Epizootia estreptococica em cobaia
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Em um lote de 58 cobaias inoculadas com Leishmania enrietti, agente
etiologico da leishmaniose espontanea da cobaia, 8 delas, a partir de
agosto de 1948 até fevereiro de 1949, apresentaram uma doenca intercurrente,
sem nenhuma relagao aparente com a doenca experimental, sobrevindo, as
vézes, em animais nos quais as lesdes leishmanidticas ja se achavam em

regressao.

1) ASPECTOS DA DOENCA

A doenga se manifestava pelo aparecimento de lesées cutaneas puru-
lentas, localizadas ora na regiao cervical, ora na axilar, ora na inguinal, ora
na parede anterior do abdémen.

Eram elas facilmente reconheciveis pela palpacido, sob a forma de areas
de empastamento, ou entao de nédulos, pouco méveis sob a pele.

No fim de certo tempo, a epiderme se ulcerava a seu nivel dando
saida a pus cremoso, comunicando-lhe um falso aspecto de necrose de

caseificacao.

A necropsia revelou que a inflamagdo supurada tinhz, como ponto de
origem, uma linfadenite aguda purulenta.

Varios animais suportaram a doenca relativamente bem. nio apresen-
tando, como sintomas dela dependentes, senio o processo cutaneo purulento,
o qual mostrava tendéncia natural para a regressdo. Outros, porém, sucum-
biram em conseqiiéncia de peritonite aguda fibrinopurulenta e de abcessos
multiplos de figado.

Em agosto de 1949 surgiu espontaneamente, entre as cobaias do biotério
do Instituto Oswaldo Cruz, Secio de cobaias importadas dos Estados
Unidos, uma doenga sob forma epizoética, caracterizada por linfadenite sub-
maxilar, com aumento de ganglio linfatico geralmente tnico, ao lado de outros
menos crescidos, ou entdao com aumento simultaneo de um grupo de ganglios.
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A linfadenite progredia, chegando a supuracao, dentro de 4 a 5 dias, dando
saida a um puas amarelado, de consisténcia xaroposa, resultando numa

fistula permanente até a morte do animal. Outras vezes havia regressio es-
pontanea da doenca.

Frequentemente, as articulagdes das quatro patas, ou somente das
anteriores, se apresentavam tumidas, nao sendo raras as complicacoes arti-
culares que dificultavam ou mesmo impossibilitavam, de qualquer modo, a
marcha do animal. Outras vezes, a tumefacdo articular era a tinica mani-
festacdo presente, existindo, assim, uma poliartrite pura.

Na Secao onde apareceu a doenca, morreram, ao todo, 18 cobaias.

As pesquisas bacteriolégicas que passamos a enumerar, de agora em
diante, foram praticadas em animais pertencentes ao grupo mantido no
biotério, ou seja em cobaias que nao haviam sofrido nenhuma inoculacao.
As lesdes supuradas cutdneas eram perfeitamente semelhantes as que ante-
riormente haviamos surpreendido no lote de animais com inoculagao expe-
rimental por agente etioldgico diverso e acima referido.

2) AGENTE ETIOLOGICO

O esfregaco do liquido articular nao revelava a existéncia de germens.
mas nas semeaduras vegetaram estreptococos em cultura pura, com os
caracteres adiante referidos.

No pis do ganglio, ao contrario, encontrava-se, ao exame bacterios-
copico, uma flora variavel, de cocos Gram positivos e bastonetes (Gram
negativos. A semedura do pus ganglionar em caldo e em agar-sangue deu
sempre crescimento a bactérias identificadas aos géneros Staphylococcus,
Pasteurella, Corynebacterium, e numerosas colénias de menos de 1 mm. de
diametro, lisas, arredondadas, de bordos regulares, nao aderentes ao meio,
envoltas por um halo de hemdlise, analogas as que se desenvolviam nos
meios semeados com liquido articular, referido acima. Esfregacos sobre
lamina mostravam-nas constituidas por cocos em cadeia, de 4 a 20 e mais
elementos, Gram positivos.

Isolamos sempre, em cultura pura, éste germe, quer de ganglio linfatico
entumecido, quer do liquido de artrite.

Provas de inoculagdo com as diversas bactérias isoladas mostraram que
o quadro patolégico acima referido s6 era reproduzido pelos estreptococos.

Por essa razao, somente éstes foram estudados de modo completo, com o fim
de bem identifica-los.
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O uso da sulfanilamida, adicionada diariamente a raciao, na dose de
10 g para 3 k de racdao, durante 30 ds., a todo o lote, fez cessar dentro
em pouco, a epizootia.

O agente causal apresenta-se sob a forma de cocos, dispostos aos pares
ou formando cadeias de 5 a 20 elementos, em forma de diplococos, com faces
opostas apagadas, Gram positivos, imoveis, capsulados.

Semeados em caldo simples produziam turvacdo, formando depdsitn
viscoso, desfeito pela agitacao forte.

Agar sangue — Cresciam em colonias branco-acinzentadas, nao aderentes
ao meio, apresentando superficie lisa, brilhante, bordos reqgulares. Formava-se,
em torno da colénia, um circulo de hemélise completa, do tipo beta, envolto
por um outro, de hemdlise parcial.

Gelatina — Cresciam, sem fundir o meio.

Leite tornasolado — Acidificavan-o, coagulando-o lentamente (4 dias) .
Algumas amostras apenas o acidificavam, sem coagula-lo.

Bile — Nao lisavam, na bile a 10% . Cresciam em agar com bile a 10%,
mas nao o faziam em agar com bile a 40% .

Nao produziam acetoina, ndao reduziam nitratos a nitritos, nao reduziam
o vermelho neutro.

Fermentavam, sem producao de gas, a dextrose, qalactose, sorbitol, mal-
tose, manitol, salicina (fracamente), esculina, maltose, lactose, e sacarose.
Nao fermentavam a arabinose, ramnose, glicerol, inositol, dulcitol, adonitol, e
trealose. Nao hidrolisavam o amido.

Nao dissolviam o plasma coagulado, significando isso que ndo possuiam
estreptolisina.

Prova da redutase, negativa.
Nao hidrolisavam o hipurato de sédio.
Morriam quando expostos a temperatura de 60° durante 30 minutos.

Nao cresciam a temperatura de 45°.

Acao patogénica — Cobaias inoculadas, por via sub-cutdnea com 0.5 ml
de cultura de 24 horas, a 37°, em caldo, mostraram doen¢a analoga a es-
pontanea, ou seja, linfadenite supurada, com formacao posterior de abcesso
e ulceragao cutanea. Inoculada a mesma dose, no periténio, determinava
peritonite aguda fibrino-purulenta, com extensido para a tiinica vaginal.
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Doses de 0.25 ¢ 0.5, por via sub-cutanea ou intra-peritoneal. determinavam
a morte de camundongos, em menos de 24 hs. Filtrados dessas culturas, nas

doses de 0.1, 0.2 e 0.3 ml, por via intravenosa, nio nroduziam nenhum sin~
toma nem lesdao, no camundongo.

O germe nao foi encontrado no sangue circulante dos animais infectados
natural ou artificialmente.

3) ALTERACOES PATOLOGICAS

O estudo microscépico de material colhido por ocasido da necrépsia de
uma cobaia morta, mostrou a existéncia de peritonite aguda fibrino-purulenta,
de linfadenite aguda supurada e de necrose e abcessos do figado.

Massas bacterianas sao vistas no lumen das veias centro-lobulares e
dos sinusoides do figado que lhes ficam mais proximos. Todo o Ilébulo
hepatico apresenta necrose de coagulagao, atribuivel, provaveimente, a agac
de toxinas produzida pelas bacterias localizadas nos vasos acima referidos,
as quais ter-se-iam difundido através de zona relativamente extensa do
[6bulo hepatico. O limite extremo da area de necrose é marcado por uma
infiltracao de leucocitos heterofilos. Sendo assim, apenas pequena porgao,
a mais préoxima dos espacos porta, contém células hepaticas nao necrosadas.

Nos ganglios linfaticos, ao lado de pequenas cole¢cdes de leucécitos hete-
rofilos, situadas no interior dos seios linfaticos medulares, encontra-se ex-
tensa area de necrose do exsudato purulento, sem duvida atribuivel, como
no figado, a acao de toxinas. O aspecto macroscopico de pus cremdso, se-
melhando, até certo ponto, necrose de caseificacao, encontra justificativa na
verificagcao microscopica, a qual assinala um exsudato inflamatoério purulento

com necrose quase total dos glébulos de pis.

O processo inflamatério agudo encontrado nos ganglios linlaticos, no
peritonio e no figado apresenta os caracteres habituais nessa variedade de

processo inflamatério agudo.

Um detalhe microscopico, contudo, pareceu-nos merecer maior consi-
deracao. Foi a grande capacidade de proliferacao dos fibrocitos, nos tecidos
vizinhos das areas em que se processava a inflamacao. Nao raro nota-se
a formacgao de um tecido densamente celular, constituido, exclusivamente, por
fibrocitos jovens, o qual pode penetrar e dissociar as fibras musculares dos
musculos adjacentes. Em fase anterior, verifica-se ativa mobilizacao e multi-
plicacao dos fibrocitos regionais e de células da adventicia dos vasos san-
guineos, dando origem a macrofagos.



e e E e ——

Torres, Pacheco e Cardoso : Epizootia estreptococica 697

e e — — . — — e ———
- -

Esta claro que ésse fendomeno é bem conhecido e encontrado, com
regularidade, na inflamacdao aguda. O que desperta a atencdo, porém, é o
seu exagero no caso do animal ser a cobaia, quando comparado com o que

se observa em outras espécies animais e no homem.

4) IDENTIFICACAO DO GERMEN

Acentua EDWARDS que os estreptococos encontrados nos animais estio
relativamente mal estudados. Sua diferenciacao dos estreptococos humanos
toi tentada por HortH, ADSERSON, AYRES & col., AVERY e, principalmente,
por OGURA, refere éle. A custa de provas sorolégicas de precipitinas, LAN-
CEFIELD conseguiu separar grupos, nos estreptococos, designados por letras.
incluindo-se no grupo C, os estreptococos dos animais.

As propriedades bioquimicas mais significativas, na diferenciacio, estdo
discriminadas no quadro abaixo.
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A hidrolise do hipurato de soédio e a maior acidificacao da dextrose,
considerados por AYRES e colaboradores, como provas valorosas para se-

parar os estreptococos de origem humana dos de origem animal, nio foram
sempre confirmadas.

Com 173 amostras animais e 75 humanas, EDWARDS nio viu diferenca
na fermentagdo da lactose, nem da salicina. De maior valor. em sua opinao,
toi a fermentacao do sorbitol, atacado pelos estreptocos de origem animal o
raramente pelos de origem humana, bem como a da trealose, atacada pelos

de origem humana e raramente pelos de origem animal. O glicerol comporta-se
da mesma maneira que a trealose.

BEZELEY & BATTLE, trabalhando com 457 amostras de estreptococos do
cavalo, diferenciaram muito bem o Streptococcus equi (do garrotilho), do
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St. pyogenes, var. equi (de outras afecg¢oes inflamatoérias do cavalo), levando
em conta, principalmente, as provas de fermentacao. Estas estavam de
acordo com as provas sorolégicas (precipitinas) de LANCEFIELD, dando
aquéles autores a entender que poderiam substitui-las.

No esquema encontrado no Manual de BERGEY é aceita a fermentacio
do sorbitol como carater basico na distingdo entre o St. pyogenes e o St. zooepi-
demicus, sendo incluida a fermentacdo da lactose como carater aleatério.
Todo o grupo C nao hidrolisa o hipurato de sédio, propriedade que seria
peculiar ao St. agalactiae .

Os caracteres principais do grupo piogénico do esquema do Manual de
BERGEY sao: limites de crescimento acima de 10° ¢ a menos 45° de tem-
peratura, hemolise do tipo beta, coagulacao do leite, raramente, auséncia de
acao sobre o manitol e o glicerol.

O germen causador da epidemia em cobaias que estamos estudando
apresentava tais caracteres, além de fermentar a lactose e o sorbitol, e nao
fermentar a trealose.

Conforme acentua LINGELSHEIM, a coagulacdo do leite esta na depen-
déncia estreita da fermentagdo da lactose, tendo essa propriedade certo
valor, na sua opinido, na diferenciacao do grupo viridans, onde ha forte
fermentacao désse agiicar e consequente coagulacido do leite.

Levando em conta os caracteres que mencionamos acima, o germen iso-
lado na epizootia de cobaia que investigamos se enquadra na espécie Strepto-
coccus zooepidemicus de FROST & ENGELBRECHT, sequndo o esquema de clas-
sificacdo do Manual de BErGEY. Pelo menos, devera ser incluido no grupo
C de LANCEFIELD.

CONCLUSOES

Em fins de 1948 e em 1949 foi observada, no Instituto Oswaldo Cruz,
uma epizootia da cobaia, a principio atingindo animais inoculados com
Leishmania enriettii, e depois animais de proveniéncia americana, nio ino-
culados, mantidos no biotério do Instituto.

A epizootia foi prontamente debelada com o uso da sulfanilamida, adi-
cionada a reagao diariamente na dose de 10 g para 3 k de racgdo, aplicada a
todo o lote, pelo espagco de 30 dias.

O germen responsavel foi identificado ao Streptococcus zooepidemicus de
FrOST & ENGELBRECHT, segundo o esquema de classificacido do Manual de
BERGEY, devendo ser incluido no grupo C de LANCEFIELD.
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A doenca se caracteriza pela existéncia de abcessos cutaneos conse-
qlientes a uma linfadenite aguda purulenta e de poliartrite.

Em alguns animais, a linfadenite purulenta e o abcesso cutaneo conse-
cutivo entravam em regressao. Em outros, persistiam até a sua morte, a qual,
em alguns, estava ligada a existéncia de peritonite aguda fibrino-purulenta
e de necrose e abcessos no figado.

A proliferacao consideravel de fibrocitos observada na regiao vizinha
daquela em que ocorre o processo inflamatorio agudo, desperta a atencao
do patologista, ao compara-la com o que ocorre em outros animais e no
homem, onde nao atinge desenvolvimento comparavel, embora esteja, natural-
mente, presente, como componente habitual do processo em questao.

E necessario que ésse detalhe receba a devida atencao quando forem
investigados, na cobaia, processos patologicos espontaneos ou experimental-
mente provocados.
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