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12 PARTE

Comportamento experimental e propriedades do virus

Carituro 1

Introduccao

O presente trabalho representa o resultado de estudos realizados durante
0 anno de 1931 e primeiro semestre de 1932 e que foram resumidos numa
serie de notas publicadas in “Brasil Medico”, algumas tambem apresentadas ao
2 Congresso Internacional de Pathologia Comparada, reunido em Paris em
outubro ultimo.

Outros aspectos do problema do typho exanthematico de S. Paulo, como
sua transmissibilidade, depositarios do wvirus na natureza, etc., da mesma for-
ma, foram objecto de pesquisas que realizimos com a collaboragio de distine-
tos collegas do Instituto, tendo sido tambem resumidos em notas ji publi-
cadas ou apresentadas 4 Sociedade de Medicina e Cirurgia de S. Paulo (Se-
mana de Laboratorio, janeiro de 1932) ¢ & Sociedade de Biologia de S. Paulo,
constituindo assumptos de outros trabalhos mais pormenorizados.

Em algumas das nossas notas ji publicadas in Brasil Medico, vol. XLV,
n.* 35, pag. 805, 1931; C. R. Soc. Biologie, vol. CVIII, n.* 30, pag. 521, 1931;
CommunicagGes ao 2.°* Congresso Intern, Path. Comp. Paris, outubro de 1931;
Brasil Medico. vol XLV, ns. 47, 48, 49, 50 e 31, pags. 1096, 1109, 1140, 1163
e 1188, 1931: vol. XLVI, n* 3, pag. 49, 1932, ioi adoptada a designacio de
“typho endemico de S. Paulo”, que foi convenientemente justificada. Tendo,
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porém, surgido controversias sobre esta denominagio, como passivel de con-
fusio, de um lado, com a febre typhoide e, de outro, com o typho endemico
da America do Norte (Mexico e Estados Unidos), resolvemos, de accordo
com collegas que entre noés tém tambem estudado a nova modalidade do
“typhus” que surgiu no nosso Estado, empregar a primitiva designagio de
“typho exanthematico de S. Paulo”.

Dada a enorme complexidade e confusio reinantes na nomenclatura das
chamadas febres exanthematicas ou typhus, nem sempre de accordo com os
preceitos internacionaes de nomenclatura ja acceitos, uma revisio completa do
assumpto se impde, por muitos motivos facilmente comprehensiveis. Esse
grupo de infecgbes melhor se designaria pelo nome generico de ricketisioses,
adoptando-se para o caso da modalidade observada em S. Paulo o nome de
Rickettsiose brasileira, conforme Afranio do Amaral e Cesar Pinto propuse-
ram por occasiio da discussio deste assumpto numa das sessoes da Sociedade
de Medicina e Cirurgia de S. Paulo (Semana de Laboratorio, janeiro de 1932).

Expondo em conjuncto e mais pormenorizadamente, como agora fazemos,
os resultados dos nossos estudos experimentaes, visamos apenas facilitar a ta-
refa dos que desejarem estudar experimentalmente um assumpto particular-
mente importante para o nosso Estado e para o pais. Si este escopo for attin-
gido, considerar-nos-emos compencados dos esforgos, dedicagio e labor dispen-
didos durante mais de um anno de pesquisas conlinuas.

Retardada a publicagio do presente numero das nossas “Memorias”, por
motivos independentes da nossa vontade, tendo sido os originaes entregues em
fins de 1931, o trabalho foi completado e ampliado, quer no texto, quando pos-
sivel, quer em notas ao pé das paginas, com novos dados e observagbes oriun-
das de experiencias feitas posteriormente, nido lhe alterando, porém, a primi-
tiva feicio nos seus principaes resultados e conclusdes.

Nestes ultimos annos, o problema do typho exanthematico em geral, ou
das chamadas “febres exanthematicas™ que abrangem todo um grupo de in-
fecghes dotadas de certas affinidades, vem despertando crescente interesse, tanto
sob o ponto de vista scientifico, como pelo lado propriamente medico-social.
Esse interesse estd ligado a descripcio e individualizagio, em differentes partes
do mundo, de um certo numero de infecgées que, embora apresentem pontos
de affinidade com o “typhus™ classico do velho mundo, delle se differenciam
pelo aspecto clinico, caracter epidemiologico e feigio experimental, o que lhes
valeu algumas vezes serem consideradas, nio como meras transformacdes da-
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quella entidade morbida, mas como doengas autochtonas de determinadas regides.
Com effeito, embora o estudo retrospectivo e historico possa, com relagio a
algumas, mostrar uma ligacio original com o tvpho europeu, é provavel que,
com o decorrer do tempo e em virtude talvez de adaptagbes a novas condiges
e ambientes, 0 mal tenha adquirido uma individualizagio propria.

Em relagio ao continente americano, este problema tem merecido interesse
de varios pesquisadores, principalmente no hemispherio norte; no do sul, com
excepgao de alguns paises onde o assumpto ja tem figurado em ordem do dia,
pouco se tem feito, principalmente sob o ponto de vista experimental. Isto se
deve attribuir a muitos factores, como, entre outros, 4s deficiencias das orga-
nizagbes sanitarias locaes, cujo raio de acgio raramente transpde os limites das
capitaes e das grandes cidades, e & escassez de recursos para o estabelecimento
de diagnostico seguro, com a qual lutavam e ainda frequentemente lutam o3
clinicos, especialmente nas zonas afastadas e, 4s vezes, até em grandes centros.
Por esta razio ¢ que, removidas essas causas, se tem as vezes a impressio de
surgirem novas doengas que. reinando em verdade ha longo tempo, eram iden-
tificadas com os males mais em voga na occasiio ou com os que clinicamente
mais se lhes approximassem.

Desde 1929, quando foi diagnosticada, vem surgindo em Sio Paulo uma
infecgdo do typo das referidas “febres exanthematicas”, mas que apresenta uma
individualidade propria, pelo aspecto clinico, caracter epidemiologico e pelo com-
portamento experimental. Neste trabalho, dividido em duas partes e dez capi-
tulos, esta infeccio, o typho exanthematico de S. Paulo, serd estudada relativa-
mente ao comportamento experimental de seu ““virus” em relagio aos animaes
de laboratorio e quanto ao seu aspecto etiologico, com a descripgio e estudo das
suas relacies com a rickettsia responsavel, a Rickettsia brasiliensis Monteiro,
1931.

Antes, porém, faremos algumas consideragoes sobre o grupo.de infecgdes
exanthematicas conhecidas ¢ ja estudadas no continente americano,

1. - Grupo das febres “typho-exanthematicas™ na America:

O estudo deste grupo de infecgdes no novo mundo deve ser encarado se-
paradamente com referencia & America do Norte e & America do Sul.

a) Continente septentrional. - No continente norte-americano podemos con-
siderar como demonstrada a existencia de 3 typos de infecgdes pertencentes a
este grupo. Em primeiro logar, 2 “typho classico”, importado do velho mundo
com a immigragio européa; em segundo logar, o “typho endemico”, conhecido
em certas regides do sul dos Estados Unidos e no Mexico, onde é chamado de
“tobardillo” ou de “typho mexicano”; finalmente, a “febre maculosa das Mon-
tanhas Rochosas”,
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O typho exanthematico classico, embora sob um aspecto clinico benigno, pa-
rece ter sido o observado por Brill (1) em 1910, quando descreveu pela pri-
meira vez numerosos casos, surgidos em Nova York, de uma infecgio de na-
tureza desconhecida.

Em 1912, Anderson e Goldberger (2) procuraram demonstrar a provavel
identidade desta infecgdo, que foi denominada “doenga de Brill”, com o typho
endemico do Mexico, embora este modo de pensar ndo fosse logo por todos
acceito. Em 1923, Maxcy (3), langando mio principalmente de experiencias
de immunizagio cruzada, tentou provar a identidade de ambas estas enfermi-
dades com o typho do velho continente, apesar das differengas observadas no
comportamento experimental dos “wirus” e em certos aspectos epidemiologicos
das infecgbes em aprego, havends tambem descripto a forma do typho ende-
mico nos estados do sul.

Mooser (4), porém, oppos-se a essa generaiizagio, mostrando que a deno-
minagio de “doenca de Brill” deve ser reservada unicamente para uma forma
benigna do typho classico, de importagio, representada pelos casos descriptos
por Brill em Nova York, e que nio deve ser confundida com o typho endemico,
existente em certos estados do sul e sudeste da Unido Americana ¢ no Mexico.
Apesar disso, ainda hoje muitos auctores consideram como “doenca de Brill” o
typho endemico nos Estados Unidos. Todavia, o typho endemico da America
do Norte deve ser restricto 4 variedade conhecida em certos paises por “to-
bardillo” e cuja zona de expansio se extende do planalto do Mexico até as
regioes baixas dos Estados Unidos, mormente o Texas, Alabama, Georgia c
provavelmente outros estados do sul.

Esta forma talvez seja autochtona no continente americano, pelo menos
no hemispherio norte, onde parece ter sido conhecida pelos indios antes da che-
gada dos espanhées, caracterizando-se, além do mais, por seu comportamento ex-
perimental, pois o seu “virus” provoca frequentemente, quando inoculado no
peritoneo de cobaias, uma reacgio inflammatoria escrotal. Esta reacgio nio se
observa, segundo Mooser, na doenga de Brill, que elle, como outros, conside-
rava como o typho classico de natureza benigna, observado nos Estados Unidos.
Hoje, porém, esti verificado que certa reacgio escrotal pode ser observada, is
vezes, com o typho europeu, embora nunca apresente ella a intensidade e a
constancia observadas no typho endemico da America do Norte.

A reaccio no “tobardillo”™ caracteriza-se por uma proliferagio endothelial
e infiltragio na funica vaginalis do testiculo e especialmente na folha parietal,
provocada pela presenca de microorganismos intra-cellulares, descriptos por
Mooser (5) e que se assemelham i Rickeltsia prowaszeki, sendo tambem de-
signados “corpusculos de Mooser”. O conceito moderno sobre as relagies entrs
estas formas da infecqio serd exposto no capitulo VI,
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O “tobardillo™ ou o typho endemico dos Estados Unidos differe ainda do
typho do velho mundo pela ausencia ou raridade das lesdes nodulares observa-
das no cerebro dos animaes inoculados, as quaes sio muito frequentes no se-
gundo. Os outros elementos usados na distincgio destes typos de typho serio
com mais pormenor tratados opportunamente.

Finalmente, quanto ao terceico typo de infecgbes do grupo exanthematico,
observado no hemispherio norte, a febre maculosa das Montanhas Rochosas, sua
zona de expansio estd indicada pelo proprio nome, pois corresponde principal-
mente aos estados de Montana, Idaho, Arizona e outros, apesar de que, pelo
que se deprehende de um estudc recente de Badger, Dyer e Rumreich (0),
sua expansio e frequencia nos Estados Unidos (ou de alguma infecgio aifim)
talvez seja bem maior do que geralmente se pensa. Differencia-se do “tobar-
dillo™ principalmente pelo aspecto epidemiologico ¢ pelo comportamento experi-
mental do “virus”. Quanto a este ultimo aspecto, na febre maculosa se obser-
va, nas cobaias, mesmo que o “virus” nio seja inoculado no peritoneo, uma
reaccio escrotal, geralmente mais intensa, quasi sempre provocando hemorrha-
gias e necrose do escroto e, portanto, affectando a pelle do mesmo, o que so
raramente acontece com o ° tobardillo™.

O “tobardillo”, pois, o typho endemico da America do Norte, infecgio
autochtona, segundo Mooser, deve ser collocado entre o typho do welho mun-
do ou typho exanthematico classico, ¢ a febre maculosa das Montanhas Rocho-
sas. Seu estudo, sob differentes aspectos e comparativamente com o typho
europeu, tem produzido na America do Norte uma grande serie de trabalhos
experimentaes, cuja citagio completa ¢ desnecessaria, bastando mencionar os de
Maxcy, Pinkerton, Mooser e os realizados ou orientados pelo professor Zinsser,
em Boston.

b) Continente meridional. - Pelos motivos ja mencionados, no continentc
sul-americano o problema das febres exanthematicas niio mereceu ainda o inte-
resse que despertou no norte, principalmente sob o ponto de vista experimental.

E' certo, segundo os historiadores, que o typho exanthematico foi pela
primeira vez observado na America do Sul no Perti, em meados do seculo XVI,
durante o reinado de Huaina Capac, celebre Inca, que foi victimado juntamente
com outros membros de sua familia e cerca de 200.000 de seus subditos. O
mal foi emtfio, muito provavelmente, trazido pelos conquistadores espanhoes.
Desde essa epoca, a infecgio tem reinado endemicamente em certas regides do
continente. Com relagio ao Peri, o facto estd seguramente averiguado e ji
referido em trabalhos apresentados ao 5.° Congresso Medico Latino-Americano,
reunido em Lima, em 1913 (J. Gonzalez Mendoza, G. Arosemena e outros),
0 mesmo podendo-se dizer com relagio a certas regibes do norte do Chile.

Relativamente 4 Bolivia, a existencia da endemicidade do mal é muito pro-
vavel. Foi suspeitada quanto a certas partes da Argentina, em 1916, por A.

11
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Neiva e B. Barbara (7), durante uma viagem de estudos que realizaram nas
provincias do norte do pais. Esta endemicidade do typho na Argentina septen-
trional foi confirmada em 1918 por Kraus, Battaglia e Barbara (8), que estu-
daram um surto epidemico na localidade de Molinos, provincia de Salta, loca-
lizando o foco endemico no valle Calchaqui, na mesma provincia.

Battaglia e Barbara (7) assim se manifestaram em seu trabalho: “En el
transcurso de nuestras investigaciones, que no fué cosa facil praticarlas, a causa
de la falta de toda ducumentacion oficial o privada, no fué mayor la primer sor-
presa con el hallazo del tifus petechial que reinaba en forma epidemica en la
region, sino después de comprobar que dicha enfermidad pertenecia a la mor-
bilidad corriente desde quien sabe cuantos afios atrds, como endemia benigna™.

Além desta forma do typho endemico, autochtona de certas regides do nor-
te do pais, o typho classico tambem appareceu na Argentina em 1896, em Entre
Rios, trazido por immigrantes russos (8).

Com respeito ao Brasil, ndo conhecemos estudo algum referente 4 exis-
tencia de alguma infecgio do grupo das febres typho-exanthematicas, até que
se registrassem em S3p Paulo, em 1929, os primeiros casos de uma infeccio
‘ que, com elementos mais ou menos seguros, foi entio diagnosticada como typho
exanthematico, continuando até agora a surgir de um modo esporadico em cer-
tas zonas da cidade, o que provavelmente vinha de ha muito acontecendo (*).
Esta infeccio tem todos os caracterisficos de uma nova modalidade a distin-
guir-se do typho classico do velho mundo, pelo seu aspecto clinico, epidemiolo-
gico e cxperimental. A designacio de “typho exanthematico de Sio Paulo”
foi justificada pelos drs. J. T. Piza, F. e L. Salles Gomes, J. Fleury, J. Meyer,
J. Castro, C. Rodrigues ¢ H. da Rocha Lima (9), em uma nota apresentada
a Sociedade de Biologia de Sio Paulo, na qual mostraram alguns caracteristi-
cos da infecgio e sua differenciagio do typho exanthematico curopeu. A infec-
¢io tem-se manifestado, desde entio, em forma endemica no municipio da Ca-
pital, principalmente em zona suburbana ou rural da cidade; os casos tém sur-
gido esporadicamente, nio sendo impossivel, em todo caso, o apparecimento d:
surtos epidemicos, si certas condigbes o favorecerem.

O essencial sera estabelecer as relagbes entre estas formas de infecgdes e
as do hemispherio norte, para se ter a certeza da existencia, tambem no he-
mispherio sul, do typho endemico, talvez autochtono, provavelmente encontra-
do em varios outros paises.

E' possivel que a natureza do typho endemico do Perti, Chile, Bolivia e
Argentina, embora escassos os estudos experimentaes, se relacione com a do
typho europeu, que originariamente grassou, como vimos, no Perli, no seculo

(*) Informou-nos J. T. Piza ter ji estudado, em annos anteriores, dois casos pam
os quaes poude firmar o diagnostico de typho exanthematico.
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XVI, si bem que tenha adquirido uma feigio propria, variando, talvez, segundo
as differentes regides. Isto parece ser verdadeiro pelo menos em relagio ao
typho endemico da Argentina, em wirtude do que se deprehende dos trabalhos
de Kraus e Barrera (11), que o estudaram experimentalmente, verificando ser
a reacgio de Weil-Felix positiva em 94% dos casos e provocar o virus na
cobaia uma reacgio febril “por completo semejante a la descripta por los au-
tores con el virus de Europa, Africa e Norte America”, e accrescentando ser
identico o comportamento experimental da febre petequial no Chile e no Peri,
de accordo, neste ultimo pais, com informagdes prestadas aos auctores pelo dr.
E. Ribeyro, de Lima. Kraus e Barrera julgam que “la fiebre petequial en Sud
America (Pert, Bolivia, Argentina y Chile) es producida por un virus que, a
semejanza del de Europa, Africa v en Méjico, determina en el chanchito un
ascenso caracteristico de la curva térmica (termoreacion)”. Identicas conside-
ram tambem os dois auctores as lesbes histopathologicas da pelle e as infiltra-
Goes perivasculares observadas no cerebro dos doentes, embora nio as reputem
especificas do typho; relativamente a infecgio experimental, verificaram lesdes
semelhantes “en el cerebro y las meninges de los chanchitos infectados pero sin
Ser constantes ni guardar relacion alguna con los pasajes”.

Talvez pela epoca em que foi feita, a descripgio, dada por Krauss e Barrera,
do comportamento experimental dos “virus” argentino e chileno, responsaveis
pelo typho endemico destes paises, é insufficiente para se julgar com seguranca
quanto a natureza de ambos, embora esses auctores os considerem semelhantes
a0 “virus” do velho mundo, ao qual tambem filiam a prior: o typho mexicano ¢
0 typho endemico da America do Norte. Em todo caso, alguns pormenores da
descripgiio por elles feita, como a inconstancia de lesdes nodulares no cerebro
das cobaias infectadas, parecem approximar o typho que estudaram do typho en-
demico do norte (Estados Unidos e Mexico), e separal-o do typho do velho
continente, no qual aquellas lesGes, como se sabe, sio bem constantes.

Somente novos estudos experimentaes, orientados de accordo com os mo-
dernos conhecimentos sobre este grupo de infecgles, estabelecerio a natureza
exacta do typho endemico do norte da Argentina e do Chile, Peri e Bolivia,
eucidando si deverio ser considerados como infecgbes autochtonas do nosso
hemispherio, iguaes ou differentes nos varios paises, ou si tém a sua origem
em virtude de uma importagio do velho continente, havendo, porém, adquirido
Ja individualidade propria que lhes daria féros de doengas especiaes.

Estes estudos justificar-se-iam ainda pelos resultados das investigagdes, prin.
cipalmente de matureza experimental, que vém sendo realizadas com o typho
exanthematico de Sio Paulo.

Este ¢ uma infecciio provavelmente autochtona, com epidemiologia pro-
pria, ¢, assim, de grande valor seria verificarem-se as suas relagdes com as
formas do typho endemico ja conhecidas nas Americas do Norte e do Sul, e
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a sua possivel existencia em outras regides do nosso territorio € em outros
paises do continente americano; si se trata de uma entidade morbida nova ou,
pelo contrario, si poderd ser identificada a alguma ji descripta, ou 4 infeccio
que Badger, Dyer e Rumreich estudaram nos Estados Unidos, considerando-a
muito proxima da febre maculosa das Montanhas Rochosas, com a qual, aliis,
em trabalho mais recente, chegam a identifical-a (12), apesar de o nosso typho
apresentar certos caracteres differenciaes, que serdo estudados opportunamente.

2. - Relagdes sorologicas entre as differentes formas do typho.

Embora clinicamente apresentem certa semelhanca com o typho classico,
isto é, o typho exanthematico do velho continente, as diversas formas do
“typhus” delle divergem em outros aspectos, como tambem apresentam diffe-
rencas entre si, de accordo com as varias regides do mundo onde tém sido
descriptas e estudadas. '

Estas differengas, relativamente ao typho endemico, accentuam-se, prin-
cipalmente, quanto a epidemiologia. Nio apresenta, geralmente, tendencia a
uma rapida disseminagio, nio ha evidencia segura de que se transmitte
somente por intermedio de piolhos e, alem disto, é muito provavel a existencia
de algum outro intermediario ainda nio bem conhecido.

Outro elemento que poderia servir para o estudo das relacdes entre as
diversas formas entre si e o typho classico, seria a reacgio sorologica de Weil-
Felix. Segundo estudos conhecidos, a reaccio se manifesta positiva em 95%
dos casos de typho endemico (duvenga de Brill) dos Estados Unidos (Havens,
1927), em 100% dos casos de typho endemico da Australia (Hone, 1927 ; Bull,
1923 ¢ Wheatland, 1926).

Com respeito ao typho tropicai dos Estados Malaios, Fletcher (13) e coila-
boradores (Lessler, Field, Lewthwaite) verificaram, entre os doentes, dois
grupos sorologicos: o primeiro, que dava agglutinagio positiva com o Protens X19
(amostra Varsovia) e representado pelos casos de zona urbana que denominaram
grupo W"; e o segundo, constituido pelos casos de zona rural ¢ que somente
davam reacgiio positiva com a amostra K (Kingsbury) do X19, que designaram
“orupo K”.

Recentemente, em virtude da diversa epidemiologia entre estes dois grupos
de infecgiio, passaram a chamar o grupo urbano (W) de “Shop-typhus” ¢ o
grupo rural (K) de “Scrub-typhus”.

Estas verificagdes sorologicas de Fletcher e collaboradores sio da maiur
importancia, abrindo novos horizontes para o estudo das relagies entre estes
differentes typos de infecgiio.

E’ preciso dizer que o typo K (Kingsbury) do Proteus X19 é uma va-
riante deste, obtida originalmente pelo dr. Kingsbury, da “National Collections
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of Type Cultures”, e constitue um novo typo do Profeus, que nio produz indol e
niao fermenta a saccharose e maltose, para o qual Felix e Rhodes dio a designa-
¢io de Proteus XK.

Felix e Rhodes (14) confirmaram estas observagbes de Fletcher, werifi-
cando tambem que as agglutininas do typo 0 eram as responsaveis pela reacgio,
tanto do Profeus X19 para o grupo W, como do Proteus XK para o grupo K
do typho malaio, conforme ji se sabia com referencia ao Weil-Felix no typho
classico. Estes auctores verificaram ainda que as mesmas agglutininas do typo
0 eram responsaveis pela reacgio positiva com o Profeus XK na “tsutsugamushi”.

Em virtude de trabalhos recentes de Spencer e Maxcy sobre a reacgio de
agglutinagio na febre maculosa das Montanhas Rochosas e no typho endemico
dos Estados Unidos, Felix e Rhodes acreditam, relativamente i primeira, em
duas alternativas: 1.* nfio ser o virus da febre maculosa antigenicamente uni-
forme, dividindo-se em variedades sorologicas como Fletcher e Lessler estabe-
leceram para o typho tropical malaio; 2* o antigeno do virus poder, entdo,
corresponder a outro typo de Profeus, alem dos tres ja conhecidos.

Na Africa do Sul ja é conbecida a existencia do typho endemico e de
outra infecgio affim, para a qual Pijper e Dau (15) propuseram a denominagiio
de “tick-bite fever”. Segundo estes auctores, o primeiro produz agglutininas
para o Proteus X19 e X2 e a segunda, para estes typos e tambem para o Proteus
Kingsbury (XK). As cobaias atacadas de ambas as infecgbes apresentam agglu-
tininas para o typo Kinsgsbury e niio para o X19 ou X2. Verificaram ainda
0 facto interessante de haver uma “inhibigio temporaria”, isto é, uma reacgio
que se manifesta somente apos um repouso do soro durante alguns dias.

No que diz respeito ds formas de typho endemico ja verificadas na America
do Sul (Argentina e Chile), parece, segundo as observagbes de Kraus e colla-
boradores, que se comportam sorologicamente, com relacio ao Proteus X19, como
0 typho endemico dos Estados Unidos e Mexico.

Finalmente, com referencia ao typho de Sio Paulo, a reacgio de Weil-
Felix, praticada por J. P. Fleury com o Protens X19, mostrou-se inconstante,
negativa em alguns casos, embora estes tivessem sido confirmados por outros
meios, como se deprchende do citado trabalho (9) em que collaborou esse dis-
tincto collega (*). Este facto é de importancia e mostra que possivelmente o
nosso typho apresenta mais de um typo sorologico, como acontece com o dos

(*) Em nota mais recente, levada 4 “Semana de Laboratorio” (janeiro de 1932),
J. T. Piza apresentou os resultados de maior numero de reacgbes de Weil-Felix, com
o Proteus X19, praticadas no Instituto Bacteriologico. Verifica-se, agora, que na maioria
dos casos as reacches foram positivas com esse typo de Protens X.

No nosso laboratorio, com J. Travassos, tivemos opportunidade de praticar a reaccio
com 4 soros, gentilmente fornecidos por L. Salles Gomes, empregando os typos de Profeus
X2, X19 e XK (com as respectivas variantes O ¢ H), que nos foram enviados por A. Felix.
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Estados Malaios e, talvez, com a febre maculosa das Montanhas Rochosas, de-
vendo, em todo caso, os estudos sorologicos ser continuados, usando-se tambem
o Proteus XK (tyvpo Kingsbury) para verificagio da possivel existencia entre
o Proteus XK (*),

No quadro annexo, resumimos as reaccoes sorologicas das varias formas
de typho e infecgbes affins (Quadro I).

Estudadas assim, de um modo geral, as formas do typho e infeccbes pro-
ximas verificadas no continente americano e, rapidamente, as relagdes, principal-
mente sorologicas, que apresentam com as outras ja conhecidas em differentes
partes do mundo, passaremos a =studar mais particularmente o tvpho exanthe-
matico de Sac Paulo.

Verificamos a reacciio positiva com o Profens X19 (e tambem com o Proteus XK em ti-
tulo menos elevado), sendo a agglutinacio, com ambos, do typo O.

Estes estudos immunologicos sob este e sob outros aspectos (fixacio do mpi:mﬂ:dm
ete.) devem ser continuados em relagio ao typho exanthematico de Sio Paulo. Ao mesmo
tempo deveri ser tentado o isolamento de novos typos de Profeus dos doentes e animaes
experimentalmente inoculados, segundo nos suggeriu o prof. A. Felix que, gentilmente,
nos enviou dados sobre a technica que tem empregado para esse fim e que fornecemos
tambem a collegas do Instituto Bacteriologico. |

(*) Por extrema gentileza do prof. A. Felx, recebemos uma copia do original de
sey ultimo trabalho, ainda inedito. “ The rabbit as experimental animal in the study of
the typhus of wviruses”, no qual figuram os resultados obtidos com soros de doentes e
animaes inoculados com o virus, entre outros, do typho exanthematico de Sio Paulo. Apro-
veitando-nos ainda do atrazo desta publicacio, é-nos grato assignalar as segumtes principacs
conclusies desse eminente pesquisador na parte que nos interessa: “ The interesting feature
of these tests, however, is the occurrence of group agglutinins for type XK in the majority
of the Sio Paulo sera. Sera from typhus patients irom Europe, Australia and the United
States of America never contain significant group agglutinins for XK. Agglutinins for
XK are also absent from the serum patients belonging to Fletcher's “ Group W™ of tropical
typhus, as is also seen from the reactions of the Malayan and Javan sera included. The
virng of the Sdo Paulo endemic typhus is thus shoum to represemt still amother ontigenic
vericty; its main antigen is that of type X19 and it differs from other well known typhus
viruses by its content of group amtigem of type XK™, (O grypho é nosso e visa salientar
a conclusio final).

No instituto Bacteriologico de Sdo Paulo, J. Carvalho Lima conseguiu isolar um novo
typo de Proteus X, cuja agglutinabilidade pelos soros especificos poude verificar. Ests
novo typo, enviado ¢ ha pouco estudado tambem pelo prof. Felix que o denominou XL, cor-
responderia melhor ao typho exanthematico de Sio Paulo.

Registamos, com satisfaccio, todos estes resultados experimentaes, por confirmarem
a hypothese, suggerida numa de nossas primeiras notas, da diversidade sorologica do typho
exanthematico de Sio Paulo.
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QUADRO 1
NOME | REGIAO VECTOR ' Aggintisacho com B protens X
: | Typo X139 | Typo XK
Typho exanthematico - iolh '- . -
(ep feo) Novo ¢ vrelho mundu__l p o 4;_ -_ .
|
Trphu; endemico (tobar- | . . |. pulgas (1) + | —_
Typho endemico Estados Unidos ‘ pulgas (2) s =
Typho endemico Australia : - ? , + -—
Typho endemico Italia ? -+ ' L
Febre exanthematica .f__
F ema Regifio h]_rdllrl'ﬂﬂl'l { pulgas (?) ! - t __ﬂ
1
Febre botonosa Regido mediterranea carrapatos (3) | - 0
e |, =
Typho troplcal (typo W) | Malala ? . + . —
Typho tropical (typo K) | Malala L 9 T SRl B
|
Tsutsugamushl Malala e Sumatra | acarianos . |+ (fraca)
Tsutsugamushl Japdo acarlanos & 4 (fraca)
= = |
Typho exanthematlco (fe- | Norte da Argentina |
bre petechlal) | e Chile plolhos (4) 4 1 0
Tick-bite fever Sul da Afriea carrapatos (5) - St
A e | e S resT | - k.
Febre moaculosa das M ' :
hnrl:n Hn:hnqu.. i e |l Estados Unldos * carrapalos - i =S
ha thematico d
1::‘ .y - - | 5. Paulo (Brasil | carrapatos (1) () |  + | o+ (D

+ rnq-.lu positiva

J— =

reaccdo negativa / 4 = reacglo parcialmente positi-

va /0 = rescciic ndo praticada/? = vector ainda desconhrcldo

i1)

(2)
(3

tl'll

A trangmissio experimental tem sido obtida tambem com plolhos, carrapatos e percevejos.

De accordo com a veriflcacio de Zinsser, o ralo serla um depositario do virus. As pulgas séo
Incriminadas em trabalhoa recentes.

Incriminadas em trabalhos recentes (Dyer, Rumreich ¢ Badger).

~E’ hoje geralmente responsabllizado o Rhipicephalus sanguinens (Burnet e Olmer, Durand e

Const¢ll, Brump!, Blane ¢ Camlinopetros, elc.).
Segundo s+ deprehende dos trabalhos de Kraus ¢ collaboradores, devendo-se, em todo caso,

‘_pﬂﬂlﬂrﬂﬂﬂhpﬂﬂﬂh?ﬂtﬂﬂﬂﬂﬂmﬂﬂh reinantes em certos logares.

13)

(8)
" de carrapatos. 0 Amblyemma cajennense deve ser Ineriminado (Moatelro ¢ Fonseca).

{7)

Segundo Pijper e Daun, o titulo da reaccdo ¢ baixo com o X19 e elevado com o XK.

Oblivemos resultados positivos de transmissio da Infecciio experimental com certas especies

Segundo resultados mals recentemette publicados, ¢ positlva com o X197 na maloris dos

casos, O mesmo acontece com o XK, em titulo menos elevado, a se julgar pelos resultados de al-
Kuns soros que estudamos com J. Travassos e pelos obtidos por A. Fellx, no Instituto Lister, de
Lovdres,
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3. - 0 typho exanthematico de Sao Paulo e seu aspecto epidemiologico.

No estudo da endemia em S3o Paulo e dos casos registados, ou, melhor,
somente daquelles cujo diagnostico foi de qualquer maneira confirmado, servimo-
nos das fichas clinicas organizadas e postas a nossa disposi¢io pela Seccio de
Demographia do Servico Sanitario do Estado, a cuja directoria aqui consigna-
mos 0s nossos agradecimentos.

O primeiro caso nestas condigdes foi confirmado em 11.X.1929 e, até
setembro de 1931, os casos perfaziam um total de 44. Numerosos outros casos
foram suspeitados nesse periodo, porém tiveram outra confirmac¢io diagnostica
(a maioria como febre typhoide e gripe). Seu estudo clinico foi feito no
Hospital de Isolamento da Capital, por J. T. Piza, e o diagnostico confirmado
bacteriologicamente, quer por meio da reaccio de Weil-Felix, feita por J. P.
Fleury, quer pela inoculagio em cobaias, realizada, com resultado positivo em
alguns casos, por L. Salles Gomes, no Institutp Bacteriologico, ou, ainda,
pelos exames histopathologicos realizados pelo prof. Rocha Lima e J. R. Meyer,
no Instituto Biologico (*). :

De accordo com o estudo que nos foi dado realizar das fichas destes casos,
verificimos a seguinte frequencia nestes ultimos tres annos:

Em 1929 — 15; em 1930 — 20; em 1931 (até fins de agosto) — 9
{Total 44).

a) de accordo com a nacionalidade: brasileiros, 29; portugueses, 4: ita-
iano, 1; austriaco, 1; lithuano, 1; espanhol, 1; russo, 1; nio registados nas
fichas, 6: b) quanto ao sexo: masculino, 17; feminino, 21; nio registados, 6,
¢) quanto & cor: brancos, 3J0; pretos, 4; pardos, 4; nio registados, 6; d)
quanto & idade: até 10 annos, 8; de 11 a 20 annos, 13; de 21 a 30 annos, 13;
de 31 a 40, 3; acima de 40, 1; nio registados, 6; e¢) finalmente, com relacio
A zona de residencia: em zona urbana, 6; em zona suburbana, 33: em zona
rural, 5 (proximidades da capital, incluindo 2 casos em municipio vizinho).
Destes 44 casos falleceram 34, o que di 4 infecgio a mortalidade de 77,2%.
Todos estes individuos eram residentes havia tempo no local onde contrahiram
a molestia e, com rarissimas excepgoes, habitavam a mesma casa dentro do més
anterior., Poucos foram os casos em que foi possivel verificar-se a presenca
de piolhos na roupa e no corpo dos pacientes.

(*) Durante a revisio das primeiras provas deste trabalho, em outubro de 1932, chegou-
nos &s mios a publicacio * Typho exanthematico de Sio Paulo™ pelos drs. J. T. Pira, J.
R. Meyer e L. Salles Gomes. O aspecto epidemiologico do mal é ahi estudado por J. T.
Piza que tambem relata os principaes resultados de exames clinicos e de laboratorio effe-
ctuados, assim como as observagbes clinicas de 60 casos por elle acompanhados e estudados;
A anatomia e histologia pathologicas dos casos necropsiados € estudada por J. R Meyer
e por L. Salles Gomes, a parte experimental, relativa 4 inoculagio de material dos doentes
em animaes de laboratorio e outras pesquisas correlatas,
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Em investigacbes feitas com os prezados companheiros de trabalho, Flavin
da Fonseca e Alcides Prado, em numerosas casas e zonas onde surgiram casos
do mal, com o fim de pesquisar parasitas hematophagos, encontrimos com fre-
quencia varios que poderiam ser incriminados, principalmente acarianos (mesmo
nas camas dos moradores) e carrapatos que tém sido estudados no Instituto.

Seria possivel que algum representante da ordem dos acarianos fosse res-
ponsavel pela propagacio, em Sio Paulo, do typho cujo virus poderia
ter como depositario natural algum roedor por elle tambem parasitado, hy-
pothese ji emittida por Shelmire e Dove (16), quanto 4 transmissio do typho
#ndemico da America do Norte por meio de um acariano, o Liponyssus bacols
Hirst, que ¢ parasita do rato cinzento (Epimys morvegicus) e responsavel pela
“‘rat mite dermatitis”, cujo apparecimento tem coincidido com o do typho ende-
mico no norte e éste do Estado de Texas.

Alem desta possibilidade, foram estudadas outras experimentalmente: com
Varias especies de carrapatos, percevejos, pulgas, etc., estas ultimas agora in-
criminadas como responsaveis pela transmissio do typho endemico da America
do Norte; além disto, pesquisimos, com F. da Fonseca, a possibilidade da exis-
tencia de depositarios do virus entre diversos roedores sylvestres (ratos, preis,
lebres, etc.) e os resultados até agora obtidos, do mais alto interesse epidemio-
logico, constam de outros trabalhos.

Este resumo sobre os casos verificados e sua zona de expansio, assim
Como os possiveis meios de transmissio, di ao typho exanthematico de Sio
Paulo um caracter proprio, que o distingue do typho classico, caracter este
que mais se accentuara pelo estudo do comportamento experimental do virus,
como veremos nos capitulos seguintes.

Carituro 11

Comportamento experimental do virus em relacao aos pequenos
animaes de laboratorio

No capitulo anterior fizemos consideragies geraes sobre as differentes for-
mas do ““typhus”, principalmente as observadas no continente americano, assim
como sobre uma nova modalidade endemica que surgiu em Sio Paulo. Agora,
passamos a relatar as nossas observagdes sobre o comportamento experimental
do “virus” responsavel, representando este estudo, juntamente com outros (as-
pecto clinico, histopathologico, etc.), um dos elementos pelos quaes se poderd
estabelecer a rigorosa identificagio da infecgiio, quer justificando sua classi-
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ficacio entre algumas das formas de tvpho ja descriptas, ou. com mais pro-
babilidade, como modalidade nosologica a parte.

A primeira amostra do “virus” que estudamos, isolada de um dos doen-
tes recolhidos ao Hospital de Isolamento de Sao Paulo, foi-nos cedida pelo
distincto collega L. Salles Gomes, a quem renovamos aqui 0s nossos agrade-
cimentos. Posteriormente, estudamos uma outra amostra, que isolamos de um
novo doente recolhido ao mesmo hospital.

i

O estudo do comportamento do “wirus"” foi feito em relagio a alguns ani-
maes de laboratorio, especialmente a cobaia, sendo a inoculagdo praticada pelas
vias sub-cutanea, peritoneal e venosa. A seguir, estudaremos o comportamento
do virus relativamente a certos simios, pertencentes a tres generos diiferentes
(Macacus, Cebus e Alauatta), e, por fim, o comportamento dos animaes de
laboratorio, por inoculagio por via intra-ocular, ou, melhor, na camara ante-
rior do olho.

METHODO DE ESTUDO E MATERIAL

Para a inoculagio por wia peritoneal ou sub-cutanea, o “wvirus” era repre-
sentado por sangue de um animal infectado, colhido em periodo de reacgao fe-
bril, do terceiro ao quinto dia da reacgdo, geralmente no quarto, ou, entio, por
emulsio do cerebro de um animal nas mesmas condigbes e sacrificado gerail-
mente no quarto dia de reacgio febril.

O sangue era injectado “in mnatura™, immediatamente apos a colheita, ci-
tratado ou desfibrinado, e nas doses de 1 a 3 cc. Para o preparo da emul-
sio do cerebro infectante, tomavamos geralmente 1 gr. do orgam, colhido asepti-
camente e emulsionado em 10 cc. de agua physiologica, praticando a injecgio
na dose de 1 cc. (ds vezes, na dose de 2 cc.), correspondente a cerca de 0,1 gr.
do orgam fresco.

Diversos animaes cram sacrificados durante a reacgio febril para fins de
novas passagens e conservagio do “virus”, deixando-se outros, afim de se acom-
panhar a evolugio da infecgio experimental.

Decorridos vinte a trinta dias. mas geralmente neste ultimo espago de tem-
po, 0s que resistiam eram’ reinoculados tom “viris” activo, para a prova de
immunidade.

Muitos soffriam sangrias, em differentes periodos, para estudos poste-
riores sobre phenomenos de imniunidade no decurso ou em consequencia da
infeccio.

Os animaes sacrificados ou mortos eram necropsiados e observadas as prin-
cipacs alteracGes anatomicas, Sendo colhido material para exame histopatholo-
gico (usados como fixadores o formol a 109%, o liquido de Zenker e o Ii-
quido de Regaud), assim como para a pesquisa de “Rickettsias” em esfregacos.
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A temperatura rectal de todos os animaes era tomada diariamente, as mes-
mas horas (entre 12 e 13 horas). Verificamos em nossas cobaias uma variagao
individuai da media normal da temperatura, devendo-se, por isto, fazer sua de-
terminagio approximada, para o que se tera uma base pela temperatura do dia
da inoculacio, sendo que is vezes foi tambem tomada a da vespera. Nas co-
baias em que esta temperatura era comprehendida entre 38,5 a 39,5, s6 fo-
ram consideradas como reaccio as temperaturas acima de 40°; nos animaes cuja
temperatura inicial estava entre 37°5 a 38°5 a reacgiio era baseada em tem-
peratura acima de 39°,5.

1. = Resultados da experimentacao.

A) Marcha da infeccdo na cobaia. - O quadro annexo resume os re-
sultados do comportamento experimental do “virus” com relagio a cobaia,
mostrando-se elle bastante pathogenico, pois provoca nesse animal uma reac-
¢io febril caracteristica, apos certo periodo de incubagio, terminando a infec-
¢ao quasi sempre pela morte (Quadro II).

Muitas cobaias, além das designadas no referido quadro, foram jia ino-
culadas, num total de mais de 800 (*), cuja relagdo registar-se-i conjuncta-
mente com experiencias a serem descriptas neste e em outros trabalhos. As
indicadas agora, porém, em numero superior a 100, parecem sufficientes para
se julgar do comportamento experimental do “virus” do typho exanthemat:-
co de Sio Paulo em relagio a essa especie.

O exame do quadro annexo indica que, inoculando-se o virus por wvia
subcutanea, o periodo de incubagio da infecgio é um pouco mais longo do
que por via peritoneal e que ella se processa com maior regularidade e cons-
tancia empregando-se como material infectante a emulsio de cerebro.

Tomando-se em consideragio somente os animaes que apresentaram reac-
¢io febril caracteristica, observa-se que, por via peritoneal, o periodo de in-
cubacio foi de 3 a 4 dias, em media, tendo-se observado incubagio de até
48 horas e raramente de 6 dias (apenas em 2 casos ultrapassou 10 dias). Nas
mesmas condiches e sO considerando os animaes que tiveram evolugio, natural
da infecgiio, verificou-se que o periodo de reacgio febril variou de 3 a 8 dias,
tendo apenas uma vez perdurado 12 dias. No fim deste prazo os animaes
geralmente morrem em menos de 24 horas, cahindo-lhes a temperatura abaixo
do normal; ds vezes observa-se nova ascensio, menos accentuada, seguida de
nova baixa thermica e da morte. Quando o restabelecimento do animal se
di, a temperatura volta 4 media normal e, neste caso, elle se mostra immuni-
zado, nio reagindo a uma segunda inoculagio do virus activo. Esta immuni-

(*) Este numero comprehende o total das cobaias inoculadas até junmho de 1932
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Cabala
N.*

11

19

Data da
inoculaghe

10-1-31
10-1-31
1=-1-31

14-1-31

M-1-1

n-1-31

an-1-1

n-1-N

-1-31

z2-1-1

QUADRO 11

Comportamento experimental do “virus" do typho exanthematico de Sao

Paulo (amostras L. ¢ W) em relagao @& cobaia (FF)

Yirus inoculade

Sangue cob. 1 (%)
Emulsiio cer. cob. 1
S cob. 3 (Jec.) (*%)

Em. cer. cob, 3

Em. test, cab. 3

Em. cer, cob, 7

. cer. cobh, H

Em. cer. col. 11

5% colh, 9 (2ec.)

S cob. 10 (2ec.)

- — = —
Dias de
Dias de .
Yia e Sy reacgho Hesultado da Ineculaghe Prova de immunidade o observagdes
“ febril

. 1 5 t nolte 20/21-1-31 Virus L. Apresentou reac¢lio escrotal

P i [ % nolte 20/21-1-31 Apresentou reaccfio escrotal ligelra.

P. i i Saeriflenda em 22 =-1-11

. 2 B + manhi de 4-11-31 Apresentoun  reacglio escrotal Intensa,
com  petechia hemorrhaglea noa ultimos
dlas.

I, 1 i T 12 h. de 22-1-11 Apresentou reacgiio escrofal.

P. 4 | 1’ nolte 2/3-11-31

p. i - 1 nolte 2/3-11-31 Apresentou reaccllo escrotal.

p. 9 T Reacclio febril Intermit- Em 25 -11-31 esta cobala (femea) fol
lente., Neslstiln & Infec- relnoculada com o “virus®™ (em. cer. do
clin, rhesus IV): niko apresentou reacglio fe-

birll, mostrando-se lmmunlzaila.

P. 1 i Mesistiu, Teve reacciio escrolnl durante a reac-
gio febrll, Em 25 -11 - 31 fol relnoculada
com “virus®™ (em. cer, rhesus 1Y), nila
apresentando reacclio febrll, mostran-
do-s¢ Immunlzada.

P 3 5 Sacriflcada em 31-1-31
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11

a

n-1-3
w-1-3

2-1-1

N-1-3

il -1-31

Jd=11-31

3-11-M

G-11-31

7-11-3

Em. cer. eob. O
§. cob, 14 (t, 40°2)

SI :ﬂhl 1‘ l’q‘ II-I... t. "’ﬂ""ﬂ}

S eob. 19 (1 ec. eolhldo
neerop.)

Em. cer. cob, 19

Em. eer. ¢ supra-renal
cob, 11
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Em. c¢er. cob. 24
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[ T

.

I,

1.

=1

v

b |

= ]

]

t 14 h de 2-11-21
t nolte de 7/8-11-3

Nio apresenlou reacgllo
febril.

Heslstin & Infeegiio, len-
do tldo um 2.* periado
de reaccio febril.

Saerificadn em 6-11-31

Neaeclio com uma Inler-
mittencla para a normal.
$ nolle de 22/33-11-131.

Nesistin.

Neacgho febrll eom umn
Intermitiencin, Neslstiu,

1 wnolte 14715 - 11 - 31,

' ] manhi de 19-11-31,

Apresentou  remccllo escrotal ligelra.
Apresentou reacciio escrotal,

Em 25-11-31 fol relnoculada com o
“wirus" (em. cer. rthesus [1V), tendo
tido Infecclio earacteristiea; apds d
dias de Incubagho, febre durante 4 dlas
e f na nolte de 5/8-111 - 31.

Em 25-11-31 fol relnoculada com o
“yirus”™ (em. cer. rhesus IV), lendo tido
rencedig febril apds longa Incubaclio (20
dins), reaccdo que poderd ser de causa
diversa. + na manhi de 28 - 111-31.

Apresenlou reacgllo escrolal lgelra.

By 20-111-31 fol relnoculada com o
viFrus (em. eer. cob, 113). Nio apresen-
tonn reacciio febirll, Amanhecen morla
e 26-1I1-31, veriflcando-se derrame
peritoneal com hemorrhagla devida
ruptura do llgado.

Em 28-11-31 fol relnoculada com o
virus (em. cer, cob, b(9) na camara an-
terlar do olho, Observou-se ligelra re-
acclio ocular, porém sem reacgdo fe-
bril, Esteve em observagho até 13-1Y¥-31.
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Cabala
N.»
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ull il

0l

LH]

0

Data da
inoculacho

12-11-31

16 -11-31

17=-11-31

19 =11 - 31

al =1l -

23-11-31

2 =11 -3

27 =1=-31

7-11-1

211 -3

i
=i

Dias de
Yirus ineculade Vis AT
Fa, cer., rhesus [ . I
5. rhesus Il (2 cc.) 6. dia, . 2
t. 4005
Em. cer. ¢ suapra-renal Iv. (1]
rhesuas 11
dm. cer. cobh., 3 It i
5. rhesus [I1 (1 ee. colhldo Ir. 12
feerog. )
Em. eer. rheaun 1V Ih. |
5. cltratado do rhesus V . 3
(lee., 4.* dla, 1. 40=3)
Em. cer, rhesas V . |
mi. cer. cob, 563 I, - -
Em. eer. cob. 57 i, 1

Dias de
reaccho
febril

a
£

T

1]

e = iE e e e el

t nolte 18/19-11-31

1- nolle 23/23-11 -31

tnolte 26/27 - 11 - 31

+ nolte 1/2 - 111 -31

Mesislin,

t noite 3/4 - 111 - 31

+ manhi de 4 - 111 - 31

Sacrifleads em 9-111-31

Nin apresentou reacgio
feliril.

1 noite 11/12 - 1 - 31

TS R -

Prova de immunidade e ohservagies

Morte preclpliada aceldentalmente, ama-
nhecendo presa enlre as grades da
Eulola.

Em 25-111-31 fol relnoculada com o
virus (em. cer. cob, 129). Nio apresen-
tou reaccfio febrll, mostrando-se¢ Imimu-
nlzada, Observada até 28 -1V -1,

(0 ecerebiro Inoculndo esteve conservia-
vado no frigoe desde a vespera. A mor-
le fol precipliada, neeldentnlmente, vis-
o n cobala ter amanbiecldo lmprensada
na  galola,

Amanhecen morta em 8- 111 - 31, verl-
fleando-se, @& necropsla, um derrame
sero-hemorrhagleco nn  cavidade perito-
neal.

Apresenton  reacciio escrotal ligelra.




110
113
114

124

125

125

120

115
1l
142

d=-111-31

4=111-31
1-1r-mn
12-11-31
12 - 111 - 31

16 « 111 = 31

17 - 11 -3

0-11-3

20 - 111 - 31

23 - 111 - 31

0 -0 -3
25 - 11 - 31
27 - 111 - 31

Em. cer, coln &2

Bm. cer. cob. 81
Em. cer. cob. 84
Em. cer. cob,
Em. cer. cob. 99

S. cob, B8 (1 ecc.)

Em. cer, cab. 110

8. cob, 113 (2ee.), 8.* dia,
t. 40+

Emi. eer. cob. 113

Eam. cer.cob, 121

Em. cer. cob. 1239
Em. ¢er. cob. 129

E- :'lﬁ‘i ln t:t{'.] Tl. '1"..
t. 4o

.

e

abi. ol

'

-

[ =]

Nio apresenlou  reaccilo
fehril.

Sacrifieada em 12-111-8

Sacrifieada em 17-111-31

Sacrificada em 20-111-31
t nolte 19 /20-111-31

Nio apresentou  reacglo
febirll,

Nio apresenlou reacgho
fehirll,

t'l:! h, de 2-1V -1

Sacrifieada em 25-111-31

Nio apresenlon reacgiio
febril. Reslistiu,

Sacriflewda em 1-1V-31
Sacrifleada em 2-1V-31

Reslstiu & Inlfecclo,

Em 8-1V-31 fol relpoculada com o
virus {(em. cer. cob, 152}, tendo Udo
reacgiio  caracteristlea apds  Incubacio
de 24 dias. Fol sacrifleada em 16-1Y-31.

A morte deu-se as 13 horas de 23-111-31,
provavelmenle por causa Inlercorrente
I'elan necropsia  observou-se  congestito
pulmonar e hepatien.

Amanhecen morta em 20« 11-31, oh-
servando-se pela necropsin abundante
derrame  sero-hemorrhagleo no  perilo-
neo,

i 22-1V-M Jol relnoculada com o
virug (em, cer. cob, 168), tendo tido

rencclio febril earacteristica apds Incu-
bagho de 2 dlas. § nolte 3/4-V =1,

Em 301V -31 fol relnoculada com o
virus (em. eer, cob. 180), nflo aprescn-
tando reaccho febril ¢ mostrando-se lm-

munlzada, Suspensa de observagiio em
30 -V =31,



Dias de
Cabaia | Data da Virua ineculads Via Diss de reacgho Resultade da Inoculacia Prova de Immunidade ¢ observaghes
N.* inoculagie incubagio
febril
152 1-1V-3 | Em. cer. cob. 135 p. 3 | Sacrificada em 8-1V-11
155 2-1V-31 | Em. cer. cob. 141 sb. el. 1 5 Sacriflcada em 10-1V-11
154 6-1V-11 S eob. 142 (2ec.) ecolhldo P. — -— Nio apresenfou reaccio Em 2-YV-31 fol relnoculada com o
no 10.* dla, alnda sem febril. Reslstiu, virus (em. eer. cob, 185), apresentando
reaccllo febrll, reaccllo febirll earacterlstlea ¢ morrendo
s 12 h. de 13-V-31.
111 B=1¥ =31 Em. eer, cah, 15632 . ¥ = il npresentoun rmcﬁu Sacriflecada na manhd de 14-1V-31.
febrll, A' necropsla  encontrou-se abundante
derrame  perltoneal  sero-sangulnolento
Nas cellulas mesolthellaes da parede pe-
ritoneal foram veriflcadas abundantes
rickettalas.
167 10=-1V =31 | Em. cer. cob. 155 aly. el. i 3 Sacrificada em 17-1V-31
1649 13-1V =31 | Em. cer. cob. 123 . .| 3 12 h de 22-1V-01 A cob, 123 estava em oulra serle de
experlencias  (sobre transmissibilidade
de virus), Relnoculada com o virus da
cob, 152 em B8-IV-831; apds 3 dias de
incubagfio  Inlelou-se a reacglio febril
(41%), sendo sacrificada em 13-1V-31.
170 MM-1V-31 | Exsd. perit. cob, 161 (lece.) P, 2 5 Sacrifleadn em 21-1V-01
171 14-1V =31 | Em. cer. cob, 101 P K 5 t8 h, 23-1V-1l
172 161V =31 | B, cer. coh, 98 D, 5 i -|- 12 h. de 25-1V-11 0 vlrus Inoculado proviera da eob, 151,
174 17=-1V =311 | Em. cer. cob. 167 sh. el 1 3 Sacrifleada em 24-1Y-31
176 | 18-1V =31 | Em. cer. cob, 112 p. i 5 Sacrificada em 27-1V-31 A cob. 112 estava em experiencin de
transmissibilldade e fol relnoculada em
B-1V-31 com o virus da cob. 152, sendo
sacriflendn em 18-IV-31, apds reacglo
carnclerlstlea (4 dlas de Incubaglo e @
de reacciio febrll).




177

180

185

187

198

201

203

8

&

210

212

213

a4

224

21-1V-N

2-1v-1

2-1V-31

2-1V=-31

7-1V-31

201V =31

30 -1V =31

2-V-3

4-V-1

6-V-1

6-Y-31

8-V -11

8-V =131

1H=-V-3

12-V-31
12-Y-31

M-y-3u

Em. cer. cob. 170
Em. cer, cob. 169
Em. cer. cob. 171
Em. cer. cob, 174
Em. cer. cob, 175
Em. cer. cob, 182

Em. cer. cob, 180

Em. cer. cob. 185

Em. cer. cob, 103

Em. cer. cah. 187

Em. eer. cob, 1904

Em. cer. cob. 198

Em. cer. coh. 197

Em. cer. cobh, 202

BEm. cer. cobh. 201

Em. tunlea wag. leal. cob.

165 (com Inflam. escr.)
Em. cer. cob. 203

P

sh. el.

P

ah. et.

[

L

=, ]

t nolte 28/20-1V-31
Sacrificada em 30-1V-31
Sacriflieada em 20-1V-11
Sacrificada em 2-V-1

t manhit de 6-V-31

tnulla e 7/8-V-l1

Nfio apresentou reaccio
febirll. Realstiu.

Sacriflcada em 12-V-31

Sacrifleada em 11-V-11

Sacrificada em 14-YV-131

t nolte de 13/14-V-31

Sacrifleada em 16-V-<11

1’“{‘}“# de 21/25-V-31

t nolte M /5-V-11
Sacrificada em 22-V-11

fmldrnhl (?7) molle

17/18-V-31
Sacriflcada em 21-V-1I

t por causa diversa em 22-V-il,

A cobala 193, de outra serle de expe-
rlenclas, fol Inoculada com o virus da
cobala 182,

Apresentou reac¢lo escrolul. A cobala
14, de outra serle de experlenclas, fol
inoculada com o virus da cobala 182,

A cob. 197, de outlra serle de experien-
clas, fol lnoculada com o virus da cob
185,

Infecclio nttenunda
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Cabala
Hi-

31

231

m— — ———— m— — - — — —
Dias de
Dats da Virus ineculado Via Diss de reaccio Resultade da Inoculagho Prova de immunidade ¢ observagoes
inoculaghko incubagie
febril

16 -V - 31 Em. cer. cob. 209 P 2 i + manhi  de 24-V-11 Constatlou-s¢ derrnme hemorrhagico na

cavidade peritoneal.

19-V =31 S. cob. 224 (1 ec.,5.* dia) I i 1 1 noite 21/25-YV-31 Constatou-se¢ derrame hemorrhagieo na

envidade abdominal.

19-¥-31 Em. cer. cob. 181 (v, cob. P, 2 ) sacrifleada em 20-V-31

20:1)

21 -V-31 En. c¢er. cob. 221 P. 2 2 Nio apres, reac. febrll, 0 peritoneo fol lavado, sendo o Hgul-
acima de 40¢; multo do utllizado, apds tratamento especinl,
mal, fol sacriflcada na em experlenclas de vacelnaciio,
manhii de 20-Y-31

2-Y-11 Em, cer. cob, 213 ah. el. ] b | Mesistlu. Em 10-VI-31 fol relnoculada com vl-

rus (emul, cer, cob, 239}, ndo lendo tlalos
rencelio e mostrando-se Immunizada,

%-Y-31 Em. cer, cob, 228 . - Nio apresentou reac, fe- im 10-VI-3L fol reinoculada com o
hrll, virus (em, cer. cob, 239), tendo tido re-

mecho febril caracteristien (41 dlas, apds
Incubagho de 3  dias). ¥ natural em
21-V1-31.

27-V=31 | Em. cer. Mae. rhesus 1IN . 1 4 Sacrifieada em 3-YVI-d1 ()} Mac, rhesus 1X havia sldo Inocula-

do com em. cer, cob. 224 em 21-V-I1.

97 -V « 31 | Bm. cer. Mac, rhesus I\ . 1 2 1—muuln‘i de 4-YI-31 Pela necropsia, pratieada  Immediata-

mente apos a morte, observou-se, alem
do augmento do bago, derrnme sero-he-
morrhagleo nas eavidades peritoneal e
plenral.

3-VI-11 Em. cer. cob. 24 . 4 3 Sacrifleada na tarde de
10-Y1-31




212

241

u

216

110

51

i

255

250

10 -Vi-31

10-Vi-31

10 - V1 =31

16 - V1 -31

17=-¥1-3

17-V1-31

17=-V1-11

18-YVI-1
18-VI-31

18 -VI-31

18 -VI-31

Em. cer. Cebus ap. |

L. cer, Cebus ap. |

Em. cer. cobh. 229

5. Alauatia en. 1

Em. cer. Alaustta ca, 1

Em. cer, Alaunatia ca.

Em. cer. cob. 24

Em. cer. cob. 242
Bm. cer. cob, 213

Em. cer. cob, 243

Ein. ¢er. eoli. 243

sl el

p.

ab. el

P

.

v

2

[ ]

Sacrificoda em 18-YVI-d1

Sacrifleadan em 18-VI-31

Sacriflcada em 17-YVI-31

13 h. de 23-VI-21
1-|m-ilr 23/3-YI-11
12 b, de 25-VI31

Nio apresentou reacglo

febril. nolte de
21/22 - V1 -31.

Sacriffcada em 28-VI-i1
Sacrifleada em 20-VI1-31

Nio apresentou reacciio
febrll.

Sacrificada em 23-VI-31

() Cebus apella havia sldo Inoculado
com emul, eer. da cob, 23 em 3-VI-1,

Esta cobala, assim como a anterlor,
pertenclam & serla em experlencias so-
bre vacclnacho com liguido de lavagem
peritoneal.

Esta cobala apresentou nos 2 ultimos
idlas reaccio escrolal (edema e ligelro
augmentio), Em 10-¥I[-31 fol pleadn por
carrnpatos (Ornithedorus rostratus).

()} Alauatta caraya, buglo, havia sldo
Inoculado eom emulsio de cerehro da

l-:ulmtn 230 em 10-YI-31.

A temperatura attinglan 39*8. Obser-
vou-a¢ & necropsla ligelro exsudato perl-
toneal. A pesquisa de rlckettslas nas
cellulas mesothellaes da parede perlto-
neal fol positiva.

Fol sacrificada para pesquisa de rie-
kettsing em 20-YVI-31, Juniamenle com
an cobaln 255, que teve reacglio febrll
curncleristica.

Fol sacrificada para pesquisa de rle-
kettslas no 1.* dia da reacglio febril. O
peritoneo fol lavado, para cxperlenclas
de vaccinagho,



7

271

281

pall ]

2046

Data da
inoculagio

n-Vi-1n

n-vi-1
2HH-V1-1
5-Vi-1

n-VI1-31

1-VIl-31
1-VIl-31

2-VII-1

2-.¥VI1-31

1-¥il-N
9-YVil-31
1n-YIIL -3

11 =-VIii=31

Virus inoculade

Em. ver. cali. 260

e Iehre)

(1. dla

Em. cer. coh. 26
Em. cer. cob. 210
54

Bm. eer. coh.

8. cob, 254 (dee, colhldo no
7 temp. 40*5)

7.* dlla,
Em. cer. col. 2067
Em. e¢er. col. 272

Em. ¢er. coh. 25

FEm. cer. cob, 262

dmi. cer, ¢ob, 271
Em. cer. cobh, 2813
Em. cer, cob, 278

Em. cer, cods. 377

.

.

.

.

p.

.

Dias de
incubaghke

[

=

5]

Dias de
reaccho
fibril

=

=1

Resultade da inoculaghe

t nolte 1/2-VII-31

 nolte 1/2-VII-21

Sacriflcadan em 1-YIii-11
t nolte de 3/1-V1I-31
1-VII-31

Sacrificada em

tﬁl 15 h. de 11-VIl-31
Sacriflcada em 10-VIL-31

Resistin &4 Infeccin

-|-|||nnhi'l de 9-VI1I-11

1 nolte 11/12-VI1-31
t manhi 16-VI1-31
Sacrificada em 17-VII-11

Sacriflenda em 18-YVIL1-Id1

—_— = == =
= T — e

Fa——

Prova de immunidade e abaervagies

Verlflcou-se que no 1.° dian de febre
i4.* da Inoculacdo) o virus Jji se encon-
tra no cerehro.

Apresentou reacclio escrofal,

Apresentou ligelra reacgfio escrolal.

Ligelra reacciio escrolal,

Ao ser sangrada, em 30-VI1I-31, mor-
rea em consequencla do traumatismo,

A cobala 202 havia skdo  lnoculada
com o lguldo de lavagem perltoneal da
cobala 200, no 1.* din de febre. Tevr
reacciio febrll earacterlstlea durante 7
dias, apds 3 de Ineubac¢fio, sendo sacrl-
fleada em 2-VII-3L,
reaccilo escrotal.

Apresentou lgelra



—

&

J11

Mz

JI8

J19

a2

I

17 - VI - 31

18-VII-1

IR -VII-11

20 =Vl -31

M-VII-N

24 - VI -31

20-VIii-0

30 - Vil-1

30 - VIL-31

1-VI-11

7-VIl-1

7-VHI-I

8- VIII - 31

13 - VIII-31

13 - VIII-31

14 = VIII-31

Em. eer. cob. 205
Em. cer. cob, 296
Em. cer. cob. 200G
Em. cer. cob. J0G

5 dil. cob. 307 (3cc., co=
Ihlda na 6.* dla da Lo
cul. ¢ 1.* da febre).

8. dil. eab. 37 (ldem)
Em. cer, cob, 07
Em. cer. cob. 311

Em. cer. cob, 315

Emi. eér. eoh. 314

Em. cer. cob. 317

Em. cer. cob. JI8

Em. eer. cob. 319 (sem re-
acclio febril)

Emi. cer. ¢ob., 320
Em. eer. cob, 321

Em. cer. colb. JI2

.

.

n.

| LA

L

2

e

Saeriflcada em 24-VII-3
Sacrifleada em 24-VII-31
+ nolte  25,/26-VI1-31
Sacrifleada em 30-VII-31

§12 h. de 30-VII-31

1- 11 h. de 1-YI1I-31
1‘12 h, de J0-Y11-31
Saerifleadn em 7-VIII-31

Saerifleadn em 7-VIII-31

Nio apresenton  reaccilo
febril.

Sacriflecada em 13-YVIII-11

Sacrificada em 13-VIII-31

Sacriflcada em 14-VIII-31

Sacrificada em 21-VIII-31
Sacrificada em 20-VIII-31

Sacrificada em 21-VIII-31

+ pela

manhi

de "/-VIII-1.



Cabala
N.»

KR}

iz

i

353

1530

S

Data da
Ineculagio

22-VI1I-31

22-V1I11-31

20-VI11-31

20-V111-31

20-V111-31

1-1X-31

1-1X-31

5-1X-11

§-1X-11

§-1X-1

prE—————

= === T = mm =

Vires Inoculade

8. ecltr. (3ce.) da doentle
Wanda, do Hospltal de
Isolamento de Sdo Paulo

Idem
8. cob, 330 (3ecc.)
Em, rasp. peril. cob, 330

Em rasp. perit. eob.” 337

Em. cer. cob, 336
Em cer. cob. 318

Em. cer, cob, 339

Emi. cer. cob, 153

Em. cer. cob. M7

Via

v

n.

P

.

.

Dias de
incubagho

3

a

Dias de
reacgho
febril

En

=]

Hesuulitade da Inoculagho

Sacrificada em 20-VIII-31

SBacrifleada em 29-VIII-31

Sacrificada em 1-1X-31
Saeriflenda em 2-1X-31

Sacrifleada em 5-1X-31

T+ 13 h, de 10-1X-31
Sacrlllenda em B-IX-31

+ nolte de 13/14-1N-31

Sacrifieada em 15-1X-31

1 nolte de 17/18-1X-11

Prova de Immunidade ¢ observagles

Virua W.

A ecoh, 337 fol seacriflesda no 3.2 dla,
antes da reacclio fehrll,

A cob. 339 fol Inoculada na e¢.n.0. com
humor agquoso do cob, 332, Infectada por
esln via.

A cob. M7 fol Inocul. com em. cer,
do Mae. rh. X1, Infectado, por sua wves,
com o sangue da doente.



o i e ST R ]
385 15-1X - 31| Em. cer. cob. 364 P. 5 i Sacrifleada em 24-1X-31
481 J1-X-31] Em. cer. cob. 471 P. 3 4 Sacriflcada em 7-XI1-31
500 7-XI1-31| Em. cer. cob. 481 P 2 &4 Sacrifleada em 13-XI-31
563 20 -XI1-31] Em. eer. cob. 554 P 2 5 Saerifieada em 5-1-32
564 |30-XII-31]| Em. cer. cob. 555 P. 3 3 Sacrlficada em 6-1.32

= mmam om e S

(*) A cobala 1 fol Inoculada em 3-1-31 com o virus eriginal (L), remettido pelo dr. 1. Salles Gomes. A Inoculacho fol fella no peritones,
Observou-se, desde o 3.* dia, augmento de volume e Inflammacio do escroto. Fol saerificada na 7.* dia apds a Inoculacfio, em 10-1-31.

(**) A cobala 3 fol tambem Inoculada com o mesmo materlal em 3-1- 31, Apods 11 dlas, n temperatura sublu aclma de 40°; sendo o anlmal saerl-
fleado, Apresentou tambem reaccllo escrotal (augmento de volume e Inflam maciio) Intensa, com petechlas e depols placas hemorrhaglecas no escrolo.

(***) As cobalas registadas e Inoculadas com os virus L (1.5 serle) ¢ W (2.0 serle) sfo sufficlentes para mostrar a evolugho da Infecclla experimental
nease anlmal, sendo desnecessarlo o reglsto de todas as Inoculadas, em passagens e experlencias diversas. Em Junho de 1932, estes virus se encontra-
vam, respectivamente, na 918 ¢ 458 geracdes.

Abreviaturas usadas no quadro: S — sangue; Em. cer. = emulsio de cerebro; p. = peritoneal ; sb. et.= sub-culanea:
Em. test. = emulsio de testiculo; Em. rasp. perit. = emulsio de raspagem perltoneal;
1 = morte do anlmal; ¢. a. ¢, = camara anterlor do olho,
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dade pode persistir na cobaia durante 3 meses, nio estando ainda verificado
o seu praxo maximo (*). As cobaias apresentam, muitas vezes, nos ultimos
dias e apos a morte, phenomenos hemorrhagicos cutaneos, mais accentuados nas
extremidades dos membros, que se mostram entio arroxeados.

A morte como consequencia da iniecgdo, considerando-se apenas os ani-
maes em que a evolugao se processou naturalmente, da-se em cerca de 70%
das cobaias inoculadas.

Pelo quadro II verifica-se ainda a extrema regularidade da infecgio quando

utilizada como “virus” a emulsio do cerebro de um animal infectado e sa-

crificado em periodo propicio. Mesmo no primeiro dia de febre (cob. 260)
e quarto da inoculagio, o cerebro ja se mostrava infectante. Apenas em 8
casos em que se applicou essa emulsio, ndo se verificou evolugio caracteris-
tica da doenga experimental e, destes, somente em 3 animaes (cobs. ns. 98,
233 e 132, a ultima nio devendo ser considerada, em virtude de ter ficado
evidente que o material inoculado era avirulento), a infecgdo ndo se proces-
sou, tanto que os mesmos depois nio se mostraram immunizados. Nos ou-
tros cinco casos (cobs. ns. 88, 125, 161, 251 e 259) a infeccio se processou
provavelmente de um modo atypico sem reaccio febril, mas comprovada por
passagens e observagio de microorganismos semelhantes a “Rickettsias” nas
cellulas endotheliaes da parede peritoneal. A werificagio fol completa, neste
sentido, quanto & cobaia n.® 161.

Esta forma atypica da infecgio, que se observa em cobaias sob determi-
nadas condighes e na qual com maior facilidade se pde em evidencia a pre-
senca da “Rickettsia” que descrevemos nas cellulas mesotheliaes do peritoneo
das cobaias com infeccio caracteristica (17), seri estudada detalhadamente na
2* parte deste trabalho.

Ainda pelo estudo do quadro II, verifica-se que o sangue, mesmo
extrahido de animal com reac¢io febril, 4s vezes se mostra menos virulento ou,
entio, que, em certas occasides, nelle existe o “virus” em menor concentra-
¢do, sendo necessarias, para que a infecgiio se processe, doses mais elevadas
(até 4 cc.); assim mesmo, observa-se muitas vezes evolugio mais benigna, isto
¢, com periodo de incubagio mais longo, reacgio febril por poucos dias e so-
brevivencia do animal, que se mostra, em todo caso, immunizado a uma se-
gunda inoculagio virulenta.

Isto se deve explicar pelo facto de nio ser constante a quantidade do
“wvirus” na corrente circulatoria, mesmo durante o periodo de reaccio febril,
ou, entio que, depois de certo tempo, o elemento virulento soffra a accio de

(*) Por algumas experiencias feitas com maior prazo, verificimos que a immunidade
nio € permanente, diminuindo e desapparecendo, a cobaia reagindo, entio, em relagio a
nova inoculacio virulenta.
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anticorpos que elle proprio tenha provocado, dando-se, entio, a sua concentra-
640 nos organs, principalmente no cerebro.

Quando se emprega como via de introducgdo do “virus” a camara ante-
tior do olho de certos animaes (coelho, cobaia, macaco), consegue-se provo-
@r a infecgio com doses muito menores, mesmo usando-s¢ o sangue, segun-
do mostraremos em capitulo posterior, ou quando se applica como “virus” o
humor aquoso de um animal infectado por via ocular ou o liquido de lavagem
€ raspagem peritoneal contendu ‘“‘rickettsias”.

A apreciacio da marcha da infecgio pela sua curva thermica poderi me-
thor ser feita nos graphicos de cobaias inoculadas annexados a este trabalho,
B30 sendo indicados os de todas, por desnecessarios (graphicos 1 a 21).

a) Alteracoes anatomicas. - Designamos apenas, como bastante constan-
't e tendo valor diagnostico, o augmento do bago das cobaias inoculadas com
O “wirus” do nosso typho, augmento as vezes bem accentuado e apresentando-
5€ 0 orgam com coloragio escura e congestionrado. Observam-se frequentemen-
‘¢ hemorrhagias sub-cutaneas, vendo-se um edema, por vezes gelatinoso e he-
morrhagico, no tecido cellular, principalmente no nivel das regiGes inguinaes,
Has cobaias que apresentem reaccio inflammatoria no escroto. As alteragbes
hiaopat.hobgim observadas nos diiferentes orgios dos amimaes iniectados es-
%30 sendo objecto de estudo (*). Apenas desejamos salientar que as lesoes
Nodulares observadas commummente com o typho classico europeu ndo sio
€acontradas, ou talvez sejam muito raras, nos cerebros dos animaes inoculados
tom o “virus” do typho de Sio Paulo. Os cerebros de alguns dos nossos ani-
Mmaes infectados apiesentaram-se histopathologicamente normaes, apesar de
Seguramente infectados, o que se poderd attribuir 4 evolugio muito rapida do
Mmal, nip havendo tempo para o estabelecimento das alteragdes histologicas, que
Seriam hastante especificas no caso do typho do velho continente.

- b) Reacgio inflammatoria escrotal. - Um symptoma a que attribuimos
importancia, ¢ que verificimos frequentemente em nossas cobaias, é um au-
gmento de volume com inflammacio do escroto. A reacgiio pode ser ligeira,
fotando-se apenas um edema mais ou menos accentuado, ou entio, havendo
tdema e maior augmento de volume, iniciando-se por uma vermelhidio da
Pelle e ficando entio os testiculos retidos nas bolsas, nas reac¢Ges mais inten-
5as. Nestas observimos muitas vezes petechias a principio pequenas, augmen-
tando depois ao ponto de se fundirem, chegando a formar placas hemorrha-

——

(*) Fornecemos tambem a distinctos collegas histopathologistas, tanto de Sio Paulo
fomo do Rio, abundante material (de cobaias e Mocacus rhesus) para estudo mais
“ompleto desta parte do problema, sendo que alguns dados a respeito foram ji publicados
Por A, Fialho (Rev. Med. Cir. do Brasil XL(7).1932), do Ria de Janeiro.

35



36 Memorias do Instituto Butantan — Tomo VI

ﬁ q
10 J11 [12 (1312 5116|1718 e |20 |21
42 milmilmt milmilo e it mijmti|jsi|ns a0
e —1 -+
P T
ate B Juneiro 1931 [0 - aLe
R M;.\: s o
8 T i
40" I e . 1 T I
| ' F | ! . : . .
ma R 2
LT e i e e -
) , - -
[ N 1 1 -
L e e : |5 1 ; ‘_.—H:"‘
“‘- i L | T |
o 1 [ '_" Xis
=
F ImEn Ju_ _ul : :1
I._.‘ ‘I. \ ] ] 1‘-
] ] ¥ i I |
36 A —]{ Codaia T — -
=1 . T T al2lsinlslsly
L . lLl- L mijmiimilmt|mt|m tjeijmdjm tjm 0|m
Hﬁ' é o : L ; : * : | i
EEENESENEESEEEr. SF o mEEEEl
s |Janeire ¥ 1 - B .
Graphico 1 400 | _ 3 1;”‘ T
: E_i r "Rt
38 | 111 =s
[ ] |’ "
_ Wi mms =
pee PNCA 5o {Cobela 21
| ) i i ' ] . |
10{11}12 13 15{14]17 18 p9 [20{1 - 1 HtH
420 [=tlmilmtjmtintjarintimtimiimiiniint 81w —1- = : H
I -
|
e !tnl Graphico 5
40 -
: .
80 Cobala B- .
. -
111t E 1
“l-' 1 =1 u-‘ 1 i
1
Graphlico 2 ]
40 i N
89,0 {i—{Cobaia 35—
| o i i X [ I
212 b3 lanlas| 2chr lagl sl el [ 1 2 : ;
“.. - - -l.-'l [ WA WEPE AT R BIL ENE WAL WAL A I
= ER=EmEEmEs 83 -
Janalre 1?;7:1 F SsuEw e !
&0.* 1 A}
el L ‘!fq..t.—_..r‘:hn-‘.. i I /
- : e e B e R B w P 370 .
39 —E#T ] Ootala 13 . T ! :‘
aE . .
S eimmmamsmaEmsmE=Ema: = 1
Ba ¢ 1 1T T T I “-‘ B R R |- —
Graphico 3 Graphico 6
of



J. Lemos MoxTEIRO — Typho exanthematico de S. Paulo

ofs AR P P
._I.." .“ .- -._.T. " ._d”ﬁu LTl|_. b s 1.“". _'
"....H 1 | .1:.-—...__ »MVA.... L . : .__._.
2lel . 1 HHHHHHHH
.“_— - . --x.\r H m. L ..4."_.
sl 11 -t EH L 0t
KisHH 4+ L |
_“ :.m. L b
_Ilﬁ_ﬂ ...L—..WA_\H L] ! +
s 5 T
. - Hl Hi1H
e Rast ﬁw by
n“ - " X B _.”_
&l i HHH ]
5 g by Ad o) w
I
- o
C 13
o .w
- b=
20 i b i
=TT o
T PR &
S 4 PN
- be
- B m ANNEERPYANE
m_n_i e INEREVYR

410

40

89,

280

Graphico 10

[ _!_-;m ;*

. -

- -

1
e

Abril 1931

e B

40.°
82

Graphlco 11

~HHHHH . uE _
- .m-l- | “
- L & ﬁ
i £ ~ 5 |

m _.W S B Jm r_._
-1 MR 1] I
z .m e f

T s EEEN T
o= H Haann

o ml [ =] (-] i

42,

MY
Ny ~ _
‘" Ll
-~ LIS B |
|8 —
=11 Ll 3
8 -
- ™
| R:HH4
L . », L .,
2 SR N FR
o [ SREE t
- i1 il
= ENEENREEEP
R ESERE IRt }
o Ll T.\t. R
o] = il =

Graphlco 8

-

Lilsléelr

<

FEAEIrI I cCIcal b caLeE

Margo 1531

{!_i

41+

0

Graphlco 12

Graphico 9



33 Memorias do Instituto Butantan — Tomo VI

R e e e S . —

8 |9 |10/11 11213} 1L{15 16 |17
=t

420 Imtjmitfmtimitimitfmit|mtfmt|mi]

are ]t 193 T
9 Y
= e

ws [FEE T

30 -' 1 AV

Graphico 13

: — i I i T Ittt v 1
22| 23|21, |o5 | 26| 27| 28|29 |30] 1 |2 A T

410 |=tfmifmifmtimtime mijmt|mi|mtme
L_L__.._.-._l i 11—}
IEAEENENEN NN TEE NN R

40 |Junbo 1931 L4 po 1

nE= & | -
— = ——
. T = - e Wi

L R 1 B} : 1 41° |=timstimtimt

Graphico 14 40, Mﬁil??l-h—i\ .-

I 1 o o e
2e -I-"'"'""I"I"""" 89 0 1 Cobaia 28l >

I - I I ! 1 i | ] ] . I T
410 [Junho 1931 - : : —?"j | EEEITTTE

¢
&
5]
=
i
o
- . |
"m
0
el
(=)
=1
(=]
¥

Giraphlco 18

| l |

L1

400 |Abril 1931 |
B I

1| jﬁi_j
—{—— Cobaia 161-
i HREEAEN '
ZEE =

Graphieo 19




39

J. Lemos MoxTEIRO — Typho exanthemalico de S. Paulo

1L115116 17 P8 |19]20 21 P2 | 23
I S L L -,t-!' TR O
b6
300
o4.*

Graphico 20

Bicas. A's vezes este processo termina pela necrose da pelle. A reacgio es-
trotal somente observimos quando o “virus” era inoculado por via peritoneal.
As figuras que acompanham este trabalho dio uma idéa da reacgio, de
¥arias intensidades, em cobaias inoculadas com o “virus” por essa via.
As figuras 1 e 2 (Estampa I) correspondem 4 reaccio de pequena inten-

sidade, podendo-se ver o edema e mesmo pequenas petechias hemorrhagicas no
As figuras 3 a 4 (Estampa I) da mesma cobaia photographada de

ifente e perfil, mostram uma reaccio mais accentuada, nio podendo os tes-

ESCroto.
ticulos ser facilmente deslocados das bolsas e observando-se pequenas placas
de hemorrhagias cutaneas. A figura 1 e respectiva ampliagio na figura 2
{E"-stampa IT) mostram uma reaccio mais accentuada ainda, vendo-se nos dois
A fi-

‘€accio nesta cobaia, sendo melhor visivel na figura I da estampa III, colorida.

fados do escroto vasta placa hemorrhagica, dando uma idéa da intensidade da
As figuras 3 e 4 (Estampa II) mostram outras cobaias com reacgio intensa,

Vendo-se uma placa hemorrhagica num dos lados do escroto e necrose.
Sura 2, estampa III, colorida, mostra o aspecto da reacgio infensa em outra

Cobaia, evidenciando-se bem os phenomenos hemorrhagicos cutaneos.
Com o material original e nas primeiras passagens, a reacgio escrotal apre-

*entou-se com maior frequencia; posteriormente, a frequencia diminuiu, sendo
fntio observada em varios animaes, depois de uma serie de inoculagbes onde
B0 era verificada, pelo menos de modo a despertar attencgio. Considerando,
B30 6 os animaes registados no quadro annexo, como as dematis cobaias machos
JA inoculadas com o “wirus'’, em experiencias diversas, acreditamos que a

feacgio escrotal, em suas varias intensidades, se manifesta, com os “virus” que
39

“Studamos, em cerca de 20 a 25% dos animaes inoculados.
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E' possivel que, com as passagens, o “virus” tenha diminuido a sua pro-
priedade de provocar a inflammacio escrotal ou, entdo, que com ellas tenha
desapparecido alguma causa coadjuvante que influa no processo e que possa
surgir de vez em quando

Este ponto, em todo caso, relativamente ao typho de Sio Paulo, precisa
de ser melhor elucidado, com o estudo de maior numero de amostras do “virus”,
sendo possivel, como acontece em certas infecgbes do grupo (tobardillo), que
algumas possuam essa propriedade em maior grau, embora em outras amostras
seja menos accentuada e mesmo ausente. A segunda amostra do virus que
isolimos comporta-se, a esse respeito, como a original que estudimos.

c) Immunidade. - Verifica-se, ainda pelo estudo do quadro, que as cobaias
que resistiram a infecgio, tendo tido reacgio febril caracteristica, se mostram
immunizadas a uma segunda inoculagio do “virus', seguramente activo, pra-
ticada decorrido cerca de um més. Isto s0 ndo se verifica nas cobaias que
nio mostraram reaccio thermica caracteristica ou ndo a apresentaram de todo,
tendo sido inoculadas com material cuja avirulencia ficou demonstrada poste-
riormente. As que tiveram uma infecgio ligeira, tendo sido inoculadas com
doses reduzidas de “virus” (principalmente sangue), mostraram-se tambem
immunizadas, nas mesmas condicoes.

QOutros aspectos relativos a immunidade no typho endemico de Sio Paulo,
reacgoes sorologicas, etc., estio sendo estudados.

B) Comportamento do “virus” em relagdo a outros amimaes de labora-
torio. - Resumiremos apenas os resultados obtidos com a inoculagio de alguns
outros animaes.

a) Coelho. - O *virus” inoculado, quer por via sub-cutanea, peritoneal
ou endo-venosa, provoca uma iniecgio, geralmente nio mortal e que se caracte-
riza por um periodo de incubagio de 3 a 4 dias e um periodo de reacgio febril
perdurando geralmente de 4 a 6 .ias.

Os dois graphicos (22 e 23), correspondentes aos coelhos 7 e 14, mostram
a evolucio da infecgio nestes animaes, de par com sua curva thermica e immu-
nidade a uma segunda inoculacio do wvirus.

b) Rato branco. - Dos varios exemplares inoculados com o wirus, por
via sub-cutanea ou peritoneal, pudemos verificar que a infecgio se manifesta de
forma geralmente inapparente; is vezes, pode-se observar pequena reaccio ther-
mica pouco acima da media nesse animal que, de outro modo, nada de anormal
apresenta. O virus persiste durante certo tempo no organismo do rato e, trans-
ferido para a cobaia, determina infecgio experimental caracteristica neste
animal.

Das varias observaghes nesse sentido, citamos a experiencia com o rafo
branco 6, inoculado em 2-IV-932 com 3 cc. de sangue da cobaia 666, infectada
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com o “virus”. A temperatura do rato nio se modificou da media normal, de
36°6 a 37°4. Depois de 10 dias da inoculagio, o rato, com a temperatura de
37°3, foi sangrado, sendo inoculada a cobaia 705, em 12-IV-932. A cobaia
705 apresentou infeccio caracteristica, com reacgio febril durante 8 dias, apos
incubagio de 6 dias, tendo sido sacrificada em 26-1V-932 e sendo obtidas novas
geragoes deste virus, passado pelo rato. l
Verificagoes semelhantes tivemos com a inoculagio do cerebro de ratos.
sacrificados alguns dias ap6s a inoculagio do wvirus. i

c) Camondongo bramco. - Apparentemente nada de anormal apresenta
como consequencia da inoculagio, pelo menos a se julgar pelos resultados
obtidos com alguns exemplares.

d) Rato cinzento (Epimys norvegicus). - Foram inoculados alguns ’
exemplares. O primeiro (E. morvegicus 1) foi inoculado por wia peritoneal [
com o “wirus” (emulsio de cerebro de cobaia infectada), em 16-1V-931.
Apresentou uma pequena reacgio thermica acima da media normal no terceiro
dia apos a inoculagio, perdurando 6 dias, com uma oscillagio no terceiro dia
e volta ao normal no nono dia da inoculagio. Uma cobaia (N.° 184) inoculada
com sangue do rato (2 cc.), colhido em 24-IV-931, ultimo dia em que a tempe-
ratura se mostrou ainda acima da media normal, nio apresentou reaccio febril
e nio houve indicio de immunidade quanto a uma segunda inoculagio do “virns”
Este rato ficou muito mal e foi sacrificado em 13-V-931, sendo inoculada com
emulsio do seu cerebro a cobaia n.® 216. A’ necropsia do rato verificou-se um
abcesso encystado produzindo uma adherencia do bago com a parede perito-
neal. A cobaia 216 nio apresentou reacgio alguma como consequencia da
inoculagio do cerebro do rato, porém reagiu caracteristicamente, morrendo
dentro de 8 dias quando reinoculada, decorridos 28 dias, com o “wvirus”, ndo =
se mostrando, pois, immunizada. L
O resultado obtido com o outro rato (Mus rattus 2) foi mais interessante.
Inoculado com “wirus” activo, por via peritoneal, em 16-IV-931, nio permittiv
que fosse tomada a temperatura, por ser exemplar pequeno. Apparentemente, :
nio mostrou symptoma algum, sendo sacrificado em 6-V-931, isto é, 20 dias
depois da inoculagio, quando foi inoculada com emulsio de seu cerebro a cobaid
n® 215, em 13-V-31. Esta teve reaccio febril caracteristica, amnhcf:md
morta em 21-V-31. Com emulsio de cerebro foi feita nova passagem para
cobaia n.® 229, que teve tambem reacgio escrotal e morreu na noite do sextd
para o setimo dia da inoculagio.
Verifica-se, portanto, que o “virus” pode persistir no organismo do rato,
tornando infectante o seu cerebro, mesmo no fim de 20 dias, embora nio deter-
mine uma infecgio apparente. |
Outro exemplar (Epimys norvegicus 3) foi inoculado com o virus (em
sio cer. da cob. 448) em 23-X-931; nos 3 primeiros dias a media de sua te
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peratura foi de 37°,1-37°,5, no 4.° d°a foi de 38°5, mantendo-se entre 38°4 a 387,
durante 8 dias, quando foi sangrado, morrendo accidentalmente durante esta
operacio. O seu sangue foi inoculado na cobaia 491 que, decorridos 4 dias,
apresentou reacgio febril (40°) durante 4 dias. Resistindo 4 infecgio, foi
reinoculada com o virus activo (emul. cer. da cob. 508) no fim de 20 dias, nio
apresentando reaccio, mostrando-se, pois, immunizada.

Estas verificacdes embora reduzidas em numero, apresentam grande im-
Portancia epidemiologica, pois indicam que os ratos (Mus e Epimys) pode-
T80 servir de depositarios do virus, podendo-se, por isto, acreditar ma pos-
sibilidade da transmissio deste ao homem por intermedio de parasitas hemato-
Phagos (pulgas, acarianos, etc.), communs nestes roedores (*).

e) Gato. - O unico inoculado por via peritoneal, em 25-VI-931, nio de-
funciou nenhum symptoma clinico ou reacgio febril. Seu sangue, inoculado na
Cobaia 290, decorridos 13 dias, nio lhe provocou reacgio febril nem immuni-
dade ao virus activo.

f) Carneiro. - Nio apresentou nenhuma reacgio caracteristica e niio nos
foi possivel rehaver o virus, apés 10 dias, por inoculagio do sangue desse ani-
mal em cobaia.

Uma gallinha tambem inoculada nido apresentou nada de anormal; tambem
O seu sangue, no fim de 12 dias, nio provocou reacgio febril ou immunidade
M2 cobaia 206. com elle inoculada, em relacio ao wirus activo.

2. - Discussio.

Desde 1912, gracas aos trabalhos de Nicolle (18) e collaboradores, em
Tmﬁ!, e de Gavino e Girard (19) no Mexico, se tornou bem conhecida a
Sensibilidade apresentada ao typho pela cobaia, que desde entio é o animal de
Sscolha para o estudo desta infeccio e de infecgdes affins.

Pelos nossos estudos experimentaes expostos, e que anteriormente ja
haviamos resumido (20), verifica-se a extrema sensibilidade da cobaia ao virus

e ——

(*) Em outro trabalho foi estudado com minuvcia este aspecto do problema relati-
amente ao typho exanthematico de Sio Paulo. Mostrimos que, embora possam ser con-
M como depositarios, outros deverio ser pesquisados na zona suburbana e rural
“ cidade, onde a infeccio caracteristica se tem manifestado de preferencia. Os ratos
hﬁuﬂumpamiﬁdupurpﬂg:stummﬁmrqm maiores probabilidades
MCerra, segundo nossos estudos experimentaes, & o carrapato, principalmente o Amblyomma
Bfennense,

Por outro lado, de ratos da zona urbana da cidade, intensamente parasitados por
Mlgas, foi isolado um virus differente, cujas propriedades e relagbes com o typho exan-

ico de S3o Paulo (virus de doentes da zoma suburbana ou rural) sio estudadas
i mente nesse outro trabalho,
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do typho exanthematico de Sio Paulo, que lhe provoca, apés uma incubagdo
de 2 a 6 dias, uma reaccio febril perdurando geralmente 4 a 8 dias e termi-
nando com a morte de cerca de 709% dos animaes inoculados. As cobaias ma-
chos, quando inoculadas no peritonieo, em proporgio de 20 a 25%, apresentam

I O L e

uma reaccio escrotal caracterizada por edema e inflammacio do escroto, po-

dendo ser, ou ligeira (apenas vermelhidio e edema), ou, ds vezes, mais intensa;
augmento accentuado do volume do orgam, retencio dos testiculos, petechias e
placas hemorrhagicas e, embora raramente, mesmo necrose da pelle.

Esta synthese do comportamento experimental da cobaia com relagio ao
nosso typhus é sufficiente para mostrar as suas differencas com as outras for-
mas do typho endemico e do typho classico do velho continente.

Deste ultimo se distingue, sob tal aspecto, por apresentar menor periodo
de incubacio e de reaccio febril, e por ser muito mais grave. Ainda histolo-
gicamente delle se distingue, pela ausencia ou extrema raridade das lesdes no-
dulares no cerebro, o que se explica talvez pela evolugio mais rapida da infecgdo,
assemelhando-se, quanto ao aspecio assignalado, a certas formas de typho en-
demico da America do Norte.

O typho exanthematico de Sdo Paulo apresenta, relativamente & infecgdo
na cobaia, alguns outros aspectos que o differenciam do typho endemico da
America do Norte ou do tobardillo. Segundo Maxcy (21), a incubagio no
typho endemico dos Estados Unidos é, em media, de 6 a 7 dias (a menor de
4 ¢ a maior de 14 dias) e a duragio media da reacgio febril de 7 dias,
nunca tendo excedido a 14 dias. Estes periodos sio um pouco mais curtos
no nosso typho. A presenca da reacgio escrotal verificada primeiramente por
Neill (22), em 1918, e muito bem estudada por Mooser (5), observimol-a no
nosso typho em menor proporgio (cerca de 20 a 25%) do que a assignalada
por Neill (709) e Mooser (92,59 ) nas cobaias inoculadas com o typho me-
xicano e por Maxcy (90%) nas inoculadas com o typho do sul dos Estados
Unidos.

No typho endemico do norts, muito raramente se observam phenomenos
hemorrhagicos intensos na regido escrotal durante a reacgio; no nosso sio mais
frequentes, observando-se nos ultimos dias tambem nas partes glabras (patas
principalmente) e podendo, em relagio & regiio escrotal, terminar até pela ne-
crose da pelle, embora isto s acontega raramente. Como na infecgio da Ame-
rica do Norte, a reacgiio escrotal s6 se verifica nas cobaias inoculadas no peri-
toneo, ao contrario do que acontece com a febre maculosa das Montanhas
Rochosas, cujo virus parece ter tendencia 4 localizagio escrotal, pois provoca
ahi reaccio mesmo quando inoculado por via sub-cutanea; alem disto, a reacgao

é geralmente mais accentuada, mais intensos os phenomenos hemorrhagicos,

havendo, na maioria dos casos, necrose da pelle.
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Mooser e outros tém assignalado ragas de virus do typho norte-americano
(tobardillo) que provocam reacgio escrotal em geral ligeira ou mesmo imper-
t_l‘.ptivcl, ao passo que, com outras ragas, tal phenomeno é constante e mesmo
tido como pathognomonico; em certos casos, a reacgdo desapparece apdos uma
Serie de passagens para resurgir durante algumas geragdes.

Com o typho exanthematico de Sio Paulo, verificimos a reaccio de um
Modo mais ou menos constante, nas primeiras passagens; mais tarde, tornou-se
ella inconstante, reapparecendo em alguns animaes, apés uma serie de passagens
SN que nio se observava de uma maneira evidente.

Nio podemos ainda formar uma opiniio definitiva sobre a reacgio escrotal
90 typho exanthematico de Sio Paulo, para o que seria necessario um estudo
SXperimental de numerosas amostras do virus, o que nio nos foi possivel rea-
lizar, Apenas assignalimos os resultados obtidos com as 2 amostras que estu-
dimos ¢ que sdo objectivados nas photographias que acompanham este trabalho
(Estampas 1, II ¢ III).

Com relagio 4 febre maculosa das Montanhas Rochosas, verificam-se seme-

em alguns pontos, como a presenca, embora nio constante, no nosso
¥pho, de phenomenos hemorrhagicos cutaneos, podendo terminar pela necrose
® 2 accentuada pathogenicidade do virus.

' Relativamente ao comportamento experimental do virus para com outros
Mimaes de laboratorio, verificou-se com o tvpho de Sio Paulo, no coelho, uma
ffacgio febril durante uma media de 5 dias apds incubacio de 4, nio termi-
Mndo, em geral, a infecgio pela morte. No rato branco, ou cinzento, a in-
fecgio é, geralmente, inapparente, evoluindo sem reacgio febril que pode, as
¥€2es, manifestar-se de modo pouco accentuado, ou inapparente, podends tam-
a » Como mostrimos, esses rocdores (Mus e Epimys) ser depositarios do

Tus,

As observacbes sobre o comportamento experimental do virus do typho
SXanthematico de Sdo Paulo parecem justificar a sua separacio como modali-

morbida & parte, provavelmente de natureza autochtona, embora perten-
Cente 2o grupo geral das febres exanthematicas, com algumas das quaes se
?“ﬂl‘-'lri, talvez, immunologicamente relacionado, niio sendo impossivel a sua
Sura jdentificagio com alguma das formas ji descriptas de typho. Esta
*Paracio a nosso ver se justifica, por enquanto, nio 50 pelos dados assigna-
Qdos ¢ por outros que serio mencionados, como pela diversidade do seu mais
% diim agente transmissor, elemento que consideramos como bom criterio para

ferenciacio das infecgbes desse grupo.

""'Cuuclu;isu.

- Estudando o comportamento experimental do virus do typho exanthema-
de Sio Paulo em relagio aos animaes de laboratorio, observimos a grande
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sensibilidade da cobaia, animal de escolha para o estudo da infecgio, pois ella
apresenta, apos incubagdo media d= 3 a 4 dias, uma reacgio febril caracteristica =
durante 4 a 8 dias, terminando a infecgio pela morte em cerca de 70% dos
animaes inoculados.

As cobaias machos, inoculadas no peritoneo com o virus, apresentam, em
proporgdo de cerca de 20 a 259, uma reacgio escrotal, caracterizada por edema
e inflammacio do escroto, podendo-se observar phenomeno hemorrhagicos (pete-
chias e placas hemorrhagicas) nas reac¢des mais intensas: estes phenomenos hes
morrhagicos sio observados muita, vezes tambem em certas partes glabras do
animal (patas principalmente), no ultimo periodo da infecgio e sio ent3ad
muito evidentes logo apds a morte.

Os coelhos apresentam reacgiio febril durante varios dias, apés certa in=
cubaciio, nio sendo, geralmente, a infecgio mortal.

Com os ratos da-se, muito provavelmente, uma infeccio inapparente, po
dendo estes roedores desempenhar o papel de possiveis depositarios do wvirus

Embora considerando o typho exanthematico de Sio Paulo uma meodalis
dade 4 parte, mostramos e discutimos as suas possiveis relagdes com outras
infecgbes do grupo do typho, principalmente com o typho endemico da Americd
do Norte (tobardillo) e a febre maculosa das Montanhas Rochosas, ou co®
uma infecgdo alliada a esta e recentemente assignalada nos Estados Unidos

Carrture 111 3

Comportamento experimental do virus em certos simios (Sﬂcnﬂﬁ
Cebus e Alauatta)

Mostraremos agora o comportamento experimental do virus com n:l:n;i__a '
a certos macacos pertencentes a tres generos (Silenus, Cebus e Alauatta), ressd
tados ji4 anteriormente resumidos (24) e que agora serio melhor expostof
Foram até agora inoculados 11 Silenus (Macacus) rhesus Goldf., 1820, 2 chl-
apella Lin. ¢ 1 Alaualta caraya Humb.

De referencia ds experiencias com os rhesus, registaremos sémente o0s E

sultados colhidos com a inoculagio de 8 exemplares por via peritoneal (*

(*) Posteriormente outros AMocacus rhesus foram mmoculados com as duas amo
de virus que estudimos. Estes macacos, nos. XII, XIII e XIV, tiveram todes mf
caracteristica, mortal, e forneceram excellente material para passagens e par:l
histopathologicas. 1
A designacio de Macocus rhesus foi tambem adoptada no texto, por ser comm
empregada, embora a denominagio exacta desse simio seja Silemus rhesus Goldf.,
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outros 3 serviram a experiencia de inoculagio do virus pela camara anterior
do olho e por isto serio referidos mo capitulo seguinte.

O virus era contido em sangue colhido em periodo propicio e em emulgio
de cerebro de animal infectado, sacrificado em condiges favoraveis, e inoculado

S¢gundo a technica ja exposta.

L - Resultados da experimentacio.

O quadro annexo resume os resultados de nossas experiencias sobre o com-
Portamento do virus com relacio a estes simios, sendo consignados tambem os
Fesultados obtidos em cobaias inoculadas com material delles proveniente e que
Comprovam a infecgio dos animaes (Quadro III).

Pelo estudo do quadro verifica-se que o Macacus rhesus é bastante sen-
sivel ao virus do nosso typho. Apods uma incubacio de 2 a 4 dias, observa-se
Uma reaccio thermica caracteristica perdurando uns 4 dias e cahindo brusca-
Mente no fim deste tempo, seguida de collapso e morte do animal.

A evolucio clinica da infecgio assemelha-se 4 infecgio amarillica expe-
fhntnta], parecendo, embora niio tenha sido muito elevado o numero de rhesus
Moculados, que o virus do nosso typho é para elles mais pathogeno do que o
Virus amarillico, mesmo o de origem africana (amostra Asibi).

_ A infeccio neste animal apresenta-se, is vezes, com caracter grave, ve-
fificando-se hemorrhagias cutaneas que dio a certas partes mais glabras do
forpo (bolsa escrotal, face, etc.) uma coloracio arroxeada, com aspecto de
fchymoses, em alguns pontos mais evidentes no ultimo dia e logo apds a
Morte (Estampa IV).

Sémente um dos animaes, Mac. rhesus X, nio apresentou reaccio febril
Qracteristica, sendo muito provavel, pelos resultados da reinoculagio virulen-
B, que tenha tido uma forma benigna, inapparente, apesar do resultado ne-
Bativo da inoculacio de uma cobaia com o seu sangue, colhido no 11.° dia, o
8¢ se poderia attribuir ao facto de nio existir na occasiio o virus na cor-

'®nte circulatoria ou existir em muito pequena concentragio, incapaz de pro-
a immunidade mesmo da cobaia.

Os Cebus tambem sio sensiveis: dos 2 inoculados, um succumbiu a in-
h‘ﬁo. tendo tido reaccio febril apds incubagio de 2 dias, e o outro teve
enas reaccio febril durante 10 dias, provocando tambem a infecgio e im-
Munidade de uma cobaia inoculada com o seu sangue.

Quanto ao representante do genero Alauatta, teve elle, apés 3 dias de
Wn, reaccio febril durante 3 dias ¢ morte. Este animal, quando veiu

0 nosso laboratorio, apresentava temperatura elevada (40° em media),
o sendo, porisso, logo inoculado. Em esfregacos de sangue, verificaram os
drs, J. B. Arantes e F. da Fonseca estar elle infectado com certo trypanosoma
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QUADRO 111

Comportamento do “virus" do typho exanthematico de Sio Paulo em relacao ao

Macacus rhesus, Cebus apella e Alauatta caraya
Dias de
Animal Data da - “ Dias de
o theenisele Virus®™ Inoculado inenbaghe reacgho Hesultade da inoculagio OBSERVACOES
febril
Macacus 5=11-231 S5. (25¢c.) da cobala 3 i 2 t nolte de 11/12-11-31 Por 2 dlas, no perlado dado como de
rhesus | (sangrla no 5* dla de In- incubacfio, a temperalura esleve aclma
fecgdo, temp. 41%,1) do normal, como se v& no graphleo
correspondente. O macaco apresentou
reacglio escrolal, mostrando-se a bolsa
ecchymotlen, desde a vespera da morle
Macacus 10-11-31 8. (2cc.) do Mae. rhe- 4 1  nolte de 16/17-11-11 Desde a veapera, cm 106-11-31, o maca-
rheaus 11 sus | (sangria no 5. dla co apresentou-se triste, ndo comeuw. Du-
da Infecgdo, temp. 41%.1) rante o dia fol sugado por carrapatos
(Rhipleephalus). A" tarde a temperatura
ern de 30°0, comecando a hypolhermia
Cobala 28 10- 11 - 31 S. (2ce.) Mae. rhesus | 5 J t manhi de 19-I1-31 Emulsfio de cerehro desta fol Inocula-
(sangria no 5.* dla, temp. da na cobala 57, proacgulndo o wlrus
41%,1) Sl NOVAS DLSSagens,
Macacus 12-11-31 Em. cer. Mae. rhesus | i { Sacrifleado ds 14 horas Ao ser sacriflicado, o macaco (exem-
rhesus 111 de 21-11-31 plar pequeno) apresentava-s¢ multo mal,
deltado na galola, em franca hypother-
mla, nlo podendo reslstlr por mullo
lempo,
Cobala 12-11-31 Em. cer. Mae. rhesus | 1 2 1- nolte de 18/10-11-11 A morte destn cobala Fol precipltada

aceldentalmente, wisto ter amanhecldo
Imprensada entre as grades da galola.



Cobala 51

Macacun
rhea, 1V

Macacus
rhea. V

Cobala 81

Cobala 82

Cobala 84

Macacua
rhea, 1X

Cobala 234

17-11- 31

A-1M-N

B-11-M

L-11-1

a-11-3

21-V-11

7-V-1

o

8. (2cc.) Mace. rhes. 11
(6.* dia da Infecgdo, temp.
40°5)

Em, ecer. Mae, rhesns [1

Em. cer. Mae. rhesus 11

Em. cer, Mae. rhesun 1V

5. ecltratado (lec.) do
Mac, rhesus V (4.* dia da
Infecgho, temp, 40+9)

Em. cer, Mac. rhesus V

Em. cer. cobala 224

Em. cer. Mae. rheaus 1X

(f nolte de 22/23-11-31

T ds 10 horas de 24-11-31

1 noite de 26/27-11-31

t nolte de 3/4-111-31

+ manhid de 4-171-31

Saerifleada em 10-I11-31

Sacrificada em 27-V-11,
s 14 horas.

Sacrifleada em 111-VI-31

No dla da morte, mostrou-se muljo
mal desde a manhii; As 15 horas estavn
J& em franca hypothermia (36°). A
face apresentou-se arroxeada, ecchymo-
tlea, 0 mesmo acontecendo com a pelle
ao nlvel do escroto, nas palmas das
mios e plantas dos pés.

O anlmal apresentou a bolsa escrolal
arroxeada, com placas ecchymoticas
Com emulsfio de cerebro foranm Inocula-
dos o rhesus VI & varlas cobalas, na ca-
mara anterlor do olho, (YVide capltulo
n segulr).

0 material Inoculado esteve conserva.
do na frigo desde a vespera. Emulsilo
de cerebro desta fol Inoculada na co-
bala 99, prosegulndo o virus em wvarlas
passagens.

0 cerchro desta cobala, Inoculndo em
outra, (89), niio se mostrou Infectante.
nem provocou Immunidade do anlmal
Dose Insufficlente?

Emulsfio de cerebro desta fol Inocu-
lada na cobala 110, prosegulndo o vl
rus em varlas passagens,

A" necropsla verificou-se que o ma-
caco apresentava tambem tuberculose
mesenterica bem evidente.

Oulras passagens foram fellas com o
virus orlundo desta cobala,




N.*
Animal

Cobala 235

Macacus
rheans X

Cebus
apella I

Cobaln 242

Cobala 243

Data da
inoculagis

T-V-1

3-VIi-31

1-VI-31

0-VvI-11

10-VYI-31

“Virus™ lInoculade

Em. eer. Mac., rheaus IX

Em. cer. cob. 234

Em. cer. cob. 231

Em. eeér. Cebus ap.

Em. cer. Cebus ap.
ivla sub-culanea)

Dias de
incubagko

Dias de
reacga

febril

-

=2 ]

Resultade da Ineculagie

t+ manhd de 4-VI-11

Nho apresentou reacclo
febril carncteristiea.
Forma Inapparente.

+ s 14 h. de 10-VI-51

SaceriMemila 18-V1-31

i

Saerifiecnda em 18-VI-31

OBSERVACOES

Ubservou=-se pela necropsia  derrame
sero-hemorrhagico no peritoneo e pleura

No 11* dla apds a Inoculaclio fol
sangrado ¢ 4ee. do sangue Inoculados na
cobala 245, que nfio apresentou reaccfio
febril e, relnoculada eom o virus, nfio
se mostrou Immunizada, tendo tldo re-
accho febrll caracteristlen & morte apda
Incubacfio de 3 dias,. O macaco em
25-YVI-31 fol relnoculado ecom o virus
(em, eer. cob. 245), nfio mpresentando
reacciio febril ¢ mostrando-se Immunl-
endo,

Este macaco teve Inlelalmente a tem-
peratura elevada (10°4), talvez pelo fa-
clo de s¢ debaler ¢ agltar multo ao ser
n mesma tomada, S fol considerada
como reacclio uma differenca de 0,*4 n
mals. No ultlmo dia da Infecgio apre-
sentou-s¢ multo mal, nfo se allmentan-
ido & conservando-se sempre deltado na
galoln.

Emulsio de cerchro desin fol Inocu-

ladan na cob, 254, proseguinde o virus
em onirns passagens.

Emulsio de =erebro desta fol inocu-
lada na ecob. 255, prosegulnde o virus
em oulras passagens.



Cebus
apella Il

Alauatia
caraya [

Cobala 248

Cobala 249

Cobala 250

Macacus
rhesns XI

Cobala 347

Cobala 348

1e-vi-n

10-Vi-1

16-VI-31

17=-Vi-1

17-VI-11

M-1X -

4-1X =131

2-IX-1

Hm. cer. Cebus |

Em. cer. cob. 23

8. (4dec.) Alauatia ear.l

Em. eer. do Alaustta
car. 1

Em. cer. Alsuatta ecar.
I (vla sub-cutaneca)

Em. cer. cob. 330 (Ino-
cul. com sangue da doen-
te Wanda)

Em. cer. Mac. rhes. X!

Em, cer, Mae, rhes. XI.

19

L d ]

/ Nesistiu & Infecgilo

T as 12 1/2 W, de 17-VI-1

t as 13 b, de 23-VI-31
T nolte de 23/4-VI-1
t 12 b. de 25-VI-31

f nolte 1/2-I1X-81

sacrifleada em B-IX-11

12 h. de 10-1X-31

( Em 168-VI-31 rfol sangrado e 4ec, do

sangue Inoculados no peritoneo da eco-
bala 247, que apresentou reacedo febril
durante 4 dlas, apds uma Incubagiio
mals longa, de 9 dias.

O virus da cobala 239 provinha da
cobala 234, orlundo, por sua vez, do rhe-
sus IX. No dia da morte, desde a ma-
nhi, apresentou-se mal, sempre deltado,
A necropsin fol felta lmmedlatamente
apds a morte.

Emulsfio de cerebro desta fol Inoeu-
lada na cob. 205, sendo continuadas as
passagens.

Emulsfio de cerebro desta fol Inocula-
da na cob. 207, sendo contlnuadas as
passagens,

imulsiio de cerebro desta fol Inoculn-
da na eob. 270, sendo continundas as
Ppassagens,

0 materlal da Inoculaglio corresponde
ae 1.* virus que estudamos (virus W)
() macaco apresentou phenomenos he-
morrhagleos nas partes glabras (face
¢ esceroto).

r As passagens foram contlnuadas com
| esla outrn amostra do virus.

LEGENDA: S == sangne

En. cer. = emulsio de cerebiro,
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(Trypanosoma manguinhense Fonseca et Arantes, 1932), embora em pequeno
numero e difficilmente encontrado em preparagGes coradas. Depois de alguns
dias, quando foi inoculado com o virus, a temperatura se mantinha em me- .
dia de 39°,2, nio sendo mais verificada a presenga de trypanosomas, quer em
esfregacos ou em exames directos, ¢ sendo negativas as culturas feitas com

o sangue do macaco para isolamento desse protozoario.

Embora estes Cebideos existentes entre nos parecam sensiveis, somente 0
estudo com maior numero de exemplares permittira um juizo exacto sobre sus
reacgio ao virus do typho exanthematico de S. Paulo. Os graphicos annexos
mostram as reaccoes dos simios inoculados, assim como as de algumas cobaias
com material delles proveniente (Graphicos 24 a 38). |

O estudo histopathologico, como acontece com as cobaias, apresenta
mentos (ausencia ou extrema raridade de lesdes nodulares no cerebro, etc.)
de distincgio com o typho classico do velho continente.

Esse estudo com o material dos nossos macacos foi feito por J. R. Meyef
que provavelmente relatari os seus resultados. Communicou-me este colleg 4
ter observado nos macacos lesdes semelhantes s que havia verificado em &
sos humanos por elle necropsiados e estudados.

O simples comportamento experimental do virus, com relagio ao macat®
como vimos no quadro annexo e pelo que ji foi assignalado relativamente &
cobaia, € sufficiente para dar ao nosso typho uma individualidade propria @¥%
o distingue do typho classico e mesmo de outras formas do typho endemic®
ji descriptas ¢ estudadas. Esta distincgio apoia-se principalmente numa mal ‘
virulencia e pathogenicidade do virus.

2 = Resumo e conclusdes.

A sensibilidade de macacos ao virus das varias infecgGes pertencentes #
grupo do typho tem sido assignalada por differentes auctores. Em geral °®
animal apenas apresenta reacgio febril apés certa incubagio e muito rarames
a infeccio termina peia morte. .

Estudimos o comportamento do virus do typho exanthematico de Sio Fa®
relativamente a simios pertencentes a tres generos (Silenus, Cebus e Alaualt®
Quanto aos dois ultimos, embora ficasse evidente a sua sensibilidade ao ifs
nada pudemos concluir em definitivo, por termos trabalhado com um num®
muito reduzido de exemplares. Com relagio ao Silenus rhesus, foram assig®
lados os resultados obtidos pela inoculagio, por via peritoneal, de 8 exemf
res e os das passagens, comprovadoras da infeccdo, feitas em cobaias, :

Como consequencia da inoculagio do virus, verifica-se, apés uma nc™
¢io de 2 a 4 dias, uma reacgio febril caracteristica perdurando cerca

o2
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dias, sendo que, geralmente, a temperatura desce bruscamente, cahindo o ani-
mal em collapso seguido de morte. Sob este aspecto a infecgio se assemclha
i provocada pelo virus amarillico, parecendo, todavia, ser o do nosso typho
mais pathogeno ainda para esse znimal. _'

Alguns dos nossos rhesus aoresentaram infecgio de caracter mais grave,
verificando-se hemorrhagias cutaneas, manifestadas pela coloracio arroxeada de
certas partes do corpo (partes mais glabras, face, escroto, etc.), 4s vezes, com
aspecto de vastas ecchymoses, mais evidentes no ultimo dia e apés a morte.

Estes estudos experimentaes, completando os obtidos com outros ani-
maes de laboratorio, especialmente a cobaia, justificam as consideragbes que ja
fizemos sobre a caracterizagio do typho exanthematico de Sio Paulo e suas re-
lagoes com as outras formas do typho.

Carituro 1V

Infeccao experimental por inoculacdo do virus na camara
anterior do olho

Tendo sido estudado, nos capitulos anteriores, 0 comportaments experimen-
tal do virus do typho exanthematico de Sio Paulo com relagio aos animaes de
laboratorio e a certos macacos, mostraremos agora a marcha da infecgdo quando
se emprega como via de inoculagio a camara anterior do olho destes animaes.
A proposito devemos declarar que essa inoculagio visava especialmente a pes-
quisa de rickettsias nas cellulas endotheliaes da membrana de Descemet e no
humor aquoso dos animaes inoculados, o que nos foi suggerido pelos trabalhos
de M. Nagayo e collaboradores, no que concerne a tsutsugamushi (25) e ao
typho exanthematico (26).

Os primeiros resultados dessa pesquisa foram communicados em nota a
Sociedade de Biologia (10) e os estudos feitos no particular serio relatados
na 2.* parte deste trabalho.

VIRUS EMPREGADO E TECHNICA

Empregimos como virus: sangue citratado ou desfibrinado de cobaias, in-
fectadas, colhido em periodo de reacgio febril e geralmente np seu 4° dia;
emulsio de cerebro de cobaias e de Silenus rhesus infectados e sacrificados em
occasido favoravel, sendo o orgam triturado e suspenso em solugio physiologica
na propor¢io de 1 gr. para 10 cc.; e, finalmente, humor aquoso de cobaias,
coelhos e rhesus infectados por via ocular.
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J. Lemos MONTEIRO — Typho cxanthematico de 5. Paunlo a7

A quantidade inocu’ada foi geralmente de 0,1 cc. ou menos, raramente de
02 cc., em alguns coelhos. Na injecgio utilizdmos uma seringa apropriada,
munida de agulha fina, immobilizando o globe ocular do animal, que era anesthe-
$iado com ether ou chloroformio, e retirando previamente uma quantidade cor-
“espondente de humor aquoso.
A reacgio local (ocular) e geral do animal inoculado era observada e a
infecgio confirmada pelo resultado positivo apresentado, pelas passagens para
Outros animaes, feitas com humor aquoso ou emulsio de cerebro, ou pela prova
de immunidade praticada nos que resistiam & infecgdo.

L. -« Resultados da experimentacio.

O quadro annexo resume os nossos estudos experimentaes e as passa-
8ens realizadas por meio de inoculagio do virus por via ocular, assim como as
€Xperiencias accessorias relativas i inoculagio de emulsio de cerebro dos ani-
Maes infectados por aquella via (Quadro IV).

Verifica-se, pelo estudo destes resultados, que a evolucio da infeccio, apds
’f inuculaqiu do virus pela camara anterior do olho, é mais ou menos identica
4 Que se observa pela inoculagio por outras vias (sub-cutanea, peritoneal e ve-
H0sa), conforme se deprehende de alguns graphicos annexos, nes quaes, alids,
¢ notam pequenas variagdes, explicaveis, porém, pela reaccio individual ou pela
Concentracio do virus no material inoctlado (graphicos 39 a 54).

Com a inoculaciio por via ocular, a infecgio se processa com quantidades
Minimas de virus (menores que 0,1 cc.), talvez insufficientes (tratando-se de
Sngue), muitas vezes, para provocal-a por outra via, mesmo a peritoneal.

Em certas cobaias inoculadas por via ocular com o sangue virulento, embora
tendo apresentado reacgio local e geral caracteristica, verificimos que o virus
Podia ter soffrido uma attenuagio, como nos casos das cobaias 32 e 33, e, na
Passagem com emulsio de cerebro, apenas determinava uma infecgio ligeira, com
i“f-'ﬂbﬂqiu longa, sem provocar immunidade do animal. Este facto é identico ao
Que se observa ds vezes com o emprego desse material (sangue) em vez de
tmulsio de cerebro, mesmo por outras vias, visto nelle nio ser constante a
¥irulencia ou, melhor, a concentragio de virus em todos os periodos da infecgio.

Sempre que a infecgiio se processe de modo caracteristico, isto é, com
Teacgio febril, os animaes, quando resistem, se mostram immunizados quanto
i uma segunda inoculagio virulenta feita dentro de um més; nio havendo
ffaccio febril, a immunidade ndo occorre, nem mesmo quando se nota reacgiio
Ocular, que terd outra causa, provavelmente contaminagio por germes estranhos.
Por isto, sempre consideramos como reacgio local positiva a seguida de reacgio
febril caracteristica.
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QUADRO IV

Comportamento do “virus” do typho exanthematico de Sio Paulo apés inoculagio na camara anterior do olho de
certos animaes

—_— - —— - — - eeee—— —— e s————— E——
Dias de
Animal Data da g 3 Dias de
T iiiails Virus” Inoculado Via R reacgho Resultade da ineculagio ORSERVACOES
febiril
Coelho T=11=31 8. (*) cob. M (do 7 | c. 0. 0 3 L] Neacclio ocular caracle- Em 28-11-31 fol reinoculado com o
2 dla de lofecgllo, lemp. (**) ristlca desde o 3. dla. virus (em. eer. cob, 59), por via perl-
40+, 6) toneal, nio apresentando reacglo febril,
¢ mostrando-se Immunizado. Suspenso
de observacho em 13-111-31.
Coelho 7-11-31 | Como coelho 2 2. A O 2 10 Newc, ocul. 3.0 dla, ca- Sacrificado em 10-1[-31 para  pes-
1 racteristica no 7.¢ dla. quisa de Nleketisius,
Coelho 7-11-3 Em. cer. (***) cob. 24 | ¢. a. O i ] Reacgllo ocular llgelra. Em 12-111-31 fol relnoculado por via
4 peritoneal com o virus (em. ecer. cob,
90, nfho apresentando reacglio febrll e
mostrando-se Immunlizado. Suspensoe de
ohservacfio em 13-IV-31.
Cobala 7-11-2 S. ecob, ¢. n. 0. 2 2 Neacgllo ocular caracle- Sacrificada em 11-11-31 para pes-
11 ristlea Intensa desde o quisa de Nicketislas,
1 dia,
Cobala 7-11-31 5. cob, 24 €. n. 0. 4 i Reacglio  ocular caract. Sacrificada em 131131 para pes-
1 Intensa desde o 2.* din. qulsa de Rickettslas,
Cobala 7=11-31 Em. cer. cob, 24 &, . O 3 8 Reacgfio ocular caract. Amanhecen multo mal e prestes a
&L desde o 2.* dla. morrer em 20-11-31, sendo sacrificada,
Cobala | 11-11-31 | S. cob. 33 (2ce., do 4.* P. 4 b t nolte de 20,/21-11-31
41 dia, temp, 40°) (reee)
Cobaka kn-u-n \l.*.m cer. cob. 31 \ . \ v 6 \Trnl'nhl. de  22-11-31
WL



Cobala

Cobala
47

Cobala

Cobala
59

70

r:l'-ll--‘ll

13-11-31

13-11-3

19-11-M

20-11-31

21-1-3

n-1m-mn

J-11-1

2-1-3

f

Humor aq. cob, 12

Em. cer. cob. 13

Humor aq. cob, 33

BEm. cer. coelho 3

Em., cer. cob. 3

S. cob. 41 (03¢ce., coO-
Ihidoa no 10.* dla,
temp. 40#)

Em. e¢er. cob. 43

Em. cer. cob. 42

Humor aq. cob, 48

Em. eer, cob, 48

2 B O

€. m, i

.

.

.

P,

. h. O.

=

10

1

=]

e |

Neaccllo ocular llgelra

Infecclio llgelra (1)
com  Incubacfio mals
longa. Reslstiu.

Reae, ocul. manhi

23-11-31

+ nolte 1/2-111-31

fmlnhl de 28-11-31

Ineubaco mals longa.

Neslstiu,

1 nolte 1/2-111-11

Sem reacgllo febril, mor-
reu durante a nolle de
1/2-111-31,

Neacglo ocular Intensa

15 h. de 2-111-11

t loge apds sangria praticada em

’I 3 II""’! 4

Em 20-111-31 fol relnoculada ecom o
virus (em. cer. cob. 113), por vla pe-
ritoneal., Teve reacglio febril apds Incu-
bago de 11 dias Indicando que a Infee-
¢ho lligelra anterlor nho determinou Ime-
munldade completa,

1-!1 h. 6-IV-31.

Em 20-111-31 fol relnoculada ecom o
virus (em. cer. cob. 113) por via perl-
toneal, porem morren aceldentalmente
na nolle seguinte, 21/22-111-31.

Em 24 horas a temperatura sublu o
4003, Fol sacrifleada em 27-11-31 para
pesqulsn de Nicketisiag,



s e

Animal
N.*

= - =

Mac. rh,
Vi

Cabala

Cooelsan o
)

Cobala
91

Cobala

Data da X - Dias de
inoculagie Vires T inoeutocs Yia Incubagio
7T=-11-21 Em. cer. rheaua Y c. 0. 0 b

(0,1 ec.)
7-11-31 Em. cer. rhesus V €. m. O i
{01 eec.)
a7-11-31 Em. cer. rhesus V ¢. A, O, il
(0,1 ce.)
" -11-3 Em. cer. cob., 6 €. n. 0.
27-11-31 Em. cer. cob. 69 . 2
|_-1M-1 Em. cer. cob. 59 P. 3
2-111-31 Em cer, cob, 63 . 2
\E-HI-:I ki'-m. cer, cob, 08 \ B K 3

- === =

Dias de
reacgho
febril

e

Resultade da inoculagido

A

=

Caongestin conjuncliva
ocular, lgelra nebula;
hypothermia e § 14 h
6-111-31.

Reacclio ocular caracle-
ristlca desde o 3.* dla.

Neac. ocul, ligelra (ne-
bula) mo 3.° dla; reac.
intensa no 7. dia do Inl
clo de temperatura.

Nio
local
hirll).

88  olservou
nem geral

reac.
(Fe-

fmmﬂm de 6-111-31.

t nolle de 10/11 - 111 - 31,

13 h, de 11-111-231.

k { wolte de 14/15 - 111 - 31,

e B el e T e D T E N pi e oo R T TS ST b il o= T =

k

ORSERVACOES

() rhesus V, lnoculado eom o virus
{ém, cer, rhea, 1II) teve Infecclio earu-
cteristlen, morrendo em 51/2 dlas.

Sacrificada em 4-1I1-31 (6* dia da
Inocul, ¢ 1.* de reac, febrll) para pes-
fquisa de Nickettslas.

Esta cobala morreu na  nolle  de

0/10-111-31,

Em 25-111-31 fol relnoculada por via
peritoneal com o virus (em. cer. cob,
120). Apresentou reac. lebril caracle-
rostlea durante 5 dias, apds Incubagio
de 4 dias, Esle resultado Justifica n
supposicho de que o primitive virus nio
houvesse sldo convenlenlemente Inocu-
lado na camara anterior do olho,

Apenas um dia a temperaturn attin-
glu 40.%, os outlros dias houve reaccilo
relatlvamente & temperatura Inlelal,




Cobala

Cobala
100

Cobala
1M

Cobala
102

Mae, rh.
Y

Mae. rh.
Viil

Cobala
103

Cobala
104

Cobala
105

Cobala
108

Cobala
100

Cobala
111

Cobala
115

(l-l’.l'l'-.ﬂ' (ﬂﬂl- cer. cob, 70

4-111-31 Humor aqg. cob. 85

4= I11 - 31 8. cob, 85 (2 ece.)

4-111 -3 Em. cer. cob, B3

4-11-3 Humor adq. rhesas VI
g-111-31 Em. cer. rhesus VI
g-111-31 Em. cer. rhesus V1

6 - 111 - 31 Humor aq. rhesus VI

6-111 - 31 Em. cer. rhesas Vi

10 - 111 - 31 | Humor aq. cob, 87
10-111-31 | Em. cer. cob, &7
11-111-31 | Bm, cer. cob. 92
12-111-31 | Humor mg. cob. 100

p.

C: M I

AP

| L

. A, O

€. M

€: n, O

.

e, #. O

e

2

™

-

{ T manhd de 8-111-31

Reac. ocul. caract. Hu-
mor puncclonado por 2
vezes para relnoculagio.

1 nolte de 10/11-111-11.
tl:H:llh'l de 11/12-111-11

RNeac. ocul. Congestilo
conjunctiva, Signacs de
irite,
t nolte de 12/13-111-31

1-11 h. de 12-111-31,
Tn:unhl da 14-111-11
Reac ocul, caract. des-

de o 6.* dla.

Neac. ocul., caracl, des-
de o 6.* din.

Reae, ocul. caract, desde
a 0.* dla.

4+ Manhd de 21-111-1

+ manhi de 19-111-31

Neac. ocul. caracl, des-
de o 4.* dla.

Sacrifleada em 14-111-31 para pesqul-
an de Nleketlsias.

0 humor Inoculado fol oblidoe por
puncclio praticada nesse dia no rhesus
Vi

Sacrificada em 16-111-31 para pesqui-
sa de Nlcketislas.

Sacrificada em 14-111-31 para pes-
qulsa de Ricketislas.

Sacrificada em 21-111-31 para pesqul-
an de Nicketislas.

t nolte de 22 /23-111-21,



Animal Data da " "

N.e* | ineculagie R
- S R e B o G s S o e T e —— i
Cobala |13-111-31 | Em. ¢er. Mae. rh. VIII
119
Cobala | 13-111-31 | Humor ag. Mae. rh. VII

117
Cobala [13-111-31 BEmi. cer. Mae. rh. V11
118
Cobala | MM-111-31 | Em, cer. cob. 103
119
Coilsalm 14 = 111 = 31 Humar agq. cob. 105

120
Cubala 14 - 111 - 31 Humor adg. cob. 100

123
Cobala |19-111-31 | Em. cer. cob, 111

126
Cobala |19-11-31 | Humeor aq. eoh. 117
127
Cobala |21-111-31 | Em. cer. cob. 109
130
Cobala | 21-111-31 | Humor aq. cob. 108

131

Yia

P

C. .

L&

.

- Ws O

C. H: Uk

s Na Ik

C.

0, o

—n o e e e

Dias de
incubagio

Diaa de
reacgho
febril

=1

k

Resultade da Inoculagho

t noite de 20,/21-111-31
Neac. ocul. caracl. des-
de o 3. dia.

t nolte 19/20-111-31

t nolte de 21,/23-111-31

Reac, ocul. caract. des-
de o 2.* dla.

Neae. ocul. caract, des-
de o 3.* dla, perdurando
durante a reac. febril.

f 12 b, de 2-1V-3L

Neac. ocul, desde o 1.°
dla,

+ nolte de 27/28-111-31

Renccho ocul. desde o

2. dia.

OBSERVACOES

Sacriflcada em 19-111-31 para pesqul-
sa de Hicketislas.

1- nolte de 22,/23-111-31.

Sacrifleada em  23-111-31
gulsa de Rickellslas.

para  pess

No 2.* dla apresentoa reacedo febril
(40*5) com volla ano normal e nova as-
censfio apOs a Incubagio. Sacrillcads
em  25-111-31 para pesgqulsa de Rlcketl-
alas,

Sacrificada em
iulsa de Nieketialas,

28-111-31 para pes-



Colsala
133

Cobala
134

Cobala
143

Coelho

Cobala
144

Cobala
151

Cobala
153

154

Coelho

[ 22-15-2

33-11-31

a7 -111-31
27 -111-31

24 - 111 - 31

J1 - 11-31

1-1¥V -3

1-1v-3

1=-1V-31

(.l‘lumr ayg. cob. 132

Em. cer. cob. 111

5. cob, 128 (eolhldo no
7.* dla, temp. 40%,0)

S. cob. 128 (colhldo no
7.* dla, temp. 40*0)

Humor ag. cob, 131,

Humor a, cob. 143

Em. cer, cob, 135

Em. eer. cob. 135

Em. ecer. cob. 135

a0

[ T

C. @ s

Cs Ma O

4

( Neacgdo ocular Inlensa.

$13 b, de 2-1V-31

Neacclio ocular caracle-
ristlea desde o 3.* dla,

Neac. Inlelada no 2.
dia, caract. no 5° dia.

Ileac. ocul, nflo caract.,
emboran Intensa, porem
com aspeclo de suppu-
racho do humor, Nio
teve reacclio febrll.

Apenas ligelra opaclda-
de cornea, sem CONges-
tho conjunctival e sem
reacclio febril.

Neac. ocul. Intensa, com
exophtalmla, desd= o 1.7
dla de reac. febril (5.%)

Neac. ocul. caracl. so-
mente desde o 5.* dia.

Reac, ocul. earact. des-

de o 4.* dla.

!

{ nolte de 20/30-111-31, sendo felto pes-
Julsa de Nickellslas.

Neaccio escrotal Intensa, com placas

hemorrhagleas @ necrose nos  ultlmos
illas.
Sacrifieada em 31-1I1-31 para pes-

quisa de Rlckettsias,

Em hypothermia e multo mal, fol
sacrificado na manhid de 6«1V <31

Em 22-1V-31 fol relnoculada com o
virus (em. cer. cob. 160), por via perl-
toneal, tendo remegfio febril caracteris-
tlea durante 8 dias, apds 2 dlas de In-
cubacfio; morrew na manhi de 1/2-V-31,

Em 23-1V-31 fol reinoculada com o
virus (em. ecer. cob. 160), por via pe-
ritoneal, tendo tido reacglio febril ca-
racleristlca durante 3 dlas. Morreu na
nolte de 29/30-1V-31.

Sacriflcada em B8-1V-31 para
sa de Nlckelislas.

pesiul-

Sacriflecada em
sa de Nlcketlsins.

B-IV-31 para pesiul-

Sacrificada em
san de Nleketislas.

7-1V-31 para pesqul-



Animal Data da . 4
N Inesulnghe YVirua™ Inoculade
Coglhn 6-1V-31 Humor naq. coclho 5
a
Coelho T7=IV-11 Humor aq. coelho @
0
Cobala 7-IV-31 Em. cer. coelho 6
158
Cobala 7-1¥V -3 | Humor adq. coclho @
159
Cobala -1V -31 Em. cer. cob. 1453,
160
Coelha 13-1V -31 S. cob, 123 (0,1 ec.)
11

eolhlide no 5.* dla, tem-
peratura 41°,

|
Via Dias de
incubagho
C: B 1}
0. . O a
P 13
€ N 0 =
€ MNa |
c. A O, 3

Dias de
reacgio
febril

=4
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Resultado da Ineculacho
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NAp apresentou reacciio
loeal, Apenas ligelro
pannus.

Nene., ocul. earact.

14 b de 20-1V-31

Nio apresentou reae. lo-
enl nem geral (febiril);
provavelmente o mate-
rlal nio fol Inocdlailo
nn €. #. O

Reae. ocul. earnct., Jdes-
ile o 4.* dia.

RNeac. local caract. do 3.7
até no 10 dla,

N T TIIENR.

OBSERVACOES

e ——

Em 2-¥V-31 fol relnoculado, por wla
peritoneal, (em. ¢er. ¢ob. 185), tendo
tido reac. febrll durante 5 dias, apOs
2 dlas de Incubagfio. Este resultudo se
explica por uma attenua¢ho do virus,
por ter sldo pequena a sua concenlri-
clio no sangue primlitivamente Inocula
do na eamnara anterlor do olho do coe-
Iho 5.

Relnoculade em  30-IV-31, por vla
perltoneal, (em e¢er. cob. 180), nflo apre-
séntou reae. febril, Immunlzado em vir-
tude da Infeeglio anterlor, Suspenso de
observaclio em J0-V-I1, apds sangria,

Observou-se derrume perltoneal, eom
abundante hemorrhagla, em consequen-
cla de romplmento do flgado.

Em 22-IV-31 fol relnoculada, por vla
peritoneal, com o virus (em. cer. cob.
169), tendo tldo reacgio febrll caracte-
ristlen por 6 dlas, apds Incubaglo de
2 dias. Morreu na nolte de 1/2-V-11.

Saeriflenda em 16-1V-31 para pes-
quisa de Rickettsins,

Em 14-V-31 fol relnoculada por via
perltoneal com o virus (em. cer. cob.
203), nlo apresentando reaccdo febril
g mostrando-se lmmunizada. Fol san-

grada e suspensn de observagio en
Wh=W =01,
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12

Cobala
173

Cobala
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Cobala
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Cobala
199
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16-1V =131

22-1V -1

201-1V-0

20 -1V = 11
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a7 =¥ -3
27-YV-3

2-Vi-3

5. cob, I2¥ (0.1 ce.) 5.
dia, temp. 4d1.%,

Em. cer. cob, 98
rus 152),

(vl-

Em. cer., cob, 98 (vl-
rus 152)

Humor aq. cob., 108

Humor afg. cob. 173

Humor adq. cob, 153

Humor aq. cob, 199

Em. cer. rhesus |X

Em. cer. rheaus X

Mumor aq. cwlho 13

/I"‘alqﬁ

11
G .
¢, i, O 3
{". o, ik »
C. Us D i
. . O |
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1

Neac., ocual, caract. des-

de o 1.* dla.

Nio se observou reaccilo
ocular.

Heac, ocul, caract. des-

de o 4. dla.

Neac. local atyplea, sem
reac. geral,

Ileme. ocular caract., po-
rem llgelra.

Reac. ocul. earacl. pou-
co necenlunda do 2.° wo
10.* dla.

Niio se observou reac.
local; talvez o virus niio
lenha sldo convenlente-
menle Injectndo.

Neaec., ocul. caracl.

Neac. ocul. caract.

Reac. ocul. caract, po-
rem lgelra,

Sacriflcada em 22-IV-31 para pesqul-
sa de Mcketialax,

Em 14-V-31 fol relnoculado por via
perltoneal com o virus (Em. cer. cobh.
201}, mostrando-se Immunlzado. Fol

sangrado e susprnso de observacio em
28-V-11.

Sacrifleada em 24-1V-31
jquisa de Nckellsias,

para pes-

Em 14-V-31 fol relnoculada por via
perltoneal com o virus (em. e¢er. coh.
20%), tendo reac. febril earact, apds

uma Incubaciio de 2 dins ¢ sendo sacrl-
flemda em 10-Y-11.

Sacriflcadan em 20-1V-31
quisa de Nlecketislas.

para  pes-

Sacrificada em 06-Y-31
sa de Nleckettsias,

para pesqul-

Em 26-V-31 fol relnoculada por vla
perltoneal com o vlrus, nllo se mos-
trando lmmunlzada, tendo tldo reac-
¢iio febril durante 4 dlas, apds 2 dlas
de Incubaclio ¢ morrendo da 15 horas de
3-V1-11.

Sacriflcado em 2-VI-I1

sa de Nicketislina.

para  pesqul-

Sacriflendn em 2-YI-31

sa de Nickettslas,

para pesqul-

Sacrificado em 13-VI-31
qulsa de Nleketlslas.

pArA  pess
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Animal | Data da Dladds™ |nRiasess
“Yiras™ Inoculade Via reacgio Resultade da Ineculaglo ORSERVACOES
N.* ineculagio incubaglo
febril
Cobala 1-V1l-31 Humor aq. eoh. 230 ¢. a. O, 3 i Reac. ocul, desde o 4.* Saerifleada em 9-VI-31 para pesqul-
ER ) dia. sa de Nickettslas,
Cobala 2-VI-31 | Em cer. cob. 238 1. 3 8 t volte de 16/17-VI-31
238
Cobala | 9-VI-31 | HMumor aq. cob. 237 . 4. O. i 3 Reacglio ocular caracte- Sacrificada em 17-VI-31 para pes-
240 ristlea. quisa de Nickettsius.
Cobala | 9-YI-31 | Bm. cer. cob. 237 . 5 3 { molte de 18/10-V-31
241
Coelho |13-VI-31 | Humor aq. coelho 16 | e a. o0 - — Observou-se¢ apenas li- Embora sem reacglio geral, os dois
17 (olho Infectado) gelro pannus, coelhos, mesmo o Inoculado com hu-
mor do olho normal, mostraram-se
Immunlzados relativamente a Inocula-
Coelho | 13-VI-31 | Humor aq. coelho 16 | c. a. 0. - - Nio se observou reacgllo ¢io posterlor do virus (em. cer, cob.
1 (olho normal) Jocal. 254), felta em 25-VI-31.
Cobala 17-V1-31 | Humor aq. cob. 240 ¢. a. 0. i 4 Neacglio ocular llgelra. Sacrificada em 23-VI-31 para pes-
248 qulisa de Nickellalas,
Cobala |23-VI-M Humor aq. cob, 248 c. . O 3 3 Reaccllo ocular caracle- Sacrificada em 20-VI-31 para pes-
204 ristlea, gquisa de Nicketislas.
obala | 29-VI1-31 Humor aq. cob. 2006 . . O 10 7 Neacclo ocular ligelra Relnoeulada com o virus (em cer, cob.
474 5 em J30-VIL-31, mostrando-se lmoanu-
TFATIEH
Cobala | 23-vii-31 | 8. cltratado da doente | ¢, a. 0. i 1 Neacgho ocular ligeira Sacrificada em 27-VIII-31  para  pes-
X2 Wanda (amosira do quisa de Riekeltsins,
virus W)
Cobala 22-VIil-31 Idem C. a. 0. 4 ] + manhil de 4-1X-31 As passagens foram continusdas com
BN esln nova amosirn do viras (W),
LEGENDA:  (*) B.= sangue
(**) ¢. a, o, = camara anterlor do olho
(***} Em. cer. = emulsiio da cerchro

(****) p. = periloneal

Ay Wors 4o anliel.
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A reacgio geral, isto é, febril, provocada pela inoculagio do virus na ca-
Mara anterior do olho das cobaias, coelhos e Macacus rhesus, é indicada mno
f4adro, de modo que apenas diremos algumas palavras a respeito da reacgio

ocular, nestes animaes.

Reac¢do ocular - Apds a inoculagio do virus na camara anterior do olho,
$obrevém certos symptomas oculares que podem ser considerados como especi-
f_h"' € que apparecem do 2.° ao 5.° dia, geralmente fendo o maximo de inten-
Sidade correspondente ao da reacgZo geral.

No coelho a reaccio ocular nio é muito accentuada, em geral observa-se

imejamento, congestdo pericorneal e uma irite aguda, com aspecto de irite

em virtude do augmento Jde volume do humor e da tensio intra-ocular;
% Opacidade da cornea é ligeira ou inexiste, podendo-se, por isto, facilmente
% o3 signaes da irite; estes signaes desapparecem depois de alguns dias, geral-
Wente com a volta da temperatura ao normal, podendo apenas persistir, ds
"e2es, ligeira nebula.

_ Na cobaia, os symptomas sio muito mais accentuados: a inflammagio é
s aguda e maiores o edema e congestio da conjunctiva, secrecio e lacrime-
Bmento; os signaes da irite sio mais difficeis de ser verificados, pela colo-
%ﬁgmmmdudhudﬁt:animﬂcpumueaopacidadtdacnmm,misuu
hlcuntuada,éunisprmoce; as vezes, a reacgio € muito infensa, havendo
“ophtalmia em virtude do augmento muito pronunciado do humor e da tensdo
ht"tn:l:nla.r. Verificimos, em algumas cobaias, contaminacio do humor por
Bermes estranhos, geralmente um diplococco Gram-positivo, depois de algumas
Misagens, o que se pode attribuir 4 maior difficuldade technica da inoculagio
® @mara anterior do olho destes animaes.

No Silenus rhesus, a reaccio é localmente pouco accentuada, mais com-
Miqneuobﬂn:mmﬂm, talvez ainda menor.

Immunidade - Verificimos, por muitas experiencias, que 0s animaes que
Mhnm reaccio local e geral caracteristica e sobreviviam, se mostravam
Wm relativamente a uma segunda inoculagio do virus.

Verificdmos ainda que as cobaias immunizadas em consequencia da inocula-
ﬁ_' 40 virus por via peritoneal nio reagiram, quando applicada uma segunda
h.:!'ll\':lt:i por via ocular. Estas experiencias foram feitas, entre outras, nas
“Obaiag 4 e 31, que nio reagiram febrilmente, embora tivessem tido reacgio
h“- Provavelmente traumatica, atypica.

Estes resultados de immunizagiio cruzados das vias de inoculagio, mostram
h'I"'\‘-lann*:l;llalr,:il:th:c:-;iu::m: processa nas mesmas condigdes que pelas outras.

:'."mlcunlo e resumo.,
~ Conforme acontece com o virus da tsutsugamushi e do typho exanthema-
Segundo as verificagbes de Nagayo e collaboradores (25, 26), o virus do
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typho exanthematico de Sdo Paulo provoca, quando inoculado na camara anlﬁ*i
rior do olho de certos animaes (cobaias, coelho e Silenus rhesus) uma reac
ciio ocular caracteristica. [Este phenomeno é seguido tambem de reacgio £
ral, febril, semelhante 4 provocada nesses animaes pela inoculagio do virss
por via peritoneal. l.

Os nossos resultados, ja anteriormente resumidos (27) sio consignados
no quadro que acompanha o presente trabalho. Verifica-se que o comportd®
mento experimental do virus do typhus de Sdo Paulo, quando inoculado peié
via ocular, corresponde mais ou menos ao provocado pela inoculagio por outras:
vias; 4 reacciio geral, febril, dos animaes e a4 marcha da infecgio ja assignd®
ladas, accresce uma reaccio local, nitida, no olho inoculado, caracterizada pof
inflammacio e congestio da conjunctiva, lacrimejamento e opacidade mais Of,
menos accentuada da cornea e signaes de irite. Estes symptomas, geralment®
mais intensos na cobaia do que no coelho e rhesus, manifestam-se do 2.° ao 5
dia da inoculagio, accentuando-se durante a reacgio geral do animal e persisti
durante alguns dias.

A reacgiio ocular e a infecgio processam-se, por essa via, pela inoculagd
de doses pequenas (0,1 cc. e menos) do virus (sangue virulento ou em
de cerebro de animaes infectados colhidos em occasian propicia), muitas
incapazes, principalmente tratando-se de sangue, de determinar a infecgdo
via sub-cutanea e peritoneal. A infecgio provocada por via ocular determins
nos animaes que sobrevivem, uma immunidade quanto a inoculagio pelas ou
vias e, da mesma forma, os immunizados por estas e reinoculados na ca
anterior do olho nio apresentam a reacgdo local caracteristica acompanhada
reaccio geral, febril

Registamos inoculagoes do virus por via ocular e algumas passagens, util
zando-nos na inoculagio somente do humor aquoso de um animal anteriorment®
infectado por essa via. 4

Estes estudos, realizados principalmente com o fim de pesquisar nos ant
maes inoculados a presenca de rickettsias ou microorganismos semelhantes nsé
cellulas epitheliaes da membrana de Descemet e no humor aquoso, representaf®
como se ve, uma confirmagio dos trabalhos de Nagayo e collaboradores, reali*
zados com infecgio atfim. Quanto ao fim visado, diremos apenas que, natlﬂdi
las cellulas ¢ mesmo em macrophagos encontrados no humor, podem ser
em evidencia microorganismos que nio se distinguem das rickettsias, de
do com as descripgoes dos auctores que dellas se tem occupado, devendo, o
pesquisa, o animal ser sacrificado em occasiio favoravel e que corresponda #
maximo de intensidade da reacgio local e geral .

Sendo a via intra-ocular tambem favoravel i infecgio experimental, d"‘
ser a preferida sempre que se tentar o isolamento do virus, afim de se ve™
ficar si este, no sangue dos doentes, apresenta comportamento c::pcrirrm“

i2
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Mentico a0 manifestado apos passagem pelos animaes de laboratorio. Tal facto
“ L1 ] dmmstramus com a amostra do wvirus que isnlimus. 9] sangue citratado
9 uma doente (virus W), inoculado na camara anterior do olho de cobaias e
oelhos, determinou a infecgdo nas mesmas condigdes que apos a inoculagiio
Peritoneal.

l"ﬁnduae:.

_I O virus do typho exanthematico de Sdo Paulo, inoculado na camara an-
Yetior do olho de certos ammaes (cobaia, coelho e Silemus rhesus) determina
Una Teaccido ocular caracteristica e reaccio geral, febril, semelhante 4 provo-
242 por sua inoculagio por via peritoneal.

L Estas reacgbes sio especificas da infecgio pelo virus, em virtude dos
mduadupassagemnhﬁdmpehhnﬁﬂaﬁud:sangueuuemulﬁodcu—
* "0 das cobaias infectadas por via ocular e da immunidade dos animaes que

%inhmﬂaqiodnmﬁmuﬁmpeluuumﬁam
HI. O virus pode ser transmittido em serie por via ocular, utilizando-se

:I a inoculagio o humor aquoso de um animal anteriormente injectado por
via,

Carrturo V

Algumas propriedades do virus

Embora ja resumidas em nota anterior (28), mostraremos agora com mais
h""‘ﬂt‘rl' algumas propriedades do virus que estudimos, entre as quaes a sua
Qr.w passagem através das mucosas, resistencia ao deseccamento, i
B s givceriin’ purs o0 dihida ‘€ & congelacio.
 Alguns destes estudos representam a confirmagiio de factos ji estabelecidos
“m Telagio ao typho classico ¢ certas infecgdes affins; apresentam, em todo
?- 0 interesse de terem sido realizados com uma nova modalidade de infeccio
fTupo das “febres typho-exanthematicas”. Correspondem tambem a resul-
Preliminares de estudos ainda nio definitivamente concluidos.

=

"‘Mdam

* Material ¢ techmica. - As experiencias de filtracio foram feitas com velas
M{Chamberhnducl.ﬁ) e diatomaceas (Mandler, de 7 lbs. de

PSNEo, ¢ Berkefeld ), . As Chamberland ¢ Mandler, embora jé utilizadas
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anteriormente, verificamos estarem em boas condigbes pela esterilidade dos fil-
trados do liquido previamente addicionado de uma cultura microbiana (esta-
phylococco). A Berkefeld usada era nova, sendo sua integridade verificada da
mesma forma. A filtragio foi feita sob pressio negativa de 30 a 40 cm. de
Hg.. O virus era constituido por cerebro de cobaia infectada, colhido em occa-
siio propicia (4.° dia da reacgao febril), emulsionado rigorosamente em agua
physiologica e caldo glycosado a 19% (pH=8,0) na proporgio de 1 gr. do orgam
para 10 e 20 cc. do vehiculo. O sangue virulento foi citratado e diluido antes
da filtragio em agua physiologica na propor¢do de 1 para 2, sendo utilizado em
uma experiencia. Os resultados obtidos podem assim ser resumidos:

ExPeriENCIA 1. - Cobaia 15: inoculada em 21-1-931 com 5 ce. de {iltrado,
em vela Chamberland L3, de emulsdo, em agua physiologica (1 gr. para 10 cc.),
do cerebro da cobaia 8, infectada. Nio apresentou reaccio febril e foi reino-
culada, em 25-11-931, com o virus activo (emulsio de cerebro do S. rhesus
IV), nio se mostrando immunizada, tendo tido, apés 4 dias de incubacio,
reacgdo febril e morrendr durante a noite de 11 para 12-IT1-931,

ExpeErIENCIA II. - Cobaia 16: inoculada em 21-1-931 com 5 cc. de filtrado
em vela Chamberland L3, de emulsdo, em caldo glycosado (1 gr. em 10 cc.) de
cerebro da cobaia 8, infectada. A cobaia ndo apresentou qualquer reaccio fe-
bril como consequencia da inoculagdo do filtrado, pelo que, em 25-11-931, fot
reinoculada com o virus activo (emulsio de cerebro do S. rhesus IV).
Como consequencia, apés incubagio de 4 dias, teve reaccio febril durante 6
dias, resistindo, porém, a infeccao e permanecendo em observagio durante longo
tempo. '

ExPERIENCIA III. - Cobaia 36: inoculada em 7-11-931 com 1 cc. do fil-
trado (em vela Mandler de 7 lbs. de pressio) de emulsio, em agua physiologica
(1 gr. em 20 cc.), de cerebro da cobaia 24 (sacrificada no 6.° dia apbs a ino-
culagio, 4.° da reacdo, com a temperatura de 40°6). O liquido ficou quasi
todo retido, apenas pequena porgdo passando e com grande difficuldade. A
cobaia nio apresentou reacgio febril, pelo que foi, em 25-11-931, reinoculada
com o virus activo (emulsio de cerebro do S. rhesus IV), que causou, apdS
4 dias, uma reacgdo febril durante 5 dias e morte 4s 12 horas de S-II1.931.

EXPERIENCIA 1V, - Cobaia 37: inoculada em 7-11-931 com 8 cc. de fi'trado
(em vela Mandler de 7 1bs. de pressio) de emulsio, em caldo glycosado (1 gr-
em 20 cc.), de cerebro da cobaia 24. A filtracio, com este vehiculo, di-se com
relativa facilidade e em pouco tempo. Esta cobaia tambem ndo apresentot
reaccio febril, sendo reinoculada em 25-11-931 com o virus (emulsio de cere
bro do S. rhesus IV), que determinou, apos incubacgio de 4 dias, uma reac
o febril caracteristica durante 5 dias € morte na manhi de S-III-931.
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ExPERIENCIA V - Sangue citratado da cobaia 307, colhido em 24-VII-931, no
6. dia da inoculagdo e 3.” da reacgio febril (40°,5) foi diluido em agua pnysio-
logica na proporcio de 1:2. Immediatamente foi inoculada a cobaia 312 com
3 cc. da diluicdo, correspondente a 1 cc. de sangue in nafura. Iniciou-se a fil-
tracao em vela Berkefeld N, sob pressio negativa de 40 cm. de Hg., processan-
do-se ella com difficuldade. No f{im de 2 14 horas haviam passado 3 cc. do
liquido, sendo este filtrado (correspondente a 1 cc. do sangue in matura) ino-
culado no peritoneo da cobaia 313. Na mesma occasido, isto €, decorridas
2 14 horas apds a colheita, outra cobaia, 314, foi inoculada com 3 cc. do res-
tante do liquido que deixara de passar, afim de se assegurar si esse lapso
de tempo nio prejudicaria o virus e, portanto, a experiencia. Eis os resulta-
dos obtidos:

Cobaia 312: inoculadz em 24-VII-931 com o sangue citratado diluido dz co-
baia 307, immediatamente apés a colheita: reaccio febril caracteristica durante
3 dias, apés 2 de incubaciio, e morte 4s 12 horas de 30-VII-931.

Cobaia 313: inoculada em 24-VII-931 com o filtrado de sangue citratado di-
luido da cobaia 307: n3o apresentou reacgio alguma, tendo morrido por outra
Causa no fim de alguns dias. Emulsao de seu cerebro foi inoculada na cobaia
316 que, por sua vez, nenhuma reacgio apresentou e nem se mostrou immuni-
2ada. Este resultado confirma a ndoc infecgio da cobaia 313 e que o virus nio
havia atravessado a vela.

Cobaia 314 : inoculada em 24-VII-931 com sangue citratado diluido da cobaia
307, apés 2 14 horas da colheita, isto €, com o mesmo lapso de tempo que o fil-
trado tambem inoculado em outra cobaia: reacgio febril caracteristica durante
% dias, ap6s 3 de incubagiio, e morte 4s 11 horas de 1-VIII-931.

Nas experiencias com emulsio de cerebro a actividade do virus nella exis-
t_*-"-ﬂte antes da filtracio foi tambem verificada, como se pode vér em protocollos
Ja assignalados no capitulo II. Pelas experiencias descriptas verifica-se que o
Virus existente em emulsio de cerebro, mesmo usando como vehiculo o caldo

El}'ftnsadu, e no sangue, nas condigoes assignaladas, ndo atravessa as velas Cham-
berland 1.3 e L5, Mandler de 7 lbs. e Berkefeld N.

2 - Passagem através da conjunctiva ocular intacta e D.M.l. (dose minima
infectante) do virus.

Certos virus atravessam, com relativa facilidade, a conjunctiva ocular e
Mesmg a propria pelle intacta. Procurdmos, por isso, verificar esse facto com
felagio ao typho exanthematico de Sio Paulo, assim como a D. M. 1. do virus,
‘ndo obtido os seguintes resultados:
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EXPERIENCIA VI - Passagem através da conjunctiva ocular. Em 25-111-931
collocimos uma grossa gotta de emulsio de cerebro da cobaia 129 (1 gr. do
orgam para 10 cc. de agua physiologica) na conjunctiva ocular da cobaia 140.
A gotta permaneceu durante cerca de 15 minutos sobre o olho do animal, man-
tido em posi¢io e sendo feitos movimentos palpebraes para que a emulsio fi-
casse em contacto com todo o sacco conjunctival; a gotta, tendo escorrido, fot
renovada uma vez. Como consequencia, ndo se observou qualquer reacgio local
e geral da cobaia. Em 22-IV-931 foi, por isto, reinoculada com o virus por
via peritoneal (emulsio de cerebro da cobaia 169): apods incubagio de 2 dias,
apresentou reacgio febril caracteristica durante 9 dias, morrendo durante a noite
de 3 para 4-V-931. A presenga do virus, em dose infectante, nas gottas depcsita-
das, demonstrou-se pelas experiencias seguintes referentes 4 sua D. M. I..

D. M. I. do virus — Varias cobaias sdo inoculadas por via peritoneal com 0
virus em varias diluicdes. A 1.* considerada a 1 por 10 (sendo de facto menor)
foi preparada, tomando 1 gr. de cerebro da cobaia 129 (sacrificada no 5.° dia da
moculagio e 2.° da reacgao febril) para 10 cc. de agua physiologica; a emulsao
foi feita cuidadosamente em gral de porcelana. Desta, foram obtidas as outras
diluicGes, usando-se, para cada uma. nova pipeta, afim de serem evitadas causas

de erros na diluicio do virus. Foi inoculado 1 cc. das diluicGes do virus a 1
por 10, 1 por 1000, 1 por 10.000 e 1 por 1.000.000.

ExperieNciA VII - Cobaia 135: inoculada em 25-I11-931 em emulsio de
cerebro da cobaia 129 (dil. a 1:10), por via peritoneal. Apés incubacio de 2
dias, apresentou reaccido febril caracteristica durante 5 dias, sendo sacrificada em
1-IV-931 para novas passagens do virus,

Cobaia 141: tambem foi inoculada nas mesmas condicdes, porém por vid
subcutanea; apés 4 dias, teve reacgdo febril durante outros 4, sendo tambem
sacrificada para passagens em 2-IV-931.

ExperIENCIA VIII - Cobaia 136: inoculada em 25-111-931 com emulsio dé
cerebro da cobaia 129, diluida a 1 por 1000. Apés incubacio de 5 dias, apre
sentou reacgiao febril acima de 40° durante outros 2 e amanheceu morta em
5-IV-931, 10 dias apos a inoculagio.

EXPERIENCIA IX - Cobaia 137: inoculada em 25-I11-931 com emulsio d€
cerebro da cobaia 129, diluida a 1 por 10.000. Apés incubacio de 6 dias, reac
¢ao febril durante 3 dias e morte na noite de 5 para 6-IV-931, isto &, 11 dias
ap6s a inoculagao.

ExpPeriENCIA X - Cobaia 138: inoculada em 25-II11-931 com emulsio dif
luida a 1 por 1.000.00, do cerebro da cobaia 129. Nio apresentou reacgao febril
pelo que em 22-IV-931 foi reinoculada com o virus activo (emulsio de cerebr?
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& cobaia 169) ; como consequencia, reacgio febril caracteristica durante 4 dias,
apos 4 de incubagio, e amanheceu morta em 3-V-931.

Verifica-se pelas experiencias acima descriptas que o virus do typho exan-
thematico de S. Paulo (quando em emulsdo de cerebro de uma cobaia infecta-
da) se revelou incapaz de atravessar a conjunctiva ocular intacta de uma cobala.
*ndo depositado sobre ella, nas condigbes descriptas, embora a quantidade do
Virus fosse sufficiente e bem maior do que a necessaria para provocar, por via
F‘l‘itunml, a infecgdo deste amimal. Esta ultima quantidade, isto é, a D. M. I.
(dose minima infectante) do wirus, foi, segundo as experiencias descriptas,
Menor que 1 por 10.000 cc. (correspondente a 0,0001 gr. do orgam) e maior

1€ 1 por 1.000.000 (0,000001 gr. do orgam) da dilui¢io do virus (cerebro
fectante ).

3. - Resistencia do virus sob varias condices.

Os virus geralmente resistem, sobretudo quando em certas condicdes de
ht-"‘Flﬁl‘:lt'ur:a,, ao deseccamento e se conservam bem, nas mesmas condigbes, na

na pura ou diluida a 50 %. Procuramos verificar estas propriedades com
,‘ﬂ“;iﬂ a0 virus do nosso typho, assim como sua resistencia quando no cerebro
ffservado em congelagio.
)  Resistencia ao deseccamento. - A technica para o deseccamento foi a
Mesma que utilizdimos para a conservagio neste estado do virus amarillico. Em-
: , para a seccagem no vacuo e sob acido sulfurico, o sangue de um
*Mimal infectado (cobaia e rhesus), colhido em reacgio febril ou cerebro do
HMimal sacrificado em occasido favoravel e triturado em um gral, sendo a massa
Mﬂd& em placas de Petri e levada ao apparelho seccador. Sendo o ma-
h“l virulento disposto em camada fina, a operagio esti terminada em menos
2‘_“ horas, recolhendo-se o virus secco em tubos, onde tambem se faz o vacuo,
iﬁhﬂdn-sc_ em seguida, ao magarico e conservando-se no frigo, em tempera-

T2 abaixo de 0°C.

O virus assim deseccado foi inoculado em differentes periodos de tempo,
Tesmg depois de 24 horas de conservagio e os resultados sio resumidos no
Tadro v, que segue:
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QUADRO V
Resistencia do virus do typho exanthematico de Sao Paulo
ao deseccamento no vacuo
i , II ' | Resul- :
N do | Virus secco | Dose, | D% %€ | tado da | it
animal | inoculado | grs. f conser= | inocula- e Pl e
____-_'- e S —— TI:_T __!_ — - T— — — __'_—-_-#
| | i |
Cobaia 53 | Cerebro | 0,105 20 | nega- | Em 20-III-31 foi reinoculada
(18-11-31) | da cobaia 2 tivo | com o virus activo (emul
! | cer. cob. 113), tendo tido
reacgio febril caracteristica
ap6s 3 dias de incubagao
| I mata .
Cobataeq | 'Singue 'da [T 0120 [ * 18 nega- | Em 20-I11-31 foi reinoculada
( 18-11-31) cobaia 19 ; tivo ] com o virus activo (emul
! | cer- cob, 113), tendo tido i
| | ‘ fecgio caracteristica, febre
I | I por 6 dias, ap6s 3 de inci-
: | o | bagio e morte.
Cobaia 55 | Sangue do 0380 | 7 | Amanhe-| A causa da morte foi peritd
(18-II-31) | rhesus 1 ' - ceu mor- | nite, wverificada na mnecro
+ '[ ta em psia, ndo sendo este resultd
] * ' 20-11-31 | do tomado em consideracad
1 ' _i =
| .
Cobaia 56 | Cercbro do 0,400 ! 1 'negativo, | Em 20-III-31 foi reinoculad®
(19-11-31) rhesus 11 ‘ por ndo | com o virus activo (
| apresen- | cer. cob. 113). Nio aprese?
I | tar reac- | tou reacgio febril durant®
| ' ¢io fe- | longa observacgio, mostraf®
| . - i
| | bril do-se, pois, immunizadd. _
L | I |
Cobaia 62 | Sangue do | 0120 | 10 | mega- | Em 20-TII-31 foi reinoculad*
(21-11-31) rhesus T : tivo | com o virus activo (em
cer. cob. 113), tendo infe€
: ¢io caracteristica apos
! | dias de incubagdo.
: _______...p"
Cobaia 73 | Cerebro do | 0,400 6 nega- | Em 25-I11-31 foi renoculdd®
(24-1131) | rhesus 1T ol ) i st L

cer. cob. 129), tendo redc
cio febril caracteristica

4 dias de incubagdo,
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O virus dos animaes, utilizado no deseccamento, mostrou-se activo ao ser
inoculado fresco, isto €, apds a colheita e nas condigdes que ja assignalimos
anteriormente.

Verifica-se pelo quadro acima que o virus do typho exanthematico de Sao
Paulo, quando no sangue ou cerebro de animaes infectados, depois de secco no
Vacuo, sob acido sulfurico, ndo resiste a uma conservacio em condigoes favo-
faveis (abaixo de 0°C) por prazo superior a 24 horas. Neste prazo, 24 horas,
O Virus secco nao provocou reacgio febril, porém, a immunidade do animal, ve-
rificada 30 dias depois, em relagio a nova inoculagio do virus activo, poden-
do-se, portanto, acreditar que tenha apenas provocado uma infecgio benigna.
Ji em 6 dias de conseérvagao, nao sO nao provoca reaccao alguma da cobaia,
COmo esta nao se mostra mais immunizada em relacio a segunda inoculagio do
Vitus activo. E’ preciso notar que as doses do virus secco inoculado (em 2
€xperiencias de quasi ¥4 gramma) foram basiante elevadas si se tiver em mente
3 dose infectante, principalmente de cerebro fresco, como ji mostrdmos.

b): Resistencia do virus na glycerina pura e na glycerina a 50%. - Em
Uma nova serie de experiencias procuramos verificar a resistencia do virus na
glycerina pura e na glycerina a 50 %, em condicdes favoraveis de temperatura
(5‘C), meios que, como se sabe, sio empregados para a conservacio de diver-
0S virus. A glycerina utilizada foi a mesma usada no servico de vaccina ani-
Mmal do Instituto (embora sua reacgio tenha se mostrado acida em verificagio
feita posteriormente), distribuida em tubos, pura, ou diluida a 50 9% com agua
destillada. Introduzido o virus (pedagos de cerebro de animaes infectados, sa-
Crificados em occasido propicia) eram os tubos lacrados e censervados no frigo.
Decorridos varios periodos de tempo, pequena porcao era retirada, lavada, emul-
Sionada em agua physiologica e inoculada em cobaias para verificacio da
dctividade,

- Os resultados sio resumidos no quadro VI, que segue.
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QUADRO VI

Resistencia do virus em glycerina diluida a 50 %

L": - Virus Dias de Resultado da
animal empregado | O | moculacio Observacdes
¢ data vagao
Cobaia 76 | Cerebro do | 7 Reaccio febril ca-
(24-11-31) rhesus 11 racteristica duran- |
te 5 dias, apds uma
| ' incubacio de 7 ¢!
| , morte as 13 hs. de
| o-111-31.
| . SERCSl a2 o -
Cobaia 77 | Cercbro do 12 Reaccio febril, | Em 25-I11.31 foi reinoculada
(24-2-31) | rhesus 1 | apos incubacio I com o virus activo (emul.

de 5 dias. Resis- | cer. cob. 129), nio apresen-
:t tin 4 infeccio. tando reaccio febril e mos-
| trando-se, pois, immunizada.

C o — o —— - —— = T e omm . a o =

Cobaia 78 | Cerebro da | 24 segativa | _Em 25-TIT-31' foi reinoculada
(24-11-31) | cobaia 19 | | com o virus (emul cer.
; ' ' cob. 129). Apresentou reac-
| ¢io febril caracteristica apos
| | 4 dias de incubagio, tendo
! tido miflammacio escrotal,
| | | com placas hemorrhagicas
f *f ! nos ultimos dias.

S

Cobaia 79 | Cerebro da | 34 negativo Em 25-111-31 foi reinoculada
(24-11-31) cobata 8 | | com o virus (emul. cer.
cob. 129), tendo tido infec-
¢io caracteristica apds 4 dias
de incubacio. Tambem apre-
sentou reacgiio escrotal com
placas hemorrhagicas nos ul-
| timos dias.

Resistencia na glycerina pura

| Cobaia 75 | Cerebrodo | 7 |  negativo Em 25-I11-31 foi reinoculada
(24-11-31) rhesus 11 | ! com o virus (emul. cer.
il | cob. 129). Apresentou reac-
¢io febril caracteristica, apds
incubacio de 4 dias.

—

e ——
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Verifica-se assim que o virus, quando no cerebro, conserva sua vitalidade
em glycerina diluida a 50 % e em condigoes favoraveis de temperatura, durante
12 dias. Neste prazo talvez esteja ja um pouco attenuado, provocando a in-
fecgio com incubacio maior do que commummente. Em 7 dias, neste meio,
sua actividade € igual 4 do orgam fresco e em 24 dias se mostrou avirulento,
nao provocando nem a immunidade do animal.

Na glycerina pura sua resistencia € menor, pois que em 7 dias se mostrou
avirulento (o mesmo virus que, neste prazo e em glycerina a 50 %, se compor-
tou como virus fresco), nio provocando siquer a immunidade da cobaia. Neste
meio nao foi verificada a resistencia apés menor prazo. E' possivel que me-
lhores condicdes de reaccio favorecam a sobrevivencia do virus neste meio. Em
todo caso estes resuliados sdao sufficientes para mostrar que, com relagio a sua
conservagio em glycerina pura ou diuida, o virus do typho de Sio Paulo nio se
Comporta como os verdadeiros virus chamados filtraveis.

c) Resistencia do wvirus d comgelagdo. - Finalmente, para terminar o es-
tudo de algumas das propriedades do virus do nosso typho e que devera ser
completado pelo de muitas outras, procuramos verificar o seu comportamento
com relagio a congelagdo do orgam virulento.

Para esse fim, pedagos de cerebro de cobaia infectada eram collocados em
Pequenos tubos que eram simplesmente arrolhados, lacrados e conservados em
congelagio (-5° a -10°C). Decorrido certo numero de dias, uma pequena porgio
€ra retirada, emulsionada em agua physiologica e immediatamente inoculada em
Uma cobaia normal.

Os resultados até agora observados sio resumidos no quadro VII, se-

guinte :

St



QUADRO VII

Resistencia do virus em congelacao

32 Memorias do Instituto Butantan — Tomo VI

animal | congelacio = conser- | Resultado da moculacio ObservacBes
| e data vacio
Cobaia 219 Cerebro 2 " Reaccio febril  caractenistica
(14-V-31) cob. 201 ' durante 4 dias, apds incobacio
(12-V-31) ' de 4 dias e morte durante a
noite de 23 para 24-V-931..
Cobaia 220 | Cerebro | 8 | Reacgdo febril caracteristica |
(14-V-31) cob. 19 durante 4 dias apbs 3 de n-
L (6-V-31) cubacio e morte na noite de
21 para 22-V-93L
: | | : s
Cobaia 221 Cerebo | 15 Reaccio febril caracteristica |
(14-V-31) cob. 182 durante 3 dias apbs 3 de in- |
(29-I1V-31) cubacio e morte pela manhi |
. de 22-V.-3l. _
i =T vy ot o
Cobain 222 Cerebzo | 26 Reaccio febril typica durante
(14-V-31) cob. 112 | 7 dias, apds 3 de incubacio e
(18-1V-31) morte na noite de 25 para
‘ 26-V-931.
Cobaia 223 | Cerebro 42 | Reacgio febril caracteristica |
(14-V-31) cob, 141 durante 5 dias, ap6s 4 de in- |
(2-IV-31) cubacio ¢ morte na noite de
23 para 24.V.931.
Cobaia 261 | Cereb-o 82 | Nio apresentou reaccio cara- | Foi reinoculada
(22-VI-31) | cob. 135 | cteristica, mostrando-se mnega- | com o virus acti-
(1-IV-31) ' tivo o resultado da inoculacio. | vo (em. cer. cob.

275), em 14-VII-31;
apds 2 dias de in-
| cubagio, apresen-
| tou reacgdo carac-
E teristica durante 4
' dias ¢ morreu na
]nunhi de 23.VII-31
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Verifica-se por estes resultados que o virus do typho exanthematico de
Sio Paulo no orgam (cerebro) em congelagio manteve sua vitalidade e viru-
lencia durante um periodo de tempo superior a 42 dias e inferior, numa expe-
Tiencia, a 82 dias. O prazo exacto precisa ser ainda verificado por maior por-
Centagem de cerebros infectantes, o que presentemente esta sendo feito (*).
Esta verificagdo é de interesse pratico, pois facilita e torna mais economica
4 conservacgio do virus no laboratorio ¢ mostra um meio pelo qual podera elle
er transportado, em viagens mesmo longas, sem perda da sua virulencia.

4. - Discussio e resumo.

Embora considerado como pertencente ao grupo de infecgdes causadas
Pelos chamados “virus filtraveis”, o typho em suas varias modalidades apre-
enta certas particularidades pelas quaes se evidenciam differencas que auctori-
am sua inclusio em um grupo 4 parte. Em primeiro logar se collocam suas
relagSes, de causa e effeito, com as rickettsias, embora ainda nio tenha sido
dita 2 ultima palavra sobre estes elementos, sua biologia, evolucio, ete.: em
S€guida, certas propriedades do “virus” do typho nio correspondem perfeita-
Mente ds dos virus verdadeiros. Procurimos estudar, em relacio ao “virus”
do typho exanthematico de Sio Paulo, algumas destas propriedades, entre as
'i_“acs a sua filtrabilidade, passagem através das mucosas e D. M. I., resisten-
2 ao deseccamento, & acgio da glycerina pura ou diluida e resistencia 4
‘ongelagio.

Em relagio & filtrabilidade, verificimos que o virus, quando no orgam (ce-
Febro) virulento, diluido em agua physiologica ou em caldo glycosado, meio
e favorece a filtrabilidade do virus vaccinico, segundo verificimos juntamen-
' com R. Godinho (29), assim como no sangue virulento diluido, nio atra-
V&ssa as velas Chamberland L3 e L5 e as velas diatomaceas Mandler, de 7 Ibs.
® Berkefeld N.

Estes resultados concordam com os de muitos auctores, como Ricketts e
Wilder (30), Olitsky (31), Zinsser e Batchelder (32) e mostram que o agente

typho ndo pode ser considerado filtravel, como, em identicas condigdes, acon-

por exemplo, com o virus do herpes e o da vaccina, segundo verificaram
™ dois ultimos auctores. Alguns resultados duvidosos de filtragio assignala-
908 por Nicolle, Conor e Conseil (33) e alguns positivos de Nicolle ¢ Labailly

) fazem pensar que o agente seja menor do que as bacterias communs ou
‘nhy phases em que o é podendo ds vezes atravessar certos filtros, mas que
0 majores do que os verdadeiros virus filtraveis. Isto se justifica pelo que ja
:'j conhece sobre o pleomorphismo, tamanho e outras particularidades das
ckettsias,

‘....-""‘—-——
"""Itl:!"} Em experiencias posteriores, verificimos que o virus se mantem virulento, nas
tOes assignaladas (em congelagio, em frio secco) no fim de quasi 1 anno, quando ain-

b Provocou, numa experiencia, reacgio ligeira, apds incubacio mais longa.
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Outro facto que se observa geralmente com os virus € sua passagem atra-
vés da mucosa ocular intacta, o que, em uma experiencia, nio conseguimos com
o virus do nosso typho, apesar de que sua concentragio no material depummﬁl
na mucosa ocular era sufficiente para provocar, por outra via, a infecgio. Ist0
se evidenciou pela determinagio da D. M. I. (dose minima infectante) que cor~
respondeu a uma diluigio superior a 1/10.000 e inferior a 1/1.000.000 da emul-
sio cerebral. Sparrow e Lombroso (35) conseguiram, em algumas experien*
cias, infectar cobaias com o virus do typho classico através da mucosa nasak
principalmente repetindo as applicagbes, e obtiveram resultados inconstantes €
duvidosos por via conjunctival, sendo que nos casos considerados positivos a i
feccio era attenuada, com longa incubagio e fraca dc:ﬁt;:au thermica ¢ nad
seguida sempre de immunidade do animal.

Em relacio a outra propriedade que estudamos, a resistencia ao deseccd
mento, ¢ um facto geralmente verificado com os virus verdadeiros e, nestes
ultimos annos, ficou bem estabelecido para o da febre amarella que, destd
forma, no vacuo e em baixa temperatura, se conserva por longo tempo, e €@
ja conhecida em relagio ao virus vaccinico, ao da encephalomyelite enzooticd
(doenca de Borna), etc.. O ultimo, segundo verificagio de Nicolau e collab®
radores (36) se conserva em estado secco, mesmo com temperatura de 106° &
20°C e nao ao abrigo da luz, pelo menos durante 373 dias.

A nossa verificagio neste sentido, em relagio ao virus do typho de S3%
Paulo, apresenta certa importancia epidemiologica, pois, nio resistindo elle pof
alguns dias ao deseccamento, quando, por exemplo, se acha nas fezes de hem®
sugadores (piolhos, percevejos, carrapatos, etc.), a sua transmissio por es¥
meio através da pelle si ou com erosbes nio é provavel que se dé, ao contrard
do que ja foi verificado experimentalmente em relagio ao virus amarillico qua®®
do nas fezes de Aédes aegypti (37) e Cimex lectularius (38) infectados, a na®
ser que na sua phase de rickettsia, encontrada no transmissor habitual, sua
sistencia ao deseccamento seja maior. .

A outra propriedade estudada que possuem os virus quando, especialment®
em condigdes favoraveis de temperatura, foi a resistencia i glycerina pura
diluida a 50 9 Estes meios sio utilizados para a conservacio de certos virt®
A este respeito verificimos que o virus do typho exanthematico de Sio Paul®
gquando no cerebro infectante ¢ em condigdes favoraveis de temperatura (3
nio resiste durante 7 dias na glycerma pura e que glycerina diluida a
com agua destillada conserva sua virulencia durante 12 dias (reacgio febril &
racteristica apds incubagio um pouco mais longa, de 5 dias, ¢ immunidade &
animal), estando destruido em 24 dias e, muito provavelmente, antes deste pﬁ"*
verificado. Esta verificacio deve. em todo caso, ser repetida com glvccnna ﬂr
melhores condigoes de reacgio.

Finalmente, em relagio a4 sua vitalidade no orgam (cerebro) mantido ¢#
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congelacio, verificimos que o virus do tvpho de Sio Paulo resiste durante um
prazo de cerca de 1 anno, segundo verificagio posterior as experiencias citadas.

Este facto apresenta interesse pratico, pois a congelacio do cerebro in-
fectante (simplesmente collocado num frasco ou tubo arrolhado e em tem-
peratura de -5° a -10° C) torna mais economica a conservacio do virus mno
laboratorio, dispensando as passagens successivas em animaes, e indica um meio
Pelo qual poderd ser transportado a grandes distancias, sem perda da sua vi-
rulencia.

Sdo estas algumas caracteristicas do virus do typho exanthematico de Sio
Paulo, devendo ser continuado o estudo de outras das suas propriedades (*).

5. - Conclusdes.

I. O virus do typho exanthematico de Sio Paulo, quando no sangue ci-
tratado ou no cerebro emulsionado em agua physiologica ou caldo glycosado,
nas condigbes experimentaes assignaladas neste trabalho, nio passa através das
velas Chamberland L3 e L5, Mandler de 7 lbs. e Berkefeld N.

II. Nio conseguimos :nfectar a cobaia pela deposicio do virus (emulsio
de cerebro) na mucosa ocular intacta, embora no material depositado sua con-
centragio fosse sufficiente para provocar, por outra via, a infeccio.

III. A D. M. I. (dose minima infectante) do virus correspondeu a uma
diluigio superior a 1 por 10.000 e inferior a 1 por 1.000.000 da emulsio
cerebral.

IV. Quando secco no vacuo, sob acido sulfurico e conservado tambem
No vacuo ¢ em temperatura inferior a 0°C, o virus (sangue ou cerebro)
perde sua vitalidade em prazo pouco superior a 24 horas, quando apenas pro-
vocou infecgio benigna e immunidade do animal; em 6 dias ja se achava des-
truido, ndo provocando siquer immunidade. .

V. Em glycerina diluida a 50% e em temperatura de 5°C o virus (no
cerebro) apresenta vitalidade e virulencia no 12.° dia e nio no 24.° dia.

VI. Nas mesmas condi¢hes, porém em glycerina pura, ja havia perdido
sua actividade em 7 dias.

VII. Quando no orgam (cerebro) congelado, o virus do typho exanthe-
matico de Sio Paulo conserva sua vitalidade e virulencia por cerca de 1 anno.

i

(*) Com a collaboragio do distincto collega D. von Klobusitzky, tivemos opportu-
nidade de realizar tambem algumas experiencias de cataphorese com o virus do nosso typho.
- Estes resultados serio descriptos em outro trabalho. Diremos apenmas que em soluto
tampio neutro (pH = 6,967) ¢ apés 2 horas de corrente o virus passa para o polo
negatwvo, sendo, portanto, de carga electrica positiva. As experiencias com emulsio do
Vitus em tampes acidos e alcalinos e consequente marcha do virus para o cathodo e
anodo serio descriptas com pormenor no trabalho assignalado
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VIII. A congelagio do cerebro virulento é, em virtude da conclusio aci-
ma, um meio favoravel para o transporte do virus e, sob o ponto de vista pra-
tico, torna mais economica sua conservagao no laboratorio, por trazer uma re-
duccio do numero de animaes necessarios para sua manutencio por passagens
successivas.

Carrtvro VI

Febres exanthematicas
Estudos comparativos, em relacao a cobaia, de amostras do virus
do typho classico do velho mundo, typho endemico da America do
Norte e typho exanthematico de Sao Paulo

O conceito sobre a diversidade da infecgio exanthematica no velho e no
novo mundo soffreu ultimamente certas modificacdes, sendo a primeira consi-
derada como a forma epidemica, transmittida pelo piolho e tendo o homem
como depositario do virus e a segunda como a forma endemica, transmittida
pela pulga e tendo como depositario do virus na natureza o rato.

O proprio Mooser (39) modificou alguns dos seus pontos de vista ante-
riormente emittidos e pensa que o virus responsavel pelo typho exanthema-
tico classico tem tambem uma origem murina e que sua passagem prolongada
pela pulga e sobretudo pela pulga transferida de rato a rato faz com que adqui-
ra as propriedades do virus americano, isto €, da forma endemica. Por outro
lado, o virus responsavel por esta forma (virus americano) augmenta sua vi-
rulencia pela passagem prolongada pelo piolho-homem, dando a forma epide-
mica com as caracteristicas do virus do typho do vclho mundo.

Esta supposicio, que Mooser pensa ter verificado experimentalmente, pa-
receria encuntrar confirmacio nos resultados obtidos por diversos auctores no
velho continente, em virtude do isolamento, em pulgas e ratos de certos lugares
(Athenas, Pireu, Toulon ¢ mesmo Paris), de amostras de virus com os cara-
cteres experimentaes do typho endemico ou americano (Lepine, Mercandier e
Pirot, Caminopetros e Pangalos, Brumpt).

Apezar destas possibilidades, achamos que se deve manter a diversidade
das duas variedades, tanto sob o ponto de vista scientifico, por apresentarem
differencas clinicas, experimentaes e epidemiologicas, como sob o ponto de wvis-
ta pratico para o estabelecimento das medidas de prophylaxia adequadas a cada
uma. Este modo de pensar ainda se justifica pelo que se sabe hoje sobre
as mutacGes e variagbes microbianas em geral. No caso do typho exanthema-
tico, a passagem prolongada por novp transmissor e depositario daria & rickettsia
responsavel novas propriedades, modificando-lhe a biologia e individualizando,
assim, a forma resultante, causadora da nova forma da infecgio.
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Sdo numerosos na microbiologia os exemplos desta natureza e mesmo en-
tre os virus verdadeiros é conhecida a mudanga da biologia e propriedades do
Virus variolico pela passagem em especies animaes diversas, dando entre outros
O virus vaccinico. Ambos apresentam affinidades, demonstradas pelas provas
de immunidade cruzada e de reversio, pela passagem prolongada do virus va-
tiolico em vitellos. Sob o ponto de vista scientifico e pratico, porém, a diver-
sidade de ambos esti estabelecida enquanto a propria identidade ainda nio é
dcceita por todos os experimentadores.

Os conhecimentos das relagbes variolo-vaccina poderio ser applicados aos
das do typho exanthematico do velho mundo (epidemico) e do typho ameri-
Qno (endemico).

O typho endemico, igualmente verificado em outras regides além da Ame-
fica, ainda se distinguiria do typho murino (enzootico nos ratos) e que pode
Ser tambem, pelas pulgas, transmittido ao homem, provocando uma infecgio
benigna (doenga de Brill, typho nautico, febre marselhesa).

Ao lado deste primeiro grupo, que tem por typo o typho epidemico, clas-
sico, do velho mundo, temos o segundo, cuja infecgio typo é a febre ma-
Culosa das Montanhas Rochosas e onde se encontram a febre botonosa, o typho
de S, Paulo, a tick-bite-fever, etc.; e finalmente, consideramos um terceiro gru-
P9, cuja infeccio typo é a “tsutsugamushi” e cujos transmissores sio larvas de
Certos trombidiideos.

Este ponto de vista é o que adoptamos no momento, por considerarmos
Que melhor corresponde aos resultados de estudos feitos ultimamente em dif-
ferentes paises.

Como complemento da primeira parte deste trabalho sobre o typho exan-
thematico de Sio Paulo, resumiremos, no quadro seguinte, uma serie de ca-
Rcteres que apresenta, relativamente & cobaia, o respectivo virus, comparativa-
Mmente com amostras de virus do tyvpho exanthematico classico europeu (amos-
tras Wolbach e Breil) e do typho endemico da America do Norte (amostras
Mooser ¢ Maxcy).

Os dados referentes aos dois ultimos foram retirados de trabalhos de di-
Versos auctores que se tém occupado do assumpto e os relativos ao typho
de Sip Paulo, dos nossos estudos pessoaes assignalados no presente trabalho.

Além destas differencas quanto ao comportamento experimental na co-
Yaia, outras existem relativamente & histologia pathologica e epidemiologia destas
diversas formas. Quanto a este ultimo aspecto, pode-se considerar como esta-

ido que o typho do velho mundo, epidemico, é transmittido pelo piotho;
O typho americano, endemico, pela pulga e o typho de Sio Paulo, muito pro-
Vavelmente pelo carrapato Amblyomma cajennense, segundo nossos estudos ex-
~ Perimentaes (40) e certas observagoes clinicas e epidemiologicas de J. T. Piza.
Eis o quadro relativo ao comportamento na cobaia (Quadro VIII):



QUADRO VI

Estudo comparativo do comportamento, em relagio a cobaia, de amostras de virus do typho classico europeu (Wolbach
e Breil), typho endemico da America do Norte (Mooser ¢ Maxcy) e typho exanthematico de S. Paulo
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RESUMO E CONCLUSOES DA 1* PARTE .
1

A 12 parte deste trabalho, que reune os resultados que obtivemos até ago®
com o estudo experimental do typho exanthematico de Sao Paulo, esta dividil_ﬁ;.'__
em 5 capitulos, abrangendo cada um determinada serie de pesquisas. j
No capitulo I, como introducgdo, fizemos consideragoes geraes sobre iﬂ
diversas modalidades da infecgio do grupo do “typhus” ou das chamadas “i€
bres exanthematicas”, principalmente as encontradas no contineate americand

Mostramos as formas encontrados no hemispherio norte, onde tém
bastante estudadas (typho classico, typho endemico da America do Norte,

nhas Rochosas) e os principaes caracteristicos que as distinguem entre si.
relacio ao hemispherio sul, fizemos consideragbes sobre as formas do 1.
endemico ja assignmaladas principalmente no norte da Argentina, Chile e Pé __"-3
mostrando as suas possiveis relagoes com o typho endemico da America &
Norte, assim como com as varias outras formas do typho jd estudadas &
outras partes do mundo, especialmente sob o ponto de vista de suas
sorologicas.

- Assignalimos, finalmente, a nova modalidade que appareceu em S, Pa#®
e cujos primneiros casos foram diagnosticados em 1929. Trata-se de uma
fecgio provavelmente autochtona, distinguindo-se do typho classico pelo seu &
pecto clinico, epidemiologico e pelo comportamento experimental do virus ¥
sador. Julgamos de grande importancia proceder-se ao estudo das suas
lagbes com as formas do typho endemico ja conhecidas nas Americas
Norte e do Sul e da sua possivel existencia em outras regides do nosso ™=
ritorio ¢ em outros paises do continente americano, bem como wﬁfi:-;
se trata, como parece, de uma modalidade morbida nova ou, entio, si
ser identificada com alguma forma do typho endemico ja descripta, ou d
a infecciio ‘estudada nos Estados Unidos por Badger, Dyer e Rumreich ¢ &
estes auctores consideram muito affim e, conforme verificaram u]u'mntzj
identica & febre maculosa das Montanhas Rochosas, embora o nosso
apresente certos caracteres differenciaes.

Os casos confirmados e registados em Sio Paulo desde 1929 até
de 1931 foram em numero de 44, com uma mortalidade de 77,2%, sendo n®
provavel que esse numero seja na realidade muito maior e que, mesmo @
daquella epoca, o mal existisse, embora nfo diagnosticado convenientem®
Quanto ao possivel transmissor intermediario da infecgio, mostrimos qué
poderia acreditar no papel de certos acarianos que, além dos piolhos, 4
sendo estudados no Instituto, e em outros possiveis vectores, entre os ‘1'1
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certos Ixodideos, Cimicideos e Pulicideos, assim como na possibilidade da exis-
tencia de depositarios do virus entre os roedores silvestres (ratos e preis). Em
Outros trabalhos referentes a estes assumptos ficou experimentalmente eviden-
Giado que o carrapato, principalmente o Amblyomma cajennense, pode ser res-
Ponsabilizado como transmissor da infecgdo.

A zona de expansio e o aspecto epidemiologico do mal, assim como seu
4specto clinico com a elevada mortalidade, dio ao tvpho exanthematico de
Sdo Paulo um caracter proprio que o distingue do typho classico, caracter este
Que mais se accentiza com o estudo do comportamento experimental do virus.

O capitulo II refere-se ao comportamento experimental do virus em rela-
€30 aos pequenos animaes de laboratorio (cobaia, coelho, rato, etc.).

Em relaciio 4 cobaia, que é o animal de escolha para estudos experimentaes,
O virus do typho de Sio Paulo mostra-se bastante pathogeno, provocando a
Morte de cerca de 70% dos exemplares inoculados, os quaes apresentam, apos
Um certo periodo de incubagio, em media de 3 a 4 dias, uma reacgio febril
Qracteristica que dura de 4 a 8 dias. As cobaias machos inoculadas no peri-
foneo com o virus, apresentam, em proporgio de cerca de 20 a 25%, uma reac-
§90 inflammatoria escrotal, podendo-se observar phenomenos hemorrhagicos (pe-
techias e placas hemorrhagicas) nas reacgbes mais intensas. Estes phenomenos
hemorrhagicos, dando uma coloragio arroxeada ao tegumento, sio observados
Muitas vezes tambem em certas partes glabras (patas principalmente), no ulti-
Mo periodo da infeccio e sio, entdo, muito evidentes logo apds a morte.

Os coelhos apresentam reacgio febril durante varios dias, apds curta in-
Cubacio, nio sendo nelles, geralmente, a infeccio mortal.

Nos ratos, verifica-se geralmente uma infecgio inapparente.

Considerando, embora, o typho exanthematico de Sdo Paulo uma moda-

¢ do grupo do “typhus”, mostrimos e discutimos suas possiveis relagdes
oM outras modalidades de infecgdes do mesmo grupo, principalmente com o
%¥pho endemico do norte (typho mexicano e do sul dos Estados Unidos) e a
febre maculosa das Montanhas Rochosas.

O capitulo III refere-se ao comportamento experimental do virus em re-
a certos simios, para 0s quaes se mostra bastante pathogenico.

Estudimos este comportamento em relagio a simios pertencentes a 3 ge-
Reros (Silenus, Cebus e Alouatta). Quanto aos dois ultimos, embora ficasse
Svidente a sua sensibilidade, somente a inoculagio de maior numero de exem-

permittird juizo seguro. Os SwWenus rhesus, apenas com uma excepgio
(devida provavelmente a uma infecgio imapparente), succumbiram & inoculagio
virus, Como consequencia desta, observa-se, decorridos 2 a 4 dias de in-
%ﬁﬂ. um periodo de reacgio febril caracteristica, de 4 dias geralmente, dan-
do-se entio o collapso e a morte do animal. A's vezes a infecgiio apresenta

o1
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um caracter mais grave, verificando-se em certas partes do corpo phenomenos
hemorrhagicos mais evidentes no ultimo dia e apos a morte (partes glabras, fa-
ce, escroto, etc.).

O capitulo IV mostra os resultados do comportamento experimental do
virus como consequencia da sua inoculagio nma camara anterior do olho dos
animaes (cobaia, coelho e Silenus rhesus). Verificamos a este respeito que de-
termina uma reacgio ocular caracteristica e reacgio geral, febril, semelhante 4
provocada por sua inoculagio por via peritoneal; estas reacgOes sao especificas
da infec¢io pelo virus, em virtude dos resultados das passagens obtidos pela
inoculacio de sangue ou emulsio de cerebro das cobaias infectadas por via
ocular e da immunidade dos animaes que resistiam a reinoculagio do mesmo
virus pelas outras vias, virus que pode ser transmittido em serie por vid
ocular, utilizando-se para a inoculagio o humor aquoso de um ammal anterior-
mente injectado por essa via. '

O capitulo V mostra os resultados dos nossos estudos sobre algumas das
propriedades do virus, entre as quaes sua filtrabilidade, passagem através da
mucosa ocular e dose minima infectante, resistencia ao deseccamento, a accad
da glycerina e em congelagio.

Os resultados obtidos foram commentados no texto e podem ser resumi-
dos nas seguintes conclusoes:

O virus do typho exanthematico de Sio Paulo, quando no sangue citratado
ou no cerebro emulsionado em agua physiologica ou em caldo glyvcosado, nas con-
diges experimentaes assignaladas neste trabalho, nio passa através das velas =
Chamberland L3 e L5, Mandler de 7 1bs. e Berkefeld N; *:

nido conseguimos infectar a cobaia pela deposi¢io do virus (emulsio d€ ',J
cerebro) na mucosa ocular intacta, embora no material depositado sua concen® ;!
tragio fosse sufficiente para provocar, por outra via, a infeccio: ”

a D. M. I. (dose minima infectante) do virus corresponden a uma dilui¢d® =
superior a 1 por 10.000 ¢ inferior a 1 por 1.000.000 da emulsio cerebral; : |

quando secco no vacuo, sobre acidp sulfurico e conservado tambem no -mcﬂ“
e em temperatura inferior a 0°C, o virus (sangue ou cerebro) perde sua vitali™
dade em prazo pouco superior a 24 horas, quando apenas provocou infecgio be
nigna e immuridade do animal; em 6 dias ja se achava destruido, nio prov®®
cando siquer immunidade;

em glycerina diluida a 530% e em temperatura de 5°C o virus (no cerebrol
apresenta vitalidade e virulencia no 12.° dia e ndo no 24° dia; 4
nas mesmas condicdes, porém em glycerina pura, ja havia perdido sua acti
vidade em 7 dias; »
quando no orgam (cerebro) congelado, o virus do typho de Sio Paulo C’j ;i
serva sua vitalidade e virulencia por cerca de 1 anno; -
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& congelagio do cerebro virulento é em virtude da conclusio acima, um
Meio favoravel para o transporte do virus e, sob o ponto de vista pratico, torna
Mais economica Sua conservacio no laboratorio, por trazer uma reducgio do nu-
MET0 de animaes necessarios para sua manutencio por passagens successivas.

Fina]ment:, no capitulo VI, resumimos, num quadro, o estudo comparativo,

: te 4 cobaia, de amostras dos virus do typho exanthematico classico
- “ropey (amostras Wolbach e Breil), typho endemico da America do Norte
(amostr, Mooser e Maxcy) e do typho exanthematico de Sio Paulo, no qual
" podera vér rapidamente uma serie ds caracteres differenciaes entre elles.
A-.'Zmla'mua tambem o conceito que adoptamos relativamente as “febres exan-
h,.ﬂliﬁ.s", Que sdo separadas em 3 grandes grupos, aos quaes filiamos cer-
® formas, bem estudadas, dessas infeccdes.

O estudo das propriedades do virus do typho de Sio Paulo deve ser conti-

assim como estudados novos aspectos resultantes da infecgio experi-
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ESTUDOS
SOBRE O TYPHO EXANTHEMATICO DE SAO PAULO

22 PARTE

A Rickettsia brasiliensis e suas relacoes com a infeccio

Carrturo VII

Introduccio: Rickettsioses e seu conceito pluralista. A rickettsia
do typho exanthematico de Sao Paulo

O grupo de infecgbes representado pelas chamadas “‘febres typho-exanthe-
Mmaticas™ ou “typhus” merece, no estado actual dos nossos conhecimentos, ser
desligado do das infecches causadas pelos verdadeiros virus, para constituir um
grupo autonomo. Isto se justifica pelo facto de o virus do “typhus” (de um
modo geral), quando no sangue ou nos organs (cerebro) dos doentes ou animaes
infectados, nio apresentar, como vimos, todos os caracteres essenciaes dos ver-
dadeiros virus filtraveis, dos quaes sem duvida differem em muitos pontos os
microorganismos do genero Rickettsia, cujas relagies etiologicas com varias in-
fecgies daquelle grupo sio geralmente admittidas hoje em dia. Portanto, nio
S¢ trataria, naquelle caso, de “virus"”, porém da existencia, no meio circulante
€ nos organs, do agente infectuoso sob uma forma, talvez granular, como alguns
acreditam, e que representaria uma phase da evolugio das rickettsias, facilmente
¥isiveis ¢ encontradas em outras condigdes.

Por outro lado, o facto de =do ter sido possivel cultivarem-se artificial-
mente as rickettsias de um modo pratico, a niip ser em meio de tecidos (*), o

-.‘___._-

~ (*) Os trabalhos relativos & multiplicacdo das rickettsias em culturas de tecidos, prin-
Cpalmente os realizados ultimamente, tém fornecido clementos valiosos, assim ao melhor
Conhecimento da biologia. como da differenciacio das vacias especies. Dentre esses tra-
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que nio permitte, por enquanto, sua utilizagio, segundo os processos bacteriolo-
gicos communs, para o estudo da biologia, acgio sobre hydrocarbonatos, etc., vem
difficultando a differenciacio biologica destes microorganismos e sua classifi-
cagio de accordo com a nomenclatura bacteriologica.

Enquanto isto nio acontece, sua distincgdo systematica somente podera ser
tentada pelo estudo do comportamento em relagio aos animaes sensiveis, a syn-
drome clinica que determinam no homem, os meios de sua transmissio e conser-
vagio na natureza ou, melhor, pelo estudo epidemiologico das formas de in-
fecgio pelas quaes sio responsaveis.

Baseado nestes elementos, é ja possivel fazer-se uma distincgio entre as
rickettsias responsaveis pelas varias infecgdes do grupo do “typhus”, embora
certas modalidades clinicas apresentem relagdes immunologicas e alguns cara-
cteres communs, que indicam a mesma origem primitiva. E' o que acontece
com o typho exanthematico classico, do velho mundo, e o typho endemico na
America do Norte (Mexico e Estados Unidos), para os quaes a dualidade foi ja
admittida por alguns e parece justificar-se pelo que se conhece dos estudos
classicos sobre o typho do velho mundo e pelos dos auctores que trabalham na
America do Norte (Mooser, Maxcy, Zinsser, Castaneda, etc.), sobre o typho
endemico no continente septentrional, no que diz respei.o principalmente ao com-
portamento exper:mental dos virus, localizagio e frequencia das rickettsias e
epidemiologia das infecgdes.

Julgamos que, mesmo assim. o conceito dualista em relagio is infeccoes
do grupo do “typhus” é ainda restricto. A este grupo pertencem, sem duvida,
outras infecgbes que se devem distinguir, pelos elementos assignalados e por
outros, das duas modalidades mencionadas. E’ o que acontece com a febre
maculosa das Montanhas Rochosas, com a febre marselhesa, com a febre bo-

balhos devemos assignmalar apenas os publicados mais recentemente por Pinkerton ¢ Hass
(J. Exp. Med. LIV (3): 307. 1931; LVI (1): 131, 1932: LVI (1): 145, 1932 et
LVI (1): 151. 1932) e de Nigg ¢ Landsteiner (J. Exp. Med. LV (4): 563. 1932).

A localizagio das rickettsias nas cellulas mesotheliaes dos animaes e a que se veri-
fica nas cellulas dos tecidos em cultura in vitro mostram certas differencas segundo ©
grupo de infecgdes que occasionam. Assim as rickettsias do typho epidemico (Ricketfsia
prowazeki) e a do typho endemico (corpusculos de Mooser ou Rickelisia mooseri) so-
mente se localizam, tanto mas culturas de tecidos, quanto nas cellulas mesotheliaes in wivo.
no cyloplasma cellular; a rickettsia da febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rickeitsio
ricketisi) ¢ a de certas infecgbes affins (febre maculosa, typho leste, de Minnesota), na$
culturas de tecidos, embora encontradas tambem no cytoplasma, tém uma apparente pre-
dilecgio pelos nucleos das cellulas (Pinkerton e Hass).

Relativamente & rickettsia do typho de Sio Paulo (Rickettsia brasiliensis), ja ini
ciimos uma série de experiencias para sua cultura em tecidos in witro, afim de veri-
ficar si, nestas condigbes, clla apresenta tambem predilecgio nuclear, ao contrario do qué
acontece i wiro. nas cellulas mesotheliaes da parede peritoneal da cobaia.
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tonosa de Tunis, com a tsutsugamushi e tambem com o typho exanthematico
de Sio Paulo, para somente citar algumas que apresentam distincgGes mais evi-
dentes quanto ao comportamento experimental, presenca e localizagio de ricket-
tsias e aspecto epidemiologico.

Como nenhuma concepcio é definitiva em biologia, na justa expressio de Ni-
colle e Sparrow (41), parece-nos razoavel que se torne pluralista o conceito
sobre este grupo de infecgdes, que se convencionou chamar “typhus”, mas que
melhor se denominaria de ‘“ricketisiozes”, pois que a presenca de formas dos
microorganismos primeiramente estudados por H. da Rocha Lima na infecgdo
typo, o typho exanthematico do velho mundo, constitue elemento de distinc¢do
ja estabelecido em relacio a algumas formas clinicas e que provavelmente ainda
serd assignaiado em outras infecgbes do mesmo grupo.

Relativamente ao typho exanthematico de S. Paulo, embora nio se possa
ainda concluir em definitivo, parecem matores suas relagdes com o grupo da
febre maculosa das Montanhas Rochosas, constituindo, talvez, uma nova moda-
lidade da infeccio, em virtude do comportamento experimental do “virus™ e
Ouiros caracteres ja assignalados (42) e estudados na 1.* parte deste tra-
balho, como pela localizagio das rickettsias nos animaes infectados, pela diver-
. sidade do transmissor intermediario e, finalmente, por constituir o seu virus, se-
gundo A. Felix, uma nova variedade sorologica.

Ass'm sendo, até que novos sstudos sejam emprehendidos, os “corpusculos
de Mooser”, que melhor se denominariam Rickettsia mooseri, como homenagem
a0 illustre pesquisador que tio bem os estudou no typho mexicano, deverio con-
Siderar-se distinctos da Rickettsia brasiliensis, responsavel pelo typho exanthe-
Matico de S. Paulo. O mesmo poder-se-i dizer, embora maiores suas affini-
dades, em relacio & Rickettsia (Dermacentroxenus) rickettsi Wolbach, respon-
Savel peia rickettsiose das Montanhas Rochosas, assim como em re agio is ou-
tras especies descriptas, pertencentes ao genero creado pelo prof. Rocha Lima
(43) e responsaveis por outras rickettsioses.

Exposto assim o nosso modo de pensar sobre este importante problema da
Pathologia, passaremos aos resultados das nossas pesquisas sobre a presenga ¢

izacio da Rickettsia que descrevemos no typho exanthematico de S. Paulo
€ das suas relagdes com a infecgio.

Um estudo geral das d'fferentes rickettsias ji descriptas e estudadas justi-
ficar-se-ia, talvez, mas o consideramos desnecessario, pois mais proveitoso serd
Para o leitor interessado recorrer aos estudos ji feitos a respeito, principalmente
N0 trabalho de Wolbach e ao de Rocha Lima (44), onde, no ultimo, sio es-
tudadas de um modo geral as differentes especies conhecidas até entio, mais
Mrticularmente a especic typo, a Rickeltsia prowazeks.
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Estudando a Rickettsic manchuriae, como causadora do chamado typho da
Manchuria, e sua localizagio nas cellulas epitheliaes do estomago das pulgas, os
auctores japoneses Kodama, Kono e Takahashi (45) fizeram, recentemente, al-
gumas consideragbes sobre as relagdes entre o typho epidemico, classico, do
velho mundo e o typho endemico, principalmente conhecido no Mexico e Estados
Unidos e estudado tambem em outras regies. Esse trabalho, em sua traduccdo
inglesa publicada, é confuso em certos pontos. Em todo caso, os auctores consi-
deram o typho manchuriano distincto do typho genuino e identico ao typho
endemico mexicano e ao typho brasileiro, achando que sua distincgio repousa
principalmente na differenca de transmissor entre as duas modalidades,

Si, por certos aspectos (relaghes antigenicas do grupo) dessas infecgdes,
typho exanthematico classico (epidemico) e typho endemico, se pode pensar
que possuem uma mesma origem primitiva, o simples facto da diversidade de
transmissor justifica uma distincgio, igualmente apoiada pelo comportamento ex-
perimental dos respectivos virus. Nestas condigoes, as rickettsias responsaveis
seriam distinctas, comc as consideramos no texto.

A confusio dos auctores japoneses surge igualmente ao ligarem ao typho
endemico da America do Norte v typho exanthematico de S. Paulo, que elles
mencionam como typho brasileiro, ligacio talvez originada pelo facto de esses
auctores desconhecerem os outros trabalhos nossos, referentes ao comportamento
experimental do virus e transmissibilidade da infecgdo brasileira. Por estes as
pectos e por outros dados ji conhecidos de observacio clinica (J. T. Piza),
histo-pathologicos (J. R. Meyer) e epidemiologicos, o typho de S. Paulo nao
deve ser confundido com o typho endemico (Mexico, Estados Unidos, Man-
churia, efc.), permanecendo como modalidade 4 parte, talvez mais relacionada
com a febre maculosa das Montanhas Rochosas, da qual, no entanto, se dis-
tingue em muitos aspectos.

O typho exanthematico de S. Paulo niio ¢ transmittido pelo piolho ou peld
pulga, porém, com bastante evidencia, pelo carrapato (Amblyomma cajennense):
como assignalimos em paginas seguintes deste trabalho e em outros ji publi-
cados ou em vias de publicagio.

Nestas condicdes, a sua rickettsia, por nés descripta como Rickelisia broe

siliensis, distinguir-se-d, como especie 4 parte, da rickettsia responsavel pelo

typho endemico (corpusculos de Mooser, que chamamos de Rickettsia moosen
da qual seria synonymo a Ricketfsia manchuriae, dos auctores japoneses), assim
como da responsavel pelo typho classico (Rickettsia prowazeks) ou da causs®
dora da febre maculosa das Montanhas Rochosas (Rickettsia rickettst).

I
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A rickettsia do typho exanthematico de Sao Paulo

Desde que inicidmos, em principio de 1931, estudos experimentaes sobre a
modalidade do “typhus” que surgiu na capital de S. Paulo, as nossas vistas se
dirigiram para a pesquisa de rickettsias nos animaes (cobaias) inoculados com o
virus (sangue ou emulsio de cerebro de animaes infectados), Assignalando
i0go de inicio a reacgio escrotal em muitos animaes, as nossas experiencias, muito
naturalmente, se orientaram para a pesquisa nas cellulas da tunica vaginal do
testiculo. Estas pesquisas imiciaes, feitas em condigfes optimas muitas vezes,
30 contrario do que occorre com o “tobardillo”, foram geralmente negativas.
Iﬂiﬁénms, entio, concomitantemente, a mesma pesquisa nas cellulas da parede
Parietal do peritoneo, obtidas pela raspagem, que era utilizada para os esfregagos.

Facilmente, entiio, e com frequencia, dependendo do periodo da infeccio, era
verificada a presenga de microorganismos que ndo se distinguiam morphologica-
Mente das “rickettsias”, segundo as descripcdes dos differentes auctores que
dellas se tém occupado, principalmente Rocha Lima, Wolbach, Mooser, Zinsser
& collaboradores, Pinkerton e outros, ¢ que denominamos Rickeltsia brasiliensis.

Tambem verificimos que estes elementos podem ser evidenciados nas cellulas
42 membrana de Descemet, apds a inoculagio do “virus” na camara anterior do
olho dos animaes, confirmando as verificagdes de Nagayo e collaboradores, em
Telagio ao typho classico e 4 tsutsugamushi.

Mostraremos, separadamente, os resultados destas duas series de pesquisas.

Carrturo VIII

Pl‘esenga de rickettsias nas cellulas da membrana de Descemet
®m animaes inoculados com o virus na camara anterior do olho

Nagayo, Tamiya, Mitamura e Sato (40), no Japdo, verificaram que a ino-

do virus da tsutsugamushi na camara anterior do olho de cobaias e

“elhos provoca uma reacgdo local caracteristica e que se podia, entio, obser-

Yar nas cellulas da membrana de Descemet a presenca de microorganismos se-

Welhantes 4s rickettsias. Estes elementos e suas relagies com a infecgio fo-

fm estudados por aquelles auctores ¢ por Hazato ¢ Imamura (47) que os de-
"Ominaram Rickettsia orientalis.

Tambem verificaram os auctores japoneses (Nagayo, Tamiya, Mitamura e

to) que o mesmo occorria com o typho exanthematico (48), no qual a
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reacgio ocular era seguida de reacg@o geral, febril, sendo tambem possivel evi-
denciar-se a presenca da Rickeltsia prowazeki mas cellulas da membrana de
Descemet.

Repetimos os trabalhos destes auctores com o virus do typho exanthemas

tico de Sdo Paulo.

a) Technica empregada. - Como virus empregimos para as inoculagoes

sangue citratado ou desfibrinado de cobaia infectada, colhido em periodo febrili

emulsdo de cerebro de Silenus rhesus infectado e humor aquoso de coelho, <o
baia e rhesus infectados por via ocular,

A technica da inoculagio na camara anterior do olho, assun como a reac
cio local e geral que determina, {oi anteriormente exposta (49) e tratada com
maior minucia no capitulo IV.

Para a pesquisa de rickettsias na membrana de Descemet assim procs
demos: no 2.° ao 52 dia da inoculagio, quando mais intensa se mostrava &
reaccio ocular. o animal era sacrificado e¢ o globo ocular enucleado com 05

maiores cuidados de asepsia. Depois de tocar-se num ponto da cornea com um

estilete aquecido, introduzia-se ahi a agulha da seringa especial com a qual €

retirava pequena porgio do humor aquoso para a nova passagem do virus
Com o auxilio de pingas e tesoura finas, cortava-se do globo ocular, circular
mente, toda a cornea que era destacada. Com um canivete delicado, a parif
posterior da cornea era raspada e o producto da raspagem espalhado em la-
minas convenientemente limpas.

Numa das laminas procediamos, em seguida, 4 coloragio pelo methodo d€

Castaneda, para prompto conhecimento da presenca dos elementos pesquisados.
Dependendo deste resultado, as outras laminas eram tambem coradas pela mes
ma technica ou entio pelo methodo de Giemsa, que descreveremos adiante, €
que nos fornece coloragio com melhores detalhes e mais proprias para cof*

servacio.

b) Freguencia e morphologia das “ricketisias” mas cellules da membrané

de Descemet. - A verificagio das rickettsias nas cellulas epitheliaes da men®
brana de Descemet depende do periodo em que a pesquisa for feita, Geral
mente, do 2.° ao 5.° dia, quando mais intensa for a reacgio ocular, coincidind®
com a geral, esses elementos sio mais facilmente encontrados.

Em 25 animaes (cobaias, coelhos e Mac. rliesus) pesquisados nestas coft®
digdes, verificimos cellulas parasitadas em 15, dando uma proporgio de 60%-
Nas pesquisas feitas, muito cedo ou tardiamente, a presenca de cellulas para
sitadas era muito rara e difficilmente verificada.

No conjuncto dos animaes em que esta pesquisa foi feita, em numero d¢

36, a proporgio dos resultados positivos foi de 479%. Neste total, assignalamos
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11 vezes a presenca de germes de contaminagio, facilmente dist'nguiveis mor-
phologicamente (geralmente diplococcos Gram positivo) e pelas culturas, nos
meios communs, obtidas pela semeadura do humor aquoso. Quando ndo exis-
tiam estas contaminagbes intensas, as semeaduras do humor aquoso, ou de pro-
ducto da raspagem da face posterior da corsea, foram sempre negativas, mes-
mo nos casos em que era facilmente observada a presenga de cellulas ricas
em rickettsias na membrana e no humor aquoso. O mesmo aconteceu com o
emprego de meios especiaes, com soro, ascite, sangue e meio de Noguchi,

Além deste caracter de nio serem cultivadas nos meios artificiaes, as
rickettsias se distinguiam pela sua morphologia e pela localizagio intracellular
que geralmente apresentam. Morphologicamente se assemelham as outras e:-
pecies descriptas, apresentando tambem um certo pleomorphismo. Geralmente
sio elementos pequenos, de 0,5 micron e até menos, coccoides ou bacillares, aos
pares muitas vezes, com o aspecto bipolar, nio ultrapassando os dois elemen-
tos de 1 micron ou, as vezes, 1.4 microm.

Pela coloragio de Castaneda apresentam-se azuladas, distinguindo-se do
resto da cellula, cujo protoplasma toma uma coloragio roseo clara e roseo car-
regado o nucelo. Pelo methodo de Giemsa, tomam uma totalidade roseo-azu-
lada ou violeta, dependendo da boa technica da coloracio.

A estampa V mostra uma serie de cellulas de preparados obtidos pela ras-
pagem das cellulas da membrana de Descemet, onde melhor se podera verificar
a morphologia e disposi¢io das rickettsias que descrevemos. Nesta estampa as
figuras 1 a 5 foram obtidas de preparados corados pelo methodo de Castaneda,
e as figuras 6 e 7 pelo methodo de Giemsa. As figuras 1, 2, 3, 4, 6 ¢ 7 mos-
trani 0 aspecto geralmente encontrado e a figura 5, elementos bacillares, finos,
is vezes filamentosos, verificados mais raramente.

As relagies destes elementos com a infecgiio, pelas diff culdades techni-
cas da sua obtengio em quantidades convenientes, nio podem ser rigorosaments
estabelec:das, como acontece com as rickettsias encontradas nas cellulas mesothe-
liaes do peritoneo, como veremos adiante. Todavia, a reacciio local e geral con-
sequente 4 inoculagio do virus na camara anterior do olho, como ji assignali-
mos anteriormente e¢ o facto de ndo termos encontrado microorganismos se-
melhantes em alguns animaes ndo inoculados com o virus (emulsio de cerebro
de cobaia normal), fazem acrediter na sua relagio etiologica ou, pelo menas,
que sua formagio sO se processe sob a influencia do “virus" especifico.
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CAPITULO IX

Presenca de rickettsias nas cellulas mesotheliaes da parede
peritoneal de cobaias inoculadas com o virus na cavidade

Bem mais interessante € a pesquisa da rickettsia nas cellulas da parede pe-
ritoneal dos animaes inoculados ra cavidade com o virus (sangue de cobaias
em reacgio febril ou de doentes ocu emulsio de cerebro de animaes infectados
e sacrificados durante a reacgdo).

Tendo verificado, desde o inicio, a reacgio escrotal em algumas cobaias
inoculadas, as pesquisas originaes foram feitas, como dissemos, nas cellulas de
raspagem das folhas parietal e visceral da tunica vaginal. Ao contrario do que
se verificaria com o typho endemico na America do Norte, as nossas primeiras
verificagbes foram geralmente negativas, mesmo nos casos de reacgiio escrotal
intensa ¢ a colheita feita logo que ella se evidenciava.

A este respeito, o virus do nosso typho parecia differenciar-se do tvpho do
continente septentrional, approximando-se do typho do velho mundo, onde as
rickettsias podem ser vistas na tunmica vaginal mais rara e difficilmente, sendo
necessario que a pesquisa seja feita em certa occasiio optima.

Apesar de Zinsser e Castaneda (50) considerarem a presenga de rickett-
sias na tunica vaginal relacionada a certas condigbes, principalmente a uma me-
nor temperatura do testiculo, comegimos tambem a fazer pesquisas nas cellulas
da raspagem da parede peritoneal. Estes microorganismos comegaram entio a
ser encontrados com relativa facilidade, mesmo nas cobaias ja com reaccio febril

Os primeiros resultados de nossas verificagoes foram resumidos em nota
(51), onde estes microorganismos foram chamados de Ricketisia brasiliensis €
sobre cuja posi¢io systematica ji expusemos o nosso modo de pensar em pa-
ginas atras.

Mostraremos, agora, a technica que empregamos para sua pesquisa, estudo
da morphologia e frequencia, nos animaes inoculados, assim como as suas re-
laghes com o typho exanthematico de Sio Paulo.

a) Technica empregada. - A cobaia a ser pesquisada é sacrificada com
chloroformio e necropsiada com os cuidados usuaes em pesquisas desta natureza.
Deslocada a pelle e tecido cellular sub-cutaneo, o peritoneo é posto 4 mostra
e pingado num ponto central, sendo aberto transversalmente com tesoura. Sus-
pensa pela pinga a parede, para destacal-a dos orgdos abdominaes, raspa-se com
bisturi a folha parietal num dos pontos, fazendo-se logo esfregagos, bem es-
palhados, em laminas novas e convenientemente limpas. () mesmo se faz nas
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ouiras regioes da perede parietal, de modo a se prepararem umas 8 a 12 la-
minas de cada animal.

Pesquisa-se entio qualquer alteragio macroscopica dos organs abdominaes
(augmento do bago, quasi sempre verificado) ou a presenca de derrame na ca-
vidade e colhem-se fragmentos dos organs para exame histologico. O cerebro
€ depois retirado com os cuidados necessarios, fragmentos sio fixados tambem,
Pequena porcdo € separada e usada para nova passagem e o restante conservado
em congelagio, apenas num pequeno tubo esteril e convenientemente arrolhado.

Uma ou duas das laminas preparadas sdo immediatamente coradas segundo
0 methodo de Castaneda. Este methodo (52) tem a vantagem de nos forne-
cer resultados rapidos sobre a presenga de rickeitsias caracteristicas, nas cel-
lulas mesotheliaes, ou da existencia de contaminagio que, pela sua abundancia,
dispensaria outras coloragdes.

Si a coloragio pelo methodo de Castaneda indicasse a presenca de nume-
rosas cellulas parasitadas, outras laminas eram coradas por este methodo ou,
entio, pelo methodo de Giemsa, que fornece bellos preparados mais apropria-
dos para conservagio.

Por ndo ser bastante conhecido entre nos, resumimos a seguir o methodo
de Castaneda para coloragio de rickettsias.

Methodo de Castaneda. - Consiste em duas solughes tampdes:

A, Phosphato de sodis - . . . . . . 2385 grs
Agus destilld s & & 4 o ., 1000 cc.
B. Phosphato monopotassico . . . . . . 11,34 grs.
Agra destillada.ci immnaslioh sigs o5 omm a0 1000, cC.

Para o preparo da solugio tampao, tomar:

SOIncRo AL G R L . Tt B nartel
SoIBROTB s Akt s TR 4oi's, o ielediinad 12 DaTteS

Filtrar em vela Berkefeld e addicionar ao filtrado, como preservativo,
029% de formol. A reacgiio antes da addigio do formol deve ser pH = 7,6.

A ::dﬁraqin e fixagio se processa a0 mesmo tempo, empregando-se:

L R A P T S P e — . | T}
Formolbmill Joaiaieads 087 My oo wagi 1 ce.
Azul de methylenio Loeffler . . . | | | 3 gottas

Coloragio por 2 ou 3 minutos. Lavar por 30 segundos.
Segue-se a coloragio de contraste:
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Solugio aguosa de safranina, por 1 a 2 segundos e lavar.

Esta ¢ a technica indicada por Castaneda. Nas nossas coloragoes ge-
ralmente empregimos na formuls acima 4 a 6 gottas do azul de methylenio
de Locffler:

Azil'de methylénic $U. STPLR00 S00500 %4 21 grs.
Alcool ethylico @95% "¢ ©070, 2100 e wsly oy 300 ec

apos uma noite, juntar:

Agua destillada contendo potassa caustica a
PRIIUOL, SSAGIHR 2 R ST A ) 1 J

Usar somente depois de uma semana (*).

Com o methodo de coloragiv de Giemsa, convenientemente praticado, as
preparagoes nos fornecem maiores detalhes e melhor se prestam a conservagao:

Methodo de Giemsa. - Pode ser utilizada a technica commum de coloragao
por este methodo, fazendo-se a dilui¢io do corante em agua destillada (1 ou 2
gottas por cc.). Geralmente, porém, o exsudato existente na parede e que s€
cora, difficulta muitas vezes a verificagio das rickettsias e, quando ha excesso
de deposito de materia corante exigindo lavagem mais prolongada, tambem o0s
elementos se descoram, perdendo a coloragio rosea e tomando um tom mais
azulado. -

Conseguimos boas preparagoes usando para a diluigio do Giemsa a solu-
¢io tampdo ds Castaneda. Melhores resultados, porém, obtivemos com o em-
prego de uma solugio tampdo, cuja indicagio nos foi feita por O. Castro, do
Instituto Biologico. Esta solugio é preparada da seguinte maneira:

A. Phosphato mono-pofassico (KH: POy), seg.

Sohrensen-Kahlbaum . . . . . . . 9078 grs.

Aguadestillada . .- .- Lo o F1000 et |
B. Phosphato di-sodico (Nag POy) . . . . 11876 grs. r |

Agns idestillidn F 55 ST I e & e 1000 cc. ) |

(*) Rivers apresenta uma modificagio da technica de Castaneda, que a simplific®
E' a scgumte: -

Phosphato tampio pH = 70 . . . . 95 cc. .
Azul de methylenio de Loeffler . . . . 10 cc. I
Formaling /- Geaca g aigis e a1 i 5 cc. |

Corar durante 2 a 5 minutos, lavar e contracorar por 10 segundos com solucio aquos »
de safranina a 1 9.
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Para a solugio tampio (onde se junta o corante: 1 gotta por cc.) tomar:
4 partes da solugio A e 6 partes da solugio B para 10 a 20 vezes o volume
de agua destillada, cujo pH deve ser de 6,8 a 7,0.

As preparagdes sao fixadas com alcool methylico ou ethylico e a colora-
¢do feita durante 1/2 a 2 horas, com um volume 10 vezes maior de agua des-
tillada, ou durante uma noite, com o volume de 20 vezss, segundo-se uma la-
¥Yagem conveniente em agua corrente.

Vejamos, agora, o aspecto das rickettsias nas cellulas da parede peritoneal.

b) Morphologia e disposigio das rickettsias nas cellulas da parede peri-
foneal. - As rickettsias do typho exanthematico de S. Paulo, nas cellulas da
Parede peritoneal, apresentam a morphologia e tamanho caracteristicos destes
elementos, ja descriptos, embora com diversa localizagio, em outras rickettsioses
€ correspondem as que descrevemos nas cellulas da membrana de Descemet.
Apenas no peritoneo nio verific-i_i-mns formas mais longas, porém somente os
tlementos typicos.

Sao geralmente coccoides ou pequenos bastonetes de 0,5 micron, reunidos pe-
las extremidades, ds vezes mostrando coloragio bipolar, indicando que o par cor-
fesponde a um sé6 elemento, quando o tamanho attinge a 1 e 1.4 micron de com-
Primento. Outras vezes correspondem somente a pequenos bastonetes finos,
furtos e independentes. Nio apresentam uma disposi¢io especial nas cellulas;
Icalizam-se, 4s vezes, em grupos em certa zona do protoplasma, outras se es-
Palham uniformemente. Geralmente sio intracellulares, podendo-se ver tambem
tlementos féra das cellulas, devido ao rompimento destas, ou quando o seu nu-
Mero é muito elevado, como acontece em certos animaes, com infecgiio atypica,
- %em reacgio febril, e nos quaes nio s6 as cebulas da parede como o exsudato
Peritoneal se mostram muito ricos em rickettsias,

Pelo methodo de Castaneda, o protoplasma cellular se cora em roseo claro,
O nucleo em roseo carregado e as rickettsias em azul,

Pelo methodo de Giemsa e nas preparagies bem coradas, as rickettsias apre-
“ntam-se coradas em roseo ou violeta, dentro de um protoplasma azulado: nas
Preparagies em que a coloragio nio ficou perfeita, os microorganismos, com
23 morphologia typica, apresentam um tom azulado. A affinidade corante, com
ste methodo, depende da technica da coloragio e do fixador usado.

Melhor do que qualquer descripGio, esta morphologia e disposicio das ri-
tkettsias nas cellulas mesotheliaes da parede peritoneal podem ser vistas nos
desenhos apresentados na estampa VI. Os desenhos foram feitos de preparados
forados pelo methodo de Castaneda nas figuras 1, 2, 3, 4 ¢ 5 ¢ mostram diffe-
fentes cellulas desenhadas e a disposigio dos microorganismos, assim como um
Qmpo desenhado, onde se vé um polycariocyto contendo rickettsias phagocy:adas.

Muito raramente encontramos rickettsias em phagocytos, o que parece estar
d¢ accordo com a verificacio de Pinkerton (53) sobre o typo das cellulas pa-
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rasitadas. Precsa ainda ser feito este estudo cytologico, em relagio ao nosso
typho. As figuras 6, 7, 8 e 9 representam desenhos feitos de preparados
corados pelo methodo de Giemsa acima indicado. A figura 6 mostra uma cellula
com os elementos com coloragio de aspecto bipolar; num ponto da cellula no-
ta-se u'a massa de pontinhos corados em vermelho que, talvez, representem as
rickettsias numa forma de evolugio granular. As figuras 7 ¢ 8 mostram cellulas
contendo elementos bacillares finos e curtos, isolados, vendo-se apenas raros
com aspecto bipolar. A figura 9 mostra parte desenhada de um campo microsco-
picn A estampa VII reproduz microphotographias, mais ampliadas. de 2 cellu-
las contendo rickettsias; a fig. 1 corresponde a uma cellula desenhada (Est. VI,
fig. 8) e a fig. 2 a outra cellula em preparado de outra cobaia. Todos os dese-
nhos foram feitos usando-se o microscopio Zeiss, oc. 4, obj. imm. 1/12, dando
uma ampliagio de 940 diametros e empregando-se como fonte de illuminagao
a Leitz Speziallampe (6 volts e 5 amp.).

Desejamos deixar bem assignalado qeu todas as tentativas de cultura destas
rickettsias em meios communs de laboratorio e mesmo em meios especiaes, €
foram até agora numerosas, deram sempre resultado negativo. Isto quer s€
empregasse exsudato peritoneal, quer material de raspagem da parede contendo
cellulas parasitadas. As culturas ds vezes obtidas eram sempre constituidas por
germes de contaminagio e que nenhuma relagio morphologica ou outra pode-
riam ter com as rickettsias intracellulares descriptas ou com a infecgio.

Vejamos agora a frequencia com que sio encontradas estas rickettsias em
consequencia da inoculagio do virus no peritoneo.

¢) Frequencia das ricketisias nas cellulas mesotheliaes da parede perito-
neal. - Quando se tem em vista principalmente a pesquisa da rickettsia, a cobaia
inoculada com o virus no peritoneo deve ser sacrificada pouco antes da reacga®
febril (no 3.2 ou 4.° dia apés a inoculagio) ou nos primeiros dias da pyrexia
que, manifestando-se assim, representa nova confirmagio da infecgio caracte-
ristica.

Depois do 4.° dia de reaccio febril, as cellulas parasitadas sio mais diffi
cilmente encontradas. Com a volta da temperatura ao normal, decorridos vario$
dias, isto ¢, na convalescenca, estes microorganismos nio mais sdo vistos.

Praticimos a pesquisa de rickettsias, nio s0 nesses periodos favoraveis
como na maioria das cobaias inoculadas e que succumbiram em resultado da 0
feccio ou que foram sacrificadas para fins de passagem do virus.

Diversas cobaias normaes ou inoculadas no peritoneo com sangue ou emul
sio de cerebro de animaes normaes foram tambem examinadas, sendo negat.vos
os resultados.

Em duas cobaias inoculadas com o virus por via sub-cutanea e sacrificadas
durante a reacgio febril, a pesquisa no peritoneo foi negativa. Embora est®
verificagiio precise de ser repetida com maior numero de animaes, talvez soment®
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2 moculagio do virus na cavidade da serosa é que provoca o apparecimento das
rickettsias especificas em cellulas de revert‘mento. Assim sendo, muito prova-
velmente a inoculagio do virus na cavidade pleural ou pericardica, por exemp.o,
provocara o apparecimento das rickettsias em certas das suas cellulas de revesti-
mento. Esta hypothese merece verificagio e tambem seri interessante saber-se
st este facto € proprio ao virus do typho exanthematico de Sio Paulo ou si é
commum a todas as rickettsioses,

Registamos, a seguir, a pesquisa de rickettsias em mais de 200 cobaias ino-
culadas no peritoneo com o wvirus.

Os resultados que vamos mostrar ¢ que sio resumidos no quadro IX repre-
sentam os verificados em exames relativamente rapidos, nio ultrapassando 10
2 15 minutos para cada pesquisa. De modo que as proporgdes seriam maiores
s, nos casos em que este exame foi considerado negativo, ainda se prolongasse
2 pesquisa, correndo-se toda a lamina ocu varias dellas com material do mesmo
animal.

Nos resultados positivos estio incluidos todos os casos em que se encontra-
ram cellulas parasitadas, desde os em que as rickettsias eram raras (4) e diffi-
cilmente encontradas até os, menos numerosos, em que ellas eram muito abun-
dantes (+-4-+-) e facilmente visiveis em quasi todos os campos Microscopicos.

Eis os resultados:
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QUADRO IX
|
Cobaias | Resulta- Resulta- | Porcentagem dos
Grupo Periodo da pesquisa exami- : do po- do ne- resultados po-
nadas sitivo gativo sitivos
I Antes da reaccio febril ou 21 15 6 71.4 %
. que nio a apresentaram |
. apGs varios dias (formas '
: atypicas)
AT SV o i SR ol e | ! ! I
11 Sacrificadas no 1.* dia de | S| S 0 100 %
reaccio febril ' I
II1 | Sacrificadas no 2° da de 32 30 2 93.7 %
reaccio febril
ki it -~ — ! - J ———
i ]
IV Sacrificadas no 3* dia de 42 F 38 4 904 %
reaccio febril
l
|
Vv Sacrificadas no 4.° dia de 40 28 12 70 %
reacgcio febril
TR & Raaan Pk = R B T1IORS YO -
Vi Sacrificadas depois do 4. 72 40 I 32 35.5 %
dia de reacgio febnl ou !
que succumbiram depois :-
deste periodo. _
BT TN il Sl | — ST R,
VII Cobaias sacrificadas em | §as. { 0 8 0%
convalescenca, isto & mui- |
tos dias depois da volta |
da temperatura ao normal. |
Total das cobaias exami- 212 156 56 735 %
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Verifica-se, pelo quadro acima, que no total das cobaias inoculadas no pe-
fitoneo com o wirus do typho de Sio Paulo, pudemos descobrir a presenca de
tickettsias nas cellulas mesotheliaes da parede peritoneal em 73,5% dos animaes.
Esta porcentagem augmen:a quando a pesquisa € feita em periodo favoravel,
8o é, mais precocemente. A proporgio foi de 71,4% de resultados positivos
tm animaes sacrificados antes d: se ter manifestado a reaccio febril. Neste
8Tupo foram incluidos, ndo sé os casos de infecgio atvpica, sem reaccio ther-
Mica, quando as rickettsias sio abundantes, mesmo no exsudato peritoneal, que
ugmenta nestes casos, mas tambem as sacrificadas depois de decorridos alguns
dias, ¢ cuja temperatura nio se tinha elevado typicamente, a'em de um animal,
de resultado negativo, sacrificado, talvez cedo demais, no 2.° dia da inoculagio,

A propor¢io de resultados positivos foi de 1009 nas cobaias sacrificadas
~ B0 1° dia de reacgio febril, sendo variavel, mas geralmente de 3 a 5 dias, o nu-
Mero de dias decorridos da inoculagdo, de accordo com a incubagio.

Nos sacrificados no 2.° dia de reacgao febril, a proporciao foi de 93.7% ;
0 32 dia de reacgio febril, de 9,4%. A proporgio foi de 70% no grupo de
obaias sacrificadas durante o 4.° dia e de 55,5% nas sacrificadas no 5.° dia
8 nos dias subsequentes, mas ainda pyreticas ou entio que succumbiram & in-
feogio depois do periodo de reacgdo.

Estes resultados correspondem ao 1.° virus (L) que estudimos e que se
*hava entio na sua 682 geragio. Com a segunda amostra de virus (W), na
182 geragio, num total de 30 cobaias examinadas, foram encontradas as rickettsias
M 60% dos animaes, cuja maioria se incluiu nos grupos V e VI do quadro (*).
Tambem nas cellulas da parede pentoneal de Macacus rhesus, inoculados com
9 ¥irus no peritoneo, pudemos evidenciar a presenca de rickettsias.

Si outros elementos nio existissem, bastaria a frequencia acima assignalada

rickettsias nos animaes inoculados para mostrar sua especificidade e relagio
®m 2 infeccio.

Com a continuagio das nossas experiencias com o exame de maior numero
% animaes (superior a 600) e nos quaes a pesquisa foi feita geralmente em

1odo mais avangado, na maioria das vezes depois do 4.° dia de reaccao febril
" quando succumbiam, somos forgados a acreditar que ndo existe verdadeira-
Yente um periodo optimg para quec as rickettsias sejam encontradas, embora o
SXame feito mais precocemente facilite a pesquisa, como foi assignalado. A sua
."eltm;a deve, muito provavelmenle, estar relacionada, nio somente ao “virus”
Moculado, como a algum facior de natureza individual, variavel, 4s vezes, com os
animaes inoculados. Geralmente depois de uma grande serie de passa-

$80s somente com emulsio cerebral, as rickettsias sio difficilmente encontradas,

i

"!-._________

(*) Estes virus, em junho de 1932, se encontravam, respectivamente, na 91° ¢ 45 ge-

FicBes,
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reapparecendo, com abundancia em: certos animaes, apds algumas passagens com
sangue virulento, ¢ mantendo-se sua presenca em novas passagens, mesmo OO
cerebro. :
P

Esse factor individual, de natureza ainda n3o determinada, deve ser lev*.uiﬂf'.

em consideragio, parecendo sua existencia justificar-se pelos resultados de ex=
periencias relativas & influencia que certas substancas, como o benzol, ou uma
dieta de carencia ou acgap de raios X a que se submettem previamente 0s ani-
maes, exercem sobre o apparecimento das rickettsias especificas.

Com material de raspagem da tunica vaginal, em numero<as e novas pﬂ*,;3
quisas feitas, mesmo em casos com reacgio escrotal, menos frequentemente pi=
demos verificar a presenga de cellulas contendo rickettsias. 3

Relativamente 4 pesquisa nas cellulas da parede peritoneal, os nossos &
sultados tém sido confirmados por L. Salles Gomes, do Instituto Eacteﬁa!agimi
J. R. Meyer, O. Bier, O. Castro, ¢« Instituto Biologico, e outros collegas em Bu*
tantan (*). ]

Estudadas, assim, a morphologia e a frequencia da Rickettsias brasiliensis,
indicaremos a seguir alguns ensaios ji feitos para melhor verificagio das sua®

relagdes com o typho exanthematics de Sio Paulo. :

CarrTtro X

Relacdo das rickettsias do typho exanthematico de Sao Pauld
com a infeccdo experimental P

Alem da relagio entre a rickettsia descripta e a infecgdo experimental, H'I'JI
duzida pela elevada propor¢io em que estes microorganismos sio encontradoS
seria do maior interesse a sua determinagiio pelos meios immunologicos e nutﬁé_
de que se dispée. Para isto, recorremos & verificagio do poder infectante e f-"ﬂ
relaghes antigenicas que pudessem elles ter em relagio 4 infecgiio experimentah

(*) Mais recentemente, L Salles Gomes conseguiu podr em evidencia a presenca
rickettsias em cortes de organs (testiculos), localizando-se 03 clementos nas paredes
culares (Comm. & Soc. de Biologia de Sdo Paulo, 8-111-932). Esta localizacio é de &
portancia pata o estudo das relagbes histologicas do nosso typho com infecgdes affi®
princ'palmentec com a febre maculosa das Montanhas Rochosas. Em pesquisas feitas com
material de varias cobaias infectadas, pudemos tambem evidenciar esta localizagio 3%
rickettsias, que se dispSem, em massas d@s vezes consideraveis, ma tunica media €
endothelio dos vasos.
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Para o primeiro fim visado, seria indispensave! a obtengio das rickettsias
livres do “virus”, phase provavelmente tambem existente na peritoneo; para a
segunda averiguagio do problema, recorrémos ao preparo de uma vaccina com
material rico em rickettsias, segundo a technica ja ensaiada por Zinsser e Cas-
aneda (53), cujo poder immunizante em relagio ao virus seria verificado, ou
entio pelo registo da acgio neutralizante s vifro do soro de um animal immu-
Nizado com as rickettsias em relagio ao virus.

Vejamos, a esse respeito, as experiencias que até agora realizimos e os
Seus resultados.

a) Infectuosidade da rickettsia. - Para esta verificacio, sacrificam-se co-
baias inoculadas por via peritoneal com o virus, isto €, com sangue ou emulsiv
de cerebro de animal infectado e sacrificado em occasiio favoravel. O perito-
neo & lavado com certa quantidade de agua physiologica, sendo a folha parietal
convenientemente raspada para desprendimento de maior numero possivel de cellu-
las parasitadas. Verificada previamenie a presenca de rickettsias nas cellulas,
a emulsio assim obtida é fortemente agitada num frasco contendo bolas de
¥Vidro, para o maior rompimento possivel das cellulas e libertagio dos micro-
Organismos.

A confirmacio da infecgio no animal sacrificado é feita pela inoculagio de
emulsio do seu cerebro.

Depois de bem agitada, a emulsio peritoneal contendo rickettsias é inocula-
da para verificagio da sua pathogenicidade, que, neste caso, poderia ser tambem
attribuida 4 presenca do “virus”. Para eliminagio desta ultima hypothese, a
emulsio é centrifugada em alta velocidade e lavada com agua physiologica, sendo
4 cent:-ifuga-;iu e ‘avagem do deposito repetidas cerca de 6 a 10 vezes, de modo
a2 se eliminar o “virus” que ja ndo existiria ou somente em dilui¢io minima,
incapaz de provocar a infecgio expersmental.

Como controle da experiencia, repetimos a mesma wverificacio com outra
cobaia, inoculada por via subcutanea e¢ em cujo peritoneo nio foi verificada a
Presenca de rickettsia.

Resumimos os resultados obt'dos:

Experiexcia I - Cobaia 242: Inoculada em 10-VI-931, no peritoneo, com
Virus (emulsio de cerebro do Cebus I). Depois de 2 dias de incubagio, ini-
Ciou-se a reaccio febril, acima de 40°. Foi sacrificada em 18-VI-931, no 6.2 dia
de reacgio. A presenca de rickettsia foi verificada nos esfregagos da parede,
porém o numero de cellulas parasitadas era reduzido. Mesmo assim foi apro-
Yeitado o liquido de lavagem e raspagem peritoneas obtido pela technica acima
descripta. A infecgio do animal confirmou-se pela inoculagio de emulsio de
Seu cerebro na cobaia 254. A emulsio peritoneal obtida foi inoculada na co-
baia 252, A mesma emulsio depois de 2 lavagens apenas do deposito da cen-

111




112 Memorias do Instituto Butantan — Tomo VI

trifugacao, fot inoculada na cobaia 236, e, depois de 10 lavagens e centrifugacoes
successivas, foi inoculada na coba:a 257.

Cobaia 254: Inoculada com emulsio de cerebro da cobaia 242 em 18-VI-931.
Incubagio de 3 dias, reaccido febril durante 4 dias, sacrificada em 25-VI-931, apos
ter sido picada por Ormithodores. Com emulsio de seu cerebro foi inoculada a
cobaia 271 e com o sangue a cobaia 277. Estas ultimas tiveram infecgio ca-
racteristica.

Cobaia 252: Inoculada em 18-VI-931 com 1 cc. de liquido de lavagem peri-
toneal da cobaia 242. Incubacio de 3 dias; temperaturas: 38°.8, dia da ino-
culagio, 38°.5; 38°6; 38°5; 3 dias de reaccio febril (40°5; 39°8; 4(r), ¢
morreu na manhi de 24-VI-931. Rickettsias no peritoneo (-++-+-+).

Cobaia 256: Inoculada em 18-VI-931 com 2 cc. de emulsio de producto de
raspagem ¢ lavagem peritoneal apos duas centrifugagées. Incubagio de 5 dias,
reaccio febril durante 5 dias, wolta da temperatura ao normal. Resistu a
infecgio.

Cobaia 257: Inoculada em 18-VI-931 com 2 cc. de emulsio do producto de
raspagem peritoneal apos 10 lavagens e centrifugagdes successivas. Incubacio de

4 dias e 2 de reacgio nio muito alta (temperatura: 38%6, no dia de inoculacio;

38°5; 38%6; 39°; 38°3; 39°7; 39°8). Morreu as 11 horas da manhi de
25-VI-931. Rickettsias no peritoneo ().

Verificou-se assim que o liquido peritoneal era infectuoso mesmo depois
de 10 lavagens e centrifugagoes successivas. Cada lavagem era feita em tubo
centrifugador com capacidade para 20 cc. O resultado positivo apds 2 lavagens
pode ser ainda attribuido & presen¢a do “virus” no liquido; o mesmo ndo acon-
tece apos a 10.* lavagem, pois o “virus” estaria diluido demais e, assim, a in-
fecgio sO correria por conta das rickettsias existentes, embora nio abundantes
primtivamente, e que por serem mais densas, se depositam com os detritos cellu-
lares apds cada centrifugacio.

Para controle desta experiencia, no mesmo dia, fez-se identica verifica-
¢io com material da cobaia 243, inoculada por via subcutanea, com o mesmo ma-
terial infectante,

ExpErIENCIA II - Cobaia 243: Inoculada em 10-VI-931, por via subcuta-
nea com emulsio de cerebro do Cebus I. Incubagio de 4 dias e 4 de reacgio fe-
bril. No ultimo dia, em 18-VI-931, foi sacrificada e aproveitado o material do

peritoneo pela forma indicada. Nos esfregagos da raspagem peritoneal a pes®

quisa de rickettsias foi negativa. Inoculou-se emulsio de cerebro, para confir
magio da infeccio, na cobaia 255; o liquido obtido da lavagem peritoneal, na
dose de 2 cc., foi inoculado na cobaia 233; o mesmo material, apos ter soffrido
10 centrifugacdes e lavagens successivas, foi inoculado na cobaia 258,

112

-uh.—‘._—.l_



J. Lesos MoxTEiro — Typho exanthematico de S. Paulo 113

Os resultados destas inoculacoes, feitas todas por via peritoneal, foram os
seguintes :

Cobaia 255: Inoculada em 18-VI-931 com emulsio de cerebro de cobaa
243. Incubagio de 5 dias, reacgio febril durante 3 dias, quando foi sacrifi-
cada. Rickettsias no peritoneo (—).

Cobaia 253: Inoculada em 18-VI-931 com material (2 cc.) de lavagem e ras-
Pagem peritoneal apés 2 centrifugacgdes. Incubagio de 4 dias, reacgio febril
durante 4 dias e morte durante a noite de 27 para 28-VI-931, nio tendo sido
feita a pesquisa de rickettsias no peritoneo.

Cobaia 258: Inoculada em 18-VI-931 com 2 cc. de emulsio de material de
lavagem e raspagem peritoneal apds 10 centrifugagdes successivas. Nio apre-
Sentou reacgao febril caracteristica. Decorridos 22 dias, em 10-VII-931, foi
reinoculada com o virus act:vo (emulsio de cerebro da cobaia 278): apés 3 dias
de incubagio, iniciou-se reacgio febril que perdurou 6 dias, morrendo o ani-
mal 4 dias depois, na manhi de 23-VII-931. A pesquisa da rickettsias no perito-
neo foi negativa, talvez pelo facto de ter sido tardia.

Como se veé pelos resultados acima, a ausencia de ricket!sia no material da
faspagem e lavagem peritoneal evita a infecgio depois de 10 centrifugacoes suc-
Cessivas (cobaia 258) ; o resultado positivo apds 2 centrifugacdes somente (co-
baia 253) pode ser attribuido ao virus, ainda nio sufficientemente diluido e,
Portanto, capaz de provocar a infecgio.

Qutra experiencia foi emprehendida, sendo a colheita do material do peri-
toneo feita em periodo mais favoravel, e as rickettsias foram mais abundante-
Mente encontradas.

ExperiENCIA IIT - Cobaia 260: Inoculada em 18-VI-931 com emulsio de
Cerebro da cobaia 243; no 4.° dia da inoculagio e 1.° de reaccio febril, foi
injectada com 20 cc. de agua physiologica no peritoneo e, em seguida, sacrificada,
sendo o liquido do peritoneo recolhido, depois de raspada a parede. Para con-
firmagio da infecgiio foi inoculada com o cerebro a cobaia 263. O liquido de
lavagem peritoneal contendo rickettsias foi inoculado na cobaia 262. Depois de
6 centrifugacdes successivas e outras tantas lavagens com agua physiologica, a
®mulsio do material peritoneal foi inoculada na cobaia 264.

Os resultados destas inoculagbes, todas por wvia peritoneal, foram os
Seguintes :

Cobaia 263: Inoculada em 22-VI-931 com emulsio de cerebro da cobaia
260, colhido no 1.2 dia de reacgio febril: incubacio de 3 dias, reacgio febril
durante 5 dias. Amanheceu morta em 2-VII-931,

Cobaia 262: Inoculada em 22-VI-931 com 2 cc. do liquido de lavagem e
Rspagem peritoneal da cobaia 260: incubagio de 3 dias, reacgio febril durante
7 dias ; foi sacrificada em 2-V1I-931, sendo inoculada uma emulsio de seu cereliro
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na cobaia 283, que teve infecgdo typica com 4 dias de incubagdo, 2 de reacgdo
febril ¢ morte na manha de 9-VII-931; a passagem do virus foi continuada atra-
vés de outras cobaias.

Cobaia 264: Inoculada em 23-VI-931 com 2 cc. de emulsio de raspagem €
lavagem peritoneal apoés 6 centrifugagdes successivas. Depois de nova centri-
fugacio a emulsio foi feita em agua physiologica formolada a 0,2%, sendo em-
polada e conservada na geladeira para posteriores experiencias de wvaccinagao-
Depois de uma incubagio de 7 dias (num dos quaes a temperatura se elevou 2
4009, para voltar 4 media normal nos dois dias seguintes), iniciou-se a reacga0
febril acima de 40°, perdurando 7 dias. Houve mais 5 dias de temperatura
proxima & normal e a cobaia morreu na manha de 13-VII-931,

A infecgio desta cobaia deve ser attribuida tambem as rickettsias presentes
no material inoculado, embora o numero de lavagens nio tenha sido tio elevado
como na experiencia I.

OUTRAS EXPERIENCIAS. - Qutras experiencias feitas mostraram de modo evi
dente a infectuosidade do material obtido de raspagem peritoneal, infectuosidade
geralmente maior do que a da emulsio cerebral quando era muito rico em
rickettsias. Citemos, apenas, as seguintes:

Cobaia 170: Inoculada em 14-1V-931, no peritoneo, com 1 cc. de derramé
peritoneal da cobaia 161. Esta ultima teve infecgio typica, sem reacgio febril
até o 6.° dia da inoculagio, quando succumbiu; verificou-se abundante derramé
no periioneo, de aspecto soro-hemorrhagico e bago augmentado de modo caracte
ristico. Tanto nos esfregacos de raspagem da parede, como no derrame, e
contraram-se rickettsias em abundancia (4--4--4-). A cobaia 170, inoculada
apresentou, apés 2 dias de incubagio, reacgio caracteristica durante 5 dias, quand®
foi sacrificada, em 21-IV-931, para novas passagens.

Cobaia 230: Foi inoculada no peritoneo, em 21-5-931, com emulsio d¢
cerebro da cobaia 224. No 4.° dia da inoculagio, com a temperatura de 39.%
foi sacrificada. Os esfregacos de raspagem peritoneal mostraram rickettsias @
grande abundancia (+4+--). O peritoneo foi lavado e raspado, ¢ o mateﬂ‘l
emulsionado em 20 cc. de agua physiologica. Com 1 cc. desta emulsio foi 100
culada a cobaia 232.

Cobais 232: Inoculada em 26-V-931 com 1 cc. de liquido de lavagem peri®

toneal da cobaia 230. A reacgio desta cobaia foi a seguinte, nos dias que %
seguiram: 38°,5; 39°7; 40°; 40°,2; 40°.1. Morreu na noite de 31 para 1-vI1-93k

Cobaia 329: Foi inoculada em 21-VIII-931 com liquido de lavagem e rasp®
gem peritoneal (emulsio em 20 cc. de agua physiologica), na dose de 1 cc. de¢
uma diluicio a 196 (na realidade maior) da emulsio original. Teve incubaci?
de 5 dias e reacgiio febril de 6 dias, resistindo 4 infecgdo, mostrando-se, pofé"'
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Immunizada em relagio a uma segunda inoculagio do virus activo feita em
16-1X-931.

Por todos estes resultados fica evidente a infectuosidade do material de
faspagem peritoneal e que as rickettsias, desembaragadas o mais possivel do
“ﬁms", sip capazes de determinar na cobaia a infecgio experimental caracte-
fistica, da mesma forma que quando se emprega o sangue ou emulsio de cerebro
de uma cobaia infectada.

Outra comprovacio da relagio etiologica da rickettsia que descrevemos com
9 typho exanthematico de Sio Paulo seria a verificagio do seu valor antigenico
Pra com a infecgio experimental,

Vejamos a seguir as experiencias que fizemos neste sentido e seus resultados.

b) Poder antigenico ou vaccinante das rickettsias em rela¢io & infeccdo
“Perimental. - Todas as tentativas, alids numerosas, que fizemos para a immu-
M2a630 de cobaias com vaccinas preparadas com o cerebro de animaes infectadus,
foram negativas. Desnecessaria se torna agora a descrip¢io completa destas ex-
Peiencias. Diremos apenas que preparamos a vaccina de accordo com as techni-
Qs €mpregadas para o preparo da vaccina amarillica (com formol, chloroformio,
#c.), com algumas modificagbes aconselhadas na occasifio. Os animaes vacci-
Bdos com 1,2 ¢ 3 doses, espagadas de uma semana, ndo resistiam a inoculagio
," Prova, com o wirus activo, feita geralmente um més depois da ultima
Boculagio,

A forma do “virus” representada pela rickettsia possue, porém, proprieda-
Ges antigenicas segundo ji havia sido verifxado por H. da Rocha Lima, com a

kettsiz prowaseki existente nos piolhos infectados, suggerindo o preparo de
"3 vaccina com emulsdo destes transmissores, por Spencer e Parker (35) e
Sanor (56), em relaclo & febre macw'osa das Montanhas Rochosas, com o em-
de carrapatos infectados, e, mais recentemente, por Zinsser e Castaneda
(57 ), que conseguiram o preparo de uma vaccina formolada dotada de proprie-
vaccinantes, com material de tunica vaginal e peritoneo, rico em “corpus-
Wos de Mooser”, tornando estes elementos mais abundantes por meio de in-
de benzol (58) ou por uma dieta especial de carencia (59) ou, ultima-

"ente, submettendo os animaes, previamente, & acgio de raios X (60).

Para a verificagio do valor antigenico ou vaccinante da rickettsia do nosso
pho, preparamos algumas partidas de vaccina com material de raspagem per.-
Meal rico nestes microorganismos.

Eis uma das experiencias, a mais completa da serie, e a technica empregada
0 Preparo:

Techmica do preparo da vaccina. A cobaia 190 foi sacrificada em 8-V-931,
:li‘ dia apds ter sido inoculada, no peritoneo, com o virus (emulsio cere-

da cobaia 185), estando no 1.° dia da reacgio febril. A cavidade peritoneal
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foi lavada com 20 cc. de agua physiologica formolada a 0,2%, sendo a folha
parietal raspada para que maior numero de cellulas se destacassem. O liquido
obtido foi agitado e lavado com a mesma solugio, sendo o deposito da centri-
fugacio, rico em rickettsias, emulsionado em 20 cc. da solugio formolada e dis
tribuido em ampolas de 2 cc., que foram conservadas no frigo.

Experiencia de vaccinagdo. - No dia 13-V-931, istc ¢, 5 dias apos o prepar®
da vaccina, foi iniciada a vaccinagio de 2 cobaias, uma com 2 doses e outra com
3 doses, sendo o virus activo inoculado, para verificacio da immunidade, cercd
de 20 dias depois da ultima injecgdo. Eis os resultados da experiencia:

Cobaia 217: Soffreu 3 injecgdes da vaccina: a 12 de 4 cc., por via sub-
cutanea, em 13-V-931; a 2.* de 4 cc., por via peritoneal em 18-V-931 ¢ 2 3.2 #
2,5 cc., por via subcutanea, em 23-V-931. Apo6s a 1.* inoculacio observou-5&
reacgio local, com edema, motivo por que a 2* dose foi feita no peritoned
Como consequencia das injecgGes a cobaia nio apresentou reaccio febril. Eﬂ"
17-VI-931, decorridos 25 dias da ultima dose, foi inoculada com o virus segura {
mente activo (emulsio de cerebro da cobaia 244), nio apresentando reacca?
febril e mostrando-se, pois, immunizada.

Cobaia 218: Soffreu apenas 2 injecgdes da vaccina: a 1.2 de 4 cc,, por ¥9
subcutanea, em 13-V-931 e a 2.2, por via peritoneal e na mesma dose, em 18-V-93k
A 1.* inoculagio provocou, ‘alvez devido ao formol, reacgio local e ligeira né
crose da pelle. A cobaia, porém, nio apresentou reacgio febril. Decorridos 2
dias, em 10-VI-931, foi inoculada com o virus act'vo (emulsio de cerebro *
cobaia 239). Como consequencia, a temperatura nio passou da media norm®
durante longa observagdo, mastrando-se, pois, a cobaia immunizada. O virus €@
seguramente activo, pois serviram como testemunhas da inoculacgio deste dia &
cobaia 244 e o Alauatta I (bugio), que tiveram infeccio caracteristica, in:l'u!li"‘;
com provas de passagens,

Estas duas experiencias, alem dos outros elementos que ja estudimos, mﬂ’"
tram tambem as relagSes das rickettsias que descrevemos com o typho de 9‘
Paulo, em virtude do poder antigenico em relagio a infecGio experimental M=
nifestado por uma vaccina contendo estes microorganismos.

Finalmente, para completarmos este cyclo de demonsiragbes, uma vez qﬁ
as rickettsias provocam uma immunidade activa, tornando, portanto, possivel *
prophylaxia da infecgio por meio de uma vaccina, faltava-nos verificar & '1r
soro de um animal com ellas inoculado teria alguma accio sobre o
“virus",

Inicidmos nesse sentido uma serie de experiencias, cujos primeiros .—u‘f

tados, embora sejam os mais animadores, nio nos auctorizam ainda a uma co’
clusio definitiva.
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Em todo caso, merecem registo desde ja, pois talvez encerrem a solugio da
therapeutica especifica das “rickettsioses” em geral.

c) Poder virucida do soro anti-rickettsico. - E' facto conhecido, depois dos
trabalhos de Nicolle e Conseil (61), que o soro de convalescentes do typho classi-
co possue propriedades preventivas em relagio 4 infecgio. Estas propriedades s6
530, de um modo certo, presentes no soro do convalescente como consequencia
da infecgio, apresentando variagdes conforme a intensidade desta. E’ o que
acontece tambem com os animaes sensiveis, embora os anticorpos preventivos ou
neutralizantes do virus desapparescam depois de certo tempo. Com relagio ao
“virus” do typho endemico da America do Norte, Zinsser e Batchelder (62)
verificaram sua neutralizagio “in vitro” com soro de cobaia, desde que a sangria
fosse feita do 1.° ao 10.° dia da defervescencia somente. Julgam que se trata
antes de uma immuniza¢io activa pelo virus, talvez attenuado, mas ainda existen-
te, do que de nma immunizagio passiva pelo soro.

O soro de convalescente nio apresenta propriedade curativa e nio se con-
seguiu, até hoje, o preparo de um soro activo com a inoculagio do virus em
animaes (*).

Tendo verificado que o asno pode apresentar uma infecgio inapparente,
apos a inoculacio do virus, ¢ mesmo reacgio febril pela inoculagio por via ve-
nosa, Nicolle e Conseil (63) obtiveram com este animal um soro dotado de algum
poder preventivo.

Geralmente todas as numerosas tentativas para a oblencio de um soro
contra o “typhus” sio baseados na inoculagio em animaes (carneiro, cavalos,
etc.) do virus representado pelo sangue ou emulsio de organs (cerebro princi-
palmente) de doentes ou animaes sensiveis infectados experimentalmente. Estas
tentativas tém talvez falhado pelo facto de, niio sendo os grandes animaes susce-
ptiveis ao virus, este se destruir ou se inactivar logo apos a inoculagio, nio
podendo, pois, determinar a formagio de anticorpos. Esta occorrencia se
justifica pelo facto de uma vaccina preparada com emulsio de cerebro de cobaia,
como assignalimos, nio proteger cstes animaes contra a infecgio experimental,
talvez pela circumstancia de, segundo hypotheses suggeridas por A. do Amaral,
occorrer, no caso da inoculagio de cerebro virulento de animal infectado, qualquer
dos dois phenomenos seguintes:

1. ou uma phase anantigenica da evolugio das rickettsias;

2. ou a intervencio da conhecida acgiio phylactica dos lipoides, que impos-
sibilitaria o proprio exercicio do poder antigenico do virus inoculado. Em qual-

.E'} Mais recentemente, alguns auctores, entre elles Plazy ¢ lermain, referem re-
sultados favoraveis -com o emprego do sangue total de convalescente no tratamento da
“ febre exanthematica”.
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quer das hypotheses, occorreria a impossibilidade da formagdo dos anticorpos cor-
respondentes ao virus.

O mesmo niao se podera dizer quando se lanca mao, como vimos, das ricket
tsias que sio seguramente dotadas de propriedades immunizantes em relacio a
infecgio experimental. O soro de um animal immunizado com estes elementos
deveria possuir tambem alguma influencia sobre o “wvirus” e, portanto, sobre a
infeccao, embora niao se possa amnda nutrir grandes esperancas quanto a seu
valor curativo, de que € desprovido o proprio soro de convalescente.

Baseado nas consideragbes expostas, resolvémos immunizar 2 carneiros;
sendo um com o virus somente e outro com material rico em rickettsias e veri-
ficar si os soros destes animaes possuiam alguma acgio neutralizante in witro
sobre o wirus.

Estes animaes soffreram um numero restricto de inoculagbes, de modo que
os resultados que vamos resumir sio somente preliminares, nio auctorizando,
como ja dissemos, a conclusio definitiva.

Technica empregada. - O virus que serviu para a inoculacio do carneiro I
era representado por emulsio de cerebro de cobaias infectadas e sacrificadas em
periodo de reacgdo febril, geralmente no 4.° dia, emulsionado em agua physiolo-
gica e passado em gaze, sendo a inoculagio praticada por via subcutanea. A 1.2
dose foi representada por cerebro de uma cobaia e as seguintes por 2 cerebros,
sendp as inoculagbes espagadas de varios dias.

As rickettsias que serviam para a inoculagio do carneiro II eram represen-
tadas por lavagem peritoneal e emulsio de toda a folha parietal, triturada em
areia, onde os microorganismos eram encontrados com facilidade. A emulsio
assim obtida era centrifugada por poucos minutos e a pequena velocidade, para
depositar os tecidos. O liquido era inoculado por via subcutanea, em doses
crescentes, com 0 emprego de maior numero de peritoneos e intervallados de
varios dias.

Os carneiros nio apresentaram reacgio febril accentuada alem da media
normal; apenas perderam peso, » que se poderd attribuir ao facto de terem
ficado presos, pois que viviam soltos no pasto.

Depois de 13 dias da 3.* inoculagiio, foram sangrados em cerca de 500 cc.
de sangue cada um. Para maior rendimento do soro, o sangue foi recebido em
balio contendo bolas de vidro e desfibrinado, sendo, em seguida, centrifugado €
o soro separado. Uma parte, usada nas experiencias que vamos descrever, foi
separada e o restante, depois de phenolado a 0,4%, foi filtrado em papel fino €
distribuido em ampolas de 5 ce.

Para a verificagio do poder neutralizante dos dois soros, doses diversas
(2,5 e 10 cc.) eram addicionadas ao virus (emulsio de cerebro infectante diluido
na dose de 1 gr. do orgam para 10 cc. de agua physiologica, sendo a emulsio
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Passada em gaze) ; depois de um contacto de meia hora na temperatura ambiente,
4 mistura era inoculada no peritoneo de cobaias e coelhos normaes,
Como testemunhas foram usados soros normaes de carneiro e de cavallo.

Resultados preliminares. - Das varias experiencias até agora realizadas com
05 soros da primeira sangria destes carneiros, feita depois de 13 dias da 3.* ino-
tulagio dos antigenos indicados acima, e as testemunhas com soro destes ani-
Maes tomado antes da immunizacio e com soro normal de cavallo, pudemos veri-
ficar que, na menor dose usada (2 cc.), somente o soro do carneiro II possuia
Cerio poder virucida “in wvitro”.

E’ preciso lembrar, em todo caso, que soros normaes de certos animaes
Podem apresentar poder neutralizante em relacio ao virus verdadeiro. Isto ve-
fificimos, ha tempo, com o virus vaccinico, sobre o qual o soro de vitello normal
Puro e mesmo diluido a 1/10 apresenta acgdo “in vitro”, sendo que o indice de
immunidade (nos vitellos ja vaccinados) ¢ indicado pelo poder virucida em titulo
2 1/50 ou 1/100 em relagio ao virus de determinada actividade (Gins positivo a
1/1000).

Por outro lado, é preciso ver que a quantidade do virus (emulsio de ce-
Tebro) infectante misturada ao soro era excessivamente elevada, representando,
talvez, muito mais de 1000 D. M. I. (doses minimas infectantes). Mesmo nestas
‘ondighes, por esses resultados preliminares, parece ter havido a formagio de
inticorpos virucidas em certa proocrgio somente no soro do carneiro I1I immu-
Nizado, como vimos, com material contendo rickettsias.

Somente a continuagio dos ensaios, sob outras condicies experimentaes (*),
Poderi fornecer conclusdes mais seguras relativamente 4 possibilidade de se
obter tambem uma immunidade passiva, portanto um soro anti-rickettsico, dota-
do de propriedades virucidas e, talvez, preventivas em relagio ao virus,

Independente, porém, da confirmagio desta ultima hypothese, julgamos ter
demonstrado, pelos resultados obtidos nas diversas phases descriptas das nossas
EXperiencias, a estreita relagio erologica existente entre a rickettsia que des-
Crevemos, Rickettsia brasiliensis, ¢ o typho exanthematico de Sio Paulo.

_ d) Verificagio da Rickettsia brusiliensis em carrapato (Amblyomma ca-
l*nnense) infectado. - Em traba’hos anteriores (64 ¢ 65) foram relata-

L

"-...__.____‘_‘

. (*) Com este objectivo, temos em andamento outras pesquisas. Entre estas, assigna-
[0 25 referentes & cultura. da Rickettsio brasiliensic em tecidos; segundo.as technicas
%8 Rivers, Haagen e Muchenfuss e outros, com o fim de obter material abundante € rico
Wra as mnoculacBes.

Pretendemos igualmente, empregar, para a obtengio de material rico para as inocula-
$es de grandes animaes (carneiro ¢ cavallo), os methodos de enriquecimento i ive, ji
Biados, ¢ da  rickettsin desenvolvide. em cancapatos .(Amblyontms .cojemnense), infectados
¥ hos quaes sio encontradas em grande quantidade.
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das as pesquisas realizadas no nosso Instituto sobre a possibilidade da trans-
missio experimental do virus por Irodidae e as realizadas com alguns arthro-
podos (pediculideos, pulicideos, acarianos, etc.) sob condigbes naturaes. Os res
sultados desies estudos, tendentes a elucidar aspectos epidemiologicos da infecs
cio, os referentes & pesquisa de depositarios do virus na natureza (66) e o &
tudo de um virus isolado de ratos da zona urbana da cidade, acham-se expostos
em outros trabalhos especiaes e pormenorizados.

Continuando as nossas pesquisas sobre os possiveis transmissores do typho
exanthematico de S. Paulo, realizimos uma nova serie de pesquisas com cars
rapatos, com a efficiente collaboragio de Flavio da Fonseca, distincto compa-
nheiro de trabalho. Os nossos resultados, bastante interessantes e que se apoam
na experimentagio, sip expostos com minucia em trabalho a parte (67).

Ainda com o fim de accentuar aqui, com novos dados alem dos ja expos
tos, a relagio etiologica da rickettsia que descrevemos com o typho de S. Paults
diremos algumas palavras sobre essas pesquisas.

A infecgio experimental pode ser transmittida por intermedio de carrapa®

R —

|

i

tos e, dentre as especies encontradas na zona infectada, pelo Boophilus micré=

pius e pelo Amblyomma cajennense.

Com o Amblyomma cajennense obtivemos a infecgio ndo somente peld
inoculagio de carrapatos infectados, como tambem pela picada.

Verificimos, em esfregacos de ovos de Amblyomma infectado, a presengs
de microorganismos semelhantes ¢ rickettsia e tambem a infecgio pea inocula®
¢io de ovos em cobaia, observando a presenga de rickettsias nas cellulas d3
parede abdominal deste animal. Confirmamos, assim, os resultado: de nossa$
anteriores pesquisas, quanto 4 transmissio hereditaria do “virus” neste car”
rapato. -

Finalmente, em cortes de Amblyomma infectado pudemos por em evic
dencia a presenga de microorganismos, em numero consideravel, semelhantes &5
rickettsias e cuja morphologia e localizagio no organismo do carrapato estd®
sendo estudadas e seriio descriptas em trabalho a ser publicado em collaboraga®
com aquelle distincto collega (*). '

(*) Em nota i margem, num trabalho anterior, apresentado, em 8-VII-1932, & 5%
Biol. de Sio Paulo (" Novas experiencias sobre a transmissio experimental do virus @
typho exanthematico de Sio Paulo por carrapatos™), assignalamos ji este facto. EX*
mnando malor numero de exemplares infectados experimentalmente, desde 7 dias apds ¢
fim da alimentacio infectante até prazo superior a 30 dias, quando os carrapatos
fixados, pudemos melhor estabelecer a localizagio da Ricketisia brosilionsis nesse Ixodide®

No inicio se apresentam, com sua morphologia typica, corados em violeta pelo Giemss
enchendo numerosas cellulas no interior do intestino (diverticulos). cellulas longas e q*
se dispdem em columnas partindo da parede e que comtém os productos alimenmtares o
vias de digestio; nas paredes os micro-organismos sio encontrados tambem no cytoplas®
cellular. As rickettsias s30 encontradas em outros organs, de sorte que um estudo W%
minucioso estd sendo feito e constituird, como dissemos, objecto de um trabalho i par®®
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Assignalando a presenca da Rickettsia brasiliensis no carrapato (Amblyom-
M3 cajennense), seu mais provavel transmissor intermediario, que havia sugado
Um animal infectado experimentalmente, completamos os estudos que empre-
hendemos sobre suas relagies com o typho exanthematico de S. Paulo e damos
€omo concluida a 2.* parte desta monographia.

Resumo e conclusdes da 2* parte

A 22 parte deste trabalho representa um estudo de conjuncto sobre a ricket-
t8ia que descrevemos no typho exanthemalico de Sio Paulo, sua frequencia
€ relagio com a infeccio experimental.

Numa introduccio, fizemos consideragbes geraes sobre o grupo de in-
feccdes que constituem as “febres typho-exanthematicas” ou “typhus”, mos-
trando a conveniencia de ser elle desligado do grupo dos verdadeiros virus fil-
iraveis para constituir um grupo & parte, ao qual caberia melhor a designacio
de “rickettsioses”. Mostrimos tambem que o conceito unicista em relacio aos
4gentes etiologicos das rickettsioses e mesmo 0 conceito dualista, deve ser substi-
Wido por um conceito pluralista. Isto porque a este grupo pertencem, sem
duvida, outras infeccoes, como a febre maculosa das Montanhas Rochosas, a
febre marselhesa, a botonosa de Tunis, a tsutsugamushi e o typho exanthematico
de Sio Paulo, entre outras, que se differenciam por varios aspectos, principal-
Mente de caracter experimental e epidemiologico.
~ Nesta ordem de idéas tambem as “rickettsias” responsaveis pelas varias
Miecgies se differenciariam pelo aspecto clinico destas, pelo comportamento
SXperimental e localizagio e pelos seus agentes transmissores até que tenhamos
™™ mio outros elementos, até agora nio obtidos de um modo praticamente utili-
fQvel para esse fim, como a cultura em meios artificiaes, para sua distincgio
gundy a technica bacteriologica. Da mesma forma que a simples identidade
Worphologica e mesmo certa especificidade antigenica, nio podem, por si sés,

tificar differentes germes em varios grupos microbianos, que se diiferen-
%am e se classificam por ouiros caracteres que podem ser estudados de accordo
tfﬁfl a technica moderna, provavelmente os microorganismos responsaveis pelas
fickettsioses virio a ser melhor distinguiveis quando possivel se tornar a appli-
2io0, em seu estudo systematico, de taes methodos aperfeigoados. No en-
h_mﬁ, os elementos até agora assignalados parecem sufficientes para impor sua
d"ﬁﬂﬂ,‘in.

~ Relativamente ao typho exanthematico de S. Paulo, embora nio se possa
Unda concluir em definitivo, parecem maiores suas relagdes com o grupo da
¢ maculosa das Montanhas Rochosas, constitumdo, talvez, uma nova moda-

¢ da infecglio, em virtude do comportamento experimental do “virus” e
“tros caracteres que assignalamos.
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Assim sendo, até que novos estudos sejam emprehendidos, os “corpusculos
de Mooser”, que melhor se denominariam Ricketisia mooseri, como homena-
gem ao illustre pesquisador que tio bem os estudou no typho mexicano, deverdo
considerar-se distinctos da Ricke!lsia brasiliensis, responsavel pelo typho exan-
thematico de S. Paulo. O mesmo poder-se-d dizer, embora maiores suas affi-
nidades, tambem em relagio a4 Rickettsia (Dermacentroxenus) rickettsi Wolbach,
responsavel pela rickeffsiose das Montanhas Rochosas, assim como em relagdo
as outras especies descriptas, pertencentes ao genero creado pelo prof. Rocha
Lima, responsaveis por outras rickettsioses.

Fizemos um estudp detalhado da rickettsia do typho exanthematico de S-
Paulo dando os resultados da pesquisa destes elementos, primeiramente nas
cellulas endotheliaes da membrana de Descemet, apds a inoculagio do “virus”
na camara anterior do olho de animaes (cobaia, coelho e Macacus rhesus);
em seguida, nas cellulas mesothcliaes da parede peritoneal de cobaias apds 3
inoculagio do “virus” no peritoneo. Descrevémos a technica que empregamo$
para a pesquisa da rickettsia e os methodos para a coloragio destes elemento$
(methodo de Castaneda e Giemsa). Assignalimos a morphologia da Rickettsa
brasiiensis, sendo a descrip¢io do-umentada com numerosos desenhos e micro-
photographias.

Relativamente & frequencia da rickettsia nas cellulas da parede peritoneal
apés a inoculagio do virus no peritoneo, obtivemos resultados positivos em
73,5 % num total de 212 cobaias examinadas. Esta porcentagem é maior quando
a pesquisa é feita em occasiio favoravel.

Estudamos as relages da rickettsia, ja evidentes pela sua frequencia, com
a infecgio, verificando suas propriedades antigenicas. Mostrimos que a 1i*
ckettsia, desembaragada do virus existente no peritoneo, por meio de Iavagﬂl‘
e centrifugagdes successivas, é pathogenica, causando infecgdo
typica e possue evidentes propriedades vaccinantes em relagio ao virus. Indi
cimos a technica para o preparo da vaccina e os resultados da vaccinacio dé
cobaias comparativamente com 0s negativos obtidos com uma vaccina preparads
com o “wvirus” (cerebro).

Por fim, em experiencias preliminares, mostrimos que a rickettsia, alé®
desta immunidade activa, determina tambem uma immunidade passiva, ndd
sendo irrazoavel al mentar-se esperanca mno preparo de um soro, sinio dotado d¢
propriedades curativas, pelo menos com poder preventivo e mneutralizante &
relacio ao “wvirus” e a infecgio.

Finalmente, assignalimos a wverificagio da presenca da Rickettsia brast
liensis em ovos que se mostraram infectantes ¢ em cortes de carrapato (A
blyomma cajennense) que havia sugado um animal infectado e capaz de tran®
mitt.r, pela picada, a infecgio experimental, experiencias estas realizadas com #
collaboragio de F. da Fonseca e que serdo objecto de trabalho especial.

122



J. LEMos MoxTEiIrR0o — Typho exanthemalico de S. Paulo 123

As conclusdes dos estudos experimentaes, constantes da 2* parte dests
trabalho, podem assim ser resumidas:

I. A rickettsia que descrevemos no typho exanthematico de Sio Paulo,
Rickettsia brasiliensis, pela sua frequencia e evidentes relagdes antigenicas que
dpresenta com a infecgdo, representa o seu agente etiologico ou uma das phases
do “virus”.

IT. Como consequencia da inoculagio do virus na camara anterior do olho
de certos animaes, a rickettsia pode ser evidenciada nas cellulas endotheliaes da
membrana de Descemet.

ITI. Apds a inoculagio do virus no peritoneo, a rickettsia se evidencia,
de preferencia, nas celiulas mesotheliaes da parede peritoneal.

IV. No peritoneo, num total de 212 cobaias, sua frequencia foi verificada
¢m 73,5% dos animaes, sendo nmior quando a pesquisa é feita em periodo
favoravel, sendo respectivamente de 71,49, 100%, 93,7% e 90,4 nos animaes
sacrificados antes da reacgdo febril, no 1° no 2° e no 3.° dia de reacgio, e de
35,5% nos sacrificados depois do 4.° dia de reaccio febril.

V. A rickettsia enconirada no peritoneo é dotada de pathogenicidade,
Provocando infecgio experimental caracteristica quando, desembaracada do wirus
Por meio de lavagens e centrifugagbes successivas, é inoculada em cobaias.

VI. A rickettsia possue propriedades antigenicas em relagio ao “virus”,
Podendo-se obter uma immunizagio activa de cobaias com uma vaccina com
ella preparada, e tambem determina a formagio de anticorpos virucidas em
animaes immunizados.

VII. A Rickettsia brasiliensis foi verificada, em cortes, no organismo de

Qrrapato (Amblyomma cajennense) infectado experimentalmente e que consi-

0o mais provavel transmissor da infecgio. Esta conclusio ¢é baseada

tm estudos experimentaes que serfio relatados em ouiro trabalho, onde seri

‘:ﬂ!hem estudada a disposicio e localizagio da Rickeffsia nos carrapatos in-
ectados. .
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STUDIES OF THE SAO PAULO TYPHUS

BY

J. LEMOS MONTEIRO

With 34 charts, 6 plates with 9 photographs, of which 1 in colours, 2 microphotographs
and 17 drotwings,

GENERAL SUMMARY

Part 1

Experimental behaviour and properties of the virus

CHaprey 1 - Introduction.
1. - Group of the *typhus-exanthematic™ fevers in America:
a) in the Septentrional Continent; b) in the Meridional Continen:

2. - Serological relationship of the diffcrent forms of typhus.
3. - The Sio Paulo typhus and its epidemiological feature.

r‘“-’iﬂm II - Behaviour of the virus in the course of experiments on small
laboratory animals.

1. - Results of experiments:

A) Course of the infection in the guinea-ping: a) anatomical
lesions; b) inflammatory reaction in the scrotum; ¢) im-
munity.

B) Behaviour of the virus n other laboratory animals: a) rabbit;
b) white rat; <) white mouse; d) grey rat; ¢) cat

2. - Discussion.
3. - Conclusions.

r'"*l'ﬂ:n II1 - Behaviour of the virus in the course of experiments on cerlain
monkeys (Silenus, Cebus, Alaualla).

1. = Results of the experiments,
2. - Summary and conclusions.
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CHAPTER IV - Experimental infection by inoculating the virus into the anterior
chamber of the eye.

1. - Results of the experiments,
2. - Discussion and summary.
3. - Conclusions.

Caapter V- Some properties of the virus.

. = Filterability.

2. - Passage of the virus through the intact ocular conjunctiva and
MID., (min‘mum infecting dose).

3. - Resistance of the virus under various conditions: a) resistance to
drying; b) resistance against the action of glycerin pure or diluted
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ABSTRACT

Part 1

I. The present paper is the result of rescarches, made during the year
?f 1931 and the first semester of 1932, most of which have been summarized
M a series of notes published in *“Brasil-Medico”, some, however, having been
Presented to the 2nd International Congress of Comparative Pathology, held in
Paris in October 1931. Such features of the Sio Paulo typhus as its transmis-
Siveness, hosts to the virus in nature, etc., have likewise been investigated in
f“ﬁperatiun with other assistants at the Instituto Butantan; a résumé of such
Nvestigations has also been published as presented to the “Sociedade de Medi-
fﬂl e Cirurgia de Sao Paulo” (Laboratory Week, January, 1932) and to the
“Sociedade de Biologia de Sio Paulo”, the subjects dealt with at those meet-
gs having, nevertheless, been more throroughly analysed elsewhere.

This English translation covers but those chapters which deal particularly
With the Author’s personal contribution from an experimental standpo'nt and
those in which his views are set forth as to the character of the typhus problem
n our midst. The remaining points referred to in the General Summary
together with the detailed protocols of the experiments made may be found in
the Portuguese text.

— S'nce 1929, when it was diagnosed, there has appeared in Sdo Paulo
M infection of the group of the “exanthematic fevers”, which, however, has
5 own individuality, as per its clinical and epidemiological feature and behaviour
Under experimental conditions. In the present paper, which is divided into two
Parts and ten chapters, the Sdo Paulo tyfhus is analysed with regard te the
EXperimental behaviour of its “virus” on animals and to its etiological feature
25 well. which includes a description and a study of its relationsh’p with the
fesponsible rickettsia, Rickettsia brasiliensis Monteiro, 1931.

The designations “typho endemico de S. Paulo” (S. Paulo endem’c typhus)
4 “typho exanthematico de S. Paulo” (S. Paulo exanthematic typhus) had
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been adopted but the name “S. Paulo typhus” is now used in their stead to
be in conformity with the English nomenclature of this group of diseases.

A comparative study of the exanthematic fevers thus far reported in several
countries of the western world gives ground for the S. Paulo typhus to be
considered as distinct from any of these fevers as it is from the European or
epidemic typhus.

II. In regard to the experimental infectiousness of the virus for the
various laboratory animals, it seems to be most marked in the guinea-pig since
the virus produces, on inoculation into this animal and after an incubation
period of 3 to 4 days, a febrile reaction lasting generally from 3 to 8 days
and ending by death in about 70% of the cases. Just before death the tem-
perature of the infected guinea-pigs drops to below normal, sometimes rising
for a while to drop defimitely. In case of recovery their temperature returns
to normal and they resist further inoculation of the active virus thus showing
to have acquired immunity. This may last for at least 3 months but is not
indefinite as it gradually decreases and disappears, the guinea-pigs becoming
again susceptible to the virus.

Among the anatomical lesions found in guinea-pigs inoculated with the
virus the spleen enlargement is most marked and constant; subcutaneous hemor=
rhages with jelly-like oedema may also occur especially at the inguinal regions

when scrotum inflammation is present; histological alierations such as nodular

lesions of the brain seem to be rare or absent contrary to what prevails in the
European typhus.

Upon intraperitoneal inoculation male guinea-pigs develop in 20 to 25%
of the instances a reaction characterized bv sweliing of the scrotum, eithef
light with but reddening and oedema, or marked, sometimes with great enlarge:
ment, petechiae and purpura, testicle retention and even necrosis of ﬂlﬁ
local skin.

The behaviour of the S. Paulo typhus as regards the guinea-pig serves
as a means of distinction of this infection from other tvpes of exanthem
atic fevers. In this respect the former may indeed be separated from the
classical tvphus, pathogenically by its shorter period of incubation and fevef
and greater severity, and histologically by the absence or great rarity of braif
nodular lesions. This may be due to a more rapid evolution in the S. Paulo
typhus which in this respect resembles certain forms of North American endemi€
typhus. However, the S. Paulo typhus also differs from both the North
American endemic typhus and the “tobardillo” not only in bearing a somewhat
shorter pyrexia but also in being followed by scrotum reaction in a lower
proportion of the cases: 20 to 25% as against 90% (Maxcy) in the Souther®
typhus of the United States and 709% (Neill) to 92,5% (Mooser) in the
Mexican typhus. Moreover, hemorrhages in the scrotum and even in som€
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other bare regions (foot plants) are more frequent in our typhus and are
complicated, although seldom, by necrosis of the local skin. The virus of both
the North American and the S, Paulo typhuses cause this scrotum reaction in
guinea-pigs omly upon intraperitoneal inoculation, whilst that of the Rocky
Mountain spotted fever causes it even on hypodermic injection due to its
more marked tropism for the scrotum and apparently greater hemorrhagiparous
and cytolytic power.

Rabbits are more resistant as they develop a rather short feverish reaction,
Preceeded by a short incubation and seldom followed by death. Rats generally
Undergo an inapparent infection.

III. The inoculation of the S. Paulo virus into Sillenus rhesus monkeys
15 followed by a 2-4 day incubation period and a typical pyrexia usually last-
ing 4 days and ending in collapsus and death; in some specimens the infection
18 more severe and appears complicated with hemorrhagic phenomena (face,
Scrotum, etc.) particularly accentuated on their last day of life and right after
death.Other simia, such as Cebus and Alouatta, seem also to be susceptible,
dlthough the number of inoculations is not sufficient to permit a conclusion.

IV. Inoculation into the anteror chamber of the eye of guinea-pigs,
Tabbits und rhesus monkeys brings about not only a characteristic ocular reaction
but 3 feverish general infection similar to that which ensues its intraperitoneal
oculation. That such reactions are spec’fic is shown by the successful transfer
of the virus to normal animals by means of an injection of either blood or
brain emulsion of guinea-pigs thus infected as well as by the resistance to the
Vitus as injected into the eye on the part of guinea-pigs that were already
Mmmune; it is also shown by the serial transfer, by the eve channel, of the
"lhl.s as contained in the aqueous humour of an animal already ocularly
infected:

V. Comparatively with the real filterable viruses the agent of the Sio
Paulo typhus bears the following peculiar properties:

a) it did not pass thrcugh the L3 and L5 Chamberland, 7 1b. Mandler
id N Berkefeld filters when it was found in citrated blood, or brain emulsion
In saline or in glucose broth, under the conditions described in the text:

b) it seemed not to infect guinea-pigs when a drop of virulent brain
fmulsion, in a concentration capable of causing a typical infection by any other
hannel, was placed on their normal eye mucosa;

c¢) its M. I. D. (minimum infecting dose) corresponded to a dilution
Ereater than 1 per 10000 and lesser than 1 per 1000000 of brain emulsion;

d) when found in the blood or brain dried in vacuum over sulfuric acid
nd kept in vacuum below 0°C it lost its virulence in less than 2} hours, becom-
Mg apt to cause but a mild infection ad immunity in guinca-pgs;
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e) in 6 days it was already dead and caused not even immunity;

f) preserved in pure glycerin at 5°C it (virulent brain) lost its virulence
in less than 7 days; in 50% glycerin at the same temperature it lost both
vitality and virulence in more than 12 and less than 24 days;

g) in frozen brain it has been preserved for about 1 year; therefore, the
freezing of virulent brains represents the best means for both the conservation
in laboratory and transportation of the virus as it is cheaper than the maintenance
by successive transfers from animal to animal.

VI. In view of its clinical, experimental and ep’demiological peculiarities,
the S. Paulo typhus should be given individuality to be placed, together with
the Rocky Mountain spotted fever, the eruptive fever and the tick-bite fever,
in one of the subgroups now recognized in the exanthematic fevers. The other
subgroups would be represented respect'vely by those infections which bear
the European or classical typhus as type and by the “tsutsugamushi” and
allied infections in which the larvae of certain trombidiid play the réle of
VIrus carriers.

Indeed, in spite of Mooser’s arguments, in favour of the reciprocal
reversibleness of the viruses of the ep.demic and endemic typhuses, that
pluralistic concept seems to be more in conformity with various facts of
scientific observation regarding the etio-pathogeny of the exanthematic fevers.

Part II

This section deals with the rickettsia found in the S. Paulo typhus, its
frequency and relationsh’p with the experimental infection.

From a nomenclatural standpoint the group of infections called “exan
thematic fevers” no doubt must be separated from the diseases caused by real
filterable viruses so as to form a special group for which the name *rickettsiosis”
seems to be fitting.

From an etio-pathogenic standpoint this group should be subdivided, a$
shown before, into at least three subgroups. This pluralistic conception seem$
to be fully justified, not only by the clinical feature of the corresponding
infections but by the experimental infectiousness, localization and transmis®
siveness of their respective Rickettsiae as well, until other means such as cultiva®
tion of these organisms in artificial media be made access’ble to be applied 10
their differentiation. Until some more satisfactory methods based in the
modern laboratory technic be developed, the S. Paulo typhus individualizatio®
must be based on the evidence at hand as already shown. In view of the
experimental behaviour and other characteristics of its “virus” this diseas
seems to be mostly related to the Rocky Mountain spotted fever of which it
may represent a new variety.
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In the light of the newer knowledge of the various rickettsia-like organisms
it seems indicated for the su-called “Mooser’s bodies” to be named Rickettsia
mooseri after the distinguished investigator who so well studied them in the
Mexican typhus. In this respect there is little doubt but that this Rickettsia
be different from that found in the S. Paulo typhus, which, although much
closer to, seems to be also distinct from, R. (Dermacentroxenus) ricketisi
Wolbach, responsible for the Rocky Mountain spotted fever.

The detailed study of the rickettsiae of the S. Paulo typhus is based a) on
their aspect in the endothelial cells of Descemet’s membrane after inoculation
of the “virus” into the anterior chamber of the eye of guinea-pigs, rabbits
and rhesus monkeys and also in the mesothelial cells of the peritoneal wall
after intraperitoneal inmoculation and b) on their morphology after staining
by Castaneda's and Giemsa's methods as found in the enclosed draw’ngs and
microphotographs. This study shows that R. brasiliensis Monteiro, 1931 may
be found in the mesothelial cells of the peritoneal wall of 73,5% out of 212
guinea-pigs intraperitoneally inoculated and examined, that this percentage is
still higher when the research is made at the right moment. These cell contained
or free rickettsiae, after repeated washing and centrifuging to free them from
the “virus” perchance existing in the peritoneum, again set up the disease
Upon injection into normal guinea-pigs: likewise, a bacterin prepared with them
contrary to what occurs if brain material is used, is capable of producing
Immunity by the formation of virucidal antibodies. The S. Paulo rickettsia
antigenic power is proven by this capacity to bring about active immunity and
to confer passive immunity as well so as to make possible the preparation of
an anti-serum, if not curative, at least preventive as regards the virus or
the infection.

Finally, the presence of R. brasiliensis has been disclosed not only in
sections of ticks (Amblyomma cajennense) that have fed on infected guinea-
pigs but in their eggs that also prove to be infecting, this tick being able to carry
the infection under experimental conditions.

From these experiments the following conclusions may be drawn:

a) Rickettsig brasiliensis represents either the causative agent or one of
the stages of the “virus” of the S, Paulo typhus in view of its frequency and
antigenic relationship with this infection;

b) it occurs in the endothelial cells of Descemet’s membrane after inocula-
tion of the virus into the anterior chamber of the eye of certain laboratory
animals as well as in the mesothelial cells of the peritoneal wall after intra-
Peritoneal inoculation;

c¢) in the latter instance its frequency reaches 73,5% of the guinea-pigs
inoculated, but this incidence is still higher if the research is made at a more

131



132 Memorias do Instituto Butantan — Tomo VI

favourable period: 90,4% on the 3rd day of reaction, 93,7% on the 2nd day
and 1009 on the lst day.

d) it is also decidedly pathogenic for guinea-pigs in which it causes 2
typical infection experimentally even though it be previously freed from the
“virus” by repeated washing and centrifuging;

e) it bears antigenic properties and so may be used in the preparation
of a bacterin to be applied in actively immunizing guinea-pigs and in stimulating
the formation of specific virucidal antibodies;

f) it has been found in sections of experimentally infected ticks (A. cajen-
nense), which seem to be the most likely carrier of the S. Paulo typhus under
natural conditions.
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LEGENDA DAS GRAVURAS

Estampa [

Figs. 12 — Reaccio escrotal de pequena intensidade.
Figs. 3, 4 — Reaccio escrotal mais accentuada: frente e perfil,

Estampa I

Figs. 1, 2 — Reaccio escrotal intensa, vendo-se melhor, na figura 2, ampliada, as zonas de
hemorrhagia e necrose.
Figs. 3, 4 — Reaccio escrotal intensa em cobaia, com phenomenos hemorrhagicos e necrose
da pelle,
Estampa III
)
Fig. 1 — Photographia colorida da Est. I, fig. 2, salientando o aspecto da reaccio.
Fig. 2 — Reaccio escrotal intensa em outra cobaia, com phenomenos hemorrhagicos cutaneos:
o processo terminou pela necrose da pelle

Estampa IV

Figs. 1, 2. 3, 4 — Aspectos da Rickettsia brasiliensis em diversas cellulas colhidas, pela ras-
pagem da membrana de Descemet, em animaes inoculados com o * virus™ na camara
anterior do olho: coloragio de Castaneda.

Fig. 5 — Elementos mais ou menos filamentosos, observados em uma cellula da membrana
de Descemet: coloracio de Castaneda,

Figs. 6, 7 — Cellulas da membrana de Descemet contendo rickettsias: coloracio de Giemsa,

Estampa V

Figs. 1, 2. 3, 4 — Aspectos da Rickettsia brasiliensis em cellulas mesothelizes da parede peri-
toneal de cobaias inoculadas com o " virus™ pelo peritoneo. Coloracio de Castaneda

Fig. 5 — Campo m'croscopico de identico material: duas cellulas com rickettsias; um po-
lycariécyto com esses clementos. Coloracio de Castaneda

Figs. 6, 7, 8 — Cellulas mesotheliaes da parede peritoneal com rickettsias. Coloragio de
Giemsa.

Fig. 9 — Parte de um campo microscopico, revelando diversas cellulas com rickettsias.

Estampa VI

Figs. 1, 2 — Microphotographias de duas cellulas mesotheliaes da parede peritoneal, ricas em
sickettsias: a figura 1 corresponde ao desenho representado pela Estampa V, fig. 8
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