Contribuicao ao estudo das Pasteurellas (*)

Pasteurella intermédia n. sp.
11

Pelos drs.

Octavio de Magalhaes e Adyr Rocha **

A 1mpressao que se tem da leitura do capitulo Pasteurella, escrita por di-
versos autores, em épocas diferentes, é que a matéria é ainda uma questido

aberta.

A teoria unicista sébre as espécies descritas serd verdadeira? Ou terdo
razdo os pluralistas, para os quais as espécies sdo varias e s6 a insuficiéncia de
um processo decisivo e sequro de separagao é que permite o engano dos unicis-
tas? Existem apenas trés ou quatro espécies realmente diferentes? Enquanto
nao se chega a um acérdo razoavel. pensamos que o melhor meio cientitico de
estudar o assunto é descrever, com minucias e precisdo possiveis, as formas e a
biologia das bactérias déste grups, de modo a deixar que uma revisao futura
do conjunto ja publicado permita grupar melhor os micrébios dessa tribo.

Nao resta divida que a motilidade, o poder patogénico constante e alto de
algumas Pasteurellas, a caréncia de crescimento e fermentagdes em certos meios

de outras, o valor antigénico de muitas, permitem ja hoje uma separagao racio-
nal dentio do grupo. Em alquns casos, a Pasteurella é realmente a causadora
da moléstia. Em outros casos, porém, tem-se a impressdo que sdo apenas mi-
crobios de associacdo’”’, sem valor real na etiologia das moléstias pesquisadas.
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Seja como fér, é uma tribo de micrébios, colocada até agora em segundo
plano e que pouco a pouco vem retomando o lugar que merece ter, no seio da
Microbiologia. Encontramo-la novamente, em nossos estudos sébre o tifo exan-
tematico neotrép:co entre nos.

O estudo da presente bactéiia tem interésse, nao apenas por se tratar de
uma nova espécie, sendo que também e principalmente pela causa de érro que
nos levaria, se nao foéra os cuidados a que sempre nos impusemos, em traba-
lhos dessa natureza. Trata-se em sintese do seguinte: numa época de epidemia

*  Trabalho do Instituto Osvaldo Cruz, D'visdo de Estudos de Endemias, e Laboratério
de Fisiologia da Faculdade de Medicina da U. M. G.

**  Comunicacdao a Soc. de Biologia de M. Gerais nas sessdes de 28-5-942 e 25-4-944
* TRlecebido para publicacio a 5 de julhoe dado A publicidade em agodosto de 1942.
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do Tito Exantematico Neotropico em Minas Gerais (Moléstia de Pisa-
Gomes — Mayer), setembro de 1941, em Belo Horizonte, foco conhecido da
moléstia, um doente é removido em estado de inconsciéncia para o hospital de
moléstias infecto-contagiosas da cidade (Hospital Cicero Ferreira), com a
nota “'de doente suspeito do Tifo Exantematico’”. Este doente, sem qualquer

informacao, morreu dentro de 48 horas. A observacao mostrou que éle apre-
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imnmoculado com DNasteurella ntermedia.

stntava um exantema discreto ao nivel das espaduas, abdome ¢ nadegas. Foram
teitas a reéacao de Widal e a hemocultura, as quais foram negativas para os
germes do grupo titico. A necropsia apurou (vide laudo) que a morte fora
conseqiiéicia de um processo de proncopneumonia. 2 cc. de sangue total désse
doente fora incculado no peritonio de um cobaio de n.” 4.712, o qual apresen-
tou o sequinte grafico térmico: 3%,6/39,7/40.7/40.7 /40,5,

* Nao houve reacao testicular, mas a necropsia revelou uma intensa esple-

nite. O triturado do sistema nervoso central désse cobaio, durante 23 passagens
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sucessivas, provocou reacao testicular notavel nos cobiaics, tebre alta e morte,

apresentando 0s cadavares peri-esplenite e esplenite intensas.

Da raspagem do per.ténio encontravamos células mesoteliais cheias de
um micrébio que lembrava as Rickettsias (microfotogratias 1 € 2) e que mais
tarde apuramos tratar-se de formas intra-celulares da propria bactéria que es-

tudavamos.
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.\H]}t'llil i*fl kettsiforme L a e extra t't‘ll]l;il‘ (laa nova
Peste Hr‘:'{h’!, que foi reinsulada em cultura pura do
an:mal.

Que se poderia supor logo? I'éra insulada a raca de virus VB do 'lilo
Exantematico Neotropico, de um caso grave ou quase fulminante da moléstia,
mantido durante algum tempo em passagens, pela inoculagao do triturado do
sistema nervoso central dos animais mortos e depois desaparecido por um aci-
dente qualquer, comum em laboratério. Mas teriamos errado dessa vez. Nao
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era o virus que isclaramos da moléstia brasileira, senao que uma bactéria — a
Pasteurella intermedia — causadora da moléstia experimental. Quando em boas
rondi¢bes, as sementziras dos 6rgdcs dos hcmens e animais mortos pelo virus
do Tifo Exantematico Neotrépico no Brasil ficam estéreis.

Do coragao, baco e figado do cobaio n.° 4.712 insulamos pura a bactéria
que estudadvamos, o mesmo conseguindo do sistema nervoso dos cobaios mor-
tos cm passagens sucessivas. As cmulsdes das culturas puras da bactéria, quan-
do inoculadas nos cobaios, repete com uma constincia impressionante o sin-
dromo apurado no cobaio 4.712 ¢ passagens obtidas pela inoculacido do sis-
tema nervoso exclusivamente. A cenfusdo tornava-se ainda mais assinalavel e
o erro ainda mais possivel, porque pelo tamanho com que se apresenta, em
muitas das suas formas, a Pasteureila intermedia pode atravessar o firtlo Cham-
berlam B e, dado o scu grande poder patogénico, ser ainda capaz, apés a filtra-
cao, de matar os animais de laboratério.

Sabe-se hoje que no diagndstico das moléstias do grupo Tifo Exantema-
tico, de acoérdo com a origem do material, é possivel, como infecc¢des intercor-
rentes, insular os seguintes micrébios, que nada tém que ver com a grave mo-

léstia brasileira:

1. — Salmonella enteritidis { Gaertner 1888) Castellani e Chalmer

2. — Toxoplasma caviae Carini e Migliano 1916

3. — Salmonella Schottmiielleri (Achard et Bensaude, 1896) Bergy e Al
4.© — Spirochasta morsus-muris 1917 Futaki-T'akaki e Osumi

5. -— Spirochaeta icterochemorrhagiae, 1915, Inada, Ido, Hoki e Kaneko
7. — Pasteureila pestis (Yersin, 1894) Bergey et Al

§.© -— Pasterclla pseudotuberculosis (Pfeiffer, 1889) Topley and Wilson
9.0 — Pasteurella marsupialis 1939, O. Magalhdes e Adyr Rocha

10.° — Pasteurella intermedia 1944, O. Magalhdes e Adyr Rocha

11.° — Bacillus diphtheroides 1933, Kemp, Hardy sp?

12.° — Proteus X 1885, Hauser.

Désses germes, sao capazes de produzir reacdo semelhante a de Mooser-
Neil: o Toxopiasma, a S. Schottmiilleri, o Spircchaeta morsus-muris e as Pas-
teurellas marsupialis e intermedia.

Naturalmente a natureza do material exclui a possibilidade de se pensar
no Malleomyces mallei (Fliigge) Pribam que, injetado via interperitonial em
cobios machos, produz a chamada “reacdo de “Strauss’”’, com tumefacdo dos
testiculos, 2 a 8 dias apds a injecao infectante, formacdo de pus e de onde se
insula .puro o bacilo do mormo.

Os micrébios insulados por Atilio Macchiavello, em 1944, de casos suspei-
tos de T'ifo Exantematico no Equador, afastam-se muito da tribo Pasteurelleae.
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Eis os caracteres da Pasteu:clla intermedia:

MORFOLOGIA:

Coco-bacilos, insulados ou mais raramente, em curtas cadeias de 2 ou 3
elementos, medindo 0,3 a 0,8 e excepcionalmente atingindo 1,6, profundamente
moveis, nao tendo cilios, esporos, ou capsulas, Gram negativos, apresentam colo-
racao bi-polar constante, corando-se facilmente pelo Giemas. As formas baci-
lares apresentam granulacoes semelhantes as metacromaticas (vide microfcio-
grafias ns. 3,4,5, 6 e 7). Nao se notam elementos filiformes nos meios solidos
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Megafotomicrografia. 2.600 aumentos. Fotomicrogratfia dua Pastewrella intey-
LPasteuwrella intermedia. Veém-se as grd- media. 2.200 aumentos.

nulacoes descritas no texto.

cu liquidos. Em esfregagos de material de periténio, ao lado das formas tipicas
de Pasteurellas, encontram-se outras, intra ou extra-celulares, semelhando Ri-
ckettsias. Nao sao acido alcool resistentes. Temos a impressao que as bactérias
muito jovens sao coradas macicamente. Sao bastonetes cheios. Quase que
imediatamente depois aparecem granulagées no protoplasma bacteriano, que
do centro se afastam para as extremidades da bactéria, onde se adensam, dei-

xando em claro a parte central do protoplasma. Dai a forma Pasteuralla, que
seria a definitiva do micrébio adulto.
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CULTURAS EM AEROBIOSE:

Gelose simples — Cclonias circulares, lisas, regulares, branco azuladas
sem umbilicacdao central, nao se notando diferenca entre a orla e a parte cen-
tral (vide Estampa n." I).

Gelose sangue — Colonias circulares, lisas, brilhantes, regulares, branco-
azuladas, sem umbilicacao central, nao se notandc diferenga entre a orla e a
periféria. Nao se nota hemolise do meio.

Gelose-bile — Proliferacao abundante em 24 horas, com colénias peque-
ninas (0.5 a 1,0 mm.), brilhantes, circulares, lisas, regulares, branco-esverdi-
nhadas, sem umbilicacao.
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Fig. o Fig. 6
Metafotomicrografia da Pastcurella in- Fotom.crogralia da Pasteurella inter-
media. 2.600 aumentos. Forma classica. media. 1.200 aumentos,

I’ercebem-se em algumas bactérias as
o anulacoes.,

Gelatina — A sementeira em picada da colénias circulares, com cérca de
0,25 a 0,5 mm. de diametro, amareladas, nao liquefazendo o meio, nem produ-
zindo gases.

Batata — Nao prolifera.

Leite tornezolado — Acidifica ligeiramente em 24 horas, alcalinizando pos-
teriormente, sem coagular o meio.
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Caldo simples — Turvacao geral do meio, sem formacao de pelicula ou
sedimento.
Caldo Peptonado — Turvacdo do meio, sem produzir pelicula ou depésito.

Caldo com bile — Turvacdo, com ligeiro depésito ndo aderente ao fundo

e auséncia de pelicula na superficie externa.
Endo — Prolifera sem acidificar o meio. Colénias pequenas, regulares,
brancas-azuladas.

Loeffler — Proliferacao abundante, cremosa. branco-amarelada, brilhante,
colénias pequenissimas.

injeciio de cultura da Pastewrella in cermedia. Reacio testicular com edema local,

Iostampa N.° 2 — Cobao n.© 4 .885 Secundo dia de reacao térmica, apos a
, :
|
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CULTURA EM ANAEROBIOSE:
Tubo de Vignal — Nao prolifera.

Caldo com parafina ~ Prolifera, turvando o meio com pouco sedimento.

PROPRIEDADES BIOQUIMICAS:

A¢do sobre os glucides — Fermenta, sem produzir gases, os sequintes acti-
cares: Glicose, Galactose, Dextrose, Inolina, Maltose e Manita. Nio fermenta,
nem produz gases: Lactose, Sacarose, Salicina, L. Arabinose (prolifera neste
meio). Fermenta fortemente o d. Sorbitol, ndo produzindo gases.

Agdo sobre os protides — Acidifica e posteriormente alcaliniza o leite tor-

nezolado, sem provocar coagulagio. Nio liquefaz a gelatina. Coagula os meios
com séro. Nado produz hemélise. Nao produz acetil-metil-carbinol.

Indol — Nao produz Indol.

Ac¢ao redutora — Escurece o meio de gelose com sulfato de chumbo. Nio
reduz nitratos a nitritos.

PROPRIEDADES BIOLOGICAS:

Foi experimentada a patogenicidade desta bactéria nos seguintes animais:
cobaio, coelho, gato, cdo, gamba, camondongo cinzento, rato branco, morcego,
galinha, pombo, canéario da terra, tico-tico e rhesus.

COBAIO — (Cavia porcellus. Vide graficos ns. 6 e 7) — Este animal
inoculado por via intra-peritonial ou subcutdnea, mesmo com 0.4 de alca de
platina, mostra-se sensivel, apresentando apés 48 horas de regra e 24 horas
excepcicnalmente, uma elevacio térmica, atingindo as vézes 41°0 C. ou mais,
perdurando a febre de 3 a 8 dias, acompanhado de reacio testicular, as vézes
Intensa e constante (vide Estampa n.° 2). Quando a morte do cobaio é ra-
pida, pela viruléncia da bactéria, em 4 dias, nao ha ataque visivel ao testi-

culo, porque a orquite ndo chega a exteriorizar-se, terminando com a morte do
animal.

Os achados da necropsia sdo: derrame sero-purulento no peritdbnio, com
peri-hepatite e peri-esplenite, aumento dos ganglios mensentéricos, hepatite e
esplenite, congestdo dos rins e capsulas supra renais, testiculos, pulmdes geral-
mente limpidos e bem arejados. Auséncia de nédulos ao nivel dos pulmées ou
do periténio. Em alguns casos, ha dilatacdo do coracdo e aderécias pleurais.
A bactéria nao atravessa a pele raspada do cobaio, como se opera com a P.
pestis. '
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Coelho — (O. cuniculi) — Dois coelhos, inoculados por via peritonial,
morreram 72 horas apés, com esplenomegalia, auséncia de derrame, nédulos
ou infartamento dos ganglios na cavidade peritonial. Coragao bastante aumen-
tado de volume e, em um déles, enorme derrame pleural.

Gato — (Felix domestica) — Inoculada por via peritonial, morreu 23
dias apds, com enorme esplenomegalia, ligeiro derrame seroso do periténio,
ouséncia de nédulos em qualguer 6rgao, pulmdes claros ¢ limpidos.

Cao — (Canis familiaris) — Inoculado por via peritonial, nada apresen-
tou de notavel, resistindo & prova.

Gamba — (Didelphys marsupialis) — Inoculados por via peritonial, re-
sistiran.

Camondongo Cinzento — (Mus musculus) ~—~ Morte, apds 72 horas.

Rato branco — (Mus norwegicus) — Morte apos 72 horas, com espleno-
megalia, foco de congestao no escroto.

Morcego — (Hemiderma perspicillatum) — Foram inoculados 4 morce-
gos, por via peritonial. Mortes entre 48 horas, com ba¢o pouco aumentado e 9
dias com esplenomegalia, reacao testicular, auséncia de derrames.

L

(Galinha — (Gallus domesticus) — Sobreviveu a prova.

Pombo — (Columbus domesticus) —~ Morte, apés 48 ou 72 horas, sem
nada apresentar de notavel, tendo sido insulada a bactéria do coragao.

Canario da terra — (Sycalis flaveola) — Inoculados 3 canarios, Morte,
48 ou 72 horas apds, nada apresentando de notavel.

Tico-tico — (Brachyspiza capensis) — Inoculadas 2 aves. Morte apds
48 horas a 6 dias, tendo apresentado diarréia.

Rhesus — (Macacus rhesus, Macaca mulatta, Silenus rhesus) — Inocula-
do por via peritonial, com 4 cc. de uma suspensao de cultura de 24 horas em
agar simples (1,5 alca de platina em 4 cc. de soro fisiolégico), apresentou,
apds 48 horas, temperatura de 40°0C., pelos arrepiados, triteza, sendo sangra-
do 48 horas apés a inoculacao infectante e com 1 cc. de sangue total foi inocu-
lado um cobaio n.° 4.673, o qual morreu, apds 9 dias, com esplenomegalia.
Nos dias seguintes, o estado geral do macaco melhorou, voltando o apetite e
normalizando-se a temperatura. Nos 16.°, 21.°, 26.° dias, se colheu sangue do
rhesus, para provas de aglutinacdo com a bactéria em estudos, tendo dado os
sequintes resultados: 1:10.240, 1:163.840 e 1:20.480 respectivamente. Dois
cobaios inoculados por via peritonial com 5 cc. de séro, com o poder aglutinan-
te de 1:20,480, foram no dia imediato injetados pela mesma via, com suspen-
pensao de bactéria, cultura de 24 horas. O quadro térmico mostrou-se tipico,
bem como as lesdes encontradas a necrépsia. Este soro, altamente aglutinante
para bactéria, ndo protegeu o cobaic contra a mesma. De tcdos os animais para
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os quais a bactéria foi patogénica, insulamos pura em 1 repique a Pasteurella
intermedia do coracgao, baco, figado e do sistema nervoso central. '

FILTRACAO

2 cc. da emulsdo de cultura de 24 horas da Pasteurella intermedia, em
agar-agar, foram préviamente inoculados, via intraperitonial, no cobaio 7.577
e um pouco semeada num novo tubo de agar testemunho. O cobaio reagiu tipi-
camente e morreu no fim de 7 dias, com lesdes tipicas e a cultura foi positiva
para Pasteurella, no fim de 24 horas, na estufa a 37°.

A outra parte da emulsdo bacteriana foi filtrada em vela Chamberland B.,
apresentando-se o filtrado com o aspecto de “agua de rocha”, o qual foi se-
meado em agar simples e agar-sangue, sendo inoculados 2 cc., via intra-perito-
nial, no cobaio 4.784. Obtivemos-raras colénias insuladas da Pasteurella. na
sementeira do filtrado e o cobaio sobreviveu. Certamente a quantidade da bac-
téria que passou no filtro Chamberland B., a quantidade e as formas nao foram

suficientes para reproduzir a moléstia experimental do cobaio.

RESISTENCIA E VIRULENCIA

E sabido que a viruléncia das Pasteurellas pode ser aumentada considera-
velmente, pela passagem em animais. Hutyra cita a P. avicida que, pelas pas-
sagens sucessivas, pode matar cobaios, diluidas a 1/100.000.000. Mas nos
meios comuns de cultivo, de regra, elas perdem e perdem rapidamente, quase
completamente, a viruléncia.

- ]

Uma das caracteristicas da Pasteurella intermedia é justamente e também
o seu alto poder patogénico para quase todos os animais comuns de laboraté-
rio, mesmo apds um longo tempo de conservacdo, sem passagem por animal,
nos meios comuns de cultura, & luz e temperaturas comuns de laboratério, até
33 meses (época déste trabalho). Ela morre em 5 minutes, a temperatura de
- 60° C. e resiste, em suspensdo no séro fisiolégico, a temperatura proxima de 0°
(Frigidaire), durante 70 dias, matando ainda apés ésse tempo o cobaio, com
lesGes tipicas, das quais se insula pura a bactéria. No sistema nervoso central
dos animais mortos com a moléstia experimental e mantido nas vizinhancas de
0° C., a Pasteurella intermedia é conservada viva e virulenta durante 34 dias,
ap6s o que ainda mata cobaios com lesdes caracteristicas, delas se insulando o
micrébio, em culturas puras. Esta conservacdo pelo resfriamento seria ainda
outra causa que concorreria para o nosso érro de supormos a presencga do virus
do Tifo Exantematico Neotrépico, o qual, de regra, no laboratério, se mantém
pela conservagao do sistema nervoso central dos animais mortos pela moléstia

experimental, em temperaturas proximas de 0° C. Um cobaio de 400 grs. morre
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certamente com 0,4 de alca de platina de uma cultura de 24 horas em agar a
37° C. da Pasteurella, quando injetada por via peritonial.

0,01 de alga de platina de uma emulsao em soéro fisiolégico, de uma cultu-
ra de 24 horas a 37° C. no agar, mata em 6 dias um cobaio de 280 grs., via
intra-peritonial, com o seguinte gqaudro térmico, cobaio n.°® 4.694: ........
39,0/39,5/40,2/40,5/39,5/+. Necropsia: Congestao intensa dos rins, capsulas
dos rins, capsulas supra-renais e peritdénio. Enorme esplenomegalia, peri-hepa-
tite e peri-esplenite. Cultura pura dos 6rgaos.

0,000.01 de alca de platina da mesma cultura ainda é capaz de fornecer
culturas esparsas no agar e matar, quando a diluicao ¢ injetada no periténio do
cobaio, com o sequinte grafico térmico, apenas alongando o tempo de incuba-
cdo: cobaio n.” 872 (vide graficos ns. I e 1I).

Gratico n,” 1

Gl
b

=
et
—

-
=
s S s
e
==
S = . - — e

Peri-esplenite. Baco forte-
mente aumentado. Con-
gestao visceral renal e das
capsulas suprarenais. Con-
gestao dos testiculos,

Derrame sero-purulento no
paritonio. Reinsulamos a
bactéria dos orgaos,

C
78957

872

Inoculada via inter-perito-
nial com 0,000,01 de alga
de platina de uma cultura
de 24 horas em agar a 5"
11"!“~ a2 conservacao durante
29 meses da PP, intermeéedia
pela repicagem  nos meilos
comuns de cultura. Note-se
o alongamento da incuba-
cao. l.esOes tipicas. Rein-
sulamos a  bactéria dos
organs,




Magalhaes e Rocha: Pasteurellas

Pastéurella Intermédia.
Inoculacdes em cobalas
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E preciso assinalar que a bactéria mata 100% dos cobaios, durando a incu-
bacdo 2 a 3 dias e a evolucdo moérbida posterior, febril, variando em durabili-
dade de 3 a 6 dias. A febre nos cobaios é sempre muito alta. S6 conseguimos
ver escapar 2 cobaios inoculados, alias, com o sistema nervoso central de ou-
tras mortas pela bactéria, e que devia conter o micrébio. Alids ésses dois cobaios
de ns. 4.805 ¢ 7.084, reinoculados posteriormznte com a raca VB do Tifo
Exantemat:co Neotrépico no Brasil, morreram com reacao e leseds tipicas da
mcléstia experimental désse virus.

E preciso assinalar mesmo que, no preparo de sdros aglutinantes em coe-
lhos, para a Pasteurella intermedia, tivemos que abandonar a técnica da inocu-
lacdo de culturas vivas apds as mortas, porque nao conseguiamos fazer com
que os coelhos resistissem convenientemente as inocula¢des do germe vivo. Um
ccelho com 1 quilo e 200 grs., inoculado com 0,06 de al¢a de platina de cultu-
ra de 24 horas da Pasteurella intermedia, via subcutanea, mrore rapidamente,
entre 2 a 3 dias, ainda quando antes tenha recebido, em espagos convenientes,
5 doses crescentes de cultura morta de bactéria.

IMUNIDADE

Producdo de anticorpos

-~

O sdéro dos animais sensiveis aglutina em altos titulos a bactéria. Essa é
mesmo uma das diferencas capitais, que coloca a parte, no grupo das Pasteu-
rellas, a marsupialis e a infermedia. O s6ro dos coelhos e do macaco rhesus
aglutina fortemente a bactéria. Temos, alias, a impressao que estas duas Pas-
teurellas tém antigenos somaticos comuns ou muito préximos, se bem que ou-

tros caracteres bioldgicos, como veremos adiante, as separem completamente.

Vacinamos coelhcs com doses crescentes de culturas mortas da Pasteurella
intermedia. Os animais receberam de 4 en. 4, durante 32 dias, doses crescentes
da bactétia por via subcutéanea, iniciando-se as doses com 750 milhoes, até 12
bilhdes por 1 centimetro ctubico de emulsdo. No tim désse tempo, o séro désses
coelhos aglutinava a bactéria, a um para cinco mil {1:5.000).

A bactéria.viva produz muito maior reagac do organismo do que quando
morta. O macaco rhesus, como ja vimos, reagiu a infeccdo experimental pela
bactéria viva, via intra-peritonial, com febre e uma septicemia, o séro deu um
alto titulo aglutinante maximo de 1:163.000 (um por cento e sessenta e trés
mil), em 20 dias apéé a inoculacao infectante.

Este alto titulo caiu rapidamente. Com o objetivo de separar esta singular
Pasteurella, resolvemos tentar outras provas soroldgicas sabido como sao par-

cas e avaras, neste grupo, semelhantes reagdes de imunidade. Para isto, pre-
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paramos coelhos, inoculando culturas mortas de Pasteurella avicida e Pasteu-
rella marsupialis. Fizemcs também provas de aglutinacdo com a Saolmonela
Schottmiielieri e a Salmonela paratiphi, empregandc ns soros padrdes de alto
titulo aglutinante para essas tultimas bactérias, do Inst. Osv. Cruz do Rio de
Janeiro.

Finalmente tentamos ainda provas de fixagdc do complemento, emprega-
das qualitativa e quantitativamente com os soros anti-P., marsupialis, P. avicida
e P. intermedia.

Eis os resultados:

AGLUTINACOES

Coelhon.”1 — Soro anti-P. intermédia — Titulo aglutinante = 1/5.120

Coelho n.® 2 — Séro anti-P. marsupialis — Titulo aglutinante = 1/81.120
Ccelhon.® 3 — Séro anti-P. avicida — Titulo aglutinante = 1/80.

PROVA CRUZADA

Soro Bactéria Resultado
| Past. marsupialis . . ....... ... .. 1/10.240
N.” 1 — P. intermedia -+ | g
| | " avicida .. L. Negativa
[ Past. intermedia . . ............... 1/5.120
N.” 2 — P. marsupialis + 1
| " oavicda .. oL Negativa
| . Past. marsupialis . . ............... 1/40
N.” 3 — P. avicida + -
| " intermedia . . ....... ....... Negativa
| |
N.” 4 — P. intermedia -+ -+ S. Schottmilleri ... ........ ...... Negativa

N.” 5 — S. Schottmiilleri )
Do Inst. O. C. Rio r Past. intermédia . . ... .......... 1/40
Titulo = 1/10.000 ]

N.” 6 — S. paratiphi - }
Do Inst. O. C. Rio »  Past. intermedia . . ....... ....... Negativa
Titulo = 1/30.000 |

Com essas provas de aglutininas, a Pasteurella intermedia se insula das
demais e forma, com a marsupialis, um grupo bem definido dentro da tribu
Pasteurelieae, de acérdo ainda com as provas culturais e o poder patogénico
atras referidos.
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REACAO DE FIXACAO DO COMPLEMENTO

a) Qualitativa:

Preparados e dosados préviamente os antigenos, o complemento e o sdro
hemolitico, inativos os soros suspeitos que iamos dosar, tentamos as provas
com as respectivas testemunhas. Os antigenos eram culturas dessas bactérias
de 24 horas, em agar na estufa, a 37°, emulsionados em séro fisiolégico, mortas
pelo calor a 60° C.

ESPECIE DE SORO ESPEC. DA BACT. RESULTADO
1) P. marsupialis - P. marsupialis fort.™ positiva
a) direta 2) P. intermedia - P. intermedia fort.'® positiva
3) P. avicida -+ P. avicida + fracam.'® positiva
4) P. marsupialis P. intermedia + 4-4 fort.'® positiva
5) P. marsupialis P. avicida 0 negativa
6) P. intermedia - P. avicida -+ -+ fort.*® positiva
b) cruzada 7) P. intermedia -+ P. marsupialis | fort.*®* positiva
8) P. avicida P. marsupialis fort.*® positiva
9) P. avicida 4 P. intermedia fort.*® positiva
b) Quantitativo:
Quantidade
Espécie de séro Espec. da bacf. Antigeno Resultado
1) P. marsupialis 4+ P. marsupialis 0,025 cc. - 44 fort.*® positiva
a) direta 2) P. intermedia -+ P. intermedia 0,025 cc. positiva
3) P. avicida P. avicida 0,025 cc. positiva
4) P. marsupialis 4+ P. avicida 0,1 5 cc. ++4+-++ fracam.'® posit.
5) P. marsupialis 4+ P. avicida 0,025 cc. 0 (negativa)
6) P. intermedia 4 P. marsupialis 0,02 cc. O (negativa)
b) cruzada 7) P. intermedia -4 P. intermedia 0,025 cc. positiva
8) P. avicida -+ P. marsupialis 0,025 cc. [ fort.”® positiva
9) P. avicida <+ P. intermed:a 0,025 cc. ++++ fort.'® positiva

As provas quantitativas orientam a separac¢ado das bactérias. A Pasteurella
marsupialis e a intermedia tém certamente antigenos somaticos miiltiplos e
comuns, que explicam essas colixac¢des, sendo porém, maiores na intermedia.
O antigeno da P. avicida é um poliedro bem mais complexo que o das duas
primeiras.

O s6ro do animal convalescente da moléstia provocada pela bactéria, nao
protege os animais sensiveis contra a mesma. Com o séro do rhesus n.° 1,
intectado e ja convalescente, no 26.° dia da moléstia e que aglutinava a bactéria
a 1 para 20.240, fizemos as seguintes provas:
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COBAIOS 4.649 e 7.075 — Foram inoculados, via subcutanea, a 2 de

marco de 1943, com 5 cc. do séro do rhesus n.° 1. No dia 3 de
marg¢o de 1943 foram reinoculados, via intra-peritonial, com
emulsao em soOro fisioldgico da Pasteurella intermedia con-
servada, pelos replantios de laboratérios em agar-agar, duran-
te 6 meses, sem passagem por animal.

Temperaturas do cobaio 4.649: 39,2/39,1/40,2/40,8 /41,
2/41,0/40,8 /41,0.

Sacrificado. Lesoes tipicas. Reinsulou-se a bactéria.

Temperaturas do cobaio 7.075: 39,0/39,22/40,5/41,0/40,8.

Os animais imunes ao virus do Tifo Exanteméatico Neotrépico no Brasil
nio o sido para Pasteurella intermedia.

Exemplo:

COBAIO 4.875 —Inoculado com o virus VA,.

Temperaturas: 38,8/39,5/39,2/38,8/39,2/39,0/39,2/39,2/..
39,5/39,2/38,8/29,1/38,8 /38,8, Alta. Ficou 7 dias em obser-
vacao. Foi reinoculada com virus raca VB e observado du-
rante 23 dias, sem que tivesse qualquer alteracio térmica.
Alta. Em observacdao durante mais 7 dias. Reinoculado, no
fim désse tempo, com a Pasteurella intermedia, via intrape-
ritonial, apresentou as temperaturas seguintes: 39,0/39,0 ..
39,0/40,0/41,2 morte. Reacgao testicular, esplenomegalia, con-
gestao peritonial, renal, das capsulas suprarrenais, etc. Rein-
sulou-se a bactéria.

ANATOMIA PATOLOGICA

A Pasteurella intermedia provoca em animais sensiveis uma septicemia,
com alteracdes principalmente congestivas em todos os drgios e formacio, nao
raro, de micro-abcessos. Nao é excecdao encontrarmos pequenas hemorragias
nos parénquimas do. baco, figado, testiculos, etc. O processo congestivo é en-
contrado, com certa acentuagdo, em todo o peritdnio parietal e visceral, nos
rins, nas capsulas suprarenais, nas al¢as intestinais, etc. ¢ em todo o sistema
nervoso central. A esplenomegalia é as vézes, notavel pelo tamanho do érgao,
mas em todos os casos ela estd presente. Os pulmdes podem apresentar-se
livres de qualquer modificagcdo patolégica ou demonstrar & presenca de focos
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ccngestivos. Os testiculos, nos machos, apresentam-se volumosos, congestos,
as vézes edemaciados, com aderéncias da vaginal. Nao ha formagao aparente
de pus, mas pode haver placas de necrose no escroto. O exame microscopico
dos o6rgaos confirma ésses achados da morfologia. O bago apresenta, aléem
de uma constante periesplenite aguda (vide microfotogratia n.” 8), uma ver-

’ R 5
b
a«
&
Fig. 7
Fotomicrografia da Pasteurella intermedia. Aspecto

classico da Pasteurella., 2.000 aumentos.

dadeira esplenite, com congestido extensa e intensa do 6rgao, infiltracao de
polimorfo-nucleares e numerosas bactérias no parénquima esplénico. Tem-se
a impressao, em alguns casos, de um infarte do bago. O figado esta sempre
intensamente hiperemiado e pode apresentar, além de uma infiltracao gral de
polimorfos nucleares, verdadeircs micro-abcessos bem delimitados, com nu-
merosas bactérias de permeio (vide microfotografias ns. 8, 9, e 10). Em
muitos animais, ha uma miocardite intersticial de foco. Os pulmoes podem de-
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mcnstrar um espessamento das trabéculas alveolares, com intiltracoes delimi-
tadas e as vézes, edema. Os cortes dos testiculos mostram os 6rgaos muito
congestos e edemaciados. Nao parece haver moditicagao na espermatogénese.
Os canais do epididimo encontram-se cheios de espermatozéides perfeitos. Ha

Fig. S
Laco do cobaio n.© 7.997. 150 aumentos. I&splenite
e periesplenite pela Pasteurella intermedia.

espessamento e infiltracao da vaginal. Ela contém enorme quantidade de exu-
dato fibrino purulento que invade também a parede do escroto (microfoto-
grafia n.* 11).

O exudato é formado, principalmente, de polimorfo nucleares, tibrina, cé-
lulas da serosa, abundantes bactérias com o caracteristico morfolégico de Pas-
teurellas, intra e extra-celulares, além de outros micrébios de infeccao secun-

daria e em menor numero.
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CHAVE PARA SEPARAR A PASTEURELLA INTERMEDIA

Quadro comparativo das germinag¢des, [ermentacGes e poder patogénico

) >
)
= s ©
ESPECIE DA BACTERIA E E E = E E o @
= | 2 S(E|E|S|E| = | E |8 | & 5 S :
2 &l | 2|5 |2|5|2]| 8| &8 | S z - &
= ZlmlEtrtalslala] = . T o O < )
. J _I . } ‘“_: N ! .
P.avienvda................ o |+ ([4+] 0] O O+ ]| O + 0 |nt 0 -+ A -+
P. Pestis....... ... e 0 o| 0|+ | —|— 1| O Aad. | n. L. — — A -+
+ +++ |+t |+
P. marsupialis.... . ... .. .. 0 + 0] + ol + |+ |+ | + | Aad. 0 +-+ | Rt. A A
Acid.| + -+ | |
P. intermedia. . ........... +~+ | 0|+ |+ |n O+ ] 0|+ | AL |n 1. [ O Rt. A A
+ +
P. pseudo tuberculosis. .. .. A F ol 4+ | — |+ +1+ 1|+ |+ | Ale. -+ 0 f. n. A A
+ +
P. bolligerr......... .. o [+ |+ 0] O] 2?2 |+ ! —]|— 0 — — ? A A
CONVENCOES:
Al — alcaliniza
A — acidifica
A + Al = acidifica e alcaliniza posteriormente
R.t. — reacao testicular
A 4+ — fraca diluicao
— A ++++ = forte diluicao
0 — nao prolifera ou nao é patogenico
 — fraco poder patogénico ou prolifera
+++4+ — forte poder patogénico
f n. — formacao de nédulos
n.l. — nao liquefaz
+ n — prolifera e ndo altera o meio
?

*

ignorado.
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De acordo com Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, Fith
Edition de 1939, o quadro para a classiticacao de Pasteurella intermedia, sera
o seguinte, com a nossa modilicacao:

Fig. 9

Figado do cobaio n.© 40, 150 aumentos Microabcecesso
epatico,

II — GENERO DE PASTEURELLA

Cresce em meios ordinarios, cresce no leite.

a) Imoveis, nao flagelados a 18-26". Nao age ou acidifica ligeiramente o
leite, sem produzir coagulos.

I — Produz H*S e Indol — Nao cresce em bile. Fermenta o Sorbitol. Tem
fraco poder em formacao de aglutininas.
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“ig. 10
ado do cobaio n. 7.997. 150 aumentos. Congestao e infiltracao difusao
orgao,

Fig. 11
Testiculo de cobaio. Corte ao nivel do epididimo. Vém-se os canais
cheios de espermatozoides, as paredes espessadas da vaginal e o
exudato ifbrino purulento no interior da serosa. No meio do exudato
hia abundantes formas de Pasteurellas, intra e extra celulares,

do
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P. avicida
P. muricida
P. cuniculicida

P. suilla
P. bollingeri.

N BN =
N N S N S

II — Produz Indol. Nao produz H*S. Cresce em bile. Fermenta o Sor-
bitol. Tem forte poder em formagao de aglutininas.

6) P. marsupialis

[II — Nao produz Indol. Nao produz H2S. Cresce na bile. Nao ferman-
ta o Sorbitol. Tem fraco poder em formacdao de aglutininas.

7) P. pestis

B 1) Mbveis. Flagelados ou ndo a 18-26°. Produz H*S. Leite alcalino.
Nio produz Indol. Cresce na batata. Tem fraco poder em for-
macac de aglutininas.

8) P. pseudo-tuberculosis.

B 2) Moéveis. Nao produz Indol. Acidifica e depois alcaliniza o leite.
Fermenta o Sorbitol. Prcduz H®S. Cresce na bile. Nao cresce na
batata. Tem forte poder em formacgdo de aglutininas.

9) P. intermedia.

B 3) Nao cresce em meios ordinarics e nao prolifera no leite.

10) P. tularensis.

HOSPITAL CICERO PEREIRA

29 de Setembro de 1941 — 16 horas.
Nome: M. L.

Brancc, com 54 anos, brasileiro, vacinado.
Santa Casa (Clinica do prof. Balena).

Deu entrada neste hospital sem qualquer informacdo a respeito de sua
dcenca. |

Doente em estado pré-comatoso, extremidades cianozadas, discreta hipe-
restesia muscular, exantema petequial discreto (?), (como picada de pulgas)
ao nivel das espaduas, abdome e nadegas, lingua larga e séca, com grossa
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camada de saburra branca. Abdome deprimido, flacido, figado e baco nao pal-
paveis, bulhas cardiacas abafadas; pulso fino, rapido, abundantes estertores
de bronquite em ambos os hemitorax.

Temperatura: 39. Pulso: 120 .

Diagnéstico: Caso suspeito de Tifo Exantematico.

NECROPSIA DE M. L.

2 de outubro de 1941.
Morte & 1 hora da manha. Necrépsia a 1 1/2 da tarde.

HABITO EXTERNO

Cadaver de adulto do sexo masculino, em completa rigidez cadavérica,
ae cor branca, em regular estado de nutricdo. Cabelos e barba grisalhos. Cor-
neas opaciticadas e pupilas igualmente dilatadas. Dentes em péssimo estado
de conservacido. Pescoco ndo deformado. Abdome com cicatriz umbilical de-
formada e ligeiramente abaitilado. Livores cadavéricos nas reqides em declive.
Nao se observa exantema. Pelas cavidades naturais nada saia.

HABITO INTERNO

Cabeca — Retalhos do couro cabeludo e abébada craneana sem coisa
digna de nota. Dura-mater aderente a calote. Seio longitudinal superior con-
tendo coagulos crudricos. Seios da base do craneo contendo coagulos crudricos.
Vém-se as meningeas moles do hemisfério esquerdo e préximo a cisura inter-
hemisférica, pequenas granulag¢des brancacentas, ao nivel do lébulo parietal.
Aos cértes nada foi possivel apreciar. No hemisftério direito, ao nivel também
do lébulo parietal, sz viam granulagbes semelhantes, em nimero muito me-

nor. Consisténcia geral: diminuida. Péso do encéfalo: 1.190 grs.
INCISAO MENTO-PUBIANA

Paniculo adiposo subcutdneo regularmente desenvolvido. Misculos com
cor vermelha e com brilho diminuido. Alcas intestinais destendidas pelos ga-
ses. O figado nao excede o rebordo costal. Levantando o plastrdo costal, vé-se
descoberta a area cardiaca. Saco pericardico contendo cérca de 5 cc. de liquido
amarelo citrino, sem grumos. Aderéncia pleurais a direita e a esquerda.
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LINGUA E ORGAOS DO PESCOCO

Lingua saburrosa. Amigdalas ligeiramente salientes, dando saida, pela

expressao, a massa brancacenta. Mucosa do eséfago palida. Traquéia e gros-
sos brénquios contendo pequena quantidade de catarro. Mucosa palida.

Tirdide: ndo aumentada. Ao corte, de co6r marron.

Pulméao direito, com 840 grs. Pleura com vestigios de aderéncia. Pela
palpacao, notam-se zonas endurecidas ao nivel do apice ¢ todo bordo poste-
rior. Aos cortes, viam-se nestas zonas: vastas areas de co6r vermelho carrega-
do, apresentando-se em torno do pequeno bréonquio, de onde escoava catarro.
Estas areas alternam-se com outras, de cdr vermelho vivo.

Pulmao esquerdo: ccm® 770 grs. Pleura com vestigios de aderéncia. Pela
palpacao, sente-se todo o bordo posterior endurecido. Superficie de cérte com
aspecto semelhante ao do direito.

Coracdo: com 280 grs. Endccardio fino e liso. Miocardio de cor verme-
lha. Espessura na base do ventriculo esquerdo: 1,3 e no direito 1,5 cms. Nada
de particular se nota ao nivel dos orificios valvulares. Pericardio com peque-
na sobrecarga de gordura. Tunica interna das coronarias com placas amare-
ladas, ligeiramente salientes. Paredes das artérias bastante endurecidas. Tni-
ca interna da aorta com numerosas placas amareladas, ligeiramente salientes.

Figado: Pesando 1k,480 e medindo 26,5 x 19 x 9 cms. Capsula com ves-
tigio de aderéncia com o diaflragma. Aos cortes, é de c6r marron e apresenta
area que lembram o aspecto da noz-moscada. Vesicula biliar contém liquido
amarelo-esverdeado. Paredes delgadas.

-

Baco: Pesando 160 grs. e medindo 10,5 x 8 x 4 cms. Capsula aderente a
parede e destacada com alguma polpa. Superf?cie de corte de cor vermelha
vinhosa, deixando ver traves brancacentas, em delicado pontilhado branco. A
raspagem destaca escassa quantidade de polpa.

Rim direito: Medindo 11 x 6,5 x 3,5 cms. e pesando 140 grs. Facilmente
decorticavel. Na face anterior, se vém pequenas cicatrizes deformadas. Ao cor-
te, distinque-se bem a medular da cortical. Cortical résea avermelhada e me-
dular rosa-avermelhado. Mucosa do calice e bacinete lisa e brancacenta.

Rim esquerdo: Medindo 11 x 8 x 3,5 cms. e pesando 150 grs. Decorti-
cacao facil. Aspecto semelhante ao do rim direito. Mucosa da bexiga de cor
branca amarelada.

Supra-renais: Direita medindo 5,5 x 2,7 x 1 cms. Esquerda medindo
5 x 7,2 x 1. Aspecto interior e exterior nada digno de nota, distinguindo-se bem
medular da cortical. Consisténcia amolecida.
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Estomago e intestinos: Nada digno de nota.

Diagndstico anatomo-patoldgico: Bronco-pneumonia. O exame histo-
patolégico comprovou os dados da morfologia. Nos preparados foram vistas.

bactérias, com a morfologia das Pasteurellas, principalmente nos focos de
bronce-pneumonia.

Agradecemos a Sta. Conceicdo Fernandes as fotomicrografias que ilus-
tram o presente trabalho.

RESUMO

Os autores descreveram uma nova bactéria — Pasteurella intermedia

n. sp., obtida pela inoculacdo em cobaio de 2 cc. de sangue total de um indivi-
duo morto de bronco-pneumonia e suspeito de ter a fcrma grave de Tifo exan-
tematico neotroépico. |

Tém a impressao que a Pasteurella marsupialis e a P. intermedia, consti-
tuem um grupo a parte, bem definido, dentro das Pasteurellas. Muito peque-
nas, de grande e persistente poder patogénico para cs animais comuns de
laboratério, mesmo quando as amostras das bactérias sdo conservadas pelos
replantios em agar-comum, na temperatura e iluminacido comum em labora-
térios, durante anos. Estas duas Pasteurellas, ao contrario das demais, tém
o alto e inconfundivel poder antigenico, para a formacao de aglutininas e fixa-
cao do complemento e dio com constancia uma ‘‘reacao testicular’”’ em cobaios
machos, quando injetadas pela via intra-peritonial, febre alta, esplenomegalia
constante e as vézes notavel, prestando-se a confusdo para o diagnéstico dife-
rencial e experimental com a raca VB do Tifo exantematico neotréfico no
Brasil (Moléstia de Pisa, Gomes e Mayer).

SY NOPSIS

The authors have described a new bacterium — Pasteurella intermedia,
n. sp. obtained by inoculating a guinea-pig with 2 cc. of total blood from an
individual who died from bronco-pneumonia and suspected of having a seriou
form of neotropic exanthematic Typhus.

They have the impression that Pasteurella marsupialis and Pasteurella
intermedia constitute a distinct and well-defined group among the Pasteurellas.
Very small, having a great and persistent pathogenic power over the usual
laboratory animals, even when the specimens of the bacteria are preserved for.
years by replanting in common agar in the common temperature and illumina-
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tions of the laboratory. These two Pasteurellas, contrary to the others, have a
great and. unmistakable antigenic power for the formation of agglutinins and
fixing of the complement and constantly give a testicular reaction in male
guinea-pigs when the injection is intraperitonal, high fever, constant and some-
times notable esplenomigalia causing confusion for an expermental and ditfe-
rential diagnosis with the VB race of neotropic exanthematic Typhus in Bra-
sil (Disease of Pisa, Gomes and Mayer).
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