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Da seguranca e dos resultados satisfatérios dos exames de la-
boratério dependem, em grande parte, os diagnodsticos. E neces-
sario para isso o emprego de métodos seguros e experiéncia do
téenico que trabalha ,afim de escolher os meios, verificar as falhas
que podem aparecer e saber interpretar os resultados.

Em geral os téenicos encarregados dos servicos de rotina tém
sempre os seus métodos de escolha, com os quais tém sido bem su-
cedidos. Consequentemente, eles hesitam em aceitar novos méto-
dos ou modificacdes a serem introduzidos nos processos velhos. So-
mos de opinido que devem ser padronizados os métodos de exame,
principalmente aqueles que dizem respeito & identificacdo e classi-
ficacdo. Mas, os que temos em maos nem sempre sfo perfeitos,
devendo por isto serem feitas pesquisas para melhorar; porem, an-
tes de adotar um método nos servicos de rotina, devemos experi-
mentéi-lo, usando inteligentemente e com consciéncia, comparativa-
mente com varios outros métodos ja aceitos e experimentados.

Tendo estado durante algum tempo a nosso cargo, 0s exames
bacteriolégicos de fezes do Instituto Bacteriolégico de Sio Paulo,
vamos dar aqui a técnica por nds seguida, os métodos verificados e
os resultados da nossa observacio. A identificacio mais minucio-
sa e o estudo dos diversos germes por nés isclados, assim como a
sua frequéncia, serd feito em outro trabalho que pretendemos pu-
blicar muite em breve.

(*) Trabalho realizado no antigo Instituto Bacteriolégico de S. Paulo. Recebide para pu-
blicagio em 11-2-1942.
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Alem dos servicos de rofina tivemos sempre em mente a in-
vestigacho, ndo s6 para o aperfeicoamento da téenica, como tambem
para o estudo dos germes isolados, principalmente a sua biologia,
identificaciio e classificacdo e sempre que nos fol possivel apro-
veitdmos para tirar alguma orientacfio para os clinicos e questdes
de epidemioclogia.

O bacteriologista ndo pode dispensar a cooperacio do clinico,
do higienista e do epidemiologista, para que os resultados das suas
pesquisas sejam mais proveitosos.

As fezes por nés examinadas foram de pessoas com disenteria,
colites ou perturbacoes intestinais e que procuram o Instituto Ba-
cteriolégico para elucidagdo do diagnéstico, ou provenientes de doen- .
tes do Hospital de Isolamento, principalmente os destinados a pes-
quisa de portadores.

Como bem salienta E. Hormaeche e N. S. Surraco, os estudos
feitos sobre os diferentes meios usados devem ser feitos em mate-
rial de origem humano ou animal e nfioc em cepas da colecio. As
nossas pesquisas foram sempre feitas com fezes humanas, usadas
nos servicos de rotina do Instituto Bacteriolégico para exame de
fezes.

Nos exames bacteriolégicos de fezes sfio importantes nfo s
os meios de enriquecimento e isolamento, como os de identificaco.

Como meios de preservacio e de enriquecimento, usamos a Gli-
cerina aconselhada por Teague e Clurman, o de glicerina e cloru-
reto de litio de Gray e caldo com hipossulfito de sédio aconselhado
por Leon Muller e modificado por Shiaffer e por Kauffmann.

SOLUCAQO DE GLICERINA

Solugio de glicerina de Teague — A solucio de glicerina e clo-
rureto de sédio de Teague, usada pelo Instituto foi a seguinte:

. Sol. de clorureto de s6dic a 0,6% ............ 700 cec.
Glicerina ...ttt it inennanss 300 cec.

Filtrar e distribuir em quantidade de 10 cc. por tubos ou fras-
cos com tampéo de algoddo. Esterilizar no autoclave a 121° du-
rante 20 minutos.. O algodfo poders ser substituido por rolhas de
borracha para o transporte de fezes.
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SolugGo. de glicerina e clorureto de litio — A solucdo acima,
adiciona-se clorureto de litio na proporcéo de 0,5 grs. para 100 cc..
Tomar uma parte de fezes, dando preferéncia & que contem muco
e fazer uma suspensfo na soluciio de glicerina, Logo depois fazer
a primeira semeadura em placas. Se nenhuma colénia é suspeita
depois de 24 horas, fazer nova semeadura com a Suspensio que

ficar & temperatura média de 18° a 23°.

Meio de caldo em hipossulfito de sédio — O caldo de hipossul-
fito de sédio (Na,S,0;) foi utilizado por Leon Muller, o qual verifi-
cou ter se mostrado melhor que os meios de verde brilhante e do
gue verde malachite para o enriquecimento dos germes do grupo
tifo e paratifo.

Usamos comparativamente 6 meio aconselhado por Shéiffer e o
meio de Kauffmann.

Meio de Shiffer — As fezes eram emulsionadas no seguinte
meio e depois de 24 horas de estufa eram semeadas em placas de
agar acido resllico e de Teague:

Na,8,0, .o 60 grs
CaCOy ..ot e e 25 grs.
Caldo comum (pH 7.4) ..... .. ... ... 900 cec.

Esterilizar durante 25 minutos a 115° e a cada 100 ce. juntar 5 ce. da se-
guinte solucdo:

5 12 grs
KI oo J 100 ce.
Agua distilada ......... ... .. ... il 100 cc

Esterilizar e juntar depois de frio. A mistura é distribuida em tubos
de 8 ce..

Meio de Koauffmann:

Caldo comumM . ...ttt inennaneans 90 ce.
Carbonato de calcio esterilizado ............. 5 grs.
Sol. de Na,S,0, (500 grs. + 100 cc. de 4gua

distilada) ... i e 10 ce.

Sol. de Iodo-iodureto de potassio (1.20 grs. +
KI 25 grs. 4+ agua distilada 100 cc.) ndo aque-
CIAG o e 2 ce.
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Misture tudo, porem nfo aqueca.
Junte a cada 100 cc. do caldo acima, o seguinte:

Sol. de verde brithante (Hochsteryst extr)

1:1000 em Agua distilada ............... 1 cec.
Biles de boi esterilizado .................... 5 ce.

Misture tudo muito bem e distribua em tubos com 8 ce. A cada tubo de
8 cc. emulsionar uma por¢io de fezes do tamanho de uma ervilha, ou 0,5 cec..

Depois de 16 a 20 horas de estufa a 37° sera semeada em placas.

As experiéncias feitas comparativamente por nds, em diversas

séries, deram os seguintes resultados:

1.% Série:
Glicerina comparada com meio de Shiffer.

Fezes de disentéricos

Total iso- Shigellas S.higue.zllas Salmonellas
R Hiss Russel .
lados isoladas ; isoladas

isoladas

Glicerina ..... 42,16 27,6% 21,0% 14,49,

Shaffer ....... 13,1% 7,8% 3,9% 0,09

Fezes de portadores de germes
Glicerina ..... 39,0% 15,6% 14,2%
Shaffer ....... 16,89 10,3% 9,09%

2.% Série:
Glicerina comparada com meto de Kauffmann

Fezes de disentéricos

Glicerina ..... 31,4% 12,3% 9,0% 17,9%
Kauffmann ... 14,6% 10,1% 6,7% 4,4%

Flezes de portadores de germes

Kauffmann ... 9,5%
Glicerina ..... T,1%

Eberthella
typhosa
isolada

14,2%
3,8%

7,1%
7,1%

Uma das grandes vauntagens do emprego da glicerina é impedir

0 crescimento do germe do género Proteus.

Assim no meio de Kauffmann e de Shaffer, verificamos um
crescimento de 17,0% de germes do género Proteus, enquanto que
nos exames comparativos na glicerina nfo houve crescimento.
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No emprego do cloreto de litio, tanto na glicerina, como nas
placas na proporcdo de 0,5%, observamos, como ja foi verificado
por outros pesquizadores, que néio houve vantagem no seu emprego,
pois impede o crescimento dos germes do grupo disentérico, alem
de prejudicar o crescimento do bacilo tifico.

O efeito da temperatura nos métodos de glicerina foi verificado
por nés, tendo visto que a temperatura 20° é melhor que a tempe-
ratura de 87°.

O o6timo de temperatura, como ja foi verificado por outros
autores, é na média de 20°, sendo que as femperaturas mais altas
favorecem o crescimento de outros germes e as mais baixas impedem

0 crescimento dos germes patogénicos.

O semeamento do material emulsionado em glicerina no perfodo
de alguns dias tem importincia, pois poderd aumentar o ndmero
de resultados positivos, conforme tivemos ocasifo de observar e
de ja ter sido observado por outros pesquisadores.

Isto é natural, porque a substancia preservativa, causa o
decrescimento de outros germes da flora fecal existente.

- Yerificamos haver vantagem em se proceder a duas semeaduras,
conforme ja foi aconselhado por outros com espaco de 24 horas,
pois assim procedendo, conseguimos um aumentc de 10,29% nos
resultados por nés obtidos. Observamos que os resultados podem
ger negativos na primeira semeadura e positivos na segunda.

Das experiéncias feitas comparativamente da glicerina com
os caldos de hipossulfitos, segundo as modificacdes de Shiffer e
Kauffmann, verificamos que o melhor método de preservacio e en-
riguecimento é o glicerina, pois este foi o que maiores porcentagens
de isolamento nos deu.

Experimentamos tambem comparativamente com a glicerina,
o meio de selenio-F. de Leifson para isolamento da FEberthelln
typhosa, tendo se revelado ainda melhor a glicerina, pois tivemos
com esta 12,29% de positivos, enquanto que com o meio F. somente
10,3% de resultados.

Como meio de isolamento, o Instituto Bacteriolégico de Sédo

Paulo, depois de empregar Drigalski ¢ Endo, passou a usar placas
de agar e 4cido rosélico, meio este por um de nés aconselhado
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{Rangel Pestana), e o meio de agar eosina e azul de metileno acon-
selhado por Holt, Harris e Teague.

Sobre as vantagens do emprego do meic de acido rosélico no
isolamento dos bacilos do grupo coli-tifico-disentérico, comparati-
vamente com os outros meiocs de Endo, Drigalski — Conrradi e de
verde brilthante ja tivemos ocasido de demonstrar as suas vanta-
gens, conforme trabalho publicado nas Memérias do Instituto de
Butantan por Rangel Pestana em colaboracfio com o Dr. Sebastido
de Camargo Calazans.

Este meio foi usado no Instituto Bactericlégico de Sao Paulo
hé mais de 15 anos, sendo que nos dltimos 4 anos usamos sempre
comparativamente com meio de Holt, Harris ¢ Teague.

A experiéneia nos demonstra que ambos s8o bons meios para
¢ isolamento dos germes do grupo coli-tifico-disentérico, tendo, no
entanto, o meio de agar acido rosélico a vantagem de impedir o
crescimento dos germes Gram-positivos e os do génerc Proteus, o
qual cobre quasi sempre toda a placa do meio de eosina azul de
metileno, dificultando assim o isolamento de outros germes exis-
tentes. EKEste fato geralmente nio acontece com o emprego do meio
de dgar acido rosoélico, ¢ qual impede o crescimento de Proteus, nido
deixando que ele se espalhe por toda a placa, o que facilita grande-
mente o isolamento dos outros germes.

Todos que estdo habituados ao exame bacteriolégico de fezes
sabem bem as dificuldades para impedir o crescimento do Proteus,
tendo sido aconselhados para esse fim diversos métodos como em-
prego do &lcool, acido fénico, e o meio de Wasserblau de Werner
Herman, os quais foram experimentados por nés, mas que nio
superam o emprego do acido rosélico.

Iiste inconveniente é major quando se empregam os métodos de
enriquecimento na semeadura direta do material & ser examinado,
sendo necessario recorrer a substincias inhibitérias para o Proteus,
como: verde brilhante, bilis, 4cido picrico, etc..

Para o isolamento do bacilo tifico tivemos ocasido de empregar
o meio de bismuto aconselhado por Wilson e Blair, o qual deu bom
resultado para isolamento desse germe e das salmonellas. Impe-
dindo porem, o crescimento dos germes do grupo disentérico, tor-

na-se necessario, quando se quer pesquisar outros germes, alem do
seu emprego, o uso de um outro meio para pesquisa do grupo disen-
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térico, o qual ndo s6 encarece o servico de rotina, como aumenta o
trabalho sem grandes vantagens, principalmente quando se fem
numerosos exames didrios e pouco pessoal, como acontece no
Instituto Bacterioldgico.

N&o deixaremos, porem, de salientar a vantagem do seu em-
prego guando se tem em vista somente o isolamento dos bacilos
tificos e das salmonellas, principalmente nos casos de portadores
desses germes.

O meio de bismute deveri ser guardado na geladeira e néo ser
usado depeis de 5 dias de sua preparacio.

Recentemente E. Leifson aconselha o meio de gelose citratado
desoxicolatade como um 6timo meio para o isclamento dos germes
do grupo disentérico, o qual, experimentado por diversos autores,
foi por eles verificado ser um bom meio para o isclamento de bacilos
disentéricos, principalmente os do grupo Flexner, Sonne e Newcastle
{Hardy e colaboradores, Irons e colaboradores, Hardy e Watt,
Coleman), pois os germes do grupo coliforme apresentam as vezes
diversos tipos de coloracio, tornando dificil o isolamento de bacilos
tificos e disentéricos.

Tivemos ocasido de fazer um estudo comparativo deste meio
com os agar-adcido rosdlico (Calazans e Rangel Pestana) e agar
gosina-azul de metileno (Holf, Harris e Teague) e os resultadbs
por 1u6s obtidos, ja publicados, sio os seguintes:

Agar-deso- Agar-acido rosdlice
Germes isolados xicolato- e agar-ecsina-azul
citrato de metileno

S. dysenteriace Hiss-Russel ................ ... 141 89
” ” Flexner ....................... 27 28
Shiga .......... S 3 8
” Schmitz (ambigua) ............ 0 4
Harris ... . ... i it G 1
Eberthells typhosa ... ... .. 4] 4
Salmonele schottmuler ................. e 0 3
TOTAL ... o, 171 135

A porcentagem de germes isolados foi de 81,5% para o meio
de agar desoxicolatofitrato, calculada para o fotal de germes iso-
lados (209) e de 64,59 para os meios de agar-dcide rosdlico e
agar-eosina-azul de metileno,

Dos bacilos disentéricos isolamos o seguinte nos meios de
desoxi-colato-citrate e agar-dcido rosdlico e agar-ecsina-azul de
metileno:
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, Cresceram sé
Cresceram  sé

Cresceram em em agar-acido
em agar-deso-

todos os . . rosélico e agar-
A xicolato ci- .
meios ~eosina-azul de
trato .
. ) metileno
S. dysenteriae .............. ... 0.0, 79 62 10
i i Flexner .............. 3 0 6
” Shiga ................ 18 9 10
* ” Schmitz (ambigua) ... 0 0 4
? Harris ........... ces i} 0 1
TOTAL ....... 100 71 31

A porcentagem de germes disentéricos isolados a mais 86 no
meio de desoxicolato-citrato foi de 71,0%, enquanto gue s6 nos meios
de acido rosélico e eosina-azul de metileno, foi de 31,0%.

A porcenfagem de germes isolados — Shigella dysenteriae
Hiss Russel é maior nos meios de desoxicolato-citrato (98,3% que
nos meios de agar-acido rosélico e eosina-azul de metileno (58,9%).

A Shigella dysenteriae Flexner foi obtida quasi que igualmente,
tanto no meio de desoxicolato citrato (27), como nos meios de
agar-acido rosélico e eosina-azul de metileno (28).

Nio resta ddvida, pois, ser o meio de desoxicolato-citrato 6time
para o isolamento da Shigella dysenteriae Hiss-Russel e Shigella
dysenteriae Flexner, principalmente entre néds, por serem esses
germes os mais frequentemente encontrados em fezes.

Verificamos porem haver um certo impedimento para a Shigella
dysenterice Shiga, pois somente isolamos 8 racas no meio de
desoxicolato e citrato, enquanto que nos meios de agar-eosina-azul
de metileno e agar-icido rosélico, foram isoladas 9.

Alias este fato tem sido verificado por nds em outros meios
tambem, pois é fato observado, que certas cepas de Shigella dysen-
teriae Shiga sdo muito sensiveis até 4 glicerina, sendo aconsethado
fazer a semeadura direta do material em placas.

Observamos que se torna necessario, para bem trabalhar com
o meio de Leifson e outros, conhecer o meio e o aspécto das diversas
coldnias, pois que os germes do grupo coliforme, quando cresecem,
apresentam diversos tipos de coldonias, tornando dificil o isolamento
dos bacilos disentéricos, tificos e paratificos.

Verificamos tambem haver vantagem em ser feita a leitura das
placas apés 48 horas de incubag8o, assim procedendo, obtivemos
um aumento de 20% no ntmero dos germes igolados.

A segunda semeadura do material emulsionado em glicerina

tambem vantagem, pois obtivemos um aumento de 21% de casos
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positivos para os meios de agar-acido rosélico e agar-eosinal-azul
de metileno e de 10% para o meio de desoxicolato-citrato.

E de grande importincia no preparo de meio a qualidade de
peptona empregada, conforme salienta Leifson. Verificamos que
no meio preparado com a peptona de Witte, Merck ou de Park
Davis, o crescimento dos bacilos disentéricos foi bem menor que
quando o meio foi preparado com a proteose Difco. Com essa
peptona os bacilos disentéricos crescem com mais abundancia, dando
um nOmero de casos positivos bem maior.

Ao eontraric do que verificou Leifson encontramos um poder
inhibitivo para a Shigelle ambigua (Schmitz) e para a Eberthella
typhosa e Salmonellas. ,

Impede ele tambem o crescimento dos germes Gram positivos,
dos bacilos do grupo coliforme, das Shigellas alkalescens e dispar
e dos Proteus. )

Uma das vahtagens do meio de Leifson é que devido ac poder
impediente ao desenvolvimento dos germes normalmente encontra-
dos em fezes, pode ser semeada grande quantidade de material,
sendo aconselhado usar em primeiro lugar o meio de Leifson e
depois as placas de agar-acido rosélico e eosina-azul de metileno.

Interessante é aqui notar que dentre as virias racas isoladas
nenhuma teve todos os seus especimens crescendo em todos os meios,
sendo, portanto, de vantagem o emprego de diferentes meios para
que nao sejam falhos os resultados, conforme tambem recomendam
os outros autores que ja trabalharam com o meio de Leifson.

£ recomendavel, pois, usar, juntamente com ¢ meio de Leifson
e de bismuto, outros meios, sendo que nos servigos de rotina do
Instituto, os meios de agar-dcido rosélico (Calazans e Rangel Pes-
tana) e agar-eosina-azul de metileno (Holt, Harris e Teague) t&m
dade bons resultados.

As colonias suspeitas nas placas slc passadas no meio de
triplice acucar de Krumwiede, semeando-se por picada nc fundo
do tubo e depois espalhando-se na superficie do meio. A produgio
da cbr vermelha e de gés indica a fermentacdo anaerdbia e a fermen-
tacfo sem mudanca de cor e producgdc de gas a fermentagdo aerdbia.

Klinger modificou esse meio acrescentando o citrato de ferro
para verificar a presenca de gis sulfidricoe, podendo assim diferen-
car melhor os diversos germes. Verificamos, porem, nfoc haver
grande vantagem em Seu emprego no servigo de rotina, dada a difi-
culdade de diferencar os germes que produzem géag sulfidrico, pres-
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tando-se, no entanto, para diferencar a FEberthellu typhosa das
Shigellas. )

Depois de 18 horas de incubacio no meio de Krumwiede, veri-
ficada a sua fermentacdo e producdo de gis, faziamos um Gram
para verificar a sua morfologia e pureza.

O germe isolado, bacilo Gram-negativo, era entfo semeado em
caldo comum e deixado & temperatura de 20° por 18 horas, para
verificar a motilidade. Usamos tambem os meios semi-sélidos, néo
havendo porem grande vantagem no seu emprego. Hssa mesma
cepa isolada era tambem passada em leite tornesolado, dgua pepto-
nada para verificacdo de indol.

Como meio de identificacfio usamos o meio semi sélido de Hiss,
modificado, cuja férmula é a seguinte, aconselhade por Calazans
¢ Pestana:

AgUa . e i 1.000 cec.

Agar e 8 grs.
Peptona ..........coiiiiiiiiiiii 10 grs.
Extrato de carne ..................... 4 grs.
Cloreto de sédio ...................... 4 grs.
Gelatina .......... ... ... il 40 grs.
Acido rosélico (Mereck 1¢) ........... 5 ce.

A esse meio adicionidvamos os seguintes carbohidratos, na pro-
porcdo de 1% : Dextrose, Lactose, Sacarose, Manita, MMaltose, e
Xilose, e depois de 18 a 48 horas, verificado o comportamento do
germe. BEm alguns casos essa verificacdo é levada a mais tempo,
variando até 21 dias, empregando-se outros carbohidratos para
identificacdo do germe.

Ultimamente vinha tambem empregando o Instituto Bacteric-
16gico esse meio, variando para o indicador, o qual foi substituido
por Fenol vermelho em sol. a 0,02% na proporcio de 1 cc.9%, para
facilidade dos servicos de rotina do Instituto.

Somos porem de opinido, conforme ja foi verificado em tra-
balho publicado por um de nés, Rangel Pestana em colaboracio
com Calazans, que o emprego do acido rosdlico oferece vantagens
nos servicos de rotina de exames de fezes, porque evita o cresci-
mento dos Gram-positivos frequentemente encontrados em fezes e
que funcionam na série como Shigellas, Eberthelles e Scelmonellas.

Experimentamos também 4gua peptonada com carbohidrato e
indicador, porem somos de cpinifo que nos servicos de rotina melhor
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se presta o meio semi-g6lido de Hiss, o qual deu sempre bons resul-
tados no Instituto Bacterioldgicos de Sao Paulo.

A identificacdo bioquimica era confirmada pela sorolégica,
quando nfdo foi possivel obter racas tipicas ou soros especificos
feitos com racas tipicas.

Nas nossas identificacdes adotamos a classificacdo do Bergey's
Manual of Determinative Bocteriology, quarta edicio, 1934. -

Das 9.810 fezes por ndés examinadas, 6.719 eram de pessoas
com perturbacoes intestinais e 8.091 provenientes de fezes enviadas
para pesquiza de portadores.

Os quadros n.° 1 e 2 demonstram og resultados por nés obtidos
em 9 anos de trabalhos (1932 a 1940).

No género Shigella, a Shigella dysenteriae (Shiga) foi encon-
trada 112 vezes e a Shigella ambigua, 53.

No grupo das Shigellas para-dysenteriae, das tres variedades
admitidas por Bergey, foram encontradas as seguintes:

Hiss-Russel ..........covviiiiiiin, 764 cepas.
Flexner .......oovviiiiiiiiiiina.. 256 cepas.

A variedade Strong ndo foi por nés encontrada durante o
tempo de nossas pesquizas.

Vemos pois, que a espécie mais encontrada foi a Shigella para-
dysenterice variedade Hiss-Russell, 11,8% e depois a Flexner, com
3,8%, calculadas para o total de fezes examinadas (6.719).

A Shigella dysenteriae (Shiga) é mais rara, pois sé a encon-

tramos na proporcdo de 1,5%, calculada para o nimero de fezes
examinadas (6.719).
' No grupo Shigella alkalescens dispar incluimos todos os que nfo
fermentaram a lactose e que funcionaram na série de Hiss do mes-
mo modo 86 se diferenciando pelo leite tornesolado. Sobre este gru-
po tencionamos, logo que nos seja possivel, publicar os resultados de
nossas pesguizas. .

No. grupo Shigella Sonne, estdo reunidos todos os fermenta-
dores da lactose, segundo a classificaciic de Bergey e que aguardam
ums identificacfio mais demorada, e um estudo a respeito das espé-
cies ai agrupadas.

No génerc Salmonellas, estdo incluides os bacilos gram-negati-
vos, méveis, classificados, segundo Bergey, (1934) porem somente
08 que ndo dio indol, nfo liquefazem a gelatina e nio fermentam a
lactose, sacarose e salicina. '
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FEZES DE PESSOAS COM PERTURBACOES INTESTINAIS
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FEZES PARA PESQUISAS DE PORTADOS DE EBERTHELLA TYPHOSA
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Nesse grupo estdo incluidas principalmente as Salmonellas pa-
ratipht, Selmonella Schotimiiller, Salmonelle typhimurium, Salmo-
nella enteritidis e Salmonella aertrycke e oufras espécies, as quais
serfio estudadas mais tarde segundo o esquema de Kauffmann.

Como ja salientamos mais acima, ndo estio incluidos nesse gru-
po, por darem indol, a Salmonelle morganii, a qual passou a ser
Proteus morganii na classificacdo de Bergey (1940), a Salmonella ‘
columbensis (Bacterium columbensis) descrita tambem como a de-
nominacio de Salmonelle pauloensis; esses germes muito comuns,
entre noés, sdo frequentemente encontrados em fezes e agua.

As Salmonellas sdo entre nds, muito raras, pois em 9.810 exa-
mes de fezes, somente isolamos 34, sendo que 6 foram em fezes de
portadores de germes.

Nas fezes de portadores, encontramos 548 exames positivos

. para a Eberthella typhosa, seguindo-se a Shigelle para-dysenterice,
variedade Hiss-Russel, com 28.

RESUMO

Das experiéncias feitas comparativamente com os meios de en-
riquecimento, caldo de hipossulfitos, segundo modificacdes de Shif-
fer e Kauffmann e a solucio de glicerina, verificaram os autores
que o melhor método de preservacido e enriquecimento é o da glice-
rina, pois com este obtiveram 42,1% de resultados positivos, enquan-
to que com o meio de Shaffer, 31,1%. A glicerina comparada com
o meio de Kauffmann, deu 31,4% de resultados positivos para a gli-
cerina e 14,5% para o meio de Kauffmann. A glicerina experimen-
tada comparativamente com o meio de selénio F. de Leifson, revelou-
se melhor para o isolamento da FEberthella typhosa, pois obtiveram
com a glicerina 12,2% de resultadog positivos, enquanto que com o
meio ¥. somente 10,3% de resultados positivos.

Toi verificado o efeito da temperatura nos métodos de glice-
rina, fendo sido observado que a temperatura de 20° é melhor que
a de 37° _

Uma segunda semeadura apds 24 horas é de grande vantagem,
pois verificaram um -aumento de 12,2% nos resultados obtidos.

Como meio de isclamento foi usado Drigalsky, Endo, o meioc de
bhismuto de Wilson e Blair, agar desoxicolate de sédio-citrato {Leif-
son), agar e eosina e azul de metileno de Teague e Churman, ¢ o
meio de agar acido rosdlico, aconselhado por Rangel Pestana e Ca-
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lazanas. O meio de agar-desoxicolato-citrato é estudado compara-
tivamente com os meios de agar-dcido rosélico (Calazanas e Pesta-
na) ¢ agar-eosina-azul de metileno (Holt, Harris e Teague).

Conclue-se ser ¢ meio de agar-desoxicolato-citrato um bom meio
para o isolamento dos tipos de Shigella puara-dysenieriae Hiss
Roussell e Flexner, sendo entretanto necessario o emprego de outros
meios diferenciais para que ndo sejam falhos os resultados do dia-
gndstico bacterioldgico das disenterias. ’

Como meio de identificacido usaram o triplice acucar de Krum-
wiede, e a modificacdo aconselhada por Klinger. Recomendam o
meio semi-sélide de Hiss, cuja férmula modificada é usada no Insti-
tuto Bacteriolégico de S&o Paulo, adicionado de carbohidratos para
a identificac@o dos germes isolados, preferido como indicador o aci-
do rosblico. ~

A identificacdo adotada foi a classificacio do Bergey’'s Manual
of .Determinative Bacteriology, quarta edicde, 1934.

Das 9.810 fezes examinadas, 6.719 eram de pessoas com per-
turbacbes intestinais e 3.091 provenientes de fezes enviadas para
pesquiza de portadores.

0Os quadrados n.° 1 e 2 demonstram os resultados obtidos pelos
autores em 9 anos de trabalho (1932 a 1940).

No género Shigella, a Shigella dysenteriae (Shiga) foi encon-
trada 112 vezes e a Shigella ambigua, 53.

No grupo das Shigellas para-dysenteriae, das trés variedades
admitidas por Bergey, foram encontradas as seguintes:

Hiss Roussell ....... ... . ... ... .. ... 764 cepas.

Flexner ..., 256 cepas.
A

A variedade Strong nao foi encontrada pelos autores, durante
o tempo em que foram feitas as pesquizas. '

A espécie mais encontrada foi a Shigella para-dysenteriae va-
riedade Hiss-Roussell, 11,3% e depois a Flexner, com 3,8%, calcula-
das para o total de fezes examinadas (6.719).

No grupo Shigella alkalescens dispar, foram incluidas todas as
espécies que ndo fermentaram a lactose e que funcionaram na série
de Hiss do mesmo modo, s6 se diferenciando pelo leite tornesolado.

No grupo Shigelle Sonne, estdo reunidos fodos os fermentadores
da lactose, segundo a classificacio de Bergey e aguardam uma iden-
tificacdo mais demorada e um estudo a respeito das espéeies ai agru-
padas.
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No género Salmonella, estdo incluidos os bacilos gram-negati-
vos, méveis, classificados segundo Bergey (1934), porém, somente
08 gue nfo dao indol, ndo liquefazem a gelatina e néo fermentam a
lactose, sacarose e salicina.

Nesse grupo estdo incluidas principalmente a Salmonella para-
tiphi, Salmonella Schottmiilleri, Salmonella typhimurium, Salmonel-
lo enteritidis e Salmonelle certrycke e outras espéceies, as quais serfo
estudadas mais tarde, segundo o esquema de Kauffmann.

Nio estio incluidos nesse grupo por darem indol, a Salmonelln
morganii, a qual passou a ser Proteus morganii na classificacfio de
Bergey, (1940), a Salmonello columbensis (Bacterium columbensis)
descrita tambem com a denominacio de Salmonella pauloensis; esses
germes muito comuns, sio frequentemente encontrados em fezes e
agua. ;

As Salmonellas sdo muito raras, pois em 9.810 exames de fezes,
somente isolaram os autores, 34, sendo que 6 foram em fezes de
portadores de germes.

Nas fezes de portadores, encontraram os autores, 548 exames
positivos para a Eberthella typhosa, seguindo-se a Shigella para-
dysenterice, variedade Hiss-Roussell, com 28,

ABSTRACT

IFrom the tests made using” comparatively the media of en-
richment, hyposulfite broth, with the modifications introduced by
Shiffer and Kauffmann, and a glycerine solution, the authors veri-
fied that the best method of preservation and enrichment ist that
of glvecerine, as this gave 41,1% positive results, while with the
Shiffer’s medium there were obtained only 31,1% positive results.
When confronting the givecerine with the Kauffmann’s medium,
there were obtained 31,4% positive results for the first and 14,6%
for Kauffman’s medium.

The glycerine tested comparatively with the Leifson’s Selenite
F. enrichment medium gave better results for the isolation of
Eberthella typhosa, as there were obtained 12,2% positive results
when using the glycerine, while there were found to be only 10,8%
positive results for the ¥. medium.

The influence of the temperature was cbserved when using the
glveerine methods, there having been noticed that the temperature
of 20°C. showed better results than that of 37°.
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A second plating after 24 hours is of great advantage, as this
gave an increase of 12,2% in the results obtained.

As isolation medium there were used Drigalsky, Endo, the Wil-
son and Blair’s bismuthe medium, desoxycholate-citrate agar (Leif-
son), eosin-methylene-blue agar of Teague and Clurman and the
rosolic-acid agar medium recommended by Rangel Pestana an Ca-
lazans. The desoxycholate-citrate agar medium is studied compa-
ratively with the rosolic-acid agar medium (Calazans and Pestana)
and eosin-methylene blue agar (Holt, Harris and Teague).

The authors conclude that the desoxycholate-citrate agar is a
good medium for the isolation of Shigella paredysenterice Hiss-
Roussell and Flexner types, it being even necessary to use other
differential media in order that the results of the bacterioclogical
diagnosis of the dysenteries may not be incomplete.

For identification there was used Krumwiede’s triple sugar me-
dium, and the modification by Klinger. The semi-solid medium of
Hiss, the modified formula of which is used in the “Insttituto Bacte-
rioldgico de Sdo Paulo” (Bacteriological Institute in SZo Paule),
carbohydrates being added for the identification of isolated germs,
is recommended, the rosolic acid being preferred as indicator.

For the identification there was used the classification given
in “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, 4th. edition,
1934,

Of the 9.810 feces examined, 6.719 were from with intestinal
disturbances, and 3.091 from stools sent for the examination of car-
riers. )

Tables n.° 1 and 2 show the results obtained by the authors
during 9 years of work (form 1932 to 1940).

Of the genus Shigella, Shigella dysenterice (Shiga) was found
in 112 instances and Shigelle ambigua in 53. )

In the group of Shigella para-dysenteriae, out of the three va-
rieties admitted by Bergey, there were found the following:

Hiss-Roussell ....................... 764 straing
Flexner .......... 0 c.iiiiniiniinnenn 256 strains

The authors did not find the Strong variety during all the time
in which the examination were made,

The Shigelle para dysentérice, Hiss-Roussell variety, was the
most frequent, 11,3% following the Flexner with 3,5%, calculated
for the total of examined feces (8.719).
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In the Shigella alkalescens-dispar group there were included all
the species that do not ferment lactose and which in the Hiss series
behaved in the same manner, differing only by the tornesoled milk.
In the Shigella Sonne group, there were joined all those fermenting
lactose, according to Bergey’s classification, waiting still for a bet-
ter identification and a study of the species there included.

In the genus Salmonella, Gram-negativ bacilli, mobile, are in-
cluded, classified according to Bergey (1934), but only those which
do not produce indol, not liquifying gelatine and do not ferment
lactose, saccharose and salicine.

In this group there ar included principally the Salmonella pa-
ratyphi, Salmonella Schottmiilleri, Salmonella typhimurium, Selmo-
nella interides, and Salmonelia aeririycke, and other species, which
shall be studied later according to Kauffmann’s scheme.

There were not included in this group, as they produce indol,
the Salmonella morganit, Proteus morganii in Bergey’s classification
(1940), Salmonella columbensis (Bacterium columbensis), described
also under the denomination of Salmonelle pauloensis. These germs
are very commun, frequently found in stools and in water.

The Salmonella are very rare, as in 9.810 feces examinations
the authors have isolated these in only 34 instances, 6 of which were
found in stools of carriers. '

In the feces of carriers the authors had 548 positive examina-
tions for Eberthella typhosa, there following the Shigella para-
dysenteriae, Hiss-Roussell variety, with 28 positive results.
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