras de pulloram
nao gazogeno, cujo crescimento foi constantemente delicado o [inamente
granuloso, crescendo os demais exhuberanles, em induto liso.

E'm relacio aos meios scleclivos. dirigimos nossa attenciio inicial-
menle para a morphologia no de IHolt-Harris & Teague, ndo empre-
gado ainda no estudo da morphologia de colonias desses germens.

Neste meio nenhuma differenca foi encontrada de particular na
morphologia das colonias, mas serviu para estudo minucioso de seu as-
pecto. Tanto pullorum quanto gallinarum geraram nelle colonias de la-
manhos variando entre 1,5 a 3,5 mm., em 72 horas: apos 24 horas
as colonias eram lisas, regularmente arrcedondadas, convexas, incolores,
lransparenles ou ligeiramente opacas, com centro negro ou  arroxeado,
¢ bordos regulares. Havia ligeiras divergencias de uma amostra para
oulra, faes como aspecto levemente granuloso, bordos franjados. Taes
divergencias foram tambem vistas em colonias da mesma amosira, na
mesma  placa de meio. Tambeny appareciam variacoes de tamanho na
mesma placa com a mesma amostra, dependendo de sua agglomeracio.
Os pullorum nio gazogenos nio foram estudados nesse meio.

Nao referiram-se Malmann, Thorp & Sammes # morphologia de
colonias no seu meio, proposto de 1928 especialmenle para isolamento
do pullorum; o meio contem verde brilhante na proporcao de 1/200.000,
como substancia impedianle & flora de conlaminacio. Observamos nesse
meio, apos 24 horas de crescimenlo, a existencia de caracteres differen-
ciacs enlre as colonias de pullorum ¢ gallinarum, ligando-se ao ultimo
0 lypo «inlermediario » descripto por Beck & Eber, Klimmer & Haupt.
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Pode-se enconlrar no quadro abaixo o resumo desses caracleres:

Quadro 1

Caracteres das colonias em meio de Malmann, apos 24 horas de incubacdao a 37o.

Puliorum Pullorum x .
J Intermedius Gallinarum
Aspectos das colonias gazogeno, nao gazogeno,
6 amostras 0 amostras

15 amostras 2 amostras
Minusculas 1.5 mm. 7 1 0 0
Pequenas 1 — 1,5 mm. 2 | 0 0
Medias 1,5 — 3 mm, 4 () 1 3
Grandes 3 — 4 mm. 2 0 4 6
Incolores 15 1 5 9
Hyalinas 1 0 0 0
Opalescentes 5 1 3 2
Centro opaco 3 0 2 7 -
Superficie lisa 13 1 4 9
Superficie rugosa 2 0 I U
Bordos regulares 12 1 4 1 :
Bordos ondulados 0 0 0 1 -
Bordos franjados 2 0 0 2
Contetido homogeneo i 0 0 0
Contetido granuloso 8 1 5 0
Superficie brilhante 15 1 5 9
Foscas 0 0 0 0
Rasas 0 0 0 0
Pouco elevadas, convexas 3 0 4 7
Globosas 11 1 ] 2
Apiculadas no centro 2 0 0 0

Percebe-se uma tendencia 4 differenciacio dos Llypos nesse melo,
si bem que houvesse casos de differenciaciio duvidosa.

O pulicrum produz no meio de Malmann colonias pequenas ou
mesmo minusculas, incolores, hyalinas ou opalescenles, globosas, de su-
perficie lisa, brilhante, com bordos regulares e conleudo homogenco ou
lecvemente granuloso. Diverso ¢ o aspeclo do gallinarum, cujas colonias
sio de temanho médio ou grande, convexas, incolores ou opalescentes,
parlicularmenle na parle cenltral da colonia, de superficie lisa ou leve-
mente rugosa, brilhantes, bordos regulares.

Foi enconlrada em uma amosira de pullorum (P 11), o aspeclo
descriplo por Kraus em 1919 para o gallinarum, islo ¢, Tormacio de an-
neis excenlricos, dando a impressio de concha. Parece-nos, no emlanlo,
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ser esla apparencia da colonia devida exclusivamenle a difficuldade de
sua expansao regular, quando siluada muilo proxima de oultras. Algu-
mas vezes enconitramos um boldo cenlral elevado, ou superficie monta-
nhosa, nos gallinarum ¢ no lypo intermedius.

Oulro meio ulilisado para estudo das colonias foi o agar-ovo, sup-
poslo por nos apropriado ao desenvolvimenlo dessas baclerias, dada a prele-
rencia do pullorum para fixar-se no ovario ¢ no ovo. Enlra em sua composiciio
agar, caldo de carne commum, fundido e resfriado a 42¢, addicionado de
10 9% de gemma d'ovo, colhida asepticamente e nio aquecida. Depois de
bem: mislurada comprova-se a esterilidade durante 1 a 2 dias de eslufa.
A esle meio foi ajuntado verde brilhante na proporcio de 1 para 200.000.

Nao nos permillimos opinar sobre seu valor como meio de isola-
menlo porque nao repelimos lenlalivas nesle senlido em numero de ve-
zes baslanles, mas resullados inleressanles foram dados pelo aspeclo das

colonias.

Quadro 2
Caracteres das colonias crescidas no agar-ovo, observadas apos 3 dias a 37o.
e #Pu!!mwm Intermedius Gallinarum
Aspectos das colonias gazogeno, nao gazogeno,
1 amostras 12 amostras
17 amostras 1 amostra

Grandes — mais de 3 mm. 4 0 0 8
Medias — 1,5 a 3 mm. 2 1 5 4
Pequenas — menos de 1,5 mm. 11 0 2 0
Nao alteram o meio 11 1 1 6
Enverdecem o meio 5 0 6 6
Superficie lisa 1 0 1 5
Superficie rugosa 10 1 7 10
Esparramadas 1 0 3 3
Pouco elevas, chatas 7 1 6 8
Globosas 6 0 0 1
Apiculadas 5 0 0 4
Bordos regulares 6 0 2 1
Bordos ondulados 5 0 3 3
Bordos denteados 6 1 4 8
Brilhantes 13 0 3 4
Foscas 4 1 5 8

—— i

Mais frequentes foram o aspeclo rugoso e secco e a tendencia ao
esparramamento das colonias, parecendo ser o meio favoravel 4 forma-
¢ao desle typo de colonias. O pullorum aqui, mais que no meio prece-
denle, fornece colonias pequenas, brilhanles e salientes, em predominancia
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sobre o gallinarum. que as apresenla mais vezes mailores, mais esparra-
madas, rugosas ¢ sem brilho.

E de nolar tambem que menos influem os pullorum sobre a to-
nalidade amarella do melo. A cor verde ¢ provavelmenle devida & accao
da bacleria sobre o pH do meio, ¢ como consequencia, sobre o verde-
brilhante.

Examinamos as colonias crescidas em agar lilmado preparado do
seouinte modo: Agar caldo de carne a 20, (ph 7.4}, 100 cc.; Mallose pu-
rissima Merck. 1 gor.; Azolitmina Merck., em sol. a 1095, 5 cc. Esle meio.
calcado no Drigalski, linha por (ransparencia coloracio azulada, leve-
menlte violacea.

Quadro 3
Aspectos das colonias em mieio litmado, apos 5 dias 2 a 37o.

= -

Pullorum Pullorum : -
., Intermedius Gallinarum
Aspectos das colonias gazogeno, nao gazogeno, -
amostras 1 amostras
0 amostras 2 amostras
Azulece o meio 2 2 3 0
Indifferente 4 0 0 0
Envermelhece o meio 0 0 0 7
(Grandes colonias 2 2 3 6
Colonias medias 0 0 6 0
Colonias pequenas 4 0 ] 11
Centro azul 4 2 3 0
Centro vermelho 0 0 4 7
Centro incolor 2 0 3 0
Hyalinas 4 0 0 0
Opalescentes 2 2 7 1
Opacas 0 0 1 6
Lisas 5 2 7 6
Rugosas 1 0 3 |
(ilobosas 1 0 0 4
Convexas 5 2 6 3
Rasas 0 0 1 0
Centro continuo 4 2 6 7
Centro elevado 3 0 0 0
Centro em cratera 0 0 1 0
Bordos regulares 4 1 6 1
Bordos franjados 3 1 0 6

2 — Leitura tardia porque o meio era um tanto impediente ao crescimento.

Nota: — Outros caracteres foram menos importantes porque eran communs
e constantes em todos os typos. Assim a superficie, humida e brilhante, a forma ten-

dente a circular.
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Infere-se do quadro ler o pullorum menor influencia sobre o mcio
que o gallinarum. As colonias pullorum sio ahi em geral pequenas, re-
dondas, convexas, hyalinas, lisas, humidas, brilhanles. Ha excepgoes, ob-
servadas com a mesma amoslra, enconlrando-se colonias que se approxi-
mam do gallinarum. O typo de crescimenlo mais simples ¢ o observado
com a amosira P 3, por exemplo, cujas colonias siio pequenas, redon-
das, globosas, lisas, homogeneas, opalescenles ou levementle agranuladas
no centro; alcalinisam o meio. Variacdio foi enconlrada com P10, que
apresenta evidenle precipitado granuloso no cenlro da colonia, rodeado
de um annel salienle, apparentando umbellicamento do cenlro da co-
lonia. Ndo alcalinisa o meio. P 12 ¢ P 13 acarrelam precipilagio cen-
(ral mais accentuada ainda. Todos elles (P 3, P 10, P 12 e P 13), cres-
cem em colonias pequenas. G 39, pullorum nio gazogeno, comporla-sc
de oulro modo. DA colonias grandes ¢ razas, si bem que homogeneas,
com pequena precipilaciio cenlral, lisas, opalescenles. As colonias de sua
companheira, nio gazogena, P 1, differem della somenle por apresen-
larem bordos elevados, lerminando bruscamente. Vimos typos pualloram,
P 18 ¢ P 22, gazogenos, produzirem colonias grandes, granulosas, razas,
encaixilhadas por bordos eclevados, ligeiramenle crenelados e lerminando
bruscamente. Todas as colonias de gallinarum acidificam o meio, como
era de esperar, gracas 4 sua acciio fermentaliva sobre a mallose. Itllas
s¢ filiam no meio lilmado a um padrio quasi uniforme. Sao grandes, in-
colores, com precipilado granuloso cenlral, opacificando-se mais com o
envelhecimento. Sio mais globosas que convexas, redondas, lisas ou li-
geiramenle rugosas, brilhanles ¢ apresenlam bordos Iranjados ou den-
leados, terminados em rapido declive. As variacoes deste Lypo «slandard »
dizem respeito aos bordos, denleados mais profundamenle, como na € 31;
nas amoslras G 27, G 32 ¢ P 28, o aspeclo dos bordos era idenlico ao
de algumas amostras pullorum, isto ¢, finamenle crenelados. Duas ve-
ves appareceram colonias mucosas, vistas em G 30 ¢ G 36. P 29, oulra
amoslri gallinarum, deu colonias pequenas, redondas, de bordos cuasi
lisos, inleiramente hyalinas, identicas as do typo pullorum.

O Llypo intermedius comportou-se como o gallinarum. Observamos
nelle entretanto, grandes variacdes no tamanho das colonias na mesma
placa, o que levou-nos a isolar ¢ estudar inumeras dellas a ver se cor-
respondiam a differencas culluraes, sem conseguir enconlral-as. Suas co-
lonias eram inicialmente lisas, convexas, quasi globosas, de lamanho
médic e regulares nas dimensdes. Agiam sobre o meio aciditicando-o, com
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regressao poslerior, ou nio acluavam sobre elle. IEnlre os 3.© e 5.0
dias altingem o maximo de crescimenlo e iniciam expansdes irregulares,
azuladas, parlidas debaixo dos bordos, allerando prolundamente o as-
peclo regular da colonia. O cenlro da colonia, homogeneo no inicio
da vegelacdo, dda, com o lempo, um precipilado escuro, cada vez mais
Imtenso, propagando-se a loda colonia, opacificando-a. Depois do 5.© dia
processa-se¢ uma lransformaciao mucosa da colonia que a lorna leilosa,
aspeclo que pode ser apreciado nas pholographias 1 a 5, feitas com

L

P> 25, nas quaes se podem ver varias phases dessas (ransformacoes. Esse
aspeclo mucoso Joir enconlrado no gallinarum por Pfeiler & Hoepke,
cujas amosliras lendiam a confluencia. IKnlrelanto, ¢ opiniio de Gressel,
como lambem de Lerche, 1929, que s6 em placas de Gassner se obser-
vam colonias mucosas.

Usamos lambem o meio de Gassner, ullimamenle preferido para
a differenciacio do pullorum e gallinarum; ¢ elle composto de agar
laclosado e dois coranles associados, o wasserblau e¢ o metachromgelb,
indicadores de pH, acima e abaixo de 7,0.

Nossas observacoes combinam, em parle, com as dos pesquiza-
dores referidos no inicio desle capilulo. Resulla da nossa experiencia
que as colonias de pullorum vegelam bem nesse meio; 0s gozogenos pro-
duzem colonias de coloracio fracamenle amarella; os nio gazogenos dio
colonias 1ncolores, ou mesmo levemenle azuladas; o lypo intermedius
cxhibiu-s¢ como o gallinarum, que o amarellou francamenle.

Nesle capilulo podemos referir o que nos foi dado observar com
um meio de agar chumbo, apropriado a verificacio da produccio de
gaz sulphydrico. Nesse meio, 3 de 5 amoslras gallinarum produziram,
denlro de 20 dias, numerosas ¢ exhuberanles colonias-filhas, exaclamenle
identicas as observadas por Edwards (1932); esle phenomeno foi ob-
servado apenas com uma amoslra de pullorum e com uma de infermedius,
denlre 12 desses dois lypos examinados naquelle meio. O aspeclo tam-
bem fo1 cilado por Lerche para o crescimento em indulo no agar simples.

Um meio que se nos mosirou particularmenle favorvael 4 produccio
de colonias filhas ¢ o agar lilmado sorbila, em placas. IEssas formacoes
ahit apparecem no 5.° dia de cullura, quasi constanles nos pullorum

gazogenos, infermedius e gallinarunt (V. photographia 5)

KM RESUMO

Nido € possivel exlrahir, da analyse morphologica das colonias
nos meios culluraes acima enumerados, elementos baslanles a4 distincciio
lypica dessas baclerias. Ifornece essa analyse, quando muilo, dados auxi-
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liares a4 differenciaciio. Vimos lanlas excepcoes ¢ lao Irequenles anoma-
lias, no reduzido numero de amoslras estudadas, que lorna extremamente
precaria qualquer dilferenciacio baseada nos caracleres de colonias.

Querendo levar em conla esses elemenlos para auxiliar a caracle-
risaciio, parece-nos vanlajoso nao esquecer a menor lendencia do pullo-
rum nio gazogeno 4 producciio de colonias Tilhas no meio de agar
chumbo ¢ na sorbila: esle caracler lem imporlancia, ja se vé, em es-
ludo de grupos de amosltras, pouco valendo numa amoslra esludada
iIsoladamente.

Seja dito, de passagem, que livemos em maios, recebidos do Prol.
Miessner, uma amosira (P 28) perlencenle ao grupo recentemente as-
signalado por Beck & Eber (1929) e confirmado por Gunther, 1933,
classificado por esles como um lypo gallinarum gazogeno. Pelos caracle-
res até aqui descriplos, esta amostra ndao pode ser differenciada do lypo
gallinarum nao gazogeno.

PROVAS BIOLOGICAS
I — FEm meios de cultura

Accdao sobre caldo de carne peplonado.— Quasi lodos eslao de
accordo em que essas bﬂcleria%dﬁo ao caldo lurvacio uniforme. AsS
discordancias comecam em relacio a4 produccio de pellicula, collar e
deposilo. Truche refere a formacio de collar em amosltras de gallinarum
por elle esludadas em 1923. O mesmo assignala Konno em 1929, nos
seus lypos A e B, correspondenltes ambos ao pullorum; além do mais
produzem pellicula. Silenciam quanlo & produccio de collar e pellicula
Kaupp & Dearstyne em 1925, emquanto Kraus, em 1919, Beaudelte,
Buschnell & Payne em 1923, referem a produccdo de deposilo lardio,
depois da lurvacdo do melo.

Todas as amoslras por noés esludadas deram no caldo turvacao
homogenea em 24-48 horas e do 5.° dia em deanle, iniciava-se a forma-
cio de deposilo pulverulento, com apparenle mas nio completo clarea-
menlo do meio. Essa acciio niio ¢ exclusiva do caldo de carne peplonado,
lendo sido observada tambem no caldo pancreatico. Pareceu-nos f{re-
quente a produccio de collar, mas fol inconstanle na sua lormacao
com a mesma amoslra e na mesma partida de caldo, em semeaduras
repetidas. Apenas uma vez vimos se produzir pellicula com uma amoslra,
formacio impossivel de se reproduzir nas semeaduras seguintes. E pos-
sivel que sejam necessarias especiaes condi¢des physicas para sua lor-
macio, lal qual succede com baclerias de oulros generos, porque a cul-
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lura onde a vimos produzir-se estava seguramenle pura. O erescimenlo

come  deposilo granular no caldo. assignalado por Mathews em 1926,
huma amostra de gallinarum, ¢ lambem por Konno, no seu lypo A de
pullorum, pode ser allribuida 3 presenca de varianles rugosas, como o
referido por SL John Brooks & Rhodes, em relacio 3 Shigella jeffersoni,
considerada por elles como uma varianle rugosa de gallinarum. As amos-
lras P 1 (pullorum nio gazogeno), PP 3 (pullorum gazogeno) e ( 30
(gallinarum), derivaram linhagens que cresceram no caldo com 2sla ap-
parencia.

Produccao de indol. - Exisle complelo aceordo entre os pesquiza-
dores na incapacidade imdologena dessas baclerias. Valendo-nos do me-
thodo de Ehrlich, cullivando as amostras om agua peplonada a 394, ¢
realisando a prova no 8.¢ dia de cullura 37°, ndo observamos a exis-

i

lencia desle corpo nas culluras de lodas as amoslras esludadas nor nos.

Propriedades fermentalivas. - Foram Investigadas:

1) Sobre leile ¢ soro de leile lornasolados. . Ninguem observou
ainda  coagulacio do leite, mas a sua acidificaciio passageira loi rele-
rida com o gallinarum por Pleiler & Standfuss em 1919, Pleiler &
Hoecpke em 1917, ¢ com o pullorum por Beaudelle, Buschnell & Payne
em 1923, ¢ por Spray & Doyvle em 1921, Segundo esles aulores 4 aci-
dificacdo segue-se quasi sempre nlczlli'ﬂsagﬁn do meio, ¢ Mulsow acha
ser o gallinarum alcalinisador mais rapido que o pullorum.

Manninger, em 1928, refere (que  IHadley enconlrou amostras de
pullorum capazes de exercer sobre o leile  acidificaciio permanente, ¢
que  Pleiler assignala a exislencia de amosliras de gallinarum capazes
de alealinisar lentamente o leite. Manninger acredila ser instavel esla
propriedade; em 1921 suas amoslras acidilicavam o leile e em 1927
provocavam viragem a alcali. lenlamente. As amoslras de gallinarum
Isoladas em 1926 davam dupla viragem. exceplo uma, ¢ assim lambem
S€ comporlavam amoslras recebidas naquella occasido de oulros labo-
ralorios. De seu esludo neste particular conclue que a alealescencia de-
pende da energia vegelaliva porque lodas as amoslras alcaligenas vege-
lavam melhor nos meios de cultura.

Em relacio ao séro de leite dizem Pleiler & Standfuss ser acidi-
lcado permanentemente pelo pallorum, com uma excepceao: o gallinarum
daria dupla viragem, o que lhe valeu a denominaciio de B. ftyphi qalli-
narum alcalifaciens, dada por Pfeiler. Beck & Fber (1927 e 1929), e
Guenther (1933), observam tambem a acidilicacio permanenle desse meio
com o puallorum ¢ sua viragem pelo gallinarum. Miessner & Berge em
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1925 observam acidilicaciio inicial do meio, seguida de alcalinsaciio den-
lro de 3-4 dias, ou um pouco mais larde.

O leile ¢ o soro de leile com que (rabalhamos, foram ajuntados
de azolitmina Mercek. IHouve conslanle e permanente acidificaciio des-
les melos pelas amostras observadas, excepluando-se P 7, alealinisadora
desde inicio. Nolamos pouca [Irequencia de dupla viragem; essa al-
teracao procedia-se as vezes muilo de vagar, sendo apreciavel <depois
de 30 ou 40 dias de cultura a 27°. A dupla viragem no soro e leite
nem  sempre se acompanhava do mesmo phenomeno no leile lornaso-
lado; podia exislir nesle ¢ ndo ser vista no soro de leile, e vice-versa.
Pullorum ¢ gallinarum comporlam-se de modo analogo nesses meios.

Colejando as summulas de variacio provocadas no leile ¢ 1o soro
de leile lornasolados, durante 3 annos em que lforam as nossas amoslras
acompanhadas, verificamos numerosas discordancias nos resullados, faclo
(que s¢ pode explicar pela inconslancia da composicio do meio; eslas
discordancias ja foram aponladas por Manninger. que achou suas amos-
lras, fermenladoras permanentes em 1921, darem dupla viragem em 1928,
denlro de 2-7 semanas, com excepcio de uma.

Dispensamo-nos, por isso, de reproduzir os quadros daquellas mo-
dilicacoes. Nao podemos endossar os resullados dos (rabalhos recentes
de Guenther e de Beck e Eber, que allribuem a esle meio grande va-
lor diagnoslico para os Llypos ora esludados.

2) Sobre o vermelho neultro.— Embora a alleraciio desse indicador
nao seja derivada de uma accio fermenlaliva direcla, incluimos aqui o
scu esludo. Usamos o meio inicial de Rolhberger e diversas modifica-
¢oes. lakaianagi, em 1926, ¢ Cilli em 1932, invesligaram a modifica-
cio do vermelho neulro na caraclerisacio do gallinarum, nio lendo ob-
servado alleracio dessa subslancia coranle. Observacdes com vermelho
neulro tazem Pleiler & Standlfuss. Kraus, ¢ Beek & Eber. ¥sies ul-
limos nolam que somenle o pullorum gazogeno, produz no meio de
Rothberger fluorescencia. caracter aproveilavel na differenciaciio dos dois
germens, pullorum e gallinarum. Recenlemente Beek & Eber descerevem
lambem um lypo gallinarum. «gazogeno », que se comporla em relacio
ao vermelho neulro como o pullorum gazogeno.

Inicialmenle preparamos o meio de Rolhberger com a modilica-
¢ao de Schaeflfler, isto ¢, addicionando ao caldo glycosado a 1 00, solucio
salurada de vermelho neulro, al¢ obler uma lonalidade vermelho cardeal
(mais ou menos 1/4.000), e mais agar 1 5.

Numa primeira passagem nesse meio ficaram nossas amostras di-
vididas em dois grupos, relacionados eslreilamenle com a capacidade ga-

A
]

zogena, como se¢ vé no quadro 4.
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Quadro 4

Accao sobre o meio com vermelho neutro de Rothberger-Schaeffler.

Grupo de germens Nome da amostra 1 dia % dias 10 dias
Pullorum ndo gazogeno P1e G 39. 0 0 0
Pullorum gazogeno P2 P4 P5 P6, P8 P9,

P10, P11, P12, P 13, P 15,

P16, P 18, P 19, P 22. 0 FG FG

P3e P 17. 0 0 0
Intermedius P17, P 14, P 20, P 21, P 24.

P 25, P 26, P 27. - 0 0 0
Gallinarum P 29, G27, G28, G 33, G 30,

G 31, G 32, G 34, G 36, G 37. 0 0 0
Gallinarum gazogeno ? P 28. 0 0 FG

Notugoes : F, fluorescencia; G, gaz; 0, inalterado.

A niao ser P 3 e P 17, lodas as demais subordinaram a
capacidade de fluorescencia, sem excepc¢ido, 4 sua capacidade gazogena
nos meios de cullura, como vimos acima com Beck & Eber. Imaginamos,
por isso, eslar o phenomeno adslriclo 4 fermenlacio da glycose, até
gaz. Subsliluimol-a pela mallose, na mesma proporcio.

Fis os resultados comparados dos dois meios, com glycose e com
mallose no quadro 5.

Seria desconcerlante o resullado, a visla da concordancia oblida
com os dois assucares, em comparacio, si nio viesse elle demonstrar
ser a alleracdo do coranle independenle da fermenlacio do assucar,
uma vez que a mallose, nas condi¢des da experiencia, nio ¢ allerada
pelo pullorum. Convem assignalar que as discrepancias observadas nas
primeiras provas com P 3, P 17 ¢ G 29, nio se confirmaram. Ficou
assim provada desnecessaria a fermenlacio dos assucares alé gaz, ou
mesmo um incomplelo desdobramenlo do assucar, para a producciio da
Muorescencia com o vermelho neulro; demais, isto se poderia suppor
logo da primeira experiencia, pois o gallinarum, embora desdobre a gly-
cose, nao allera o vermelho neulro.

Procuramos penetrar um pouco mais na essencia do phenomeno
da alleracdo bacleriana do vermelho neulro. A fluorescencia ¢ primeiro
visla nas parles inferiores das culturas em camada alla. Cumpria veri-

Pt



6GOY

Grupo pullorum-gallinarum

Pacheco & Rodrigues:

.
i

3

L]
t

19

Sel..

‘'SP 01

© coldecocococooo ©

spg | spg | spg |

coococoococomocoe ©

-

‘Sp 01

'SP

'SP €

© oMol ©

'SP g |

© oco oo bttoocooce @

P

1

aso}jlew

238024A |0

‘OpeJadjeul ‘Q zed ‘8 erouddsaionyy ‘§ - SI0IVION

‘e d

8¢ d

. L€ D
9¢ D ¢ D ‘ec€e D 2E D ‘Ig D
‘¢ D 6c D 8¢ D ‘Lz D ‘6T d

12 d ‘9z d ‘ez d

el d ‘I d’

G
!
[
|

OO ON
Q..D.Q.Cl.

¢l d
6€ D °

SBJ)SOLUE 2P JWON

12 d ‘0t d I d Ld

81
Ll
el
,o

d
d
d
d
wn_
o&
‘¢ d
v d
£ d
T d
[ d

'(0€61) Opesojjeil 3 OpPesOIL[3 O3 WD OJINAU OY[ILIIA O IIOS 0BdY

¢ oapeng)

W

A

oulagdozed wnjvuiI)DI)

wWnAvUI V)

Smpauiauy

ouad.3ozed wnionnf

OUdB0OSed ORU WNI0) M)

odA |



61O Memorias do Inslilulo Oswaldo Cruz 57 PR

e = s m— - S —

licar agora o apparecimenlo desse phenomeno em meios allamenle re-
duclores, ou em anaerobiose.

Para medir a acciio da anacrobiose sobre a alleracio do vermelho
neulro usamos o meio sem glyeose, ou enriquecido com esle assucar,
¢ proporcoes variavels. Cobrimos com vaselina solida os tubos desli-
nados a anacrobiose, manobra que garanle sufficiente impermeabilidade.
conforme demonslrou-o Thompson, em 1920. Semeamos os {(ubos com
baclerias bem conhecidas na sua accio sobre o vermelho neutro.

Vé-se, pelo quadro 6, que a glycose, segundo o grau de concen-
lracao, pode nao Tacililar ou mesmo impedir o apparecimenlo da fluo-
rescencia. A anaerobiose, pelo conlrario, lavorece nitidamenle o  seu
apparecimento.

Quem primeiro propoz o vermelho neulro na differenciacio ba-
cleriana foi Rolhberger. Seu meio era preparado ajunlando esse coranle
ao caldo de carne, que sempre conlem glycose, em quantidade variavel
com a ualidade da carne. Schaelfler addicionou-lhe a glycose em na-
lureza, vimos acima, porque viu apressar-se com sua presenca a allera-
¢ao do meio, que hoje se sabe ser devido 4 accio reduclora desle
assucar sobre o oxvgenio do meio.

Ao lado da fluorescencia soffre o vermelho neulro uma alleracio
para amarello, ligada a mudanca do pH do meio, quando nelle vege-
lani cerlas baclerias. Varia o spectrum do vermelho neulro desde o ver-
melho purpura, quasi violela, al¢ o amarello canario, quando passa da
esphera acida para a alcalina. E esla a modificacio de coloracio mais
facilmente observada, ¢ clla ¢ visla ao lado da fluorescencia sob a accao
de cerlas baclerias. FFoi Rochaix quem chamou a allencao para a com-
plexidade do phenomeno, demonsirando que as causas da fluorescencia
¢ do amarellecimento eram diversas. Somente as bacterias provocadoras de
'ermenlacio ammoniacal acarrelam amarellecimento do vermelho neutro.
Junlamente com Dufourl, enconlrou Rochaix baclerias, como o Bacillus
sublilis, a Pseudomonas aeruginosa (B. pyocyanico) e salmonellas, que
davam no meio com vermelho neulro fluorescencia sem amarellecimento.
porque nao eram ammoniogenicas. Germens como a FEscherichia coli,
apazes de lransformar a uréa em carbonalo de ammonia, segundo as
verilicacoes de Hallé & Dissarl, ddo amarellecimento. além da fluores-
cencia. Guerberl analysa chimicamente o phenomeno e vé que a fluo-
rescencia resulla da presenca de hydrogenio em estado nascenle. (ra-
lando-se, porlanlo, de um phenomeno de reduccio. A assercao nao quer
dizer que qualquer reduclor seja capaz de provocar fluorescencia no ver-
melho neulro. Empregamos numerosas subslancias com esta capacidade,
¢ mesmo os mais energicos reduclores, como os sulfilos e hydrosulfilos,

0
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nao acarrelam o apparecimenlo” da fluorescencia. O proprio hydrogenio.
sI nao brola de uma reacciio chimica no momenlo, ¢ incapaz de pro-
duzir Iluorescencia. Junlando-se um alcali, o coranle amarellece ¢ apre-
senla enlao a concomilancia dos dois phenomenos. Pode-se concluir, desse
geilo, haver ao mesmo lempo reduccio ¢ alcalinisacio do corante. I
provavel ser devida ao poder reduclor da glyeose a sua acciio favores-
cedora a produccido da fluorescencia assignalada por Schaeflfler, por-
que no seu desdobramenlo pela bacleria pode gerar-se e se zera hy-
drogenio em eslado nascente.

A exigencia de forle polencial reduclor para o apparecimento do
phenomeno esclarece a vanlagem das condicdes de anaerobiose para ac-
celeral-o, e explica porque nas experiencias do quadro 5, a glycose
sobrepujou a mallose na produccdo da fluorescencia. que acompanhou
a Tormacido de gazes, incluindo hydrogenio, no meio com aquelle assu-
car. Somma-se ainda a esta parlicularidade, a ‘conhecida acciio reductora
da glycose, razdo pela qual esle assucar favorece mais a produccio da
[luorescencia que a mallose, menos energica nesle parlicular. As bacle-
rias do genero Proleus, que parecem oppor-se a csla hypolhese, por-
(que apezar de pouco gazogenas sio forles fluorescedoras do vermelho
neulro, agem, provavelmenle, como germens allamenle reduclores, pro-
vocando por si mesmos um eslado favoravel do meio de cullura.

Dos ensaios levados a elfeilo para conhecer a nalureza da flu-
rescencia chegamos ao arranjo de um meio no qual ella se produz
mais rapida e nitida que no meio de Rothberger ¢ suas modilicacoes,
desde que se lenha em vislta a produccio da fluorescencia em parlicular.
Prepara-se o meio do seguinle modo:

Peplona ' 30 grs.
Agua 1.000 c.c.
NaCl 5 grs.

Dissolver a quenle, acerlar o plH a 7.4. Ajunlar a solucdo aquosa
de vermelho neulro Gruebler a 194, 20 cc. Dislribuir em iubos de en-
sailo de vidro neulro. Cobrir com vaselina solida neulra ¢ a2slerilisar a
1100, duranle mela hora.

Esle meio permilliu uma differenciacio muilo rapida ¢ ailida como
se podera vér examinando o quadro 7.

<
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Quadro 7

Accido sobre vermelho neutro em anaerobiose, sob camada de vaselina.

Typo Germens 1 d. 2 ds. 3 ds. | 4 ds. | 10 ds.

Puallorum, nao gazogeno
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Notacoes — F, fluorescencia; os numeros indicam intensidade de reaccao.

Apresenlaram fluorescencia mais ou menos rapida lodas as
amoslras pullorum gazogenas ¢ mais a amoslra P 28, Da banda
nao fluorescente ficaram as amoslras de pullorum nio gazogeno, P 1
e (¢ 39, americana e brasileira, as amostras recebidas como gallinarum.
e as amoslras recebidas da Europa como pullorum, por nés incluidas no
lypo a que denominamos infermedius.

Esles resultados foram absolulamenle constantes duranle lodo o
lempo em que foram as amoslras acompanhadas.

3) Produccdo do gaz sulphydrico.— Essa propriedade lem sido
quasi sempre encontrada posiliva pelos pesquisadores. E uma das mais
esludadas mnesses germens, como se v¢é compulsando os trabalhos de
Truche 1923, Plasaj 1930, Pfeiler & Standfuss 1919, Pfeiler & Hoepke
1917, Mulsow 1919, Kaup & Dearslyne, 1925, Hadley 1919, Donalien,
1924, Beck & Eber 1927 e 1929, Klimmer & Haupl 1927, Spray &
Doyle 1921, Konno 1929, Cilli 1932, Guenther 1933, trabalhando com
S. gallinarum somente, ou lambem com pullorum. Nao ha duvidas em
serem lodas sulfurigenas, variando apenas a inlensidade de produccio.
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Truche achou maior quantidade de H2S na S. gallinarum: Klimmer &
Haupt conferem predominancia na producciio aos pullorum.im 7 amos-
lras de seu lypo I, por elles achado com propricdades imtermediarias
enlre pullorum ¢ gallinarum, 1 eram sulfurigenas. Este achado esid de
accordo com o lypo inlermediario descriplo por Beck & [“ber, amoslras
Ki IV e Ovar IV de Beller, que se moslraram sullerigenas em suas
maos ¢ nao sulfurigenas nas de DBeller.

Truche (1929), ndo conseguiu demonstrar a presenca de H=S nas cul-
luras de  pullorum. Tambem Rochaix & Coulure encontram fraca ou
nulla produccio com amoslras classificadas como pulloram, onfirmando
assim  as verificacdes de Vaccaro. Tillsler (1931) procura explicar al-
guns resullados discordanles como os de Malmann (1925), nela influen-
cia da lemperalura das experiencias. Verifica clle que lemperaluras acima
de 34° siio impedienles 4 produccio de H=S, allingindo esle effeilo o
maximo em 440, Aconselha para a prova. lemperaluras entre 300 (.
a J4 (. e verilica, desta mancira, uma eslreila correlacio enlre a Pro-
duccio de H2*S e a de oulros gazes.

Na pesquisa desse corpo usamos inicialmenle a gelalina ¢ o meio
de Bailey-Lacy. Esle encontra-se delalhadamente descriplo no trabalho
de Klimmer & Haupl. Eis os resullados nos quadros 8 ¢ 9.

Quadro 8

Formacao de gaz sulfhydrico em gelatina.

Meio de cultura
Amostras . -
escurecido inalterado
Pullorum nao gazogeno 2 0
Pullorum gazogeno 17 0
[ntermedius 2 O
Gallinarum 10 1
Gallinarum gazogeno ? 1 0
NOTA — Os numeros indicam numero de amostras utilisadas na prova.

Nesle meio (Bailey-Lacy) revelaram as amoslras gallinarum leve
poder sulturigeno; pullorum, gazogeno e nio gazogeno moslraram-se [or-
les produclores de T1*S: o intermedius nio produziu esle gaz no meio
¢ no lempo releridos.
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Quadro 9

Produccio de H2S no meio de Baley-Lacy

——— o — L —————— - = _—_ = — = — - —— o —— — —

Amostras "”1:1. } 2 ds. ’ 3 ds. 5 ds.
Pullorum n3o gazogeno
P 1 0 0 n n
G 39 0 0 0 n
Pulloraum gazogeno
P 3 P11 0 0 n n
PS5 P10, P 2 P 22 0 n n n
P 18 0 0 0 n
Intermedius
P7, P14, P 24, P 27, P 20 0 0 0 0
Gallinarum
G 30, G 31, G 32 0 0 0 + N
G 33 0 0 0 n
CONTRAPROVAS
Meio nao semeado 0 0 0 0
Salmonella schottmiilleri (B. paratif. B)
No, 690 0 n n n
Salmonella (Eberthella) typhosa
No, 895 0 0 0 0

Notacoes — n, ennegrecimento ; 0, inalterado.

Parecendo ser ulil esta propriedade na differenciacdo, procura-
mos estudal-a mais delelhadamente.

Na pesquiza do H2S usamos o meio proposto por Pacheco & Mello.
inicialmenle pela simples junccio do bismulho ao agar commum. sendo
os resullados vislos no Graphico 1. Posleriormenle seguimos exacla-
menle na lechnica da preparacio as indicacoes aconselhados por
aquelles aulores, islo ¢, agar semisolido lendo carbonato de bismutho
como indicador. Experimenlamo-lo (al qual ou ajulando-lhe cyslina, como
fonle de enxofre de clivagem facil, ulil segundo verilicacdes de Tilley.

Compde-se 0 meio de Pacheco & Mello:

Agua dislillada, 100 cc.; Peplona Wille, 3 grs.; Agar-agar, 0,5 grs.:
NaCl, 0,5 grs.; Carbonato de bismutho (Riedel), 0.5 grs.
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Deve-se agilar o meio anles da solidificaciio, depois de aulocla-
vado, para dislribuicio uniforme do indicador. Para cystinar o meio
addicionava-se-lhe 0.01 oo de cyslina.

Pesquizamos ainda o H2S em agar commum, com acetalo de
chumbe a 0.509,: em papa de cerebro em anaerobiose; e na « Baclo-
peplone iron agar» da Dilco Laboralories de Delroit, U.S.A.

No graphico 1 comparam-s¢ o bismulho e o chumbo como indica-
dores da propriedade sulfurigena das amoslras experimentadas.

Exhibimos, no graphico 2, a'leitura no meio de Pacheco & Mello, com
¢ sem cyslina.

O agar peplona-lerro, « Baclopeplone iron agar» da Difco Labo-
alorios, ¢ preparado do seguinle modo, segundo aconselha Dunham:

Agua deslillada a 1000 1.000 cc.

« Iron peplone » 36 ¢grs.

Fslerilisar a 15 libras duranle 15 minulos. pH final mais ou
menos 6,7.

Inadverltidamenle juntamos a essa formula 19, de agar, mas nao
acredilamos que tivesse maior influencia sobre a sensibilidade do melo.

Os resullados oblidos concordam com os conseguidos no agar chumbo,
dilferindo apenas nas amoslras de inlermedius, que nio produziram aqui
quanlidade apreciavel de H2S, em observaciio prolongada por 30 dias.

Em conjunclo, a pesquiza do hydrogenio sullurado forneceu cle-
menlos para se concluir:

1) pullorum, gazogeno ou nio gazogeno, produzem em curlo lempo
H2S no agar chumbo, no meio de Bailey-Lacy, na gelalina e na « Baclo-
peplone iron agar» da Difco Laboralories. No meio de Pacheco & Mello,
mesmo medianle juncio de cyslina, a quanlidade de H*S produzida é
(quasi sempre imperceplivel. Raramenle gera pequenas quantidades e nes-
les raros casos elle ¢ lenlamenle produzido.

2) gallinarnm produz abundanle H2S em meio de Pacheco &
Mello, mais rapida no cyslinado; a sua capacidade sulfurigena ¢ lam-
bem presente no agar chumbo e na «Baclo peptone iron agar». Pro-
ducciio lenla na gelalina e no meio de Bailey-lLacy.

3) o lypo inlermedius produz pouco H3:S, esbo¢ando apenas um
escurecimenlo, lenlamenle apparecido no agar chumbo e ndo allerando
o meio de Bailey-l.acy, o meio de Pacheco & Mello, eystinado ou nao,
a « Baclo peplone iron agar», ¢ a gelalina.

v
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O quadro 10 resume esses resultados. A amostra P 28, gallinarum

gazogeno, for omillida neslas provas.

Quadro 10

Produccido de H?2S nos differentes meios utilizados para a prova.

Pullorum
Meios de cultura ~|  yutermedius Gallinarum
gazogeno nao gazogeno

Agar chumbo + rapido | -+ rapido -+ lento -~ rapido
Pacheco & Mello com cystina - - t- lento |-+ muito rapido
Pacheco & Mello sem cystina — — — -+ rapido
Bayley - Lacy -+ rapido | - rapido — -+ lento
Gelatina -+ rapido | - rapido | -} lento? -+ lento
Polpa de cerebro — — — —
“Iron peptone” agar -+ rapido | - rapido — -+ rapido

Na papa de cerebro, coberta de vaselina, nao observamos escure-
cimenlo por nenhuma das amoslras esludadas.

Uma particularidade deve ser resaltada a respeilo da propriedade
sulfurigena nesles germens. £ a sua dependencia do meio de prova uli-
lisado, segundo o qual podem-se chegar a inverler os resultados. IXx-
cluido o meio bismulhado, que s6 ullimamente foi ulilisado, houve nos
oulros meios constanlemente o mesmo modo de acluarem. A par dessa
fixidez de aclividade, elles revelaram no ensaio da propriedade sulfuri-
gena elemenlos significalivos para sua differenciacio. E possivel que lam-
bem a temperalura tenha influencia no escurecimento; lodas as nossas
provas loram feilas a 37°. Ndo podemos, enlretanlo, acceilar a opiniao
de Tillsler sobre correlacio entre a produccio de oulros gazes e a de

H?2S.

4) Reduccdo dos nitratos a nilritos. — SO uma vez lenlamos essa
prova. Levamol-a a effeilo no inicio do nosso estudo, em meio agua de
peplona nilratada e fazendo a prova indicadora da transformac¢io a
cusla da naphtilamina e mais acido sulfanilico. Das trinta e oilo amos-
tras, mais de 50 9y lranformaram nilratos em nitritos. As amoslras re-
ducloras dos nilralos distribuiram-se nos differenles grupos que vimos
estludando, lornando a prova inapla a uma applicacio na fixacao dos
caracleres baclerianos. Titlsler, em 1930, nio poude tambem distinguir
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com ella pullorum de gallinarum, pois varias amoslras de uns e de outros
lransformavam os nilralos ¢ oulras eram inaclivas sobre elles. Kaupp
& Dearstyne dao gallinarum como reduclor, enquanlo Rettger diz que o
pullorum nio gosa desla propriedade.

D) Accdo proleolitica. — Constanles se revelaram as amoslras dos
differenles typos na sua accio sobre a gelalina, na qual vegelam
bem  sem provocar fusiio. IEssa verificacdo, alias, nfo discorda do
consenso geral das pesquizadores que se leem occupado do assumplo,
lodos accordes em dar o meio inallerado por essas baclerias.

b) Fermenlacdo dos assucares.— Apezar de cerlo exagero na ava-
ltacdo das provas Termenlalivas sobre assucares como elemenlos na sysle-
malica bacleriana, ¢ inconleslavel seu valor na caraclerisacio de muilas
especies, ndo raro alé, as mais valiosas de lodas. I'm cerlos generos ba-
clertanos, onde a capacidade anligenica ¢ oulras propriedades sio in-
capazes de precisar differenciacio. a fermenlacio de assucares ¢ a base
da systemalica, a prova que decide.

IFo1 0o que se deu alé cerla ¢poca lambem com os germens desse
grupo. A cusla della eslabeleceu Moore, pela primeira vez em 1895, a
distinccio enlre gallinarum ¢ o agenle da cholera aviaria.

Além da fermenlaciio, a presenca de gaz assumiu imporlancia na
systemalica do grupo pullorum-gallinarum. Rellger descreve inicialmenle
0 pullorum como gazogeno. Mais larde, com Kirpatrick & Jones (1913),
verilica a exislencia de amoslras nio gazogenas em presenca de qual-
(quer assucar. Sao essas, na lilleralura a nosso alcance as mais anligas
relerencias de pullorum nido gazogeno.

lﬂ
|

Os primeiros a aponlar a fermenlacio da maltose para separar
pullorum de gallinarum foram Smilh & Ten Broeck, em 1915, Assenlam
clles, mnesse I(rabalho, que gallinarum (sanguinarum), fermenta rapida-
menle a mallose, ao passo que pullorum o faz tambem, mas com muilo
vagar; ao mesmo tempo fazem relerencias a4 labilidade da produccio
de gaz de pullorum, da qual cnconltraram amoslras, a principio gazoge-
nas, lornadas nao gazogenas exponlaneamenle, quando revistas mais
larde. ;

Em 1917 Rellger & Koser procuram analysar em minucias a dif-
ferenciiacio enlre puallorum ¢ gallinarum pa sua accio fermentativa so-
bre varios assucares; esludam a mallose, dulecila e dextrina, lodos alaca-
dos pelas amoslras gallinarum e nio allerados por amostras pullorum.
Permitliu-lThes esla conslancia da propriedade fermentativa da mallose

¥
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o emprego da prova do vermelho de melhyla, proposta por Clark &
[.Lubs para differenciacdo de baclerias dos generos fischerichia (colt)
¢ aerobacler (aerogenes). Nilida differenca apresentam as amostras pullo-
rum, alcalinisanles desse meio, lornando-o amarello, ao passo que as
gallinarum {rancamente o acidificam, envermelhecendo-o. Dados impor-
lanles addusem ainda Retlger & Koser neste (rabalho para differenciar
gallinarum do pullorum, na queslao do gaz. Estudam amosltras pullorum
recenlemenle isoladas. ao lado de oulras cullivadas alé 12 annos em la-
boralorio, em provas de fermenlacdio em Llubos Durham:; todas ellas
sao Irancamenle gazogenas. lixcepluou-se uma amoslra, de recenle iso-
lamenlo, ndo gazogena, mas em ludo mais idenlica as suas companheiras
pullorum. Nao obslanle acham ser o caracler gazogenico elemenlo de
primeira ordem na differenciacio do grupo pullorum-gallinarum, inhe-
renle aos pullorum, em geral, ¢ unicamenle a elles. Goldberg conlirma,
nesse mesmo anno, os dados de Rellger quanlo a gazogenia e sua cons-
fancia no lempo, e sO depara com uma amoslra pullorum nio gazo-
gcna, amoslra esla um lanlo irregular nas suas propriedades. Ainda nessc
mesmo anno dois lrabalhos apparecem, contando provas de fermenlacio.
) dc Pleiler, que accrescenla aos assucares alacados pelo gallinarum,
Ja conhecidos, a xylose e a rhamnose, e nio alacados, a sorbila; e o
de Krumwiede & Cohn que eslabeleceim a lermentacio fracamenle po-
siiva da xvlose pelo grupo pullorum-gallinarum, sendo a rhamnose
alacada com mais energia pelos pullorum.

IForam Hadley, Elkins & Caldwell quem, em 1918, dislinguiram com
seguranca dois lypos pullorum ja enlrevislos por oulros pesquizadores:
A, gazogeno, dolado de acciio palhogenica sO6 para pinlos ¢ B, nio ga-
zogeno, capaz de inleclar pinios e gallinhas.

Nio houve dahi por deanle nenhuma relutancia na acceilacio des-
ses dois Lypos fermenlalivos, baseados na conslancia ¢ na immulabili-
dade dos seus caracleres, mas a sua especilicidade pathogenica [ol con-
testada por SL. John DBrooks & Rhodes em 1923, e por Beaudelle em
1920. Os primeiros isolam o lypo A, gazogeno, em gallinha adulla e
Beaudelle enconlra o B, ndo gazogeno, em gemma residual de pinlo.

Muilas discussdes lem suscitado o assumplo. Gage affirma em 1911
serem gazogenicas lodas as amoslras provenienles de pinlos ou de ovos.
Doyle acha exacla, de uma maneira geral, a aftfirmacio de Hadley, El-
kins & Caldwell, comporlanda a regra frequenles excepcoes. Sio conlra-
diclorias as observacoes de Idinglon, publicadas em 1924, ifm 3 epi-
zoolias de pinlos 1sola elle amoslras de pullorum, ndo gazogenas, mas
que se lornavam gazogenas com o lempo; era a lransformaciio expon-
lanea do typo B em A. Transformacio semelhanle do typo B em A,
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obteve Doyle anleriormente, em 1921, medianle inoculacio em pinlos
saos e recuperando desles a bacteria, lransmulada. Convem salienlar
a possibilidade de erro na experiencia desle pesquisador. Seria acon-
selhavel repelirem-se as passagens em meios de cullura, como que para
revigoral-a, anles de se dar uma amoslra pullorum como nio gazogena.
[L possivel que a omissiio d’esse revigoramenlo lenha lalseado o resullado
de Doyle, islo ¢, que a passagem em animal nio tenha lido oulra accio
senao esla.

Enconlram-se lambem referencias lavoraveis 4 assercdes de Hadley
¢ collaboradores no trabalho de Miessner & Berge, de 1928. Esles iso-
lami de pinlos novos, alé a 2.2 semana de vida, amostras de pullorum
gazogenas, ¢ dos pinlos maiores desla edade, amoslras nio gazogenas.

Ndo foi dada ainda a ullima palavra sobre a relacio entre a
produc¢ao de gaz e a palhogenia do pullorum.

Quanlo & capacidade gazogena em si, tambem nio ha accordo
unanime de opinides. De um lado Hadley e collaboradores acham-n’a
immulavel, o que lhes faculla crear os tvpos A e B, gazogeno e nfo
gazogeno, escorados em suas proprias experiencias e nas de Rettger
& Koser, dc¢ Goldberg e de Rebrassier em 1926: de oulro lado eslio
Smith, Ten Broeck, Edinglon, além de oulros, que toparam todos com
lransformacio de um typo em oulro, a custa de provas repetidas ou de
arlificios de¢ cullura. St John Brooks & Rhodes suslenlam nio ser a
producciio de gaz prova valiosa na caraclerizacio do pullorum, ldo fal-
livel € ella. Beller afina no mesmo diapassio, segundo Gressel. Apenas
20 9y dos pullorum por esle esludadas. dao gaz na glveose, um ou oultro
fermenta a maltose, lendo Gressel observado tambem a perda da pro-
priedade gazogena em varias de suas amoslras.

No capilulo da fermenlacao dos assucares pelo pullorum defronta-
se oulro ponlo obscuro: ¢ na accio sobre a mallose. Vimos como [oi
primeiro admillida a incapacidade dos lypos pullorum de fermenlar csle
assucar, que chegou a servir de caracler differencial. No entanlo. nem
lodos os pesquizadores estio de accordo sobre esla incapacidade fermen-
lativa, possivel de ser perdida ou adquirida no correr do tempo. segundo
alguns. Mulsow foi o primeiro a chamar allen¢ido para irregularidades
na lermentlacio da mallose por amosiras: pullorum e gallinarum, invali-
dando 1déas assenladas e lidas alé ali como verdadeiras. Enlre amosltras
puliorum por elle estudadas houve algumas lermenladoras da nallose:
entre amoslras de gallinarum observou lambem algumas que sé fermen-

o
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lavam lenlamente esse assucar. Mas o que maiores conlfusoes acarretou
foi a supposla capacidade polencial do pullorum em fermentar a mal-

lose, demonslirada nas experiencias de Spray & Doyvle, de 1921, con-
firmadas por Hendrickson em 1927, Verificaram elles que ns amosiras
pullorum, incapazes de fermenlar esse assucar nos meios communs de
fermentlacio mallosados, tornavam-se fermentadoras, uma vez que se ad-
dicionasse sOro ao meio assucarado. & ainda mais, viram amoslras pul-
lorum gazogenas chegarem a produzir gaz neslas condi¢does e que, dex-
Irina e dulcila, ordinariamente nio atacadas por essas baclerias, assim
se conservavam nos meios com soOro. No minucioso esludo comparaltivo
de amoslras gallinarum-pullorum, abrangendo amoslras americanas € cu-
ropeas, publicado em 1927, May & Goodner assignalam a exislencia de
algumas amoslras pullorum doladas de capacidade fermentadora da mal-

lose e da dexirina:; acreditam elles ser devida esla anomalia a um pre-
vio desdobramenlo da maltose na auloclavagem, e a impurezas da dex-
(rina. Accrescenlam que amosiras recenlemente isoladas se mostram mais
irregulares que as antigas, neste particular. Concordam Manninger e
Mallmann com a opiniio de May & Goodner, ao disculirem, em 1928,
0 mesmo phenomeno observado com suas amoslras, tanto mais quanto
Mallmann nio mais observou a fermentacio da maltose ao provar a ler-
mentacio dos pullorum em liquido mallosado, esterilisado por lillracio
¢ véla. Mesmo assim acha elle improprio esle assucar, bem como dex-
Irina ¢ dulcila, para a differenciacio, tio Irequenles sio encontradas
amoslras pullorum fermentadoras desses assucares.

Novos delalhes sdo (razidos por Edwards nesse mesmo anno, ao
verilicar soffrer a mallose, sob accio das substancias alcalinas, produ-
zidas pela vegelacdo da S. pullorum e do calor da eslula, desdobramento
em glycose, assucar fermenlecivel pelo pullorum. Impedida a alcalinisac¢ao
do melo, ndo mais se observa a fermenlacio da maltose pelas amosiras
que anleriormente o faziam.

Oulros assucares foram esludados com a inlencio de serem applicados
na dislineciio de pullorum e gallinarum, havendo, ¢ verdade, divergencias
entre os pesquizadores. Cernaianu e Popoviel, 1930, consideram como
caracler differencial a accido sobre a arabinose, que ¢ rapida no
pullorum nio gazogeno ¢ lenla no pullorum gazogeno. Esta observacio
¢ conltrariada por Vaccaro, 1932.

Pode-se ver pelo quadro n. 11, abrangendo todos os trabalhos por
nos compulsados, essas divergencias. Nesle quadro ndo figuram os re-
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Quadro 11

Fermentacdo dos assucares segundo varios pesquisadores.

Amostras

Pullorum nio gazogeno

May & Goodner 1927
Rebrassier 1926

Pullorum gazogeno

Beandette, Bushnell & Payne

1023
Mulsow 1919
May & Goodner 1927
Manninger 1928
Beck & Eber 1027
Klimmer & Haupt 1927
Rettger & Koser 1017
Doyle 1025
Goldberg 1917
Gressel 1928
Kraus 1919

Intermedius

May & Goodner 1927
Beck & Eber 1027
Klimmer & Haupt 1927

Ciallinarum

Beaudette 1925

Pfeiler 1021

Mulsow 1919

May & Goodner 1927
Manninger 1928
Ehrlich 1925

Pieiler & Hoepke 1917
Beck & Eber 1927
Rettger & Koser 1017
Goldberg 1917

Gressel 1028

Klimmer & Haupt 1927

Nolacoes
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sullados de Lerche, impossiveis de tabular ali. Lerche, partindo de ger-
mens 1solados de pinlo e de ovo, esluda 161 amosltras, lendo obtido
resultados do variaveis em provas biochimicas, que desalenta a possi-
bilidade de uma seperaciio segura dos lypos com essas provas; alem-

se elle somenle 4 produccio de gaz, como a mais valiosa de [0{1...15 nao
admiltlindo como significalivas a lermentacio da duleila, mallose e

dexirina.

Além desles, ha nos trabalhos ‘de que reliramos os dados do (qua-
dro 13, relerencias a oulros assucares, menos experimenlados ordina-
riamente. '

Englobando o exame da lilleralura, infere-se quanto a fermentacic
dos assucares, ser o grupo pullorum-gallinarum dolado de capacidade
fermenlaliva sobre a glveose, galaclose, manila, manose, levulose, arabi-
nose, rhamnose; a fermenlacio ¢ acompanhada de pr(}dilcgﬁ(; de gaz
pelo pullorum chamado gazogeno, com cerlos assucares. Nio  sio fer-
menlados laclose, saccharose, raffinose, salicina, inulina, amido, erylhritza,
adonila. Seriam fermenlados pelo gallinarum, segundo a maioria, mais
a mallose, a dulcila e a dexlrina, assucares ecsles geralmenle ndo alle-
rados pelo pullorum.

Curiosa ¢ a referencia, enconlrada em (quasi lodos os Irabalhos
dessa epocha para ed, a lypos «anomalos », exaclamenle aquelles (ue
ora descrevemos como inlermedius. 1.4 eslio 1o [rabalho de May &
Goodner duas amoslras gallinarum incapazes de fermentar a xvlose, as-
sucar decomposlo por todas as amoslras pullorum e gallinarum. Beck
& Eber chegam a denominar inlermediario. « Uebergang », as duas amos-
iras denlre oulras por nés denominadas infermédius. Kuc]wn IV ¢ Ovar
LV, que apresenlam caracleres communs As especies pullorum e jgalli-
narum, ¢ cuja Irequencia nio puderam precisar. Essas duas amoslras
cram, conforme referem, inicialmente gazogenas, ao acluar sobre va-
rios assucares, mas perderam a propriedade nas repicagens seguintes.

Klimmer & Haupl estudam em 1927 duas epizoolias em pinlos, e
conseguem isolar dois lypos de germens crescendo com diverso aspeclo
no meio de Gassner, referido paginas alraz. Um dos lVpos possuia ca-
cacleres do pullorum gazogeno de Rellger, si bem (que nas primeiras
repicagens ndo produzisse gaz. O oulro permaneceu nao gderador de
gaz, ¢ com o decorrer do lempo foi-se apresenlando capaz de fermen-
lar a mallose, lenlamenle de comeco, rapidamente depois.

Das 8 amoslras desse grupo, por elles esludadas, 6 ja se lorna-
vam fermenladoras na 4.2 passagem ou repique em meio de cullura e
laboralorio. Pode-se juxlapor esle lypo ao inlermediario de Beck & Eber,
com a differenca apenas, da sua capacidade lalenle em fermenlar g
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mallose. Klimmer & Haupt o approximam do gallinarum, mas nio o
identificam a elle.

Analogas siao as verificacoes de Gressel em 1928, a respeilo desse
lypo, encontrado e considerado por elle como pullorum alypico.

Rochaix & Coulure, finalmenle, em 1933, observam amosltras pul-
lorum, nio gazogenas, pouco ou nada sulfurigenas, ndo fermentadoras
da xylose, caracleres que os approximam do nosso lvpo inlermedius,
COMO Veremaos.

Para esludo da fermenlacio de assucares usamos o meio de cul-
lura que desde muilo vimos empregando para levar a elfeillo essas pro-

-

vas. E um meio semisolido composlo assim:

Agua ' 100 cc.
Nulrose 1 gr.
Peplona 2 grs.
NaC(Cl 0,5 grs.
Agar-Agar 1 gr.

A esle meio addiciona-se o assucar e indicador Andrade, ambos
na proporcao de 10y, Julga-se a acidez pelo envermelhecimento do
melo, e pela precipilacio da nulrose, quando a acidez ¢ muilo inlensa,
proxima de pH 5,0; a alcalinidade ¢ percebida pelo desapparecimento
do tom rosco do meio.

Segundo nossas observacoes, recenlemente referendadas por Spray,
0 melo se presta bem a vegelacao da maioria das baclerias.

Em Selembro de 1930 fizemos a nossa primeira prova de fer-
menlacao de assucares, lendo os resultados com 1 dia alté 20 dias de
cultura a 37e.

Nesla serie os assucares, da Fabrica Plrahnstiehl, foram esteri-
lisados, juntamenle com o mecio a 108°, durante meia hora. Nas pro-
vas seguinles modificamos a lechnica, eslerilisando o assucar separado,
por aquecimenlos desconlinuos a 60° durante 30 minutos, repetidas ve-
zes, ou por meio de fillracao em vela préviamenle eslerilisada em auto-
clave, segundo os conselhos de Mallmann, acima cilado. Talvez sejam
devidas a 1sso pequenas discordancias enlre os resultados observados,
inicial e posleriormenle. Possivelmente outro factor tenha influido nes-
sas discrepancias. Nem sempre Lol possivel empregar assucares da mesma
fabricacao (Plahnsltichl) nas provas subsequentes. ulilisando, entio, os
de fabricacdo Merck ou Schering (quadro 12).
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Inleressanles se nos aliguraram os resullados da fermenlacio da
xylose, e principalmenle da sorbila. Menos inleressanle, embora signi-
ficaliva para a dilferenciacio, nos pareceu a accio sobre a inulina ¢ a
rhamnose. Com eflfeilo, a sorbila ndo foi alterada por nenhuma das amos-
lras gallinarum nido gazogeno e fol fermentada por lodas as amoslras
dos 4 oulros Llypos. A xyvlose separou muilo bem o lypo inlermedius.
que nao for capaz de alleral-a, a nfio ser a amostra P 25, mesmo assim

muilo lentamente.

As amoslras gallinarum acidificaram, de modo passageiro, a inu-
lina, em tempo mais curlo no emtanto que os oulros tvpos: a rhamnose
[o1 alacada mais devagar pelas amoslras infermedius ¢ qgallinarum, ¢ ra-
pidamenle pelas puallorum.

Todas as amoslras de lodos os lypos foram fermentadoras da gly-
cerina, sobre cuja lermenlacio ndo ha accordo na lilteralura. Ataque
geral soffreram tambem a mannose, mannita, galaclose, levulose, ara-
binose e glveose. Nao foram lermenladas inosila, salicina, raffinose, dex-
Irina e saccharose.

Quanlo a dulcitla ¢ mallose, a sua fermenlacio moslrou-se nilida-
menle separaliva dos differenles lypos. Assim, a duleila ndo foi allerada
por nenhuma amoslra pullorum, gazogena ¢ nao gazogena, ¢ loi rapida-
menle atacada pelos oulros Lypos. O mesmo pode-se dizer da mallose,
secparando esta tambem o inlermedius do gallinarum, porque esle fer-
mentou-a rapidamente, e aquelle, em geral, o fez com mais lenlidio.
levando até 15 dias para Tazel-o.

ara apurar bem o resullado com a mallose, sorbila, dulcita e
inulina, principalmente com o inlermedius, repelimos as provas nesles
assucares com lodas as amoslras, decalcando-se quasi, com os anleriores.,
os resullados ora oblidos, com ligeiras differencas de um ou dois dias
no apparecimenlo das fermenlacdes demoradas. Nessa segunda experien-
cia ol mcluida lambem a prova do vermelho de melhyla, proposla por
Rellger, como vimos. Houve eslreila relacido enlre esla prova e a da
fermenlacdao da mallose, que enlra na composicio do meio, como se
sabe. Ademais, ella falha nos fermenladores lenlos da mallose, pesqui-
zada como ¢ anles que se manifesle o alaque ao assucar por esle lvpo.
Mais razoavel seria enlio realisar a prova subsliluindo a mallose pela
Tuleila, quando ha inleresse em abranger o tvpo intermedius.
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Quadro 12
Fermentacao dos assucares, vista em 25- 9 - 1930,
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Repelimos as provas de fermenlaciio a inlervallos irregulares neste
¢ no decorrer do anno seguinle. sempre com o Mmesmo resullado, tendo-
s¢ passado, depois, um longo inlervallo de anno e meio. quando [o-
ram novamenle relomadas, em 1932, Nesla vez as series de assuca-
res loram preparadas com solucdes assucaradas, eslerilisadas separada-
mente do meio, por aquecimenlos desconlinuos em lemperalura baixa,
coma foi acima referido. Deve ser dilo aqui (que desle ponto por de-
anle a amoslra gallinarum gazogeno, P 28, licou provisoriamente posla
de lado. Assignalamos. enlretanto, que pelos seus caracleres fermenta-
livos observados nas provas acima. esla amosira deveria ser Ccon-
siderada  anles um  (vpo inlermedius gazogeno., dada a sua aclua-
¢ao  sobre o meio de Jordan, adeanle deseriplo. ¢ sobre a xvlose
¢ a sorbila.

Os resullados se juxlapdem. em geral, aos oblidos inicialmente,
permillindo assegurar uma nolavel conslancia no lempo, dos caracleres
lermenlalivos. Foi assim que a xvlose conlinuou sendo fermoentada por
lodos os lypos, ndo fermenlada pelo infermedius: a sorbila continuou nio
alacada pelo gallinarum, alacada pelos demais lvpos. Uma pariicularidade
deve ser salientada na fermentlacio desle assucar, em relacio ao pul-
lorum gazogeno de um lado e ao inlermedius e pullorumn nio gazogenon
de oulro lado. No primeiro grupo, do pullorum gazogeno, a fermentacio

"~

¢ permanente, no segundo grupo. do pullorum nio gazogeno e do in-

r

lermedius, ella ¢ mascarada sempre, lardiamentle, por alcalinisacoes. Dul-
cila e mallose mantiveram se lal (qual vistas nas primeiras provas e
no correr das subsequenles. Somenle o intermedius revelou. ~om as pas-
sagens repelidas, mas ndo successivas, nos assucares, maior rapidez de
fermenlacio da maltose, pois, fermenlava-a entre 2-10 dias no COMeco.
¢ por Iim, apenas duas amoslras. a saber. P 24, o fazia em 3 dias e
P 7 em dois; os demais represenlanles desle lypo a fermenlavaim em
24 horas. De passagem, podemos adeanlar que este lvpo apresentou
no vermelho de methyla phenomeno analogo. isto é. passou a dar reaccio
posiliva com {odas as amoslras.

Finalmente em Maio de 1933 fizemos novas provas de fermen-
lacao de assucares para colejo com as anteriores. A glveose, levulose,
xylose, saccharose, laclose. dulcita. mannila, salicina ¢ ralfinose con-
servavam idenlica a fermentaciio referida com os diversos lyvpos. A mal-
lose conlinuava Termentada em lempo irregular. de 2 a 10 dias, pelas
amoslras nlermedius. FEsla demora na fermentacdo fez, ainda uma vegz,
falsear a prova do vermelho de methvla de Clark & Lubs. applicada a
differenciacdo do grupo pullorum-gallinarum por Rellger. revelando-a
a sem valor na sua applica¢do nesle senlido. Illustra a influencia de fa-

-
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clores exirinsecos sobre o resullado da prova o que observamos, por
cxemplo, com as amoslras P 21 e P 27. P 21 fermenta mallose no
lubo de Schmidl em 6 dias e no emtanlo é Vm (vermelho de methyvla)

negaliva; P 27, pelo conlrario, fermenta esle assucar no decimo dia e
¢ Vm posiliva.
No quadro 15 vio referidos os resullados das duas provas, para

comparacao.

Quadro 13

Fermentacdo da maltose e prova do VM (Clark & Lubs).

'_’i‘empo_em dlas

1 2 3 6 , 10 ' VM
Puallorum niao gazogeno
P1, G 39 0 0 0 0 0 -
Pullorum gazogeno
P35 6 9, 10, 12, 13, 22 0 0 0 0 0 —
Intermedius
P 7 a a a a n -}-
P 14 a a a a I -+
P 20 a a a a a
P 21 0 a a n n +
P 24 0 0 0 a a —
P 25 P 26 a a a a a 4-
P 27 0 0 0 0 a ~+-
Gallinarum
G 28, 29, 31, 32, 37, P 29 a a a a a -+
G 30 a a a a n -

Notagoes : 0 — inalternado; a — acido; n — neutro; |- positivo; — negativo.

Cerla differenciacdo foi conseguida com a rhamnose, levando em
consideracdo o faclor {empo, como se vé no quadro 14.

IFermentaram bem e rapidamente os 2 lvpos pullorum, enlraque-
cendo no fim a acidez, com os gazogenos: o infermedius fermenton um
pouco mais devagar, sem alcalinisar depois; as amoslras gallinarum fer-
mentlaram lenlamente. Estes resullados foram oblidos com soluto do
hydrocarbonado eslerilisado por fillracio ¢ nio differiam (quasi daquel-
les  conseguidos com  eslerilisacio baixa ¢ desconlinua.
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Quadro 14

Fermentacdo da rhamnose.

Tempo em dias

Amostras

Pullorum ndo gazogeno

P 1, G 39 +l+ |+ |+ ]|+ |+ |+

Pullorum gazogeno

P3,P5P6 P9 P10, P13 P 22 =8 o Yy g o = £

P 12 g g g g S - S - -
Intermedius:

P17 P14, P20, P 21, P24, P 25 P 26, . |

p 27P 4 0 5 I 6 s I, _}_ _{_ + —- 5
Gallinarum

G 28, G29 G 30 G 31, G 32 G 37 — — e -+ +- -+ -
o = | = ik A

Notacoes — -, positivo; g, acido e gaz; —, negativo; L, fracamente positivo

Em relacio 4 fermentacio da sorbila, duas amoslras pullorum,
P 1, ndo gazogeno ¢ P 22, gazogeno, nio a fermenlaram em algumas pro-
vas, lendo-o porém feilo no inicio, em 1930. As demais fermentlaram cons-
lanlemente, em alaque lento mas definilivo. Pode, pois, o pullorum ser
considerado fermentador constante e lento deste assucar. Um pouco mais
aclivo foi o intermedius, tambem fermenlador constanle. O gallinarum
nao a fermenlou jamais. Deve ser nolado que a observacdo destas mo-
dificagdes fermenlalivas necessila um periodo de observacdo muilo pro-
longado, porque ellas muilas vezes s6 apparecem depois de 15 a 30
dias de cullura. Mas ficou bem assegurada esla propriedade do grupo
pullorum-gallinarum. Tambem a accio favorecedora da sorbila sobre a
producc¢do de colonias filhas, a que ji nos referimos nesla publicacio.
merece ser realcada.

Na nossa longa peregrinacdo, acompanhando as propriedades des-
sas baclerias, ndio pudemos confirmar as verilicacoes de Hendrickson, de
Edington e de Manninger, sobre modilicacdes nas propriedades cultu-
raes sobrevindas nas baclerias desse grupo, no correr do lempo. E pro-
vavel eslarem cerlas as observacoes de May & Goodner, quanlo a parti-
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cularidade das amosiras novas, recenlemenle isoladas, comportarem-se
de maneira mais irregular na accio fermenlaliva sobre os assucares do
que as amoslras anligas, de longa conservaciio em laboralorio. Foi o que
vimos se dar com as amoslras inlermedius, que, muilo preguicosas no
alaque 4 mallose, em 1930, se nos mostraram mais diligenles nesla pro-
priedade, posleriormenle. Mas islo esld longe de representar a perda
ou acquisicdo da capacidade fermenlaliva, quer nesle assucar quer na
dulcila, assucares esles mais vezes referidos pelos pesquizadores como su-
jeilos a anomalias frequenles na fermenlaciio pelas varias amoslras cs-
tludadas na Europa e America do Norte.

Prendeu-nos parlicularmente a allenciio a aclividade dos repre-
senlanles do grupo pullorum-gallinarum sobre a mallose, em meios usuaes
ou addicionados de soro.

Como ja foi ditlo acima, ha ainda desaccordo sobre o valor dif-
lerencial desle assucar. Nio sendo elle normalmente allerado pelos ty-
pos pullorum, gazogeno ou nao gazogeno, varios pesquizadores observa-
ram amoslras que se desviavam deste padrio, em meios normaes ¢ es-
pecialmenle em meios conlendo soro.

Em virlude das pesquizas ja effectuadas no sentido de explicar
eslas anomalias de acluacio do pullorum, ires causas provaveis foram
avenladas para ellas, afora, naturalmente, a possibilidade de haver amos-
lras alypicas.

a) Hydrolyse lhermica da maltose (May & Goodner, Manninger.
Mallmann)

b) hydrolyse alcalina da maltose (Edwards)

¢) accao excilanle da funccio fermentaliva bacleriana em meio

4

com soro (Spray & Doyle).

Segundo Mallmann, a esterilizacio do meio por fillracio em vela,
evilando a accdio do calor sobre o assucar, supprime 0 apparecimento
da fermentlaciio. Edwards observou, em opposicio a Mallmann, fermen-
lacao anomala dos pullorum, mesmo nos casos de maltose eslerilizada
por Iillracio em vela.

Nas series de provas que realisamos, foram feilas eslerilisacdoes em
condi¢oes variadas, seja fillrando, seja eslerilizando por aquecimenlo des-
continuo a 60°, seja ainda por aquecimenio a 108° duranle 1 hora.
Resultou evidencia de nenhuma influencia thermica sobre a fermen-



(32 Memorias do Inslilulo Oswaldo Cruz

31. 3

lacio da maltose. Chegamos mesmo, em algumas experiencias, a aque-
cer o assucar a 120° C., duranle uma hora, sem notar apperecimento
de fermentacio pela semeadura poslerior de amostras pullorum. Em
lodos os casos, alias, em que foram usados meios habituaes, sem soro,
nenhuma amostra pullorum, gazogena ou nio gazogena, provocou a mais
ligeira fermenlaciio desle assucar, mesmo observada durante 30 dias a

37¢ C.

Edwards, para explicar seus casos de fermentaciio anomala, acre-
dila que a alcalinizacio do meio realisado pelo pullorumm, provoca a hy-
drolisec da mallose; em apoio a4 sua idéa, verifica que soluc¢des alcali-
nas de maltose, de pH 8.06 ou 8.76, baixam rapidamente seu poder
rolalorio, ¢ que meios oblidos a parlir destas soluc¢does sdo rapidamente
fermentados pelo pullorum. Assim, de accordo com LEdwards o cyclo
— Alecalinizacio — Hydrolise — Fermenla¢io — ¢ indispensavel para
que se veriliquem casos de fermenlacio anomala pelas amoslras pul-
lorum,

Seria inleressanle, a vista dos resultados de Edwards, alcalinisar
préviamenle o meio de cullura total, com um germen fortemente alca-
linizador e inaclivo sobre os assucares, fazendo depois a verificacio
biologica da hydrolise da mallose, no meio fillrado ou aquecido, por
meio do pullorum ou oulro qualquer germen, capaz de lfermentar a
glycose e nio a maltose. Foi-nos impossivel enlrelanlo realizar no mo-
menlo esta experiencia, por nos fallar uma amostlra alcalinizadora nas
condicoes eslipuladas. Mas as verificacoes de Edwards nos suggeriram
a hypolhese de ser a ausencia de acciio lardia sobre a maltose devida
a0 faclo de nido serem nossas amoslras pullorum capazes de alcalinizar
os meios de cullura. Nio havendo o desdobramento prévio da maltose

em glycose, pela accio combinada da alcalinidade e do calor da eslufa,
cra de prevér que nao se observasse, como nao se observou, fermentacao.

Quadro 15

Variacdes do pH em agua de peptona a 3 o/o, addicionada de maltose Riedel
a 1 o/o, esterilizada por filtracdo. Temperatura 370 C.

Pullorum | pH inicial 1d. 2ds. 4ds. 5ds. 7ds. Ods. 13ds. 18ds. 25ds. 37ds.

2. 0.8 0.4 0.4 6.5 0.5 0.7 6.6 6.6 6.8 0.8 6.8
P 22 6.8 6.4 6.5 6.5 6.7 0.7 6.6 0.6 6.7

— e e ——— = —_ = -
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Occorreu-nos entdo alcalinizar o meio de culiura artificialmente,
alé pH 9.0, por meio de uma soluciio esteril de carbonato de sodio. De-
pois de deixar este meio alcalino esteril, durante 20 dias na estufa, foi
cllie neutralizado e semeado com varias amosliras pullorum e outras es-
pecies de germens. O resullado inleiramente negativo desta experiencia
deixa-se vér no quadro 16. O meio de cultura utilizado foi agua de
peplona a 30, eslerilizada a 120° C., durante 15°, alcalinizada até pH
9.0 ¢ junlada de 29, de mallose Riedel, esterilizada por filtracdo. Como
indicador foi junlado o de Andrade.

Quadro 16
Meio normal para Meio com base na agua de
peptona a 3o/u. Hydrolysado
Amostras prova de fermentacdo, a pH 9.0 darante 20 dias
com lofo de maltose a 370 C.

G39,P2P3P4P5P6 P8 PO,

P12, P13, P16, P 18, P 19, P 22, P 1 0 até 25 dias 0 até 5 dias
Bacillo dysenterico typo Schmitz, D 17 0 até 25 dias 0 até 5 dias
Bacillo dysenterico typo Shiga, n. 849 0 até 25 dias 0 até 5 dias
Bacillo dysenterico typo Flexner, n. 829-a AA 48 horas AA 24 horas
Bacillo dysenterico typo Flexner, n. 804 A 24 horas AA 24 horas
T ests. 0 até 25 dias 0 aié 5 dias

Notacoes — 0, inalterado: A, acido: AA, fortemente acido. Dosagem colori-

metrica.

E provavel que a contradiccdio existente entre nossas verifi acoes
¢ as de Edwards seja por lermos submettido & hydrolyse a maltose no
melio de cullura total, ao passo que esle autor utilizou uma solucio em
agua distillada alcalinizada.

Considerando, enlrelanto, os resultados obtidos com nossas amos-
lras, no prazo de 30 dias em meios habiluaes, e o fracasso das
nossas lentativas para obter um desdobramenlo da maltose, lam-
bem nos meios de cullura habiluaes, ndo nos parece que se-

Jam Irequenles anomalias ou irregularidades no comporlamento dos

germens dos lypos pullorum em conlaclo com a maltose, nem que fal-
lem aos meios com base desle assucar condicoes de estabilidade suf-
ficienles para o (rabalho bacleriologico.

A verificacdo inicial de Spray & Doyle, sobre a fermentacio ra-
pida .da mallose em meios conlendo soro, foi inteiramente confirmada
por nos. Todas as nossas amosiras pullorum fermentaram francamente,
cm 21 horas, e a maioria dos pullorum gazogenos, com abundanle pro-
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duccdo de gaz. Como haviamos entretanto usado neslas experiencias soro
nao aquecido, lizemos novas series em que o séoro era submellido pié-
viamenle a lemperaluras variadas, ¢ as semeamos lambem com oulros
germens 1naclivos sobre mallose (Quadro 17).

Quadro 17
Intluencia do séro na fermentacao da maltose. Temperatura 370 C. Leituras em 1 e 3 ds.
Maltose em Maltose em Maltose com Maltose
A meio meio com soro | soro aquecido COm - 80r0
mostras - h aquecido a
. habitual | ndo aquecido a 550 C. 600 C.
Bacillo dysenterico typo Shiga, 0 A A A
Bacillo dysenterico typo Shiga, n. 793 0 A A A
Bacillo dysenterico typo Schmitz, n. 824 0 A A A
Pullorum P 16 0 AG AG AG
Gonococcus n. 9 0 A (3ds.) A (3ds.) A (3ds.)
Pasteurella avicida. n. 1716 0 A A A
lests :
Bacillo dysenterico typo Flexner, n, 822 A A A A
Bacillo co/i, n. 938 AG AG AG AG
Bacillo coli, n. 489 AG AG AG AG

—_— — —_— ——m _— - —_——— =
— = ——

Assim, o soéro aquecido alé¢ 60° nio perdeu seu poder activador
sobre a fermentacio da mallose.

Quadro 18

Influencia de temperaturas elevadas sobre a accio activadora do sdro na fermentacio
da maltose. Cultura a 370 C, Amostra empregada na prova P 22.

Prazo de incubacdo $6ro nao aquecido Soro aquecido a 1000 C, Soro aquecido a 120¢ C.
Dias pH pH pkl
0 e 1.5 1.5
1 muito acido 7.2 L2
2 ¢ 7.1 7.1
3 « 1.1 7.1
4 « 1.1 1.1
6 % 7.2 1.2
7 « 1.2 1l
0 « i 1.2
11 « acido 7.0 1.3
15 « muito acido 1.2
20 « -:t 1.1
27 « « (%
41 ¢ ¢ i}

Notacoes — Dosagem colorimetrica.
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Uma outra experiencia, feila com a amosira P 22, parece indi-
car ser necessario um aquecimenlto prévio do soro, superior a 1000 C.
durante 30 minulos, para deslruir lolalmente a accio aclivadora do
SOro, veé-se no quadro 18.

Esla experiencia indicava a probabilidade de ser o phenomeno
de fermenlacio da mallose regido por um faclor existente no proprio
soro, provavelmenle um enzyma, capaz de desdobrar a mallose alé gly-
cose, a qual seria enliio facilmente alacada pelo pullorum, bem como
por lodos os germens capazes de agir sobre glycose ¢ nio sobre mal-
lose, como alias succedeu na experiencia reproduzida no quadro 17.

A presenca de uma mallase no soro de cavallo, perlurbando as
verilicacoes de fermenlacio dos assucares pelas baclerias, ja se [lizera
nolada a Ten Broeck, quando esle esludava a capacidade fermentativa
dos germens da seplicemia murina. Em 1920 verificou clle que nos
meios enriquecidos com soro de cavallo, o bacillo dysenlerico typo Shiga
parecia capaz de desdobrar a mallose, o que nao fazia nos meios com-
muns de fermenlacido. Imaginamos confirmar a verilicafico de len Broeck.
esludando o desvio polarimelrico da solucio de mallose, submeltida a
accio do soro. As dosagens polarimelricas foram feilas repelidamente
pelos Drs. Decio A. de Souza e Candido Florence, a quem agradece-
mos a valiosa collaboracio, e seus resullados lem expressio nos dois
prolocollos de exames reproduzidos nos quadros 19 e 20.

Qudro 19

Protocollo de exame polarimetrico de solucdo de maltose com séro de cavallo,
recolhido um anno antes, Temperatura 370 C.

Hora 0 |Hor. 24 | Hor. 48| 5° dia | 100 dia
Solucido de séro a 5 0/p, ndo aquecida Qo5 | 004 | 0o45| 0045 | (0045
Soluc¢ao de soro a 5°0/o, com chlorhydrato de quinina
a 0.025 o/ 005 [ 005 | 0c55( 005 | 005
Solucdo de maltose a 2 o/ em agua physiologica 4075 4085 | 4075 4080 4075
Solug¢ao de maltose a 20/, mais s0ro a 50/p em agua
physiologica, ndo aquecida 4040 | 4000| 30900 | 2035 | 1075
Solucdo de maltose a 2 o/p mais sdoro a 5 /o em agua
physiologica, aquecido a 60°30m. 4030 | 4020 | 4015| 4005 | 3080
Idem mais soro aquecido a 700 * 4025| 4015 | 4003 | 4020 | 4015
Idem, mais sOro aquecido a 800 * 4020 4000 4005, 4015 | 4005
Solucdo de maltose a 20/o mais sOro ndo aquecido
a 590/o, e Chlorhydrato de quinina a 0.025 0/, 4030 | 4010| 3090 | 2080 | 10 70
Sol. de glycose a 20/p, mais s0ro a 590 ndo aquecido.; 1045 | 1045 10 45| 1050 ! 10 35

—_—

e —— —

——
e S a———

*As leituras foram prejudicadas pela opacificagio consequente a coagu-

lacdo parcial do soro pelo aquecimento.
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Quadro 20

Protocollo de exame polarimetrico da solucio de maltose com soéro de cavallo
recolhido ha 3 mezes. Temperatura 370 C.

Hora 0 |Hor. 24| Hor. 48| 5 dias | 10 dias
Solucao (') de sdro a 5 o/o, nio aquecida 00,50 | 00,50 | 00,45 | (0) | 0,050
Solucao de sdro a 5 o/o, nao aquecida, mais chlorhy-
drato de quinina a 0.025 o/o 00,55 | 0960 | 00,60 | 00,55 | 00,60
Solugdo de glycose a 2 o/o 10,70 | 1070 | 10,70 | 10,70 | 10,70
Solug¢do de glycose a 2 o/o mais sdoro nio aquecido
a 5 o/o 10,30 | 10,25 | 10,30 | 10,20 | 10,20
Solucdo de maltose a 2 o/o 40,05 | 40,05 | 40,05 | 40,05 | 40,05
Solucao de maltose a 2 o/o mais s6ro niao aquecido
a5 o/o 30,60 | 30,20 | 20,80 | 10,65 | (0)
Solucdo de maltose a 2 o/o mais séro fresco a 5 o/o
e chlorbydrato de quinina a 0.025 oj0 30,60 | 30,00 | 20,60 | 1045 | 10,20
Solucao de maltose a 2 o/o mais s6ro aquecido a 600
1 hora, a 5 0/o 30,60 | 30,55 | 3050 | 30,40 | 3,,10
Solucdo de maltose a 2 o/o mais soro aquecido a 700
1 hora, a 5 o/o 30,45 | 30,40 | (0) (o) (0)

(') — Em agua physiologica.
(0) — Contaminados os tubos.

Nota — Em outra esperiencia foi usado tambem o fluoreto de sodio a 0.025
o/o, como antifermento. Ndo foi possivel observar nenhuma influencia deste corpo na
queda do poder rotatorio da maltose em contacto com o séro.

Ficou desta forma evidenciada a presenca no soro de ecavallo de
um laclor capaz de desdobrar a mallose, exlraordinariamente resistente
ao calor, ao envelhecimento e aos anti-fermentos chimicos mais geral-
menle conhecidos.

Cremos razoavel deduzir das provas bacleriologicas ¢ polarimetri-
‘as, que o soro normal ou insufficientemente aquecido, decompde a mal-
tose em glycose, a qual ¢ por sua vez desdobrada pelas bacterias alé acido
ou ale gaz, conforme a capacidade fermenlaliva de cada grupo observado.

7) Produc¢do de gaz.— Relacionada a fermenlacio esta a
ducg¢do de gaz, ponlo importante na differenciacio do grupo pullorum-
gallinarum, mas um lanlo controverlido na opiniio dos pesquizadores,
Vimos acima.

Durante o lempo que vae do segundo semeslre de 1930 ao pri-
meiro semesire de 1933, quasi Ilres annos, por consequencia, nio ob-
servamos modificacdo da propriedade gazogena, seja na acquisicdo, seja
na perda della, em qualquer das amosltras, menos ainda enlre os pul-
lorum. Sendo de longa conservacio em laboralorio guasi todas as amos-
tras por nos manuseadas, em numero de 25, podemos considerar este
caracler como constanle, com seguranca.

pro-
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8) Accdo sobre o sal de Seignette (Tarlarato duplo de polassio
e sodio). — Duncan & Henry, em 1927, servem-se do acido lartarico dex-
lrogyro para caraclerisar as baclerias do grupo pullorum.,gallinarum.
Para elles o gallinarum acidifica o meio contendo essa subslancia e o
pullorum nada faz. Publicado o trabalho de Jordan & Harmon, ecm
1928, sobre o sal de Rochella na caraclerizacio bacleriana, serve-se Mall-
mann, tres annos depois, do d-larlaralo de polassio ¢ do mucalo de
sodio na differenciacio das baclerias do grupo pullorum-gallinarum. Suas
conclusdes sio assim resumidas:

SAL BACTERIA
pullorum gallinarum
d-tartaralo de polassio alcali acido
mucalo de sodio . acido alcall

NOs sO dispuzemos do sal de Seignelle ¢ deu-nos elle resullados
aniformes, observado alé o 6. dia. Usamos na preparacio do meio a
modificacio proposta ao meio de Jordan & Harmon por Rodrigues, em
1931, na caraclerizacao do bacillo de Sonne (Kruse l£); nesta modilicacdo
0 meio ¢ recoberlo de paraffina. porque Rodrigues observou ser a anae-
‘robilose favoravel ao ataque do larlaralo pela bacteria.

Nio acidificaram-n'o lodas as amoslras pullorum gazogeno € nao
gazogeno, bem como o infermedius. Acidificaram-n'o denlro de 24 a 72
horas. todos os gallinarum. A amoslra P 28 se comporlou aqui como 0s
infermedius, nao acidificando o meio. Duranle lres annos a capacidade
fermentativa dos gallinarum e¢ a indifferenca no ataque ao sal pelo
pullorum e pelo inlermedius, mantiveram-se conslantes.

Nossos resullados concordam com os de Mallmann, applicados no

mesmo senlido.

Recapitulando, em resumo, para fixar bem, os caracleres biolo-
gicos observados nas amoslras por nos lrabalhadas, podemos classtlical-
0S em:

1) Caracleres geraes. — Basloneles curlos, arredondados nas extre-
midades, nio dotados de mobilidade, Gram negaltivos. Formas f[ilamen-
losas produzem-se nas culturas em meios liquidos. Dispdem-se isolada-
menle, excepcionalmente sio vistas em cadeias de poucos elemenlos.

Em meios de cultura solidos dio colonias, de tamanhos variaveis com

!
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0 lypo. microbiano, transparentes, de superficie lisa e brilhante, termi-
nando os bordos regulares ou denleados. Turvam uniformemente o caldo
peplonado e dao pequeno deposilo pulverulento. com o correr dos dias.
dissolvido pela agilacdo. Algumas vezes dio collar: nio dio pellicula.

Acidificam lentamente o leile e o soro de leile lornasolados: algumas
amoslras alcalinizam lardiamenle. Nio dio indol. Transformam irregular-
mente nilratos em  nitritos. Formam no agar-chumbo ou agar-bismulho
(quanlidade variavel de gaz sulfhydrico. Nao sio proleolilicas; crescem na
gelalina a 20°, sem fundil-a. Mal crescem na batata, em induto, (uasi
ivisivel. Ndo geram ,pigmenlos nem fluorescencia. Decompdem sempre,
com producgio de acido, acompanhada ou niio de gaz, conforme o lypo
bacleriano -~ glycose, arabinose, levulose, galaclose, mannila, inulina,
mannose ¢ glycerina. Saccharose, laclose, raffinose, salicina, inosila nio
sao allerados. Rhamnose, dulcila, mallose e sorbita sio fermenladas por
alguns, ndo por oulros, e se prestam A differenciacio dos componentes

do grupo.

2) Caracteres differenciaes.
Puttorum Pullorum Gallinarum Galiinarum | =
Meio de cultura nao . Intermedius
gazogeno gazogeno gazogeno ? nao gazogeno
Colonia e
meio de | Col. e meio de | Col. e meio de | Col. e meio de |Col. e meio de

Agar de Gassner cultura cult. amarellados| cult, amarellos | cult. amarellos | cult. amarellos

azues
Colonia e :

Agar Drigalski (maltosado) meio de | Col. ¢ meio de | Col. e meio de | Col. e meio de | Col. e meio de
culura cultura azues | cult vermelhos| cult. vermelhos | cult. vermelhas
azues

Vermelho neutro, anaerobio, sem| Inalterado | Fluorescencia Inalterado Inalterado Fluorescencia

glycose
PRODUCAO DE H2S

a) gelatina e “Iron-peptone’’ -+ -1- -1- -+ irregular e —

b) Pacheco & Mello ~ +- -

¢) Pacheco & Mello cystinado — — -+ - -

FERMENTACAO

a) glycerina 4 irregular| |- irregular - -+ irregular -

b) rhamnose + 1 dia + 1 dia -+ 5 dias -+ 4 dias + 2 dias

c) xylose +- -4 -

d) dulcita - W ¢ T

e) sorbita -+ lento + lento + lento — L lento

f) maltose - - S +

Produgao de gaz — - - P

Tartarato — L
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RELACOES ANTIGENICAS

Desde que Smilh & Ten Broeck. em 1915, lancaram as bases para
0 esludo das relacdoes anligenicas dos representanles do grupo pullorum-
gallinarum, numerosos aulores leem-se occupado do assumplo, lendo sido
postos em confronlo com a maioria dos respresenlantes dos generos Sal-
monella ¢ Shigella. Seria demasiado longo enumerar lodos esles [raba-
lhos, sendo prelerivel agrupar scus resullados n'um quadro, como se v¢
no quadro 20. Dispensamo-nos de incluir nesle quadro verificacdes es-
parsas que demonslram a inexislencia de quaesquer relacoes de paren-
lesco sorologico com as especies do genero Shigella, com o Corynebacte-
rium pseudoluberculosis, a Pasleurella avicida e a Ischerichia coli.

Al¢ 1928 estava bem estabelecido:

a) que lodos os germens do grupo pullorum-gallinaram leem a
mesma conslituicio anligenica.

* D) que exisle parenlesco sorologico muilo pronunciado com a Sal-

monella (Eberthella) lyphosa. menos pronunciado com a Sal-

monella enteriditis e com a S. paralyphi (B. paralyphico \).

EEstas relacdes decorrem dos (rabalhos resumidos no quadro 21.

Observacdes de Takaianagi, referidas por Aoki, e do proprio Aoki.
ditferiram enlrelanto deste consenso geral, por terem podido verificar
nos pullorum um anligeno especial, que sO reagia com os soros pullorum.

As verificacoes de Aoki foram confirmadas por Takaianagi. que
chegou a demonstrar, por immunizacio cruzada de camondongos, a sua
validez. Os ftrabalhos de Aoki e collaboradores nio foram entretanto
acceilos pela « Commissdo de Nomenclalura das Salmonellas », reunido
recentemente, e da qual o proprio Aoki era membro.

Kaulfmann, em longa exposicio sobre a sorologia das salmonellas,
publicada em 1931, reune lodo o grupo pullorum-gallinarum sob a mesma
designacio « pullorum », ¢ lhe da uma posicio anligenica definida, dentro
das salmonellas, com presenca unica de um s6 antligeno 0O, alids iden-
lico ao da S. (yphosa. Assim. de accordo com Kauffmann, um soro
oblido com pullorum ¢ inteiramenle salurado pelos germens (vpho ou
enteritidis, que possuem o mesmo anligeno O. Em compensacio ndo
deve ser salurado nem deve agglulinar suspensdes da Salmonella para-
lyphi (B. paralyphica A). de constituicdo anligenica completamenle dif-
ferente no eschema de Kauffmann.

A descriminacio de Kauffmann vem de encontro a lodos os de-
mais pesquizadores; entrelanto ella ndo ¢ inlegralmente acceita pela Sub-
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Gommissao de Nomenclatura das Salmonellas, que subdivide o lypo « pul-
lorum» de Kaulfmann em pullorum e gallinarum, a cusla de elementos
puranienle culturaes.

Nenhum dos numerosos pesquizadores que se leem preoccupado
com o problema, procurou estudar separadamente o lypo pullorum nio
gazogeno, sob o ponlo de vista de suas relacoes sorologicas com os de-
mais Lypos. Sobre o inlermedius, ha ligeiras referencias no trabalho de
Beek & Eber, de 1927. Quanto ao lypo gallinarum gazogeno ainda nio
se enconlram relerencias na litleratura. Finalmenle, o lvpo gallinarum
Duisburg, posto em evidencia por Kauffmann, a nosso vér identico ao
(que descrevemos como inlermedius, nio foi ainda estudado sorologica-
mente em conjunto. _

Iniciando o trabalho de caracterizacio cultural de nossas amostras,
procuramos lambem apoial-o em exames sorologicos. Com soros oblidos
de cabras immunizadas, procedemos a agglulinacio de todas as amos-
lras em esludo, além de oulras da Colleccio do Instiluto Biologico de
5. Paulo, representando diversas especies de Salmonellas e Shigellas,
Preparamos assim soros agglulinanles com as amoslras: P 1, pullorum
nio gazogeno: P 14, intermedius: (: 30, gallinarum. Salmonella lyphosa
1.° 890 (Amoslra Hopkins); S. enteritidis 669 (273 da Coll. de Krum-
wiede); S. schottmiilleri n.© 690; S. columbensis n.o 658: S. anatum
n. 817 da Amer. Type Cult. Coll.; S. anatum n.c 818 da Amer. Type
Cull. Coll.; S. psittacosis, recebida de lewis; Shigella paradysenteriae, var.
Sonne, n.° 115; S. paradysenteriae, var. Flexner, n.c 820: S. paradysen-
teriace, var. Schmilz, n.0o 844. Os soros cram preparados inoculando em
cabra, subculaneamente, emulsdes vivas de culturas de 24 horas, cada
Ires dias; em seguida, culluras mortas pelo phenol ou pelo calor (60°),
na veia.

Nada de novo, além do conhecido e acima referido, foi observado
sobre a relacdo sorologica enlre os germens estudados. Nenhuma affi-
uldade revelaram os represenlantes do grupo pullorum-gallinarum para
os bacillos dysenlericos. Fgualmenle nio houve coagglulinacdoes com as
salmonellas de aves por nos ulilisadas, nem com as S. schottmiilleri.
O parenlesco universalmenle conhecido, entre germens do grupo pul-
lorum-gallinarum e as Salmonellas lyphosa, paralyphi e enteritidis, foi
por nos de novo encontrada. Em relacio as affinidades enlre os diver-
sos componenles do grupo, pareceu-nos, pelos resultados desta primeira



Quadro 21
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AMOSTRAS g
: S. pullorum S. gallinarum i S. typhosa S. paratyphi | S, shottmiilleri | S. enteritidis S. suipestifer | S. abortus equi B e * S. suipestifer TS‘ Sutpestifer
SOROS (Breslau) (Newport) (Stanley)
Agg. Autor | Agg. Autor | Agg. Autor | Agg. Autor | Agg. | Autor Agg. | Autor Agg. | Autfor Agg. Autor | Agg. Autor | Agg. Autor Agg. Autor
Reb.
Salmonella pullorum T Rﬁb' - Reb. sz' 0 A Sy M 0 Reb.| 0 X 0 X 0 A 0 A
A
S. gallinar | RTb Auto- Reb 5 M Mt
S. gallinarum eb. L - ’ 0 - : |
M res A A 2:‘ 0 Reb. | G T G () A 0 A
|
Reb.
- s A ey | Auto-| Reb. Reb. r
S. typhosa - T g Plhecws L + A 0 A + A 0 | Reb.| 0 X 0 X 0 A -+ A
. : | Reb. |. Auto- Reb.
S. paratyphs TR cFORER A S | - [Nl bR 0 e L xS Dd s
S. shottmiilleri 0 A 0 A Reb. 0 iz =L -
A X %u X ~+ X | X - X+ —- X - X
Reb.
S. enteritidis 0 | M Ao | e Lo - | Reb. | 0 [ Red. x? |Reb.| 0 | x | 0 | x |0 | x | 0 |x
A res X
s N Auto- Auto- ' Reb. Reb.
S. suipestifer 0 e 0 el A 0 . o X - §) $ 0 X + X - X 4 X
S. abortus-equi 0 M 0 M 0 X 0 X X 0 X 0 X - X X -+ X
S. typhimurium (Breslau) | U A 0 A - A 0 X - X 0 X - X - X b X 4 X
S. suipestifer (Newport) 0 A 0 A 0 A 0 X - X 0 X i X S X s X EE X
S. suipestifer (Stanley) 0 A | 0 W S S0 S ) X 4| x 0 i Lo Ty pire TR, r ki)

Notacoes — Takaianagi, (T) Rebrassier, (Reb.) Mulsow, (M) Matthews, (Mt) Gressel, (G) Aoki, (A) Eschema de Kauffmann, (x).

NOTA — Quadro compilado dos trabalhos de Takaianagi 1926, Smith & Ten Broeck 1916

1928, Krumwiede & Conh 1917, Kraus 1919, Hadley 1919, Gresse 1927, Fhrlich 1026, Aoki 1028,

, Rebrassier 1926, Pfeiler & Stand fuss 1919, Mulsow 1019, Matthews
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prova, nao ser possivel eslabelecer dilferenca sorologica imporlanle en-
lre elles.
Sendo os soros oblidos em cabra geralmenle de Iraco poder ag-

glulinante, as amoslras que demonsiraram nesla prova inicial alguma
alfinidade sorologica foram ulilizadas para se preparar soro em coelho.

—

melhor produclor de agglulinas que a cabra. Usamos agora. as amos-

J

ras P 1 ¢ G 39 pullorum nido gazogeno, P 13 pullorum gazogeno., P 14
infermedius, G 30 ¢ (v 27 gallinarum nao gazogeno, P 28 gallinarum
gazogeno, S. typhosa 895, S. enleritidis « Jena» ¢ S. paratyphi « Tunis ».
as duas ullimas recebidas do Prof. Kauffmann. Germens, morlos pelo
phenol e depois vivos, eram inoculados na veia marginal da orelha, de
lres em (res dias. Para obler anligeno reliramos indulo de cullura do
agar aconsclhado por Meyer & Balehhelder, usado para obler anligeno
da Pasleurella pestis. Conseguimos assim cm 21 horas vegelacdo abun-
dante, com lodas as amostras, mesmo da amosira P 1, pullorum niao
gazogeno, cujo crescimenlo ¢ lento nos meios habiluaes de cullura, como
VIMOS.

Pode-se inferir do quadro 22, onde esldo labellados os resultados
oblidos, a perfeila 1denlidade sorologica enlre os diversos Lypos do grupo
pullorum-gallinarum, ao lado de suas relacdes sorologicas com a S, [y-

phosa e S. enleritidis.

Finalmente, por occasiao de finalizar as provas biologicas, repe-
limos o exame sorologico de represenlantes de lodos os Lypos do grupo
estudado, usando ainda soros oblidos em coelhos, iImmunisados recentle-

menle, pelo mésmo processo acima referido (quadro 23).

Niao ¢ possivel deduzir dos resullados obtidos qualquer diflerencia-
cdo sorologica enlre os diversos Llypos do grupo pullorum-gallinaram:;
uma menor agglulinacio das amoslras gallinarum gaz negalivas, ja visla
anleriormente, parece correr por conla anles de mais fraca agglulina-
bilidade, como o demonsira o seu conlfronlo com os soros homologos.
O soro obtido com a amosira P 14, inlermedius, embora de mais Iraco
poder agglutinante, atuou egual e indifferentemente com lodas as amos-

(ras do grupo.

A unidade sorologica entre todos os lypos do grupo ¢ ainda re-

forcada pelo exame das provas de salluracio das agglulininas, vistos
nos quadros 24 a 30,
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S. typhosa 892
S. paratyphi 687
S. enteritidis 600

Quadro 22

Provas de agglutinacdo das diversas amostras pullorum-gallinarum entre si e

Amostras

000QTTTTVTTVTTTTITOTOTITIIT U
=

QOO0
L LY W
@R 1O —

G 34
(i 36
G 37

NOTA — Os séros referidos no texto nio incluidos no Qtladfo foram omit-

das bacterias com ellas relacionadas.

tidos porque ndo offereciam Interesse os resultados.

SOROS
P. 1 P. 14 G. 30 S. typhosa S. enteritidis
15000 8000 400 — 500
15000 15000 1600 400 500
10000 8000 800 1600 100
15000 15000 400 400 100
15000 10000 800 1600 200
10000 6000 800 400 100
15000 8000 1600 400 200
15000 12500 800 800 200
10000 4000 800 400 50
7500 0000 800 800 0
15000 15000 800 400 200
15000 15000 1600 — 1000
10000 4000 400 400 50
15000 6000 400 800 {
15000 15000 200 1600 1000
15000 15000 400 3200 200
15000 4000 200 400 100
15000 15000 1600 800 -
15000 8000 400 1600 500
- 10000 15000 1600 400 1000
12500 15000 1600 400 100
15000 15000 1600 1600 500
15000 15000 1600 800 200
10000 15000 1600 400 200
15000 4000 400 800 0
10000 15000 1000 200 500
5000 2000 200 200 0
10000 4000 200 0 =
15000 2000 400 200 50
15000 2000 200 100 1000
15000 4000 400 200 —_
10009 2000 400 0 0
7500 2000 400 0 —
10000 2000 100 400 e
5000 2000 200 0 —-
10000 2000 200 0 —
5000 2000 100 0 0
15000 15000 200 1600 0
5000 2000 100 0 1000
15000 4000 400 400 1000
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Quadro 24
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Y

Soro agglutinante P 1 (Pullorum ndo gazogeno). Coelho 8976. Titulo 1/15000.

Provado
com

TO0TTOT
RENEE B~

P-ovado

com

P 1
G 39
P 12
P 14
G 27
G 30
P 28

|

Pudorum

gaz -

P 1

Pullorum

gaz -

P13

ABSORVIDO POR

Intermedins

P 14

Quadro 25

Gallinarum gaz —

G 27

Gallinarum

gsz -

ol

I R O A

Soro agglutinante G 30 (Gallinarum). Coelho 8977. Titulo 1/5000.

i

Pullorum

gaz —

P 1

Provado
com

Pullorum

gaz —

P1|G39

— Fe———

Pullorum
gaz

P13

ot et

ABSORVIDO POR

Intermedius

P 14

+ 1/25

Quadro 26
Soro agglutinante P 13 (Pullorum gazogeno). Coelho 8956. Titulo 1/20000.

Pullorum

gaz -

P 13

|

Infermedius

P 14

I I B

Gallinarum gaz —

G 27

" ABSORVIDO POR

G 30

+ 1/200

Gallinarum gaz —

G 27

b b i At |

Ciallinarum
gaz -

P 28

Ciallinarum
gaz -

P 28
+ 1/100

| ———
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—_ = — ——— e — . —— o — — — i - —— - —— ———— ——— ——

Qnadro 27
Soro agglutmante G 27 (Gallinarum). Coelho 8968. Titulo 1/ 7500

= R =

} ABSORVIDO POR

— e —_—

Provado Pullorum Pullorum Gallinarum
Intermedius Gallinarum gaz —
com gaz — gaz -|- gaz -
. _ . h- - f
P1 |G 39 P 13 P 14 G 27 G 30 P 28
P 1 S Seer = - - -~ -
oM | — | — - - - - -
sl v E . - S
o e B e g = - - - =
e Pladey Al e - - - i
G30 | — | — =, - - - -
P28 | Piee - e & v
Quadro 28

Soro agglutmante P 28 —f— (Gallinarum gazogeno ?). Coelho 7321. Titulo 112000

— = i ——— e — _— e — ——

A B S 0 R V ! D 0 P 0 R
_E';):rado s i Pn!fnrum  Gailinarum Gallinarum
Pullorum gaz — Intermedius
com gaz -{- gaz — gaz -}-
P 1 G 39 P 13 P 14 G 27 P 28
P 1 - = = = - e
G 39 - e - - - o
P 13 i = - - . "
P 14 - - — - - -
G 27 b n = - = -
G 30 = — - - o -
P 28 -+ 1/200 4 1/200 -+ 1/200 -+ 1/800 -+ 1/1650 - —
Quadro 29
Sf‘)ro agglutmante P 14 (/ntermedius).

ABSORVIDO POR

Provado com Pullorum gaz — Gallinarum gaz — Gallinarum gaz -}

G 39 G 30 P 28

P 1 - -

G 39 1. i

P 13 - aE E

P 14 = 4+ 1/20 -

G 30 — — -

P 28 : = -

— ——
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Quadro 30

Soro agglutinante G 39 (Pullorum ndo gazogeno). Coelho 8975. Titulo 1,20000.

ik | ABSORVIDO POR

Provado Pullorum Pullorum Gallinarum

Intermedius Gallinarum vaz —
com gaz gaz -} KAz gaz |-

P1|G 39 P13 P 14 G 27 G 30 P 28

P 1 s = A . == ~-
g ?g - — — — —~ + 1/100 =
P 14 - | B i s o - i
G 27 S e e - - -
G 30 - o= - e - 1 400 -
P 28 5 - - - - =

Duas quesloes nido ficaram convenientemente esclarecidas: a pre-
senca de um anligeno especial no [vpo pullorum. vislo por Aoki ¢ colla-
boradores, e a alfinidade enlre os germens do grupo pullorum-gallina-
rum ¢ a 5. paralyphi. Segundo Kauffmann, cujo eschema de divisiio
sorologica das salmonellas foi inlegralmenle aceceito pela Sub-Commis-
sao de Nomenclalura das Salmonellas, ndo exisle qualquer affinidade
sorologica enlre . paratypht (b. paralyphosus A) (anligenos I, II e
‘a’) e o grupo pullorum-gallinarum (anligeno IX. unico). Vé-se, pelo
(quadro acima, que numerosas de nossas amoslras reagem, embora fraca-
menle, no soro oblido com a amostra « Tunis» de Kaulfmann, assim
como emulsoes desta siio parcialmenle agglulinadas nos soros pullo-
rum-gallinarum. A esle respeilo. niio foram feilas provas de saluraciio
de agglulininas.

Por oulro lado, dada a absolula identidade anligenica observada
por ndés em nossas amoslras, incluindo lodos os typos do grupo, nio nos
parece provavel exislir uma eslruclura antigenica especial nos Lvpos
pullorum.

RESUMO

Foram examinadas 38 amoslras de germens do grupo pullorum-
gallinarum, de origem europc¢a, americana ou isoladas no Brasil, acom-
panhadas bacleriologicamenle durante 3 annos, na fixidez de suas pro-
priedades ou na possibilidade de sua lransformacio dum lypo em oulro.

a) Dislinguiram-se no estudo das propriedades cinco typos de germens
no grupo pullorum-gallinarum — 1) pullorum gazogeno, 2) pullorum

v
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nao gazogeno, 3) intermedius, 1) gallinarum ou infermedius? sazo-

geno, o) gallinarum nio gazogeno. Os 2 primeiros e o 5.° jia bem
conhecidos e acceilos: o 1o admillido por Beck & FEber, em 1929,
0 3.2 evidenciado por nos em 1935.

b, O lypo gallinarum gazogeno deve ser mais propriamenle lalvez con-

siderado como lypo inlermedius gazogeno a visla de sua acciio so-

bre sorbila e a xylose e sobre o meio de Jordan.

¢) O quadro final resume as caraclerislicas mais imporlantes desles cineo
lypos, baseando-se a differencia¢iio principalmente na alleracio do
vermelho neutro, na producc¢io de H2S, na fermentacio de glvce-
rina, rhamnose, xylose, dulcila, sorbila e maltose, na accio sobre
0 larlaro, na producc¢do de gaz e no aspecto das colonias na super-
ficie de cerles meios de cultura.

d) Oulras propriedades biologicas examinadas — acciio sobre o leile.
soro de leile, dextrina, elc., admillidos por varios pesquizadores na
dilferencia¢gfo, parecem dislitluidas de valor.

¢) As amoslras mantiveram fixas as suas propriedades durante todo o
lempo em que foram acompanhadas. A hypolhese de uma possivel
lranstormacdo de um {ypo em outro nio foi confirmada em ne-
nhuma das amostras estudadas, justificando a entidade dos varios
typos admittidos.

/) Discrepancias observadas na fermenlacio da mallose, referidas por
varios pesquizadores com germens desse grupo, niio foram confir-
madas no presente (rabalho.

9) Inconlrou-se no séro sanguinco um faclor capaz de (ransformar a
mallose em glycose, lornando aquelle assucar fermenlescivel. Fssa
subslancia ¢ (hermo-estavel e resiste a4 accio de substancias anli-
diaslasicas.

i) A analyse soOrologica das amoslras esludadas ndo permilliu dilfe-
renciar os typos entre si.
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Estampa 2

3 colonias typicas ao lado de uma alypica, mucoide, numa phase inicial de
transformaciao (amostra P 25).
3 Llypical colonies and 1 atypical colony, mucoide, in inicial phasis of trans-

formalion (P 25).
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Estampa 3

Colonia typica ao lado de uma atypica, mucoide (P 25).

N
&

Typical colony and alypical, mucoid colony (PP 25).

L)
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Estampa 4

Colonias em vias de transformacio mucoide, estado intermediario (P

Mucold transformation (intermediate stage, P 2

) ).
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Estampa 5

Transformacao mucolde progressiva (PP 25).

Mucoid progressive transformation (P 25).
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Estampa 6

Colonias redondas com colonias filhas (P 14, tvpo intermedius),

em placa com
melo de Drigalski-sobila, apdos 5 dias de cullura.

Round colonies, with daughter colonies (P14, inlermedius type), in Drigalski-
sorbitol plate, 5 days old.
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