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O predominio da Leptospira ictero-hemorrhagica
nos ratos de Sao Paulo

pelo Prof. Dr. WIiLSON G. SMILLIE

A leptospira causadora da febre icte-
ro-hemorrhagica adquiriu grande impor-
tancia para os scientistas, hygienistas
¢ medicos nestes ultimos annos, devido
as cpidemias dessa molestia no Japio,
nas trincheiras em Iranca e na [talia,
e & descoberta da cxtensa dissemina-
¢do do seu agente ctiologico, tanto no
velho como no novo mundo. 2\ va-
liosa dissertacio do Dr. Ovidio Pires
de  Campos sobre a {ebre ictero-he-
morrhagica em sua preleccdo micial
aos estudantes de medicina, estd ain-
da tio clara em vossas memorias, quc
bastard fazermos uma breve exposicio
dos conhecimentos actuaes quanto a
csta molestia. Weil na sua primeira
communicacio fez um bom resumo dos
symptomas clinicos da molestia e no-
tou que ella é mais commum entrc co-
zinheiros, carniceiros e os que traba-
lham em exgottos ou encanamentos. A
mortalidade ¢ baixa, sendo de 3 a 60
¢ a molestia occorre em forma epi-
demica ou occasionalmente na forma
esporadica. No Japdo ha uma molesta
muito commum entre os trabalhadores
nas plantagdes de arroz. Esta molestia
apresenta a mesma symptomatologia e
pathologia que a molestia de Weil,

sendo porém mais frequentemente fa-
tal, com uma mortalidade de 3505 ou
mais. Houve longas discussdes quanto
4 identidade das duas molestias ¢ essa
questdo ficou incerta por muitos annos.

Inada (1) e os que com elle coopera-
ram em 1915, descobriram a causa da
:ctericia epidemica no Japdo; consegui-
ram cultivar o organismo e transmittir
a molestia & cobayas. Descobriram tam-
bem que o vector endemico era o rato
de exgotios. Justamente por occasido
das suas primeiras communicagdes,
grassava nas trincheiras na Flandres
uma epidemia de ictericia. Stokes (2)
observou nos soldados infeccionados
um organismo semelhante ao descripto
por Inada, organismo esse encontrado
tambem nos ratos apanhados nas trin-
cheiras.

Noguchi (3) estudou organismos re-
cebidos de Inada bem como outros de
Stokes e por meio de rcacgdes cul-
turaes e immunologicas provou que 0s
organismos encontrados no Japio e na

Flandres eram identicos. Elle encon-
trou tambem em 89 dos ratos de

exgottos de Nova York, uma leptos-
pira que provou ser identica a do Ja-
pao ¢ da Flandres.
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Em trabalhos subsequentes a leptos-
pira ictero-hemorrhagica tem sido cn-
contrada em varias partes do mundo.
Jobling e Eggstein (4) encontraram-
na em 109 dos ratos no Sul dos
Estados Unidos. Nicolle ¢ Lebailly (3]
nos ratos em Tunis; Lheritier (6) na
Algeria, ¢ Coles (7) em 995 dos
ratos na Inglaterra. Uma alta porcen-
tagem de infec¢bes entre ratos fol
observada nas areas onde predomina-
vam as epidemias humanas. Ito obser-
vou a infeccio em 40,2 0 do Mus,
decumanus no Japio e Stokes encon-
trou a leptospira nos rins de jo 0p dos
ratos nas trincheiras. Durante as inves-
tigagGes que fez em Guayaquil no anno
passado. Noguchi (8} notou que 67 0y
dos ratos da cidade estavam infeccio-
nados pela leptospira e tambem en-
controu-a em um camondongo. Fize.
ram-se estudos com diversos animaes
incluindo outros roedores, morcegos,
etc., mas todos deram resultados nc-
gativos. Numa communicacio pessoal,
o Dr. Carini contou-me ter injectado
orgdos de alguns ratos desta cidade
em cobayas, conseguindo produzir sym-
ptomas typicos de hemorrhagia e icte-
ricia. Além disso demonstrou a pre-
senca da letospira no figado das co-
bayas infeccionadas. O Dr. McDowell,
do Rio, tambem relata ter produzido a
molestia em cobayas pela inoculacao
de material obtido dos ratos daquella
cidade.

Em 1918 Noguchi (10; differenciou
os varios generos de spirochetas. ¢ o©
organismo causador da ictericia infec-
ciosa ao qual tinha sido dado o nome
de spirocheta foi classificado como uma
leptospira,; em seguida descreveu os ca-
racteristicos morphologicos ¢ culturaes

desse organismo e indicou quaes os
meios Imais convenientes para a4 sua
cultura.

O rato é sem duvida o féco ende-

mico da molestia. Encontra-se a leptos-

pira nos rins e na urina de ratos ap-
parentemente normaes e estes organis-
mos causam a morte de uma cobaya
em - ou ¢9 dias. A molestia torna-se
mais frequente e¢m qualquer logar em
que o homem se ache em contacto
com ratos ¢ suas excrécdes, particular-
mente nas minas humidas. nos escoa-
doiros. nas trincheiras. nos exgottos, etc.
Sem duvida em todas as communidades
occorrem no homem casos esporadicos
que nio sdo reconhecidos. A leptos-
pira nio sobrevive na urina. na agua
ou no s6lo por mais de 24 horas.
em compensagdo ella é muito activa
e passa facilmente atravez da pelle in-
tacta. Parece provavel que no Japao
a molestia seja algumas vezes trans-
mittida directamente de homem para
homem, pois que ella ¢ mais frequente
entre os camponezes que trabalham jun-
tos nos campos encharcados onde cres-
ce o arroz. Inada demonstrou gue a
leptospira péde persistir na urina de
um convalescente por 4 ou 6 sema-
nas depois de passado o periodo febril
da molestia. Assim a leptospira na uri-
na de um vector convalescente poderd
penetrar na pelle de outro trabalhador
¢ esta transmissdo directa explicard tal-
vez a elevacdo da taxa de mortalidade
desta molestia no Japao.

A morphologia e os pormenores dos
caracteristicos culturaes da leptospira
ictero-hemorrhagica tém um interessc
especial. Noguchi demonstrou por seusx
estudos em Guayaquil que o agente cau-
sal da febre amarella é muito semelhan-
te 4 leptospira da ictericia epidemica. Os
methodos de cultura s3o quasi os mes-
mos para os dois organismos, porém os
syndromas pathologicos em animaes,
ainda que haja entre clles certos pon-
tos de semelhanca, sdo distinctos ¢ ca-
racteristicos em cada molestia.

Occorreu-me que seria de interesse
determinar a porcentagem da infeccdo
pela leptospira ictero-hemorrhagica en-



tre os ratos de Sdo Paulo ¢ estudar os
seus caracteristicos culturaes e morpho-
logicos. Com esse fim emprehendi este
trabalho, cujos resultados passo a re-
latar.

Dos 41 ratos empregados nos estu-
dos e apanhados em varias partes da
cidade o maior numero proveio do gal-
linheiro da Santa Casa. sendo 27 dei-
les adultos e 14 novos. Logo depois
de apanhado, o animal era chlorofor-
misado ¢ autopsiado com precaugoes
de asepsia. Os rins eram triturados com
areia em um almofariz esterilizado. ad-
dicionava-s¢ entdo 10 cc. de solucido
de Ringer e filtrava-se a emulsio em
uma gaze dobrada. Injectava-se 3 c.c.
desta emulsio intra-peritonealmente em
uma cobaya de 200 a 250 grammas.
Todas as cobayas foram conservadas
por tres mezes ¢ das quarenta e uma
assiim tratadas quatro manifestaram
symptomas typicos de febre ictero-he-
morrhagica e morreram. Os quatro ca-
casos positivos foram obtidos com rins
de ratos adultos. 5 ou 6 dias de-
pois da injec¢io observa-se uma febre
repentina com ictericia que augmenta
rapidamente ¢ da-se a morte do ani-
mal entre 36 a 48 horas depois, com
hemorrhagia pelo nariz, recto ¢ va-
gina. A autopsia apresenta um quadro
caracteristico. Ao remover a pelle do
abdomen observa-se um grande nume-
ro de pequenas hemorrhagias no te-
cido subcutaneo dando & superficie in-
terna da pelle uma apparencia de noz
moscada. As glandulas inguinaes e a-
xillares, apresentam hemorrhagias. Ha
em todas as mucosas, nos espacos in-
tercostaes ¢ geralmente distribuida por
todo o corpo uma coloracdo amarella
de um tom distincto cor de lim3o. Ha
um grande numero de pequenas he-
morrhagias nos tecidos retro-perito-
neaes, nos rins. nas paredes do intes-
tino grosso e delgado e especialmente
nos pulmdes. Estas multiplas hemor-
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rhagias bem como a ictericia genera-
lizada dio um quadro que nido pdde
ser confundido com o de qualquer ou-
tra molestia. Os esfregacos do figado
patenteiam grande abundancia de le-
ptospiras, as quaes sdo observadas nos
rins em menor quantidade e a muito
custo tambem na corrente sanguinea.
Uma vez produzida a molestia na coba-
ya, ella péde ser transmittida 4 ge-
racBes sem conta augmentando algum
tanto a sua virulencia, como na raiva
até attingir um certo grdo de viru-
lencia. Neste caso o organismo typico
tem um periodo de incuba¢do de 3
a 6 dias e causa um curto periodo
febril morrendo muitas vezes o animal
algumas horas depois do apparecimento
da ictericia.

Com um dos meus typos de leptos-
pira a feigdo hemorrhagica dominou
o quadro. Frequentemente a ictericia
é realmente muito leve, mas a he-
morrhagia nas glandulas inguinaes, rins,
pulmdes e peritoneo é bem accentuada.
Este caracteristico persistiu por com-
pleto em todas as geracdes subsequen-
tes deste typo de microorganismo.

Fiz culturas de varios typos usando
os methodos suggeridos por Noguchi.
O caldo de cultura inicial consistia em
1,5 c.c. de soro de coetho colhido ase-
pticamente — 4,5 c.c. de solucdo de
Ringer e¢ 1 c.c. de plasma de coelho
citratado. A solu¢do de Ringer e o
soro de coelho foram conservados em
tubos eaddicionados a0 plasma de coe-
lho pouco antes da inoculacio do tu-
bo. Chloroformizei cobayas em estado
adiantado da molestia e retirei uma pe-
quena quantidade de material de diver-
sos orgdos por meio de pipettas capil-
lares esterilizadas e inoculei com isso
diversos tubos. Fiz em geral culturas
com material tirado do figado, dos rins,
do bago e sangue do coracgdo. O caldo
era coberto com petrolec liquido ¢ in-
cubado a 37¢ C. Podia-se observar a



leptospira nas camadas superiores do
caldo ao cabo de 7 a 9 dias. Esse

caldo era semi-solido porque quando

se addiciona o plasma de coelho for-
ma-se um coagulo no qual a leptos-
pira move-se livremente. Foram {feiltas
culturas satisfactorias de tres das qua-
tro ragas.

O organismo péde ser estudado sobre
fundo escuro ou depois de colorido
usando-se o corante de Leihsman du-
rante uma hora e em seguida o de
Giemsa durante toda a mnoite. Scmpre
deve ser fixado em acido osmico, e
mesmo nas melhores condi¢des perdem-
se um tanto os caracteristicos morpho-
logicos durante a colora¢io. Os caracte-
risticos morphologicos e culturaes dos
typos observados em Sdo Paulo cor-
respondem em todos os particulares as
descripgdes de Noguchi e outros au-
ctores. NAo houve opportunidade para
experiencias immunologicas comparati-
vas com typos de outra proveniencia.

Inada (11) inoculou cavallos com cul-
turas de varios typos de leptospiras
vivas e obteve um sdro o qual dimi-
nue grandemente os symptomas e reduz
a mortalidade da molestia no homem.

A dignose da febre ictero-hemorrha-
gica no homem péde ser feita pelo
exame directo do sangue, methodo va-
garoso e infructifero, ou pela inocula-
¢io intra-peritoneal do sangue ou uri-
na do paciente em cobayas. Em scus
estudos em Guayaquil, Noguchi obser-
vou que a susceptibilidade das cobayas
a inoculacio inicial ¢ wvariavel. Elle
inoculou grupos de guatro cobayas com
a mesma emulsio de rins de ratos,
destas, duas morriam com symptomas
typicos, uma tinha um caso brando e
a outra ndo apresentava symptoma al-
gum. Esta variacio de susceptibilidade
é de grande importancia na diagnose
dos casos humanos porque si alguem
apresentar um caso suspeito de febre
ictero-hemorrhagica e a inoculagio do
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seu sangue em uma cobaya nio pro-
duzir resultado algum, ndo se péde af-
firmar com certeza que o paciente nio
teve febre ictero-hemorrhagica. Pdéde
ser que o organismo fosse de tdo pe-
quena virulencia que ndo produzisse
symptomas objectivos na cobaya. No
caso de se obter um resultado positivo
nio ha diagnose que possa ser feita
com maior facilidade, porque o qua-
dro pathologico em cobayas é macro
e microscopicamente muito caracteris-
tico.

Visto um ataque da molestia, embora
brando, produzir uma immunidade re-
lJativamente alta e visto a virulencia da
leptospira ser variavel, julguei prova-
vel que algumas das cobayas inoculadas
com rins de ratos tivessem soffrido de
uma forma branda da molestia sem
apresentar ictericia e hemorrhagias, a
qual entretanto produziu immunidade
4 injeccOes subsequentes. Consegue-se
obter um typo virulento de leptospira
passando-a rapidamente por varias ge-
ragdes de cobayas, portanto é facil de-
terminar se as cobayas previamente ino-
culadas com rins de ratos estio ou
ndo immunes, reinoculando-as com
maiores doses de um typo virulento.

Em todos os casos inocularam-se com

uma grande quantidade de emulsio
fresca do typo virulento de leptospira
uma cobaya testemunha e outra ino-

culada previamente. Em todos os ca-
sos sao dados o dia da inoculacio e
da morte da cobaya. Todas as cobayas
de testemunha morreram com sympto-
mas caracteristicos e regularmente en-
tre o sctimo e o nono dia. Nove das
onze cobayas inoculadas ndo apresen-
taram symptoma algum. Destas, duas
nio estavam immunes, e apresentaram
symptomas typicos morrendo rapida-
mente. Realizaram-se experiencias iden-
ticas com outros typos virulentos. De-
zoito cobayas que haviam sido inocu-
ladas 30 ou 6o dias antes com ring
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de rato e ndo tinham apresentado nes-
sa occasido symptoma algum, foram
inoculadas novamente com um typo
virulento de leptospira. Apenas quatro
das dezoito ndo possuiam immunidade.
Estas quatro desenvolveram symptomas
typicos e morreram immediatamente.

Destas experiencias péde-se concluir
ou que quatorze cobayas possuiam uma
alta immunidade natural contra a le-
ptospira, ou o que ¢é mais provavel
que esta immunidade féra o resultado
de um caso brando da molestia produ-
zido pela leptospira de pouca virulencia,
proveniente dos rins dos ratos de Sao
Paulo. Si acceitarmos a segunda con-
clusdo, a incidencia da leptospira nos
ratos de S3o Paulo nido é de 109
conforme ficou estabelecido pelos sym-
ptomas typicos de ictericia e hemor-
rhagia nas cobayas inoculadas com
emulsio de rins de rato, mas sim de
7 5% conforme a immunidade produzida
em cobayas inoculadas previamente, &
inoculacio subsequente de typos virulen-
tos de leptospira. Apezar de muito pro-
vavel esta conclusio ainda ndo estd
provada. Adoptemos portanto o coef-
fictente de infec¢do escolhido por ou-

tros auctores, isto é, a porcentagem
de ratos infeccionados por leptospiras
sufficientemente virulentas para produ-
duzir symptomas typicos em cobayas.
A porcentagem ¢ de 109, sendo se-
melhante ao coefficiente da infeccido
na Inglaterra, Nova York, Sul dos Es-
tados Unidos, e Tunig, e ¢ muito mais
baixa do que a encontrada nas partes
do mundo onde a molestia é epidemica,
especialmente no Japdo e nas trinchei-
ras na Franca durante a guerra.
Apezar disso a leptospira ictero-he-
morrhagica virulenta existe em Sio
Paulo no rato de exgottos, seu vector
endemico, e sem duvida produz ca-
sos esporadicos da molestia entre nds.
Qualquer circumstancia que obrigue o
homem a trabalhar em contacto com
excrecdes de ratos por exemplo, cau-
sard sem duvida uma epidemia da mo-

lestia. Esta conclusdo d4 'mais uma
prova 4 accusagido feita ao rato de
ser wm Inimigo economico e uma

ameaca mortal para a humanidade e
vem estimular a nossa determinacio
de sustentar contra elle uma campa-
nha vigorosa, continada a todo o transe.

Conclusobes

1. — Inocularam-se em cobayas os
rins de 41 ratos apparentementc nor-
maes, apanbados na cidade de Sio
Paulo. Disso resultou o desenvolvimen-
to dos symptomas typicos da icteficia
epidemica em quatro cobayas, . sendo
encontradas a leptospira ictero-hemor-
rhagica nos seus orgiaos.

2. — Tres destes typos de leptospira
foram cultivados de accordo com o
methodo A de Noguchi

3. — Uma grande proporcdo das co-
bayas inoculadas com rins de ratos
desenvolveu um alto grdo de immuni-
dade contra um typo virulento de le-
ptospira. Portanto parece provavel que
uma grande porcentagem, isto é, 7500
ou mais dos ratos de S3o Paulo al-
bergam a leptospira ictero-hemorrhagi-
ca de pouca virulencia a qual produziu
immunidade nas cobayas, sem causar
symptomas objectivos.
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Bacillos semelhantes ao da peste, encontrados nos ratos
da cidade de Sao Paulo

pelo Prof. Dr. WILSON 5. SMILLIE

Senhores:

Nio tenhv em mente causar sensa-
cdo apresentando um artigo sobre as-
sumpto que tanto preoccupa o publico
no momento actual. Tendo feito estas
abservacOes ha semanas atraz, sinto que
a presenca da molestia tenba vindo
roubar ao meu artigo tode o interesse,
pois, quemn quercerid saber de um ba-
cillo semelhante ao da peste quando
o verdadeiro gernien da molestia se
acha enire nés?

Apezar disso ouso apresentar-vos es-
te trabalho como resumo da diagnosc
differencial do bhacillo da peste em ra-
tos, assumptu da maxima importancia
em qualquer epidemia, e desejo mos-
trar-vos ao microscopio, um bacillo, cu-
ja morphologia ¢ identica 4 do bacillo
da peste.

Durante as nossas pesguivas quanto
4 existencia do leptospira ictero-hemor-
rhagiae nus ratos de exgottos da ci-
dade de Sao Paulo. encontramos inei
dentemente wn interessante grupe de
microorganismos que a principio  has-
tante nos ingwistaram pela sus seme-
unga com o bacillu da peste.

O methode  empregado nessas  pes-

qulzas comsistia em capturar ratos;, ap-
parentemente normaes, em varios pon-
tos da cidade, e, depois de chlorofor-
mizal-os, retirar os rins, que eram ma-
cerados em um almofariz esterilizado
com todas ay precaucdes de asepsia,
injectando-se a emulsio, assiin obtida,
na cavidade peritoneal de cobayas. Os
nossos trabalhos proseguiam regular-
mente quando principidmos a fazer a
necroscopia de ratos apanhados no gal-
linheiro da Santa Casa. De cada gru-
po de tres ou quatro cobayas, injectadas
com rins de ratos apanbados naquelle
local, wma morria 12 a 24 horas de-
pois de inoculada, manifestando sym-
ptomas typicos de  animal inoculado
com o bacillo da peste, apezar dos ratos
empregados  terem  apresentado appa-
rencia nermmal quando examinados.
Esfregacos com material retirado da
cavidade peritoneal das cobayas mor-
tas apresentavam myrindes de bastone-
tes, Gram-negativos, de polos arredon-
dados, que tomavam bem as cores de
anilina, emqguanto o meio Hcava desco-
rado, sendo a sua morphologia em to-
dos 05 pontos caracteristica da de ba-
cillo da peste. OUbtinhani-se faciimente
culturas puras do genmen per meio do



sangue retirado do coracdo das co-
bayas.

Era evidente que se tratava de um
germen, que. si ndo era o bacillo da

peste, tinha, por certo, relacio intima
com elle. Cumpria-nos, portanto, a obri-
gacdo de abandonar qualquer outro tra-
balho e encetar immediatamente o cs-
tudo differencial desse organismo, o
que foi feito incontinente.

Morp‘hologla.

Em cultura nova ou em esfregacos
dos tecidos do animal;, o germen é um
bacillo bipolar, de extremidades arre-
dondadas: nde ¢ movel: n3o tem ca-
psula e nem férma esporos. éra-sc
facilmente com as tintas communs de
anilina e ¢ Gram-negativo. Em caldo
com chloreto de sodlo a 304 desen-
volvem-se férmas de involucdo. Ndo f6r-
ma fileiras, apezar de no caldo ser en-
contrado algumas vezes em grupo de
dois e de quatro.

Caracteres culturaes.

Agar. -— Desenvolve-se vagaroso-
mente en1 tubos de gelose inclinada,
formando pequenas colonias esbranqgui-
cadas e transparentes. Ao cabo de 2}
horas, o inducto c¢ra apenas visivel
A addi¢do de algumas gottas de san-
gue de coelho 4 gelose, favorece muito
o desenvolvimento do microorganisme.
A temperatura mais adequada ao seu
desenvolvimenio ¢ 37.¢ C. A tempera-
tura de' 20,0 C ndo ¢ tdo propicia a.u
crescimento das culturas.

Caldo.

O desenvolvimento das culturas foi
muito escasso ¢ diffuso em caldo. atdé
depois de duas semanas de incubacio:
ndo conseguimos obter neile a forma-
¢io de estalactites caracteristicas. Co-
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brindo a superficie do caldo com oleo,
formaram-se pelliculas que sc extende-
ram um a dois C. dentro do liquido, o
yue alids s6 foi observado quando os
frascos estavam collocados em repouso
em logar firme duranic quatro sema-
nas.

Gelatina.

O desenvolvimento da cultura em ge-
latina effectuou-se vagarosamente sem
liquefaccdo, depois de varios dias, ob-
servando-se um leve inducto ao longo
do trajecto da agulha.

Leite-turnesolado.

A mudanca havida na cor do .turne-
sol foi muito pequena. talvez devida 4
termentacio de insignificante quantida-
de (0.08 9) de assucar semelhante 4
dextrose prescnte no leite. Nio houve
coagulagio.

Batatas.

A cultura em batatas fol mvisivel. O
ecxame do material, tirado da superficic
da batata uma semana depois da ino-
culacdo, parecia indicar a existencia
de um ligeiro inducto.

Meio semi-solido de Miss.

Houve wma lgeira formacio de aci-
do, sem produccio de gaz. no meio
com dextrose, maltose. saccharose ¢
mannita. Ndo se formou acido em la-
ctose ou dextrina. Convem fazer notado
que estes hydratos de carbono eram
05 uUnicus 1 mao e que a pureza chi-
mica da saccharose era bem duvidosa.

Tubos de caldo com assuear.

Fizemos culturas em wbos de culdo
com assucar, sendo a concentracio em
hydrogenio-donte calculada sete dias de-



pois da inoculagdo. As culturas de todos
os tubos patentearam desenvolvimento
escasso. Os hydratos de carbono. que
fermentaram. foram os mesmos acima
indicados no meio semi-solido de Hiss.
Em todos tubos, onde houve  fer-
mentagio. o ponto maximo a que at-
tingiu a fermentagio de acido foi 6,3,
calculado pelo methodo  colorimetrico.
Nos tubos, em yue nio houve fermen-
tacdo. ¢ nos tubos-testemunhas. o pon-
to maximo foi 7,6,
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Gelose de Mac Conkey (com
taurocholato de sodio e ver-
melho neutro).

Repetidas semeaduras em gelose de
MacConkey deram resultados negativos.
Segundo a «Indian  Plague  Commis-
sion», o uso desse meio ¢ um dos me-
lThores methodos de differenciacio en-
tre o bacillo da peste ¢ os do grupo
pasteurclla, porque o bacillo da peste
se desenvolve rapidamente neste melo,
o que se nio di com s outros mem-
bros do grupo da septicemia hemor-
rhagica.

Poranto ¢ claro. que até este ponto,
as unicas differencas caracreristicas en-
tre o verdadeiro bacillo da peste ¢ o
organismo por noés observado consistiu
em que este ultimo ndo se desenvolve
no meio de MacConkey ¢ em que nao
s¢ obtem a formacio caracteristica de
estalactites

em caldo. Esww prova cra
inteiramente negativa e, assim, nas cir-
cumstancias  presentes. ndo  era sutti-

ciente. Portanto, urgia obternos a con-
firmacdo das observacoces culiuraes jd
feitas.

Inoculag¢is animal.

Cobayas. —- Uma quantidade insigni-
ficante. o.003 ¢ ¢.. de um caido com
uma culiura de escasso desenvolvimen-
to, de 24 horas. moculada mraperito-
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nealmente em uma cobaya de 300
crammas, produziu sempre a morte den-
tro de 14 a 20 horas. Havia uma area
extensa de edema e hemorrhagia no
ponto da inoculacdo; as glandulas in-
guinacs estavam enfartadas, de cor ver-
melha escura ¢ intensamente conges-
tas. O abdomen continha excesso de
um fluido seroso claro ou levemente
turvo, cncontrando-se  occasionalmente
mancha branca de fibrina na super-
ficie do figado. Os vasos abdominaes
estavam extremamente turgidos; o ba-
co engurgitado. A cavidade pleural con-
tinha 10 a 20 c¢. c. de serosidade e os
pulmdes estavam muito congestionados.
A sevosidade abdominal ¢ pleural, o
figado e o sangue do corac¢do conti-
nham sempre, em grande numero, o
organismo bipolar typico. Quando os
bacillos eram inoculados subcutanea-
mente em cobayas, nas doses de o.r
a 0.5 c c. de um caldo de cultura
de 21 horas, observava-se uma syndro-
me pathologica semethante 4 produzida
pelas inoculagdes intraperitoneacs, por-
que se segula & Inoculagdo uma septice-
mia rapida e fatal em poucos dias.
Inoculando-se  subcutancamente nesses
animacs, doses menores de 0,005 a
0,01 c¢. ¢. de um caldo de cultura de
24 horas, observava-se um quadro diffe-
rente, havendo geralmente a formacgio
de um abcesso no ponto da inoculacgdo.
O animal morria no quinto ou setimo
dia com uma tremenda peritonite, pleu-
rite ¢ pericardite fibrino-purulenta. Em
alguns casos o coragao achava-se envol-
vido em uma camada de fibrina de
4 millimetros de espessura. O germen
bipolar for encontrado em numero con-

sideravel nas cdavidades serosas e no
sungue do corag¢do, ainda que menos

frequentemente do que no material re-
tirade de animaes moculados intra-
peritonealmente.

Friccionou-se vigorosamente caldo de
cultura do bacillo na pelle raspada ou
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escarificada no abdomen de cobayas,
mas apenas em um dos casos produziu-
se a infecgdo, havendo a formacido de
um pequenc abcesso no logar escarifi-
cado, sem resultado fatal. Fricciona-
ram-se tambem porcoes de culturas na
mucosa - do nariz, mas ndo. se conse-
guiv transmittir a infeccdo por este
meio.

Segundo Fritscher um dos melhores
caracteristicos differenciaes do bacillo
da peste estd em que a infecgdo pode
ser produzida em cobayas pela simples
friccdo de um caldo de cultura deste or-
ganismo na pelle raspada do abdomen.
ao passo que 1sso nd3o se di com os
outros bacillos semelhantes.

Coelhos.

O bhacillo é muito virnlento para coe-
thos — 0,005 c. c. injectado intraveno-
samente, mata um coelho adulto dentro
de poucas horas, 8 a 10, produzindo to-
dos os caracteristicos de uma septice-
mia hemorrhagica. Injeccoes de 0,01
c. ¢ sdo tio rapidamente fataes como
as subcutaneas de o,1 ¢ ¢ Os baci-
los sio sempre encontrados no sangue
do coragio.

Ratos brancos.

(s ratos brancos sio muito meno-
susceptiveis ao bacille. o1 ¢ o de
um caldo de cultura de 23 horas, ino-
culado intraperitonealmente em um rato
branco novo (dose sufficiente para ma-
tar vinte cobayas) produz apenas sym-
ptomas brandos da molestia. Meio .
c. de um caldo de cultura de 24 horas,
inoculado subcutaneamente, nao pro-
duz resultudo fatal, apezar de formar
um abeesso local.

Pombos.

Um dos typus do bacillo ¢ patho-
genico para pombos. Meio ¢ ¢ de

um caldo de cultura de 24 horas, ino-
culado intramuscularmente. produr a
morte em poucas horas. O exame do
sangue do coragdv da ave revela a
presenca de um grande numero de ba-
cillos bipolares. Este ¢ outro caracte-
ristico valiosu, porque o bacillo da pes-
te nunca ¢ pathogenico para pombos.
porém ndo prova que o germen per-
tenga a0 grupuv dos pasteurellas de
aves, porquc alguns dos outros mem-
bros du grupo causam infeccldo fatal
aos pombos.

Texina.

Inoculou-se o organismo em 230 c.
¢. de caldo simples. ao qual haviam
sido addicionadas algumas gottas de
sangue de coetho e conservouse o fras-
co & temperatura da sala, durante cin-
co semanas. No fim desse tempo o
caldo foi passado atrave: um filtro de
Berkfeld ¢ o filtrado foi examinado,
provando-se que elle era esteril. Dois
ou tres ¢ ¢. deste filtrado continham
toxina sufficiente para matar uma co-
baya em 24 horas, quando inocula-
dos intraperitonealmente. Esta produc-
cao de toxina ndo ¢ uma caracteristica
differencial, porque ndo s6 o bacillo
da peste, como qualquer outro mem-
bro do grupo da septicerma hemorrha-
gica, produz toxinas soluveis,

Soro anti-pestoso.

Misturarain-se peqguenas guantidades
(o5 ¢. .3 de uma cultura de 24 ho-
ras, com 2 ¢ c¢. de s0ro antl-pestoso
e a mistura ol injectada intraperito-
nealmente numa cobayu. Injectou-se em
uty  animal-testemunha apenas uma
quantidade igual da cultura de 24 ho-
ras. Ambos os animaes morreram den-
tro de 18 a 20 horas. Esta ¢ uma
prova addicional de que o germen em
questdo n&o ¢ o bacillo da peste. puois
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o sbro antipestoso sempre confere um
certo grau de immunidade.

Agglutinacio.

Inocularam-se animaes primeiramente
com culturas- mortas e, subsequente-
mente. com culturas vivas do germen.
Foi muito difficil produzir a immu-
nidade ¢ varios animaes foram sacri-
ficados antes que se conseguisse obter
um sOro que agglutinasse o typo es-
pecifico,

Deu-se a agglutinacio do typo es-
pecifico em uma diluicdo de 1/i0 a
1/20, mas ndo se conseguiu a agglu-
tinacio pelo cruzamento de varios ty-
pos. Séro anti-pestoso de alta titula-
¢ao mmmunizante. obtido dos labora-
torios de Butantan. ndo agglutinou ne-
nhum dos typos.

Discussfio.

Seis ou sete cobayas morreram de
peritonite consequente i inoculacio com
rins de ratos de apparencia normal ¢
todos capturados no mesmo local. Nos
tecidos dessas cobavas foram observa-
dos tres typos distinctos de bacillos se-
melhantes ao da peste. Os tres typos
foram considerados praticamente iden-
ricos quanto aos caracteres morphologi-
cos ¢ culturaes ¢ quanto 4 virulencia
para os animaes. se bem que um dos
typos seja virulento para os pombos,
emquanto outros ndo o s3o ¢ gue nio
s¢ obtenha x agglutinacdo pelo cruza-
mento dos typos.

Gracas as observacdes morphologicas,
culturaes e A experimentagio em ani-
maes. tornou-se  evidente que se tra-
tava de um organismo pertencente ao
grupo da septicemia hemorrhagica. A

unica prova contraria a essa assercho
foi a fermentacio apparente da sac-
charose, talvez devida 4 dextrose con-
tida na saccharose impura. Comtudo
convem ndo esquecer que o grupo da
septicemia hemorrhagica consta de um
certo numero de organismos, muito se-
melhantes quanto aos seus caracteris-
ticos morphologicos e culturacs e que
o bacillo da peste ¢ simplesmente mem-
bro deste grupo, productor de epide-
mias da molestia no homem: ¢ em ra-
tos. A ditferenciacio entre os varios
membros do grupo e o bacillo da pes-
te ¢ em yeral apenas de importancia
academica, porque s6 este ultimo ¢€
pathogenico para o homem, emgquanto
0s outros germens encoptrados sdo ob-
servados em epizotias declaradas em
cabras, carneiros, aves, cavallos, por-
cosy caes. coelhos, etc.. conforme o
caso.

Tinhamos entretanto de resolver um
problema bem differente e profunda-
mente pratico sob o ponto de vista
da saude pubtica. Accidentalmente des-
cobrimos que, em uma cidade grande e
apenas 8o kilometros distante de um
porto em que havia casos de peste
naquella occasio. os ratos albergavam
um organismo cuja morphologia era
identica a do bacillo da peste. E’ evi-
dente que a responsabilidade de provar,
rapida ¢ accuradamente. si o organis-
mo era ou nido o bacillo da peste pe-
zava sobre nés, de modo que. si 08
resultados fossem positivos, pudessem
ser tomadas medidas preventivas para
evitar wma epidemia repentina da pes-
te. Si pudessemos provar que o germen
em questdo ndo era o bacillo da peste,
mas sim um dos membros do grupo
da septicemia hemorrhagica, estaria re-
solvida a parte pratica do problema.
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Exponhamos as razdoes que temos para affirmar que
este bacillo ndo é o bacillo da peste

Morphologia.

Nada houve de referencia aos cara-
cteres morphologicos e 4s reacgdes co-
rantes do organismo que fosse incom-
pativel com o bacillo da peste, tendo
sido até preenchidos todos os requi-
sitos morphologicos.

Caracteres culturaes. Estalae-
tites.

Todos os membros da septicemia he-
morrhagica podem formar cestalactites
em condi¢cdes favoravels, portanto este
ndo é um bom caracter differencial.
Nio conseguimos obter estalactites ca-
racteristicas, embora depois de cinco
semanas de cultura, talvezr devido a
condigoes desfavoraveis.

Gelese de Mae Ceonkey.

O facto do germen nio sc desenvol-
ver em meio de taurocholato de sodio
e vermelho neutro, ainda yue negativa,
¢ prova de consideravel Importancia
differencial, visto o verdadeiro bacillo
da peste crescer promptamente nesse
meio. A «Indian Plague Commission»
considera-o como um valioso indicador
differencial. Nio obstante, essc item
de prova requer confirmacio.

Inoculaciio animal

E’ importante notar-se que todos os
ratos submettidos 4 necroscopia tinham
apparencia normal. E’ um facto quc
poucas vezes se ha de dar no caso de
serem os.germens encontrados, bacil-
los da peste, se bem que bacillos pes-
tosos de pouca virulencia para ratos
ja tenham sido descriptos. Visto o ger-
men nido ter causado a morte de¢ ratos
brancos embora quando inoculados na

dosc de o,5 ¢. ¢. de um caldo de
cultura de 23 horas, deviamos con-
cluir gque. si o germen fosse o bacillo
da peste, possuia muito pouca virulen-
cla para os ratos. O quadro patholo-
gico produzido em cobayas pela ino-
culacdo  intraperitoneal  de  pequenas
qantidades, o0.00; c. ¢. era caracte-
ristico da peste. mas a inoculacio sub-
cutanea de pequena dose, o,01 ¢, c.
em cobayas causou uma syndrome in-
teiramente differente do quadro ypi-
co commum  em cobayas atacadas de
pestc.

Prova ainda mais frizante resuliou
das repetidas tentativas de infeccionar
cobayas friccionando cultura de 23 he-
ras. ndo diluida. na pelle raspada do
abdomen ou na mucosa do nariz, o
que nao transmittiu a molesta. Fri-
tsche diz que a verdadeira peste ¢
sempre produzida em cobayas por esse
methodo. considerando-o um dos me-
Ihores pontos differenciaes na diagno-
se. Um dos typos provou ser patho-
genico para pombos, caracter que nio
é notado no verdadeiro bacillo da peste.

Portanto, podemos concluir, com ra-
zio, que os germens, isolados dos rins
de ratos apparentemente normacs de
Sao Paulo, pertencem ao grupo da sep-
ticemia hemorrhagica. mas nao sdo ba-
cillos da peste. A que grupo pertenciam,
si ao das aves, cavallos, cabras, car-
neiros, cics ou cocthos, ¢ mais difficil
dizer, ndo sendo impossivel que per-
tencessemt a  qualquer delles, visto os
ratos terem estado em contacto inumo
com todos esses animaes no quintal da
Santa Casa. -\ questio mals importanie
¢ que mails npos interessava ora sloa
molestia seria ou ndo a peste, ¢ con-
seguimos chegar a wma conclu~io quan-
to a esse ponto.



Baeillo Enteritidis.

Encontramos nos ratos de Sdo Paulo
um outro germen cujos caractercs mor-
phologicos se assemelhavam um tanto
aos do bacillo da peste. A cobaya, ino-
culada com os rins do rato N.© 713,
morreu de peritonite geral 34 horas
depois. O exame microscopico do flui-
do peritoneal demonstrou uma cultura
pura de um germen Gram-negativo e
colorindo-se bipolarmente com azul de
methyleno. Semedmos tubos de gelo-
se com sangue do coracdo ¢ collocamos
na estufa. Na manhd seguinte a su-
perficie da gelose estava coberta por
um inducto humido e eshranauigado.
Este desenvolvimento rapido foi uma
caracteristica quasi sufficiente para pro-
var a impossibilidade de ser o ger-
men o bacillo da peste. Estudos subse-
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quentes, porém, levaram-nos a classi-
fical-o como um membro do grupo B.
enteritidis. Bates encontrou na glan-
dula enfartada de um rato submettido
& necroscopia no Canal de Panamd.
um germen «em férma de alfinete de

segurancga», muito semelbante ao que
encontramos, sendo identificado como

pertencente ac grupo do B. enteritidis
e numerosas epizootias ji foram ob-
servadas entre ratos ¢ coelhos, devi-
do ao bacillo de Gaertner. Segundo
alguns auctores, o bacillo de Gaertner
¢ um habitante normal do intestino do
rato. £’ um dos germens que ¢ mais
facilmente differenciado do bacillo da
peste pelo scu rapido crescimento em
qualquer meio, pela motilidade, ¢ pela
forma¢io d’um inducto pardo em ba-
rata.

Conclusobes

1. — lIsolaram-se tres typos de ba-
cillos encontrados em ratos apparen-
temente normaecs apanhados em  Sao
Paulo. numa ovcrasido em que a cidade
estava sob a ameaca da pestc bubonica.
Por meio de methodos culturaes ¢ de
inoculacdes animaes, provou-se¢ ndo sc-
rem esses germens bacillos da peste
mas pertencerem ao grupo pasteurella.

2. — A diagnose rapida e segura do
bacillo da peste ndao ¢ sempre um tra-
balho facil. Nunca nos devemos dar

por satisfeitos com os resultados de
um ou dois methodos de differencia-
cdo, mas empregar todos os que fo-
rem conhecidos.

3. — O B. enteritidis, que se asse-
melha ao B. pesiis quanto avs cara-
cteres morphologicos ¢ corantes, foi
isolado dos rins de um rato apparente-
mente normal. O processo de diffe-
renciacio ecntre o B. enteritidis e o
B. pestis ¢ muito simples.
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