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RESISTENCIA DE DIFFERENTES GERMES PATHOGENICOS
EXPERIMENTALMENTE ASSOCIADOS AO VIRUS VACCINICO

FOR

R. GODINHO

O descobrimento de Edward Jenner, em 1798, conseguindo immunizar o ho-
mem contra a variola por moculagao directa do cow pox, assignala uma era que
Pode perfeitamente ser denominada era Jemmeriana, distincta, por sua vez, de
duas outras: a era pre-jemmeriana, cuja caracteristica principal é o emprego da
vanolizagio e a era post-jenneriana, que corresponde ao uso do virus vaccinico
Preservado no laboratorio depois de cultura no organismo animal.

Durante a era pre-jemneriana sé6 se conhecia e praticava a variolizagiio, isto
€, a passagem do virus da variola de individuo a individuo, visando a transmissio
da doenca em caracter mais attenuado. Infelizmente, o recurso prophylactico
servia tambem para facilitar a propagagio das grandes epidemias de variola que
varreram todos os cantos da terra. Todavia, de sua pratica intensiva, abrindo
€aminho 4 verificagio da immunidade conferida ao homem pela contaminagio
benefica da variola bovina, resultou o descobrimento da vaccina de Jenner.

A transmissdo directa da pustula bovina a custo conseguiu acceitacgio uni-
versal, arrostando uma das campanhas mais tenazes que a hygiene tem enfren-
tado em todos os tempos. Entre outras razdes predominava o receio dos incre-
dulos de que os humores oriundos da vacca pudessem constituir uma ameaga de
possivel “vacalisation”, ou, vernacularmente de *“‘avacalhamento” da humanida-
de. Mas, antes do occaso completo do seculo passado, o beneficio da vaccina
vencia as derradeiras resistencias, surgindo entiio a era post-jemneriana, ou era
Propriamente do virus vaccinico autonomo que teve inicio quando Copemann,
€m 1891, destacou do vitello a polpa vaccinica e a trouxe para o laboratorio sob
Mfluxo das conquistas de Pasteur. Desde entio novos aperfeigoamentos vem o
Processo conquistando até os nossos dias, assignalando-se, entre os pri::cip;ws. a
hPinn-rcccptiﬁdadc que da logar, alem da lapino-vaccing de Gailleton, a orchi-
Yaccing de Henseval, Convent ¢ Noguchi, em 1910, e a neuro-vaccina de Leva-
diti, em 1922. E dentro do mesmo proposito de purificagio do virus pelo afas-
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tamento dos germes de associagio da polpa, outras conquistas de grande valor
sio feitas em 1929, tanto na Escola Medica de Harvard, nos Estados Unidos,
como entre nos, no Instituto Butantan, por meio da filtragdo do virus através de
velas diatomaceas sendo que o producto aqui obtido foi, pela primeira vez no
mundo, em condicoes de completa efficiencia para emprego immediato na pra-
tica. '

Caminhando, finalmente, para um grao de aperieicoamento que todos espe-
ram alcangar, procura-se, por toda parte, encontrar um meio de cultura do virus
vaccinico in vitro, em estado perfeito de pureza e actividade.

Esta summaria descripgio das principaes fontes de virus vacanico para fins
de immunizacio pde em evidencia a preoccupagio que tém tido os pesquisadores
de obtel-o tanto quanto possivel em estado de pureza, isto ¢, hbertado dos ger-
mes de associagio que vulgarmente o acompanham, obice malor a sua geral ac-
ceitagio.

Os processos da technica moderna de preparo da vaccina e os rigorozos cui-
dados que lhe sio dispensados no laboratorio reduzem ao minimo o teor quali-
tativo e quantitativo da flora microbiana associada, embora o ideal para a prati-
ca seja o virus absolutamente puro, como ficou demonstrado em trabalho an-
terior publicado nas Memorias do Instituto Butantan (1) comquanto, pela sua
extrema exigencia de condigbes especiaes de nmanutengio da actividade, nio se
preste, larga manu, a uso corrente entre nos.

A contaminacio de que se reveste a polpa vaccinica é propriamente nulla
quando demoradamente depurada no laboratorio. Entretanto, nio € para ser
desprezado o grande cuidado que deve merecer cada partida de polpa, resultante
da colheita de um vitello, visto que, em circunstancias especiaes, uma contamina-
cio de germes pathogenicos poderia ter logar durante o periodo de 120 horas
consecutivas em que o animal permanece estabulado & espera do completo de-
senvolvimento pustular. Tanto do organismo do proprio amimal, como dos pro-
ductos da ragio alimentar ou ainda vehiculados pelos tratadores e por meios ou-
tros inevitaveis podem chegar até a vasta area de pustulagio differentes germes
ou esporos pathogenicos que, de mistura com a polpa, seriam em conjuncto pre-
servados até o momento de ser esta entregue ao Consumo. ‘

Sio bem raros os casos conhecidos na lhiteratura medica de contaminagao
humana de tal natureza, mas, desde que possivel, nio € injustificavel a insisten-
cia na verificagio do limite do seu perigo e dahi a natureza da onentagio das
presentes investigagoes, no particular das polpas vaccinicas do Butantan, unico
centro productor da vaccina neste Estado.

Da flora normal das polpas vaccinicas — Estudos completos procedidos em
todos os Institutos Vaccinogenicos do mundo demonstram que, mesmo dentro
de condigdes optimas da technica de semeadura e colheita da polpa, afastada toda
hypothese de infecgio do animal vaccinifero, com immediata comprovagio pela
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necropsia, a polpa fresca é acompanhada de rica flora de associagio de germes
€uja media oscilla ao infinito. Somente um longo periodo de depuracio em baixa
temperatura, pode atenuar esse teor de germes, sem o emprego de antisepticos
outros, entre nds desaconselhado, a ndo ser a glycerina.

Alem das verificagbes que fizemos em trabalho ji publicado (2) para de-
monstrar a possibilidade de reduccio da flora microbiana da vaccina, revelam as
fichas do nosso registo de polpas que, num total de 162 verificacdes durante o
periodo de 1929 até o momento presente, apenas a partida No. 4711 teve de ser
desprezada, logo depois da colheita, por ter a necropsia do vitello evidenciado
leses tuberculosas do parenchima pulmonar, nio obstante prova negativa de
tuberculina feita previamenmte. Nenhuma das demais partidas revelou presenca
de associacio pathogenica que indicasse o seu nio aproveitamento.

Nio obstante rara e esparsamente assignalados, germes altamente pathogeni-
€0s para o homem accidentalmente podem viver em symbiose com o virus vac-
Cinico e determinar infecches graves e mortaes.

Para esses accidentes ainda em sessio de 5 de julho de 1932 M. Luciens
Camus chamava a attencio da Academia de Medicina de Paris em virtude de re-
clamagbes recebidas (3). Entre os germes que podem occasionar taes accidentes
€ncontram-se alguns proprios do organismo bovino, v.g. o virus da febre aphtosa;
Outros a elle adaptaveis, tanto do tegumento externo, como das mucosas ou do
tubo gastro-intestinal e outros ainda vehiculados pelos alimentos ou pelos pro-
Prios tratadores.

Procurando pesquisar o comportamento desses differentes germes vimos fa-
zendo, ha mais de um anno, detidas verificagbes, desprezando apenas a parte que
diz respeito ao virus aphtoso em virtude da existencia de trabalho experimental
Completo a seu respeito.

Technica empregada

Tomamos em 4 de maio de 1932, como ponto de partida para o presente
€studo, duas polpas em stock no Laboratorio Vaccinico da Secgio de Virus do
Butantan, de Nos. 4762 e 4767 e dellas destacamos determinado volume que ini-
Galmente foi submettido a provas bacteriologicas e de verificacio da actividade
Que resultaram a seguinte demonstragio:
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razio do

De ambas as partidas de polpas distribuimos igual quantidade de 5cc. em
vidros apropriados de pequeno tamanho e em outros, de maior capacidade, um
volume maior de S0 cc.. Nestes ultimos semeamos, ao mesmo tempo, 10 gottas
de uma emulsio concentrada de culturas dos seguintes germes: estaphylococcos,
estreptococcos (ragas virulentas); b. da tuberculose (typos humano, bovino e
equino) ; Eberthella typhi, Salmonella paratyphi e Salmonella shottmiilleri; Eber-
thella dysenteriae v. Shiga; Brucella gbortus (typo bovino) e Brucella meliten-
sis; Clostridium welchii e germes esporulados: do tetano e do carbunculo (*)
(typos Fischer, B e By).

Nos recipientes menores, contendo volume igual de 5 cc. de polpa, semea-
mos 1 gotta, separadamente, das mesmas emulsdes acima referidas para estudo
1solado do seu comportamento em symbiose com o virus vaccinico.

(*) Em Janeiro de 1932
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Com as precaugbes necessarias foi todo esse material collocado no mesmo
apparelho de frigo a -10°C usado para depuragio das nossas polpas e exames
periodicos foram feitos com o fim de demonstrar a resistencia de cada um delles
€m associagio com o virus e postos nas mesmas condigbes de ambiente por este

A partir dessa data, 4 de maio de 1932, durante o periodo successivo de 3,
6, 9 e 12 meses fizemos verificacdes consecutivas niio sé quanto & actividade do
Virus vaccinico como tambem em relagio 4 resistencia dos germes que a elle
foram associados. O comportamento geral vae resumido nos dois quadros jun-
10s e 0s respectivos protocollos de inculagdes em animaes apropriados, annexos ao
Presente trabalho.

DISCUSSAO E SUMMARIO

A possivel associagao de germes pathogenicos ao wirus vaccinico, em virtu-
de da sua fonte de origem bovina, adoptada pelos mais importantes laboratorios
do mundo, desperta em primeiro logar a preoccupagio quanto ao virus da febre
aphtosa, molestia commum entre os nossos rebanhos e que pode ser transmittida
20 homem.

Ji comprovada a associagio dos dois virus, deixamos por isto mesmo de
Parte o estudo especial do seu caso e em trabalho por nds anteriormente publica-
do de collaboragio com S. Calazans (4) accentuamos que:

“E’ facto fora de qualquer duvida que numa mesma polpa vac-
cinica possam coexistir os dois virus, vaccinico e aphtoso, sem que
uma longa permanencia em baixa temperatura exerga sobre qualquer
delles influencia nociva. Alem dos trabalhos de Mohler e Rosenau
(5) e das experiencias de M. Belin (6) sobre a conservagio e exal-
tacio da virulencia do virus aphtoso, por culturas simultaneas com o
virus vaccinico, um estudo completo sobre o assumpto vem publica-
do nos “Annales” do Instituto Pasteur, deste anno, por Hellsbergen,
provando que os dois virus, mantidos em baixa temperatura, guar-
dam integralmente as suas propriedades especiaes”.

Estaphylococcos — Os estaphylococcos sfio encontrados regularmente na
Polpa vaccinica e para certos auctores, como Ponndorf (7) nio representam ger-
“'-_'e! pathogenicos tendo apenas papel preparador do terreno para o desenvol-
Vimento do virus vaccinico. Sobre o assumpto, em trabalho que fizemos de
®llaboragio com J. Travassos (8) demonstramos, 4 luz dos modemos conheci-
Mentos, a invalidez desse conceito.

E’ certo que, no commum dos casos, as varias racas de estaphylococcos en-
‘Ontradas na vaccina nio tém accio pathogenica para o homem; mas o desen-
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volvimento da pustula vaccinica ndo esta condicionado a sua presenca. E’' que o
valor bactericida da glycerina e o longo periodo de permanencia da polpa em
baixa temperatura, de -10°C nio sdo por si sO capazes de extinguir, senio em
parte, a flora de associa¢io, como ficou demonstrado, pelas nossas verificagdes
que as amostras pathogenicas de estaphylococcos semeadas ha mais de um anno
na polpa mantiveram, pelo menos qualitativamente, a sua integridade.

- Estreptococcos — Provenientes tanto da pelle, como da saliva, muco nasal
e fezes do vitello, varias especies de estreptococcos podem attingir a area de vag-
cinagido e demonstrar a sua presenca pelo maior ou menor grio de reacgio local
que, por sua vez, indica desde logo cuidados especiaes para a colheita da polpa.
Trabalhos de Belenky & Popowa (9) demonstraram que, na pelle dos vitellos, se
encontram estreptococcos, entre os quaes, Estreptococcus acidomimimus 34 % e
Estreptococcus viridans bovis 27 9. Depois de descreverem os A. A. as princi-
paes especies de estreptococcos encontrados na saliva, muco nasal e fezes con-
cluem que das experiencias de 54 culturas recentes de estreptococcos do organis-
mo dos vitellos, pertencentes a diversas especies, se comportam os mesmos para
animaes de laboratorio como ndo pathogenicos. A inoculagio experimental que
fizemos nas duas polpas de Nos. 4762 e 4767 de algumas amostras virulentas de
estreptococcos mostrou que elles resistiram a acgio depuradora da glycerina du-
rante o periodo de mais de um anno compportando-se em condigoes de determu-
nar intensa reaccio geral e local nos animaes de experiencia, segundo demons-
tram os respectivos protocollos e photographia annexa.

Germes do grupo coli-typhico-dysenterico — Tambem os germes cujo habi-
tat ¢ o canal intestinal dos vertebrados podem, eventualmente, contaminar a pol-
pa vaccinica. [Experimentalmente elles se comportaram, como se vé dos quadros
1 e 2 apenas com persistencia para a Escherichia cols, ainda no prazo de 6 me-
ses. Os demais nio resistiram & acgio conjugada do frigo e da glycerina.

Tuberculose — Ao lado da febre aphtosa, a tuberculose ¢ sempre objecto de
acurada preoccupacio na escolha do animal vaccinifero e ante a fallibilidade da
prova de tuberculina a pesquisa necroscopica de alguma lesio tuberculosa deve
ser revestida do maior cuidado. O temor de uma contaminagio tuberculosa pela
vaccina sempre existiu e na longa campanha contra ella chegou mesmo a ser in-
vocada a theoria de que a vaccinacio preparava o terreno para a tuberculose.

Dentro da logica do moderno conceito da tuberculose seria de temer uma
symbiose dos dois virus, mas assegurada a permanencia da polpa durante varios
meses em baixa temperatura, como praticamos, esti, por sua vez, garantida 3
destruicio do bacillo da tuberculose, porventura associado ao virus vaccinico-
As nossas verificagdes comprovaram a nullidade da resistencia do bacillo, quer
do typo humano, como do bovino ou equino, a partir da primeira verificagio, a0
{im de tres meses. Devemos ainda assignalar que todos os cobaios empregados
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nas provas de verificacio de tuberculose foram previamente submettidos a provas
de tuberculina.

Germes esporulados — Tetano — O bacillo tetanico e seu esporo constituem,
realmente, serio perigo no preparo da vaccina. Ha condigbes muito propicias
para que elle possa contaminal-a e a acgdo conjuncta da glycerina e baixa tem-
Peratura empregadas na depuragio da polpa nio chegam e influir na sua acti-
vidade pathogenica. Na propria literatura da vaccina sio conhecidos casos de
tetano consecutivos 4 vaccinagio (10).

Demonstraram as nossas verificaches que, tanto nas amostras de polpas con-
taminadas isoladamente com o bacillo tetanico, como na amostra semeada com a
miscellanea de varios germes, a sua persistencia foi mantida periestamente inte-
gral ainda depois de um anno, com todas as suas propriedades pathogenicas.

Carbunculo — Apesar de bem conhecida a longevidade de resistencia dos
€sporos carbunculosos e estudada por numerosos auctores, em meio antiseptico ¢
em baixa temperatura, esta longevidade nio € conhecida com bastante precisio.
Estudos de Seiffert (11) demonstraram grande valor bactericida da glycerina
para todas as bacterias da lympha vaccinica com excepgio dos germes esporo-
genicos, em ensaios realizados, entretanto, durante algumas semanas apenas.

As nossas verificaches tomadas, em relacio a tres typos differentes de ba-
cillo do carbunculo, tanto em conjuncto com outros germes, como isoladamente,
€m duas polpas waccinicas differentes, ainda dentro do prazo de 12 meses, reve-
laram franco poder pathogenico de todos elles.
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EXPERIENCIA No. I — POLPA No. 4762

—1— (%

Polpa No. 4762 Vol. 50 cc.

1* verif | 2°* venii.

c/J meses

e

6 meses

Preparada em 4 de maio de 1932
¢ semeada com 10 gottas da emaul-
sjo concenirada de cultura dos se-
guintes germes: l'"ll.'l.ph‘_n:ll'ﬂ'r}i_'l‘nu,
estreptococcos  (racas virulenias )
bacillos da tuberculese (ivpos hu-
mano, bovino e equino) Eberthella
typhi, Salmonella paratyphi, Sal-
monella schottmiilleri, Escherichia
coli, Eberthella dysenteriar, v.
Shiga, Clostridinm welchii, Bru-
cella melilensis, bacillo do tetano e
bacillo do carbunculo (typos Fis-

cher B e B 4).

J." wvenf.
0 meses

4" verit

1 anno

* Observagies

Actividade do virus inlegral

ey

Mesma polpa No. 4762, Volume de
% cc. mais 1 golta da emulsio de
cultura de estaphylococcos.

B Tt
Idem, idem, mais estreptococcos
(racas virulentas).

—
Idem, idem., mals bacillos da tu-
berculose. (Typos humano, bovino
e equino).

iy s

Idem, idem, mais Eberthella fypli.

e
Idem, idem, mais Salmonella pa-
rafyphi,

——

-
ldem. idem, mais Salmonella
s ot b il e,

it s

[dem, idem, mais Escherichia coli.

—_— g —
ldem, idem, mais Eberthella dys-
enleriae, v. Shiga.

ldem, idem, mais Closiridium wel-
i hii,

—_— ] -
ldem. idem, mais Brucella aborius
e mlifensis,

_— 12 —

Idem, idem, mais bacillo do tetano

e

ldem, idem, mais bacille do car-
bunculo (typos Fischer B ¢ B4)

(*) Predominancia do bacillo do tetano até no periodo de um anno.
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EXPERIENCIA No. I — POLPA No. 4767

= 1 — ['_} 1.5 verif. | 2" verif. | 3.* verif. | 4.* verif. \Observagies
Polpa N° 4767 Vol. 50 cc. |c/3 meses | 6 meses | 9 meses 1 anno |

— e c— - -

Preparada em 4 de maio de 1930
€ semeada com 10 gottas da emul-
» concentrada de cultura dos se-
Ruintes germes: estaphviococcos,
Estreplococcos (racas wvirulentas )
:fl]iﬂ'i_mda tuberculose | E!'mei I}?-
no, ving ¢ equino ) Locrfheila
fyphi, Salmonella pdr?nf_w.-pﬁ'f. Sal- ap + + k1
monclla schottmiilleri, Escherickia .
Coli, Eberthella dysenteriae, v.
Shiga, Clostridium welchii, Bru-
e rF;I "'“;{l'fﬂ!!-i!. bacille do t-!'l.‘ll']i:f_'l -
o do carbunculo [tvpos Fis- |
ther B e B 4). (typo |

Actividade do virus integral

)

Mesma polpa No. 4767, Volume de | - + -+ o b i 4
i

3 ce. mais 1 goila da emulsio de
“ultura de estaphylococcos.

e I I | |
ldem, idem, mais estreptococcos | -+ | - I -+ | -+ »
(racas virulentas). | !
o
Ildem, idem, mais bacillos da tuo- — it - — T
rculose. {Tvpos humane, bovine |
€ €quino). | I
, . . |
—_— ,5 e— |I = | ke : “rd : o'y 3
Mem, idem, mais Eberthella typhi. | | | | |
14 =i | |
em, | 1 = 3 | — R — — ]
"_"i}'f'*}:lrm mais Salmonella pa | 1 .
ity PAls | : ; !
ld'“ﬂ. iem, mais Salmonelils - - { —— — »
schoftmilleri. | |
o | 2 . n . i 2
ldem, idem, mais Escherichia coli. ! |
- | — ‘ 4
Mem, idem, mais Eberthella dys- |  — — — ‘ -— ,
E:rﬂﬂf' . Shml_ | |
— 10 -~ z '
H:}n, idem, mais Clostridium wel- e 4 L 4 .
ldem, idem, mais Brucella abortus — — - — ' *
£ melitensis,
|
Mem, idem, mais bacillo do tetano. : " R = + ?
— 13 — :
ldem, jdem, mais bacillo do car- s + L + . -

bunculo (typos Fischer B ¢ B {).

(*) Predominancia do bacillo do tetano até no periodo de um anno.

11
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RESUMO

1. A flora normal das polpas vaccinicas, embora nio exercendo papel in-
dispensavel na formagiao da pustula, nio constitue elemento nocivo, uma vez
reduzida qualitativa e quantitativamente pela acgio bactericida da glycerina ou
por outros meios ndo prejudiciaes ao virus vaccinico.

2. Si o preparo da polpa nio se reveste dos necessarios cuidados technicos,
a esta flora podem estar accidentalmente associados germes dotados de patho-
genicidade, como certos virus da febre aphtosa, germes do grupo coli-typhico-dy-
senterico e germes esporulados como o bacillo do tetano e bacillo do carbunculo.

3. Desta flora pathogenica accidental, com excepgao dos germes do grupo
coli-tvphico-dvsenterico e dos bacillos da tuberculose, os demais podem resistir,
mesmo depois de um anno, ao poder bactericida da glycerina, quando mantidos
na polpa, em temperatura de -10°C.

ABSTRACT

The normal flora although playing no necessary role in the pustule me-
chanism seems to exert no detrimental action on calf’s vaccine lymph provided
that it be conveniently reduced both qualitatively and quantitatively by the ad-
dition of glycerin or by some other way not harmful to the vaccine virus.

Some pothogenic germs such as the virus of foot-and-mouth disease, re-
presentatives of the coli-typhoid-dysenteric group, and tetanus, anthrax and tu-
bercle bacilli, may be found accidentally associated with this flora in case the
preparation of the vaccine is not made under technical precautions.

Of these germs only those of the coli-typhoid-dysenteric group and the tu-
bercle bacillus are not able to resist the bactericidal action of glycerin over a
year in a vaccine batch maintained at -10°C.
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