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RESUMO: £ deserita uma variante de Salmonelle typhimurium lac-
tose-positiva, que ocorreu espontaneamente e em mimero elevado de casos
no muhicipio de S&o Paulo, 5.P. ¥ sugerida modificacio dozx métodos de
isclamento e lidentificacAo presuntiva de enterobactérias, com a introdugdo
de técnicas que nfp sejam exclusivamente baseadas na fermentagio da

lactose,

DESCRITORES: Sulmonelln typhimurium, varlante; Eutercbacteria-

cege; lactose, fermentacio.

I.INTRODUCAO

Na caracterizagdo bioquimica das entervo-
bactérias, a fermentacio da lactose sempre
foi considerada mareo diviser para sua di-
ferenciagio.

A guase totalidade dos metos de cultive
usados para o isolamento de entercbactérias
contém esse carboidraie, cuja fermentacio
caracteriza as colépias consideradas como de
- bactérias nio patogénicss. Também, a gran-
de maleria dos melos empregados na iden-
tificagfio presuntiva inclui a lactose em sua
composicho, ¢ & acidificagio deste carboi-
drato orienta o procedimento técnice & ser
seguide.

Nesse sentide, Epwanrps & Ewing ** alir-
mam textualmente: “nes tubos de agar tri-
plice-agicar-ferro. incubados durante a noi-

te, agueles que apresentam reagho acida to
tal podem ser eliminados, uma vez que con-
t8m  bactérias que fermentam rapidamente
lactose e/on sacarose, Tais micrerganismos
ndo sdo Shigelle ou Salmonells”. Acrescen-
tam os mesmos autores: “as culturas de Pro-
teus so asgim eliminadas 2 os tubos restan-
tes de Agar-triplice-agicar-ferro estio pron-
tos para serem examinados para verificagio
da presenga de Shigella, Salmonelly ou bac-
iérias do grupo paracolon”. Também relerem
poder-se admitir que certas amosiras de Sai-
manelle fermentam lactose, mas s3c exire-
mamente raras e, para fins praticos, podem
ser imediatamente excluidas do género.

Descrigbes de comportamento andmale de
cepas do género Salmonells em relacieo 2
fermentacio da lactose sfio escassas e pouco
esclarecedoras.

* Realizado na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adolfe Lutz, Sic Paulo, 5. P.
Tese apresentada A Faculdade de Medicina da Universidade de S80 Paulo (Departamen-
to de Medicina Tropical e Dermatologia) para obtencle do titulo de Doutor em Medicing,

380 Paulo, 8. F., 1972,

# Do Instituto Adclfo Lutz, S8o Paulo, S.P.
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Em 1907, TworT %5, ao estudar a fermen-
tagio de agticares pelas bactérias do grupo
- coli-tifico, obteve variantes lactose-positivas
de bacilo tifico apds longos periodos de in-
“cubagfio em Agua peptenada lactesada.

KAUFFMANN 2, ao analisar o comportamen-
to andmalo de cerlas cepas de Salmonells,
afirma que a grarde maioria dessas bacté-
rias pertencentes aos subgéneros I, I1 ¢ 1V
nfo ataca a lactose mesme apés 30 dias de
incabacio a 37°C. No entanto, assinala exce-
gbes a essa regra, citando algumas variantes
nas quais essc carater havia sido induzido
artificialmente e ciiando o achado unica-
mente de uma cepa de Salmonelle gque pos-
sul esse cardter de rapida fermentadors da
lactose ao ser isolada,

KAUFMANN ** cifa ainda uma variante de
Sdlmonelle anatum fermentadora da laciose,
variante essa que foi obtida de uma cultura
Iactosewnegatlva apds 22 dias de m{,uhaqem
em meic contendo lactose,

"Diversas variantes de salnonelas fermen-
tadoras da lactose foram descritas por Kris-
TENSEN *% 2%, obtidas apés periodos muito
grandes de incubagfio — 44 até 211 dias —
em meios contendo grande quantidade de
lactose, variantes essas, portanto, iambem in-
duﬂdas artificialmente.

TSELIGMANNY & SaPERA ¥ isolaram do Li-

guido cefalorraquidiano de uma crianca. de

seis meses uma bactéria lactose-positiva, re-
ferindo ser ou um coliforme com estrutura
antigénica de Salmonelle newington ou uma
Salmonella fermentadora da lactose; Kauvrr-
. MANN ®® identifica essa amostra como Selmo-
nelle newington.

Fatcow & Baron® identificaram uma
Salmonella typhi também fermentadora da
lactose e admitiram-na come possivel exem-
plo de hibridizacio in vive. Essa cepa foi
isolada de um paciente com gastrenteroco-
lite,

Kunz & Ewmne?® também referem caso
de febre tifside adquirida por um lavador
de vidraria de laboratérie; causada por uima
Salmonelle typhi na qual havia sido induzi-
da a capacidade de utilizar a lactose.

BuimasH ef alii ® referem uma cepa de
Salmonella tennessee lactose-posiliva isolada
de fezes e estudam sen comportamento em re-
lagae 3 producdo de H. S no meis agar Enph-
ee-agicar-ferro,
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GonzaLgz ¥ refala o iselamente de wna
bactéria fermentadora ripida de lactose ¢
sacarose, proveniente do sangue e de restos
placentirios de paciente que falecera pouco
tempo apdés abortamento espontanec; a mes-
ma bactéria foi isolada, apés necrdpsia, do
sangue ¢ do ero, sendo posteriormente iden-
tilicada: como Salmonelle tennessee.

EAsTEREING ef alii %, ao estudarem a natu-
reza da capacidade fermentadora da laclose
de cepas de salmonelas obtidas de casos cli-
nicos, referem-se apenas a: Salmonelly ien-
nessee {guatro cepas de guatro localidades
diferentes}, Salmonelle anaium {uma cepa).
Salmonelly typhimurivm (uma cepa) e Sal-
monelly senftenberg {uma cepal,

Em 1970, MARTIN ® reafirma o conceilo
anterior, exposto por Epwarps & Fwive ",
ou seja, os lubos de agar iriplice-agficar-fer-
ro que apreseniam reagho dcida global po- |
dem ser desprezados porgue coniém bactérias
que fermentam rapidamente a lactose ou a
sacarcse, nio se tratando, portanto, de Shiv
gella ou Salmonella.

Nosso .interesse pelo assunto decorren de
observagiio ocasional em maio de 197!, quan-

-do, semeando arina diretamente em placas

de agar ‘eosina-azul de metileno, obtivemos
colbnias que tinhami o aspecto caracteristico
das do grupe coli; ac serem iransferidas pa-
ra o meio de identificacio presuntiva, meio
de Rugai {Rucar & Aravjo *), determina-
ram neste dltimo reages do grupo Citro-
bacter-Arizona-Selmonelln. Naz provas bio-
quimicas de rotina, uiilizadas para identifi-

cacfio, a culiura apresentou comportamento

tipico de Selmonelle, exceto a fermentagio

répida da lactose. Essa bactéria comportoti-se

sorologicamente como S, ryphimiirium. Conco-
mitantemente, houve o achado de mais nove
cepas, scte de fezes, wma de uring e uma de
liquido cefalorraquidiane, no curto periodo
de quinze dias, todas com o mesmo carbter
de ripida fermentacio .da lactose.

Essas culturas foram enviadas ao Prof. W.
M. Ewing, do Center for Disease Control,
Atlania, E.U.A., para confirmagﬁo diagnos-
tica, sendo classificadas pelo Dr. George J.
Hezmazm, assistente-chefe da Unidade de
Enterobacteriologia, como Salmenella typhi-
murium variedade copenhegem lactose-posi-
tiva.

A partir de entdo, na Seciio de Bacterio-
logia do Instituto Adollo Lutz — onde esla
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pesquisa foi conduzida ~— procedemos ao
isolamento sistemdatico das coldniaz de bac
‘lérias fermentadoras da lactose, visande a
cbter clementos para verificagiio da extensio
do fendmeno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostros examinadas

Foram examinadas 11.438 amostras, ne
“periodo de malo de 1971 a abril de 1972,
sendo:

a}  2.792 amostras de fezes recebidas pa-
ra coprocultura, provedentes da regifo da

Grande Sfo Paulo:

1.037, de hospital de moléstias transmis-
siveis;
624, de dois hospitais pediatricos;
232, de clinica pedidtrica de hospiiaI ge-
ral:
529, de centros de sande;
370, de outras procedéncias.

b) 2.679 de lquido cefalorraquidianc re-
cebidas para cultura bacteriolégica, em sua
grande maioria de hospital de meléstias trans-
missiveis, Sao Paunlo, SP.

¢} 3.724 ameostras de sangue recebidas
para hemocultura, procedentes da regifio da
Grande Sao Paulo:

3.672, de hospital de moléstias transmis-
slveis;
14, de dois hospitais pedidtricos;
14, de dois hospitais gerais;
10, de centros de safide;
14, de outras procedéncias.

d) 1.304 amostras de usina recebidas
para cultura, procedentes da regife da Gran-

de Sao Paulo:

481, de hospital de meléstias fransmis-
sivels;
334, de hospital pediatrico;
243, de centros de safide;
244, de oulras procedéncias.

e) 337 exsudatos recebidos para cultura,
procedentes da regifo da Grande Sfo Paule:

27, de hospital de moléstias transmis-
sivels;
4, de hospital pediatrico;
200, de centros de safide;
106, de outras procedéncias.

f} 250 secregbes purulentas recebidas pa-
ra culturas, procedentes da regiio da Gran-
de Sio Paulo:

171, de hospital de moléstias  transmis-
sivels;
34, de hospital pedigtrico;
5, de centres de safide;

49, de outras procedéncias.

g} 300 culturas de Selmonella sp. rece-
bidas para tipagem:

76, de escola de medicina de S&o Pau-
Io, SP: :

73, de duas instituiches cientificas de

Ribeirdo Preto, SP;

52, de escola de ciéncias biolégicas de
Botucatti, SP;

40, de instituto cientifico de Campinas, .
SP;

34, de institwicdo clentifica de Arara-
guara, SP;

8, de indastria de laticinios;

17, de outras procedéncias.

k) 43 culturas de Selmonelle sp. lactose-
positivas recebidas para confirmaciio diagnos-
tica:

39, de dois hospitals de Sao Paulo, SP:
4, de outras procedéncias. :

2.2 Técnicas de cultura ¢ identificagio’

2.2.1  Coproculturas

As fezes foram suspensas em solugfio sali-
na glicerinada e em caldo selenito. A se-
guir, as amosiras de fezes suspensas em ghi-
cerina foram semeadas em placas dos meios
de dgar S5 e em &gar cosina-azul de meti-
leno, com bastfo de vidro em L: as do caldo
selenito, apés 18-24 horas, a 37°C, trans-
plantadas em 4gar verde brilhante modifi-
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cado ¥ ¢ em dgar eosina-aznl de metileno.
também espalhadas na superficie do melo
com bhastio de vidro em L.

As colénias foram transferidas para meio
de Bugal e, apés 18-24 horas a 37°C, as cul-
turas apresentando Apice alcalino, acidifica-
¢io da base (com ou sem formacho de gas)
e producio de H.S foram submetidas as
seguintes provas:

1) descarboxilagie da lisina;

2} cresciments em meio com cianeto de
potissio; '

3}  atilizacic do malonato.

As colturas que produziram descarbexila-
¢io da lisina, ndo cresceram em presenga de
cianeto de potassio e nfo wiilizaram o male-
nato foram identificadas sorclogivamente.

2.2.2 Hemoculturas

Sangue colhido no volwme de 10 mi em
106 !l de ecaldo infusfo cérebro-roragio
{Brair heart infusion **}, cilratado. As cul
turas foram examinadas durapte cinco dias
e transplanfadas em dgar sangue de carneiro
e meio de Agar Acido-rosélico. Colénias lac-
tose-negativas e/ou lactose-positivas, no 4l
mo melo foram transferidas para o meio de
Rugai, procedendo-se em scguida as identi-
ficagbes biogquimica e sorologics. como cita-
do po item 2.2.1.

2.2.3 Cultwras de liguide cefalorraguidiano

O material centrifugade fol semeado nos
meios agar sangoe de carneire, dgar choco-
late e agar iriptose-soja  {Tripticase s=m
agar **},

As colonias iseladas foram identificadas

come cilade no tern 2.2.1.

2.2.4 (Cultura de urina
0 méiodo empregado foi o mesmo atiliza-

do no diagnéstice dae infecges urindrias. a
saher: yrina obtida por colheita aseéptica

*  Brilliant green agar, modified, Oxold CM 329,

semeada nas dilaicdes de L:I00 ¢ 1:10.006,
em quaptidades de 0,1 ml, nos meios de
&gar eosipa-azul de metilenc e Agar sangue
de carpeiro, As coldonias suspeitas foram
identificadas como citade em 2.2.1.

2.2.5 Cultwras de exsudatos e secreghes
purulentas

O material colhide com assepsia fol senwa-
do em caldo glicosado e o crescimente res
semeado em dgar sangue de carneiro ¢ em
dgar eosina-azul de metileno.  As celdpias
suspeifas foram identificadas como no em

2.2 1.

2.2.6 Crliwras de Salmonella sp. recehidas _
para bipagem:

O procedimento seguido foi o mesmo de
2.2.1 todas as vezes em que se tratava de
cultura pura. Quando necessrio, fol felto
o reisolamento em placas de dgar rosina-azul
de metileno.

ultvres de Salmonella sp. laciose.
Cult de Sal lla sp. luctose
positivas recebidas parn confirmagio
dingnésticn

2.2.7

O procedimento seguide ol o mesmo e

-}
2.2.6.

22,8 Jdewtificacdn bisguimica

Foram
gquintira. as seguinics provas:

ptilizadas, na caracterizacio bio-

1} IdentificacBs presuntiva vo meio de
Recar & Arsvugo ™, mgue permite a verili
cacio simulidnes Jdas reacdoes ¥5%;

a}, fermentacio da sacarosze:

by fermentaghe da glicose:

o) producde de gas;

d)  producie de H.S:

e} predugio de indoi;

£y  desaminagde do L-triptofane:
g} bidrélise da uréia,

As alteragbes gue ocorrem  nesse  mel

achuame-se sumariadas na tabela 1:

COwxoid Limited, Londen, S E 1.

#*#  Difeo Laboratories, Detroit, Michigan, U.3.4A.

5 Atualmente, na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adolo Lutz, S8o Pauls, S P ..

& ytili-

zada modificacio deste meic (PESSGA & SILVA %9,
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TABELA 1

Aspecto das enferobaclérics no meio de Rugoel

T, Meio de Rugai
’\_“_\.’
"
T tampaao Apice base
p p
Familia
Enterobactericceae ]
Tribo vermelho ou ’ amareia
. g zul 0 amnarel .
Kseherichicae inalterade gzl ou amarelo com Ou seD gas
Trito vermelho E azul amarela con
Edwardsielleae ’ | fundo preto & gas
Tribe . amarela com
alferadr azul < arel .
Salmonelieas inalterado U AmAre funde preio e gas
Trive . ; amarels com
. inalierado amarele ou az i i
Klebsielleae ub | muite gés
| azul com ou sem
Tribo inalterado ou o | funde preto; ou,
) i i verde ; §
Proteeae vermelho ! amarela com oy
i H "
: i | sem gas
Vermelhe — produgie de indol |
Amarelo - reacfo de acidificacéo
Azul reacio de alcalinizacdo
-Verde ~ desaminacio de L-triptofanc
Preto producio de H.S
2} descarboxilagio de aminedcidos {li-  2.2.9 [deniificacdo sorolégiva

sina ¢ ornitina), pelo método de Favcow **:

33  crescimento em presenca de clanelo
de potassio (KCN), pelo método de Enwarps
& Firp ',

4} utilizagio do malonate, segundo Leir-
TR ;’h; _' :

3)  utilizagdo do citrale. segundo Biv-
MONS ) :
Gy verificacie da motilidade e da fer-

mentacio do manitel, segundn L Mmvor #:

71 fermentaclio da laciose, sacarose, ara-
hinose, irealose. xilose, rammnose, dulcitol
inositol, ghiverol. adicionades zo dgar base-
vermetho-fenol ;

8)  pesquisa da beta-glactesidase. wegun-
da Le Mivor & Haviins =

® Oxoir{'

A identificagio soroldgica foi realizads.
através de reaces de aglutinagio em placas
de vidre quadricoladas, em eaixa de Huddle:
son, uiilizando:

a}  sorps polivalentes somatico~ ¢ fawela-
res;
b1 suros ezpecificos  =omdticos Perune
sspecificos)
o) Foros llagelares  ttipo-especifices1,
2.5 dnubiograma

Em 172 vepas {ob determinuds a sensibe
Hdade a antibioricos,
meio de cultura o spar DOSUT.
sensilivity test agar 71,

wtifizando-se. | come

{DHaznostic
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A majoria dos discos impregurades com an-
tibisticos foi preparada segundo a téenica
gque vem descrita em Fava NETTO™, BAuER
et glii* ¢ em The Dispensatory and Physi-
cian’s Pharmacology *. Semente os de genta-
 micina ¢ de sulfametoxazol-frimetoprim nio
foram por nés preparados.

5 4 Meios de culture utilizados

1) Solugio de glicerina-cloreto de

sédio tamponada (SACHS 38) ;
Caldo selenito (LemFses*7);
Agar eosina-azul  de metileno
(Hort-Harmis & Tracur'. ¢
LEvINg 50} ;

2)
3)

4) Agar 55%;

5) Agar* verde brilhante®';

6) -Agar 4cido rosélico (Carazans &
PEsTANA ©), modificado na Segao
de Melos de Cultura do Instituto
Adolfo Latz;

7) Meio de Rugai (Rucar & Arav-
Jo )y _

8) Meio para fermentacfio de carboi-
dratos:

9) Meio de KCN tEpwarps & Fir-
¥E M) ;

T 10) - Meio de citrate de sodio (Siv-

: MONS ) ;

11} Meio de acetato de s6dio {TRa-
sust & Ewme ).

12) Meio de gelatina *;

18) . Meio para teste da descarboxilase
da lisina e da ornitina e desidro-
lase da arginina (FaLxow *);

14) Meio de malonato de sodio (LEe1¥-
308 ) ;

15} Meio de manitol-motilidade **;

16) Pesquisa da beta-galactosidase —
0.N.P.G. {LE Mimvor & Hami-
DA *) 3

17} Meios de dgar sangue de carneiro

e de agar chocolate,

Caracterizacio genélica

2.5

Tnicialmente foram enviadas 1:8s das Ii-
rhagens em estudo ** ao Prof. L. Le Minor,
do Tnstituto Pasteur, em Paris que, apés. co-
municar-nos suas conclusbes, soliciteu maior

*  RPrilllant green agar, modified, Oxold CM

nfunero de amostras. Foram-lhe entio reme-
tidas mais 148 amostras liofilizadas de nos-
sa colegio, igualmente analisadas gepelica-
mente pelo mesmo autor.

3. RESULTADOS

De 11.438 amostras estudadas, foram iden-
tificadas 084 salmonelas, das quais 601 clas-
sificadas como Selmonelle typhimurium.

Dessas 601 cepas de Salmonelle typhimu-
rium, 313 eram fermentadoras da lactose (1a-
helas 2 ¢ 3).

TABELA 2 _
Amostras de S. typhimurium isoladus no
periods de maio de 1971 a abril de 1972

Material Lactoset Lactose~-
Fezes 221 109
Liquide cefalorragquidians 30 24
Sangue [ b}
Urina g 3.
Secregdes purulentas 1 e
Exsudatos R 1
Total 270 142
TABELA 3

Amosiras de Salmonella sp. lactose-pesitiva
recebidas parg tipagem e classificadas como
S, typhimuriam

Material Namero
Fezes 7
Liguido cefalorraguidianc g
Sangue 21
Urina 3
Secrecbes purulentas 3
Tatal 43"

Dentre outras 306 cepas de salmonelas re-
cebidas para tipegem ndo foram encontra-
das amostras fermentadoras da lactose, ten-
do sido identificadas 146 comoe Salmonellu
byphimurium. :

Com referéncia & distribuigo das Salmo-
nelle typhimurium lactose-positivas isoladas
em relagio & idade dos pacientes ¢ ao fipo
de material, oz dados constam da tabela 4.

329. - Oxoid Limited, London, S.E.1

+*  Denominadas Wagner J. Alciola, 172668 ¢ 1089
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TABELA 4

Distribuiglo dos S, typhimurium lactose-positiva isoludas, em relagfio acs grupos etdrios
¢ uo material de origem

Salmonelas - .
isoladas Material
' Total
: Secrecdes
lLdade Sangue { L.C.R. . Fezes Urina puralentas
= — T
0 - 1 més 9 7 35 i i 53
1 més - 3 meses 4 10 33 1 3 31
3 meses -—-| 6 meses T 15 62 2 — 84
6 meses —| 9 meses — e 26 - 2 — 28
9 meses —| 1 ano e — 13 —— e 13
1 ano —} 2 anos ki 2 23 P — A0
2 anog —| 3 anos . i - 12 1 o 14
3 anos -—| 4 anos — 7 . — 7
" 4 anos —j 5 anos e s 4 i - 4
5 anos —| 10 anos — p— 6 _— . &
10 anos —| 15 anos - - 2 e - 7 -
15 anos ~--| 20 anos - — . - — —
20 anos —| 25 anos — —_ 1 —_— — 1
mais de 25 anos e — 1 — - 1
Total ' 22 34 235 9 4 304 *

* O no 304 refere-se As amostras de fezes de pacientes cuja idade fol possivel estabelecer.
o gque nio sucedeu em 9. dos 313 casos estudados._.

Em seis pacientes, & bactéria foi isolada
simultaneamente de:

fezes e sangue 2 casos
sangue e liguido cefalorraguidiano 2 casos

sangue e secrecio purulenta 2 casos

.Todas as amostras isoladas apresentaram,
excecio da fermentacio da lactose, o com-
portamente bioquimico habitual da Salmo-
_nefla typhimurium (tabela 5).

Em relagio 4 sensibilidade aos antibiéti-
cos, as linhagens estudadas, em namere de
172, apresentaram o comportamenic expresso
na figura 1 {pag. seguinte).

As tentativas de “curar” os plasmideos ¥~
lac* pela acio das drogas brometo de etidio
e acridina orange falharam.

Algumas bactérias mostraram resisténcia
simultnes & ampicilina, eslreptomicina, ca-
namicina, cloranfenicol e sulfamida; essa re-
sisténcia também ndo fol possivel ser “cura-
da” pelo brometo de etidio. Assinalaram-se
alguns segregantes lactose-negativos e beta-

TABELA ©

Comportamente bioguimico das cepas de Sal-
monelia typhimuarium ZIectose-positive

Provas

Resultad

[s}.3

Meio de Rugai:
Fermentagio da sacarose
Fermentagio da glicose
Producio de H,S
Producio de indol
Desaminagéo de L-triptofano
Hidrélise da uréia
Descarboxilacio da lisina
Descarboxilacio da ornitina

. Crescimento em KCN

Utilizacio do malonato
Utilizacio do citrato de Simmons
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galactosidase-negativos. Por cruzamento com
E. coli F~, conseguiu-se transferir unicamen-
te as resisténcias & ampicilina ou & associa-
¢io ampicilina-sulfamida. Suhsegiiente con-
jugacio com E. coli B fr resultou em clones
resistentes que perderam a capacidade de ab-
sorver o fage MS 2.

4. DISCUSSAQC

No {im do sécule passado i& era evidente
que algumas cspécies de Salmonella estavam
associadas mais commmente com febres en-
téricas humanas, enquanto outras eram sem-
pre relacionadas -a infeccBes especificas de
outros animais. No entanto, o lsolamento de
espécies com caracteristicas muite semelhan-
tes numa variedade de condigfies mérbidas
no homem e em muitas espéeies de animais
determinou um grau de confusfo raramen’
fe igualade nos anais da  bacteriologia
{EpwarDs *) . '

(s pesquisaderes do Instituto de Higiene
da Universidade de Kiel {1908-1923)% atra.
vés de provas de patogenicidade em animais.
dividiram as salmonelas em dois grupos:

Grupo T —- espécies adaptadas ao parasi-
tismo humano
Grupo 1l — espécies  patogénicas  para

animais

A patogenicidade e a epidemiologia de ca-
da grupo sfo distintas. Assim, as salmone-
las adaptadas ao homem produzem guadros
geralmente graves, manifestando-se em geral
como casos 1solades, sendo a fonte de infec-
¢io o préprio homem o gual, com relativa
fregiiéncia, se forpa portador. Quando o
-homem ¢ infectado pelas salmonelas de ori-
gem animal, o gue ocorre guase sewmpre por
ingestdo de alimentos dessa origem, mani-
festa-se um quadro entérico agude com mor-
talidade baixa, ¢ doente nio se tornando por-
tadar.

Para os animais, principalmente os jovens,
o que se observa € o inverso: processo in-
feccicso sistémice muite semelhante ao das
formas tificas, com ou sem localizacho intes-
tinal e alta mortalidade; com fregiidncia os
sobreviventes tornam-se portadores de germes.

Grande impulso na identificacio e dife-
renciagio antigénica dessas bactérias fol da-
do pelos trabalhos pioneciros de Scmiirze %%
em 1920, prosseguidos por WHITE **, em 1029
e por KavuFFMaNN !, em 1930, mostrando
gue €sses germes possiem wm mosaice anti-
génico, seja no corpe eu nos flagelos, que
permite a sua diferenciagio em lipos serolo-
gicos distintos, com o emprego de anti-soros
devidamente preparados.

Com o objetivo de alcangar um méiode
que permitisse melhor caracterizacio do
grupe Salmonelle, em 1934 o Subcomité de
Salmonelas do Comité de Nomenclatura da
Sociedade Internaciopal de Micrebiclogia *
estabelecen gne a classificaclio seria baseada
no esquema taxonOmico apresentado por
Kauffmann em 1931, que & uma continua-
¢iio dos trabalhos pioneiros de Schiitze, Whi-
te, Secott e outros {Esquema de Kauffmann-
White). A maneira de representar a esiru-
tura antigénica ¢ feita de acorde com o mé-
todo de Kauffmann, onde os grupes sdo re-
presentados por letras maidsculas, o antige-
no termo estavel “07 por algarismos roma-
nos, o antigeno “H™ especilico por letras
mintisculas ¢ o antigeno *H” inespecifico
por nimeros ardbicos, Esse Subcomité reco-
rheceu as 44 espécies que estavam relacio-
nadas no esquema de Kauffmann-White, Este
ésquema fol planejado de modo a tornar pos-
sivel acrescer aos grupos somaticos conheci-
dos qualquer salmonela que apresentasse uma
combinacio diferente de antigenos flagelares,
hem como para possibilitar a criaciio, guan-
do necessario, de novos grupos somaticos com
relagBes antigénicas comuns & espécie.

HorMagcHy e alii ', em 1936, utili-
zando  esse  critério  para  classificacio
das  salmonelas, demonstraram qlée 0
homem na primeira inféncia e extremamen-
te sujeifo & infeccde por essas bactérias, pa-
ra isse bastando gue entre em contate com
pequena quantidade de germes. No caso
particular das criancas, a patogenia da in-
fecgio é semelhante & dos animais jovens.
A crianga, sobretude no seu primeire ane
de vida, tem uma sensibilidade muito maior
que ¢ adulto para as salmonelas de origem
animal, comportando-se 2 espécic humana
de maneira semelhante a quase todos os ani-
mais, Isto &, os jovens sfo muito. mals sen-
siveis, podendo apresentar com maior fre-
giitncia  localizagbes exira-inlestinais, sem
gquadro entérico (Doutrina de Montevidéa),
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Fig. 2 — Relagho entre o namero de casos de Salmonellu typhimurivm lactose-positiva
2 grupos etdrios.

Analisando-se a distribuigio dos casos de
inlecciio por Salmonella typhimirium lactose-
positivas, de nossa casuistica, em rTelagio aos
grupos etarios (fig. 2 e 3}, verifica-se que
é no grupe de 0-6 meses gque se enconira o
maior nimero de casos, praticamente dois
tercos da amosira estudada. Este fato estd
de acordo com o que descreveram os aulo-
res urngnatos; no entanto, esta distribuicio
etaria é de certa forma swi generis, em de-
sacordo com o que em geral é verificado, ou
seja, que a incidépeia de salmoneloses é
malor apds os seis meses de idade. Hormar-
cHE ¢f alii'®, estndando as diarréias infan-
fis no periode de 1942 a 1947 em hospitais
de Montevidéu, assinalaram incidéncia va-
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riando em torno de 33% no grupe etdrio
de 0-6 meses, Ja TauNay et alii*®, investi-
gando & diarréia infantil por Escherichia eoli
do grupe enterite infantil, encontraram, em
37 coproculturas, apenas duas positivas para
salmonelas. Estes autores estudaram, na
mesma publicagio, um grupe de 159 prema-
turos eu recém-nascidos com mencs de 30
dias, dos quais 138 eram portadores de gas-
trepterite aguda, nfo isolando de nenhum
desses pacientes enterobaclérias do género
Salmonella. Os achados do presente estude
contrastam de maneira flagrante com as ob-
servaches desses autores, tendo sido encon-

trados 53 casos no grupo etirio de 0-1 més
(fig. 3}.
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Com referéncia a localizagdo exira-enté-
rica {tabela 4} deve ser acentuada a alta
freqiiéneia verificada especialmente no gro-
po de 0-6 meses (58 de 69 casos).

Também é marcante g verificagio de mor-
talidade de 929 das criangas com localiza-
¢lio meningea. _

Esses dados ndo permitem pbr em davida
a patogenicidade da variante em estudo, nio
26 pelo seu poder invasor, come pela alla
letalidade que provocou.

A continuarem esses achados, estaria indi-
cada a modificacio das téenicas da rotina
bacteriolégica, com a exclusio da lactose dos
meios de isolamento, diferenciais e seletivos.
pois o aspecte da colbnia & idéntico ap da
dos germes do grupe fermentadorda lactose

Das 300 cepas que nos foram enviadas
para tipagem, nfoc fol encontrads npenhuma
Saimonella typhimurium varianie lactose-po-
gitiva. Provavelmente a razdo de tal fato de-
corre da sistematica habitnal de se usarem
meios de cultura diferenciais e diferenciais
seletivos que contém lactose e métodos de
identificagdo presuntivos utilizando também
este carboidrato.

Mesmo em se isolando muitas coldnias,
como € o caso especifico da pesquisa de E.
coli G.E.I., essas variantes passariam des-
pereebidas, uma vez que a répida acidifica-
¢io da lactose impediria a visnalizagie da
produgiic de H.S, sendo a colénia idemtifi-
cada como coliforme. Esse fate foi bem de-
monstrado por VERON & (Gasser 7, ao estu-
darem a produgio de H.S por enterobacté-
rias; referem que, apesar. de o mecanismo
intimo num meio t8o complexo ser de dificil
determinacfio, admite-se para f{ins praticos
gque a aparente ausénela de H.S ¢ conse-
qiiéncia da fermentacio rapida da laciose
com acidificagfo do melo. Nessas condigBes,
parte do sulfeto metdlico passa novamente a
solubilizar-se, de tal maneira que o abai-
xamente de uma unidade no pH do meio
determina aumento de cerca de 100 vezes na
-solubilidade do sulfeto.

O acerto dessa observagiio foi comprovado
sempre gue utilizamos simultaneamente o ti-
plice aglicar-ferro ' % ¢ o meic de Kligler %
comparativamente ao meio de Rugai. Obede-
cende & metodologia convencional, todos os
tubos eontendo triplice aglcar-ferro ou meio
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de Kligler seriam descartados ou, quando
muito, sujeitos a identiflicagie ulterior ape-
nas orientada para o grupo coliforme.

A tendéncia de correlaciomar a nfio pato-
genicidade de uma enterobactéria i sua ca-
pacidade de fermentar lactose ji se encon-
tra arraigada no raciocinio bacteriologico.

Assim é que Tworr *%, em publicacio so-
bre a fermentagfio de agitcares por bactérias
do grupo coli-tifico, sugere gue um micror-
ganismo patogénico pode ser alterade de tal
modo até dar reagdes fermentadoras de wmn
membro nfc patogénico do mesmoe grupo.
Seria entdo possivel a certas bactérias pato-
génicas do grupo coli-tifico alterarem de tal
forma suas carackeristicas que as tornariam
irreconheciveis.

KAUFFMANK ) em relagio a uma varian-
te de Selmonells anatum por ele estudada.
considersu-a como pertencente ao grupo Sal-
monella porgue no seu entender: “Salmene-
las sfe bactérias Gram-negativas, cuja estru-
tura antigénica permite o engnadramento no
esquema de Kauffmann-While™.

Ja Sgricmann & Sarnra ?®, tendo isolade
uma hactéria rapida fermentadora da lacto-
se de um caso fatal de meningite, com pro-
vas de patogenicidade em animais e tendo
demonstrade sua perfeita identidade antigé-
nica com Salmonella newingten, nao ficaram
convencidos de sua classificagdo por ser fer-
mentadora ripida daquele carboidrato.

Kunz & Ewine®®, ao analisatem case de
febre tiféide decorrente de contaminagio em
laboratério por uma Salmonells typhi na
qual o cardler de ripida fermentadora de
laciose fora induzido artificialmente, chamam,
atenciio para o fato de essa bactéria ser ainda
patogénica, necessitando portante ser manu-
seada com cuidado, Alertam para a neces-
sidade de se complementarem os processos
claasicos de isolamento de patogénices enté-
ricos com processos seletivos outros, além
da fermentacio da lactose, tendo em vista
que, ne caso citado, a bactéria poderia ter
se disseminado pela comunidade em ecasos
secundArios ou como formas subclinicas e
o agente patogénico passar despercebido.

De maie de 1971 & abril de 1972, o nu-

mero de S. pyphimurivm isoladas na Seglo

~de Bacteriologia do Instituto Adelfo - Lutz

correspondeu a 64% das cepas de génerc
Salmonella classificadas. sende que a varie-
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dade lactose-positiva (tabela 2) representou
659 das amostras isoladas daquele sorotipo.

E provavel que a implantaco dessa va-
riante em nosso melo fenha ocorrido em
mais de 1971, ama vez que o melo de Ra-
gai i vinha sendo usade havia trés anos ¢
deveria ela ter sido encontrada nagqueles ca-
s0s em gue se procurava lselar E. coli G.E.L

Tav¥ay #, analisando a prevaléacia dos
sorotipos de salmonelas de origem animal no
municipio de Sdc Paulo em am periedo de
17 auos (1950-1966), encontrou Salmonells
typhimirium em apenas 11.12% de todos
sorotipos isolados, Essa porcentagem perma-
neceit praticamente inalterada até 1968,
partir de quando a S. ryphimurium passou a
ser o sorotipo muais freqiiente, sends de 48%
em 1968, 85% em 1969 ¢ 40% em 1970.
Esta alteracio estd relacionada com o apa-
recimento de um surie epidémico poer S. Iy-
phimurium, descrito por Taumav et alii ¥,
ocorrido de outubro de 1968 a dezembre de
1969 em trés hospiiais do municipio de Sao
Paule que die atendimenlo a criangas por-
tadoras de infecgio agnda. A mesma bacté-
ria foi isolada do pd de varredura de enfer-
marias desses hospitais.

0 nimero de casos de infecgde pela sal-
monelz ora em estudo, preponderande num
grupo etdrio constituido por recém-nascides
e lactentes nos primeiros seis meses de vida.
guande a erfanga nde tem contate direto com
o solo e recebe melhores cuidados higiénicos.
faz pensar tratar-se de surtos epidémicos no-
socomiais onde outros fatores de transmissfio
estdo presentes.

ia que Salmonelle typhimurium permal-
mente nfo fermenta lactose, esse comporta-
mente bioguimice andmalo apresentado pe-
las nossas linhagens poderia ser explicado
pela presenca de um fator F de fertilidade
transportando ¢ gene responsével pela fer-
mentacio da lactose, denominado F— lac™.

Nermalmente, populagio contendo F— lact
mostra coldnlas segregantes laclose-negaliva
per “perda” espontinea de plasmideo ¥
lac ¥. Com Ireqfitncia, ac transplantdrmes
um clone de Salmonella zyphimurinm lacto-
se-positiva, encontrivames uma peguena pro-
porgie de coldnias nie fermenladoras da lac-
tose. A anélise dessas colénias demonstrou
serem elas beta-galactosidase-negalivas.

{) fnico fato em aparente desacordo foi
a impossibilidade de sumentar a freqiéneia

de colénias segregantes através da “eura”
pelos agentes brometo de tidie e acridina
orange ¢ da nfo transferibilidade do fator
F-lac*.

No entanto, a ocorréncia simulifnes de
fatores R de resisténcia miliplas a drogas
{ampicilina, estreptomicina, canamicina, clo-
ranfenicol e sulfamida), fato esse comprova-
do através de transferéncia de dnas delas,
ampicilina ou associagBo ampicilina-sulfami-
da, para F. coli F— e a transferfncia ulte-
rior deseas duas resisténelas para linhagens
de E. coli Hir inibindo a acfio do fago MS2.
fez supor que esses fatores de resistéucia a
drogas sfo do tipo fiT.

Analisande o comportamenio de uma cé-
lula contendo os fatores R e F (WarTana-
BE '), verifica-se que o fator R pode ser
classificado em fi* ¢ fi™ (fi = inibiclo da
fertilidade}, de acordo com a supresio ou
nio do fator F.

Se¢ uma célula F* é infectada com o fator
Rii*, cessa a fungio do F pois o fator R £*
deve produzir um repressoi gue limita o apa-
recimentoc das pontes de conjugagic ou
- pilli.  Por cutre lado, o repressor produ-
zido por um fator R fi* nfio atua em células
contende o fator R i, pois existem células
Rfi* e Rfi=. Se uma célula I'* ¢ infectada
por utn fater R {i~, a funcio F nfo se altera.

A auséneia da inibicio de fertilidade des
fatores R fi™ sugere duas possibilidades: que
os fatores Rfi™ nfo produzem um repressor
da formagio de F— pillus, ou que cles podem
produzir um repressor para a formagio de
pillus que ndo atua sobre o fator F. L conhe-
cido gue fatores R fi~ também dio origem
a culturas HFT {alta freqiéncia de trans-
feréncia} da mesma maneira que os fafores
R#i*, indicando iste gue os fatores Rfi-
lambém adguirem alta transmissibilidade tem-
pordria apds sua transferfneia para novos
hospedeires.

Assim, pode-se inferir que fatores R{fi~
produzerm um repressor que afva somente
sobre eles proprios e ndo sobre o fator F.

0 repressor produzido pelos fatores R fi*
ndo atua sobre os fatores Rfi™. e vice-versa.
desde que fatores Rt e R{i™ nfo se ini-
bem quande abrigados numa mesma célula.

A introdugiie de fatores R#i* om células
F* ou Flae’ resulta em grande reducio da
capacidade de transferir o fator F. on £ lac™,
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enquanto que a freqiténcia de transleréncia
da linhagem Hfr é reduzidz a 1% ou me-
nos do seu valor normal. Além do mais,
essa ‘inibigio funcional ocasionada pela pe.
netragfo de fatores R fiT é acompanhada pe-
la incapacidade de a bacltéria receptora ad-
sorver fagos de RINA, especificos para eélu-
las que apresentam reacho sexual masculing
(“male-specific-phages”), como & o caso de
MS 2.

Assim estaria explicada a ndo transferibi-
lidade do fator Flac* da Salmonelle typhi-
murium em estudo, através do meeanismo de
repressdo do fator Riit+.

5. CONCLUSCGCES

O ndmero elevado de achados de S. fyphi-
murium lactose-positivas em perfodo relati-
vamente curto, hem como o aparecimento na-
tural dessa variante em nosso meio, estd em
desacordo com a ilteratura que nes fol pos-
sivel consultar, onde a constatagiio de varian-
tes de salmonelas ripidas fermentadoras da
lactose corresponde apenas a casos isolados
ou obtidos artificialmente através de mani-
pulacio laboratorial,

O namere de casos clinicos com localiza
cio extra-entérica mostra o carater invasor
dessa variante.

Tendo em vista a alta fregiiéncia da sab
monela em estudo no grupo etirio de 0 —! 6
meses, mais eﬂ})cmf},{:amcntc de 0—{1 més.
pode-se presumir que sua origem tenha sido
nosecomial, principalmente pelo fato de gue
a maloria de nossos Lospitais pediétricos,
além de normalmente superiotados, sofre nma
rotagfio intensa de pacientes,

O cardter lactose-positiva das linhagens de
S. typhimurium provavelmente poderd de-
correr da presenca de um plasmides F— lac™.
conforme sugerem evidéncias  genéticas.
Essas eélulas apresentam associagdes com um
fator R— i que translorta resisténcia mtl-

tipla a drogas (ampicilina, cleranfenicol, es-

treptomicina, canamicina e sulfamida}.

Do ponto de vista laboratorial, conclui-se
sobre a necessidade j3 inadidvel de serem
modificados os métodos convencionais de iso-
lamento e de diagnostico presuntive das en-
terobactérias, com & Introducio de outras
téenicas gque ndo sejam exclusivamente ba-
seadas na fermentagio da lactose.
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SUMMARY: An outbreak due tc a lactose-positive variant of Salmo-

nella typhimurivm occurred in 1971 in S#o Paule city, Brazil,

is described.

Modification of the.standard procedures for isolation and presumptive
identification of enterobacteria, introducing technles other than those based
exclusively In lactose fermentation is suggested.

DESCRIPTORS:
lactose, fermentation.

Salmonelle typhimuriem, vaviant; Enterobacieriaceae,
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