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Cumpre-me consignar aqui, o que me é sumamente
agradavel, a expressdo sincera da minha gratiddo ao
concurso scientifico e material que me concederam os
Professores Annibal Beltencourt, illustre bacteriologista
e director deste Instituto, que me orientou da melhor
boa vontade, com o seuw muito saber e elevado espirito,
ALBERTO ASCOLI, distincto descobridor da reaccao
precipitante que constitue este trabalho experimental e
08 illustres bacieriologistas assistentes, Ildefonso Borges
e Reis Martins, a quem devo muitos ensinamentos.

Orgulho-me tambem de frisar que neste Instituto, to-
dos sem excepgdo, primam pela boa vontade de ensi-
nar e de prestar-a sua valiosa cooperagdo, tornando-se
assim credores da mais alta consideracdo e respeito.

Antonio Lebre.







Consideragdes geraes

O carbunculo bacteridico, ecarbunculo hematico, car-
bunculo essencial, carbunculo interno, carbunculo de Da-
vaine, baceira ou febre carbunculosa e pustula maligna
no homem, é a doenca local ou geral produzida por uma
bacteria especifica, que foi descoberta por Pollender,
Branell e Davaine. E’, como muito bem diz Ascoli, uma
_infecgao septicémica por excellencia, nao produzida por
productos toxicos soluveis ou por endotoxinas insolu-
veis, mas unicamente pelo corpo bacillar vivo, consti-
tuindo assim uma excepgao. _

Foi nesta doenga que pela primeira vez foi demons-
tracla a natureza microbiana e em cuja bacteria recahiram
08 mais minuciosos estudos.

Encontramo-la no sangue e nos tecidos dos animaes
infectados, sob a forma bacillar, Vista ao microscopio,
apresenta se-nos como uma virgalta imovel, grande, com
as extremidades cortadas a pique e quando reunidas em
cadeias tomam por vezes o aspecto de bambu. O seu es-
tudo ao microscopio é simples, gracas 4 facilidade que
0 bacillo carbunculoso tem de se deixar corar, princi-
palmente pelos derivados da anilina, permittindo-nos as-
sim reconhece-los nas substancias carbunculosas.

Quando cultivados, apresentam-se-nos com aspectos
differentes correspondentes aos diversos meios. Devemos
atender sempre a que uma cultura virulenta em meio
apropriado nio deve formar filamentos durante as pri-
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meiras 2& horas e sempre que estes apparecam devemos
toma-los como signal de degenerescencia .

A virulencia do germe carbunculoso nio offerece,
segundo as differentes especies animaes. caracteres de
descontinuidade e variabilidade; um germe atenuado
para uma dada especie, tambem o 6, por via de regra,
egualmente para as outras.

Assim como o bacillo apresenta, quer pelas suas
propriedades bivlogicas, quer pelas suas propriedades
morphologicas, caracteres typicos duma regularidade
classica, assim tambem 0 soro anticarbunculoso nao of-
ferece, no dizer de Ascoli, as difficuldades de valorisagao
que tornam tdo incerta a apreciagio de outros soros an-
t1 bactericos.

Esta bacteria nunca se reproduz por esporulagio
no sangue e nos tecidos dos animaes. Somente esporula,
produzindo nm unicv esporo, quando no cadaver tenha pe-
netrado oxygenio, e em determinadas condicdes de tem-
peratura. Em culturas apropriadas a esporulacio so se
realisa quando o meio crie & bacteria condicdes que, sendo
desfavoraveis para o desenvolvimento uas formas vegeta-
tivas, sio no entanto favoraveis ds formas espornladas.

Dé-se aqui como que um phenomeno leleologico, |

cujo fim € a conservacao da especie. Os esporos, uma

vez colocados em condigdes propicias, seja no organis- -

mo do animal, seja num meio de cultura, germinam e
produzem bacterias. A fraca resistencia destas s influen-
clas exteriores (calor, luz, productos chimicos, ete.) esta
em opposicdo com 'a enorme resistencia que apresenta
para aquellas mesmas causas, a forma esporulada.

Em antagonismo com outros micro-organismos, on
em presenca de productos de desassimilacio de certas
bacterias, as formas vegetativas do bacillo carbunculoso
sucumbem tambem muito rapidamente,

No comego da doenca as bacterias sio levadas pelo
sangue aos campos de batalha. isto é, aos espacos lim-
phaticos dos varios orgdos, 4s arteriolas terminais e s6
depois da lucta travada entre as bacterias e os phagoci-
tos e, claro estd, quando esta for vantajosa para as pri-
meiras, € que se dd a multiplicacio das bacterias e por
conseguinte a morte do animal infectado.

Animaes infectados, e muito principalmente se se

A
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trata de infecgdes naturaes de que ndo t- nhamos prévio
conhecimento, morrem por vezes sem que possamos vér
0s symptomas geraes, que na maioria dos casos sio
muito pouco notados.

Segundo os auctores e segundo a nossa observacao,
0s animaes que tivemos necessidade de inocular para os
nossos trabalhos (Carneiro e Cabra principalmente) pare-
ciam avender saude» horas antes de morrer, e sO6 nos
ultimos momentos cahiam em estado de prostracio, isto
é, quando as bacterias comecavam a pullular, sendo en-
tio compromettida a saude, sobrevindo a morte (!).

Raras vezes podémos em vida fazer o diagnostico da
doenca, j& pela sna rapidez de ordinario fulminante, ja
porque a pesquisa bacteriologica da bacteridia de Da-
vaine no sangue circulante, sd excepcionalmente da re-
sultados positivos, o que confirma como acima dissemos,
que as bacterias carbunculosius, s6 tardiamente, nunca
no comecgo da doenca, se multiplicam no sangne, sendo
entdo o diagnostico reservado ordinariamente para a au-
topsia.

Os dados anatomo-pathologicos que a autopsia nos
pode offerecer — putrefagio rapida dos cadaveres, cor
vermelho escuro e falsa coagulacdo do sangue, a sahida
deste pelas aberturas naturaes, edema gelatinoso do te-
cido cellular subcutaneo, tumefacao do baco que se apre-
senta molle e friavel, rins carregados de sanguee como o
bago de cor vermelho carregado — permittem por vezes
um diagnostico seguro. Sendo assim, e como o diagnos-
tico do carbunculo bacteridico se torna imprescindivel
«nao direi ja sob o pontode vista therapeutico que s6 ra-
ras vezes e em determinadas especies animaes (Homem,.
Cavallo) tem uma importancia excepcional, mas para a
proficua applicacdo das medidas prophylaticas destinadas
a proteger os animaes e o homem contra as infecgdes car-
bunculosas» né6s devemos recorrer pois, sempre que no
nosso espirito houver duvidas, ds pesquisas microscopi-
cas e bacteriologicas

(1) Cabra inoculada com carbunculo virulento(1 c. c.) proveniente
de um animal da mesma especie, morto de carbunculo natural Morreu
no fim de g4shoras, de morte fulminante, annunciando-a com repeti-
dos berros.




Diagnostico bacteriologico

A capsula, cavacteristica morphologica do bacillo do
carbunculo, que alguns methodos de fixacdo e coloragao
tornam evidente, nao pode servir como signal de dia-
gnostico seguro, pois outros germes semelhantes na for-
ma, provenientes de cadaveres de animaes nao carbuncu-
losos, podem apresentar tambem uma capsula muito se-
melhante & do bacillo carbunculoso.

Se em vez, porem, dos methodos usnaes de colora-
cdo das capsulas, seguirinos o processo de Heim e Foth
— fixacdo pelo calor e coloracdo pelo azul de methylena
— a capsula da bacteridia carbunculosa toma uma co-
loracao rosea, destacando-se dentro della, em violeta, o
corpo bacillar. Kste aspecto de coloracao devido 4 ac¢do
metachromatica da capsula, quando o bacilo é tirado do
animal, ou cultivado em meios constituidos por succos
organicos de origem animai, é considerado especifico e
aproveitado para a diagnose desta doenca.

, As difficuldades surgem no entanto e o exame tor-

na-se cada vez mais incerto e delicado, se 0 nao realisa-
mos nas primeiras 24 horas que seguem & morte do
animal, antes que elle entre em franca decomposicio,
pois de contrario o numero de baclerias diminue consi-
deravelmente e a sua caracteristica morphologica soflre
uma rapida e profunda alteracao.

A inoculagio em pequenos animaes nem sempre nos
conduz a resultados positivos, pois que o germe carbun-
culoso no corpo do animal pode ser suplantado por ou-
tros microorganismos que juntamente forem inoculados
com o material em decomposigio e causem a morte do
animal sem que o primeiro tenha podido desenvolver-se.
Outras vezes o animal resiste 4s inoculagOes feitas nes-
tas circunstancias pois que 0s microorganismos nao es-
peciaes. podem ndo sér pathogenicos mas causarem a
destruicio dos bacillos carbunculosos que juntamente ti-
vermos inoculado., :

Sao pois grandes as difficnldades de diagnostico nos
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laboratorios, e mesmo naquelles onde nada falte para
uma completa investigacdo. Estas difficuldades multipli-
camm-se porem, para o veterinario da provincia a quem
ndo falte a competencia technica, mas que por via de re-
gra nao pdde dispor dos meios laboratoriaes que o caso
reclama, :

Sendo assim, o exame morphologico pode conduzir
a erro o analysta ainda o mais experimentado, pelo que
recorremos em semelhantes condigdes ao isclamento do
germe, fazendo culturas, e ds inoculagdes nos animaes.

E’ pelas culturas, com o isolamento das colonias,
que podemos garantir resnltados mais seguros ; mas se
0 estado de decomposicao do material f6r muito adean-
tado, como succede, por vezes, com 0 que chega aos la-
boratorios que tém de formular o diagnostico, os resul-
tados sio por via de regra nullos.

Porem se, das cultnras em placas, podermos isolar
colonias que, desenvolvidas em 24 48 horas, apresentem
longos filamentos lembrando no conjunto nma madeixa
ou cauda de cométa, uma verdadeira «caput medusae»
e que com o tempo, lentamente liquifacam a gelatine,
devemos toma-las como caracteristicas.

Na Alemanha de 1909 para cd, a lesgislagcdo sanita-
ria concede imdemnisacio ao proprietario de animaes
das especies bovina ou equina, mortos de carbunculo,
quer o diagnostico seja feito ante on post-mortem.O dia-
gnostico justifica-se ali, por considerag¢des de ordem pro-
phylactica e bem assim de ordem economica. pois que
as indemnisacoes feitas em cada anno por carbunculo
hematico e symptomatico attingindo sommas impor-
tantes (cerca de um milhdo de marcos na Prussia) im-
pdem o dever de provas bacteriologicas rigorosas para
que elle seja seguro. Pois apezar de tudo, e para mos-
trar a difficuldade com que se lucta para bem o acertar
em certos casos, o Professor Ascoli cita que, 0 numero
em que nao foi possivel a confirmacao bacteriologica do
diagnostico formulado pelo veterinario, foi n'umas regioes
de 20°/,, noutras de 37 °/,.

Bem expressivo é tambem o seguinte caso citado por
Ascoli e que succedeu ao veterinario Werner, que por
engano enviou em dias seguidos duas amostras da mes-
ma substancia e do mesmo animal para o laboratorio de
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Wiesbaden para analysar : Com surpresa viu que o resul-
tado foi para a 1.* amostra positivo, para a 2.* nega-
tivols..

A uma resposta negativa do bacteriologista nédo de-
vemos pois atribuir um valor absoluto, quando esta nao
estiver em harmonia com 0 exame clinico e anatomo-
pathologico por nés celhido, e muito principalmente, se
se der o caso, de ser frequente na localidade a febre car-
bunculosa. Uma resposta positiva pelo contrario, mere-
ce-nos todo o credito, nio podendo dar Jogar a duvidas,
claro estd, se o0 bacteriologista for consciencioso e tiver
atendido aos caracteres de differenciacio do germe. As-
sim o tem demonsirado a pratica corrente.

Para maior facilidade no isolamento do bacillo € no
seu transporte para os laboratorios, e por conseguinte
para maior garantia no diagnostico, tem-se inventado
varios processos tendentes a favorecer a conservacao
do germe carbunculoso. Assim, é a opinido de quasi to-
dos os auctores que se deve oportunamente proceder &
sua seccagem. D’entre 0s varios processos, o mais sim-
ples é aquelle em que se deposita, numa lamina porta-
objecto, nma camada da substancia a analysar, da espes-
sura de cinco réis, colocando-a em seguida ao ar a fim
de seccar.

O processo seguido pelos italianos consiste em co-
locar numa provéta esterilisada, fios de seda como acon-
selha Heim, facilitando-se a dessecacao pelo chloreto de
calcio, mantido no fundo da provéta por meio de um ro-
lho de algodao. Preparado assim este systema, perfeita-
mente secco, uma vez quelse precise, tira-se o fio, impre-
gna-se com o sangue suspeito e colloca-se novamente na
provéta, tapando-a de novo com algodao e capuz de bor-
racha. (1)

Os alemies, sabido como estd que as difficuldades
do diagnostico bacteriologico resultam principalmente
da destrnicdo rapida das bacterias no cadaver, usam
um processo tendente a fornecer aos germes, regulares
condicdes de multiplicacio e tdo depressa quanto pos-
sivel as melhores condicoes de esporulagéo.

(1) Um Carneiro inoculado, com o,02* de fio segundo Heim, pre-

parado nas condicdes indicadas havia um anno, morreu fulminado ao
4.° dia, sendo nullas as lesGes anatomo-pathologicas.
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E’ pois, de uso corrente entre elles e muito recom-
mendado como auxiliar no diagnostico do carbunculo
hematico, o processo estudado com este fim por Jacobs-
thal e Pfersdoff na Escola de Strasburgo, sob a direcgao
de Forster e que ficou conhecido por «Methodo de Stras-
burgo».

Consiste tal methodo em impregnar com caldo peque-
nos pedacos de gesso, colocados em provétas, fixos nes
tas por dois rolhos de algodio, sendo tudo previamente
esterilizado. Obtido assim este sysitema e desejando em
occasiao oportuna fazer a colheita, tira-se o gesso que
se esfrega em corte fresco da substancia a analysar ten-
do-o previamente humedecido com agua,

Colocado o pedaco de gesso novamente na provéta
e fixado pelo algodae, podémos humedece-lo previamente
para obter assim uma atmosphera humida dentro da
provéta que se envia para o lahoratorio.

Este processo magnifico pelos resultados a que con-
duz nio é tdo pratico quanto o usoreclama, pelo que se
suprime por desnecessario o caldo, humedecendo-se sim-
plesmente 0 gesso com agua, A superioridade deste pro-
cesso, assim simplificado, sobre o exame das preparacoes
feitas com sangue ou polpa de baco, foi posta em eviden-
cia na Allemanha com os resultados scguintes: em-
quanto o methodo corrente permittia reconhecer 280 ca-
sos de carbunculo, pelo processo dos pedagos de gesso
o numero ascendia a 377 !

Alguns auctores reconhecem a vantagem das substan-
cias porosas e Engler primeiramente e mais tarde este e
Miiller estudam a questao e escolhem entre as substan-
cias porosas as que melhor convem para a esporulacao da
bacteria, tendo preferencia sobre o gesso, o0 giz e o barro
cosido

Das duas substancias é, segundo estes auctores, o
giz. que d4 nas sementeiras emn agar maior numero de
colonias, pois é elle tambem que absorve o sangue em
maior quantidade. Por esta mesma razao, porem, torna-
se friavel e fragmenta-se facilmente no transporte o que
o inutilisa. Por isto e por se encontrar facilmente em
toda a parte tem a preferencia o barro cozido — 08 ca-
COs.

Eberle e Schiiller substituiram o gesso por pedagos
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ou pequenos roélos de papel de filtro, mas os resulta-
dos estdo longe de satisfazer. O emprego dum fragmento
de vaso (de flores) foi preconisado por Miiller e Engler,
para 0 que os esterelisam préviamente pela accio da
agua a ferver, durante cinco minutos, resfriando-os em
seguida por immersao na agua da fonte, fresca e bem
arejada. Kstes fragmentos apresentam duas faces, uma
rugosa que coberta duma camada espessa de sangue
presta-se para a pesquisa das bacterias, outra lisa onde
se derrama o sangue em tenue camada para facilitar
uma esporulagio rapida.

Dos resultados que conseguimros com tal methodo,
da ideia o Mappa I e da maneira como procedemos va-
mos dar conta.

Para a realizacao destas experiencias recorremos a
fragmentos de varias substancias porosas a saber : cacos
de vaso (flores), de grés (manilha) de loica preta, de te-
lha, de tijolo e porcellana (em bruto). Feitas com exito as
primeiras experiencias com as substancias citadas, dé-
mos preferencia ds duas primeiras com que obtivemos
a maioria dos resultados.

Preparados «ad hoc» pequenos fragmentos destas
substancias, de dimensoes sufficientes a caberem em vul-
gares tubos de ensaio, de comprimento em media egual
ao dobro da largura destes, apresentando faces, lisas
umas, ruogosas outras, eram assim esterilisados pela ac-
cio da agua fervente durante alguns minutos.

Em ocecasiao opportuna eram humedecidos com agua
commum e passados alguns minutos esfregavam-se com
a substancia suspeita — uns com bago, outros com san-
gue do coracio.

Procedendo assim, depunhamos sobre as faces ru-
gosas uma camada de substancia (polpa do baco) espessa
por vezes num ou noutro ponto. Nas faces lisas ficava o
sangue em tenue camada, proporcionando assim & bacte-
ria carbunculosa uma facil esporulacio.

Assim preparados os cacos, eram mettidos nos tu-
bos de transporte (tubos de ensaio) tendo se lhes pre-
viamente introduzido um rolho de algodao que humede-
ciamos com algumas gottas de agua. Assim colocados,
eram fixos no tubo por wm outro r6lho, de maneira
a poderem ser enviados para o laboratorio, gastando




15
no ciransporte» um numero de dias, variavel entre 1 e 26.

Exceptuando os casos em que se embebeu, ndo com
agua, mas com caldo, as substancias poresas, para fazer
a pesquisa bacteriologica procedemos sempre como va-
mos expor.

Dados dois cacos, eguaes sob o ponto de vista da
substancia porosa, do material earbunculoso, do nu-
mero de dias decorridos no ctransporte» e das dimensoes,
colocavamos cada um em pequena capsula. onde se hu-
medecia com soluto de CINa uns, com agua distillada
outros.

Decorrido algum tempo, seguravamos o caco com
uma pinga e com outra (hemostatica) seguravamos uma
pequena bola de algodiao com que desagregavamos toda
a substancia aderente, obtendo na capsula uma pequena
por¢ao de lignido por vezes sanguinolento.

Deste extrahia-se uma gotticula que se semeava em
agar em placas de Petri, que colocavamos na estufa a 37°
durante 24 horas, passadas as quaes examinavamos as
coionias. O outro caco passava-se directamente do tubo
de transporte para um tubo com caldo (carne) que colo-
cavamos tambem na estufa a 37° durante 24 horas, pelo
menos, findas as quaes o examinavamos.

Desta cultura tiravamos uma gotticula, que se se-
meavaem placas de gelose e examinavamos no dia seguinte.

Os resultados obtidos por qualquer destes dois meios
sdo inteiramente animadores, mas nao sabemos dizer da
superioridade de um ou da inferioridade do outro pela
maior ou menor garantia de diagnostico que um ou ou-
tro nos possa dar, pois ndo temos a pretengio de, com
um tao pequeno numero de experiencias tirar taes con-
clusoes.

Preferimos no entanto 4s culturas em caldo, as cul-
turas directas em agar. ja porque o diagnostico ros leva
apenas 24 horas, ou seja metade do tempo, j& porque o
numero de colonias desenvolvidas se nos afigurou sem-
pre superior e s6 excepcionalmente egual e nunca infe-
rior, excepto nma vez em que este meio falhon em ver-
dade, mas em que aquelle garantin o diagnostico, ape-
nas por uma colonia.

A que atribuir pois taes resultados?

Ao caldo de que nos servimos nio ser um bom meio




para o desenvolvimento do bacillo carbunculoso ou ao
facto dos productos de desassimilagio de certas bacte-
rias se comportarem para as formas vegetativas d’aquel-
les, como verdadeiros venenos, ou ainda porque estas,
em antagonismo com outros microorganismos sucumbem
muito rapidamente ?

Se a causa ndo estd nos dois ultimos factos, nao a
julgamos, porem, no primeiro, pois semeando no mesmo
caldo, culturas puras, o numero de colonias revelado en-
tao pelo agar, foi suprehendente. Sendo assim, nos pode-
mos, se necessario for, obviar tal inconveniente, fazendo
como que uma selec¢ao dos esporos, matando pelo calor
0S germes asporogenos, antes de semear as placas, o que
convem ainda para as culturas directas em agar, mas
que em verdade néo julgamos indispensavel. Os elemen-
tos impregnados com sangue e polpa (bago) ddo, como
previamos, maior nuero de colonias sobre o agar, do
que 0s impregnados com sangue (cora¢io) que diao con-
tudo um numero consideravel de colonias,

Os resultados obtidos com cacos embebidos nio
com agua mas com caldo, tem em verdade superioridade,
pois 0 numero de colonias que nos revela o agar é ainda
mais consideravel, e comprehende-sse que assim seja,
pois as bacterias assim em meio apropriado, multipli-
cam-se e, 80 tornado improprio 0 meio para as formas
vegetativas, vem a esporulagdo cujos resultados sao de-
nunciados pelo agar (6 experiencias).

E” inegavel pois, que semelhantes precaucdes na co-
lheita da substancia carbunculosa, offerecem ao metho-
do da Escola de Strasborgo, vantagens reaes, indiscu-
tiveis sobre os outros, ja favorecendo a espoluracao, Ja
facilitando o isolamento do germe carbunculoso, tornan-
do-se assim possivel a pesquisa d’este, nos casos em que
ella ordinariamente falha.

Esperamos pois, ver substituido entre nés, pelo me-
thodo de Strasburgo, o habito de inandar em frascos
para o laboratorio amostras de substancias carbunculo-
sas que, alem dos inconvenientes de insuccesso que tal
processo traz ao diagnostico, é por vezes dispendioso, in
commodo e antiprophylatico.

Com consideragdes de natureza das que ficam ex-
postas, procurou o Professor Ascoli demonstrar, quando
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publicon no numero 1 da revista «La Clinica Veterina-
riay de 15 de janeiro de 1911, os primeiros resultados
das pesquisas feitas com Valente sobre a precipitina na
diagnose do carbunculo hematico, quanto pode ser longa,
difficil e por vezes impossivel a pesquisa bacteriologica,
0 que, alids, muilo bem sabe quem j4 experimentou.




Precipitinas

Nos soros antibactericos existe ao lado das bacterio-
lysinas, antitoxinas e agglutininas, uma outra especie de
substancias produzidas no decurso da immunisagao, que
provocam, nos filtrados e nos extractos da cultura dos
germes correspondentes, a formagio dum precipitado.

A propriedade precipitante de taes soros é atribuida
a «anticorpus» a que se da o nome de precipitinas — at-
tenta a terminologia ja consagrada para as bacteriolysinas
e agglutininas.

Sao varias, pois, as substancias com as quaes 0 or-
ganismo reage, perante cs corpos bacillares, revelando-se
os phenomenos de immmunidade duma complexidade ines-
perada, e se até certa data se tratou apenas da reaccao
directa s6 contra microbios ou s6 contra venenos, bem
depressa porem se soube que o organismo tambem rea-
gia &4 acgao das substancias albuminoides soluveis, sendo
capaz de elaborar substancias immunisantes que vemos
tambem incluidas no termo geral de anticorpos.

A demonstragao da existencia das precipitinas nas su-
bstancias albuminoides é devida aos trabalhos de Bordet
e Tschistovitch e tem o nome de albumino-precipitinas.
0O de precipitinas bactericas ¢ pertenca das primeiras,
cuja descoberta foi feita por Kraus em 1897. Os traba-
lhos de Wassermann, Schiitze e Uhlenhuth confirmaram
estas observacoes e a differenciacao das diversas albu-
minas pelas precipitinas tornou-se um facto de tal im-
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portancia que, sahindo da esphera da simples pesquisa
bacteriologica, faz ligar a serologia a physiopathologia e 4
biochimica, inaugurando uma nova era no estudo da re-
accao biologica, subsidiando assim a medicina legal, a
hygiene, o problema biologico e em clinica o diagnostico.

E’ principalmente nas investigacdes medico-legaes
que a reacgdo das precipitinas presta relevantes servicos
como meio de diagnostico, podendo differenciar as albu-
minas de origem humana, sem difficuldade, das albuminas
das diversas especies animaes, excepcao feita no entanto
para a dos macacos e muito principalmente para os ma-
cacos anthropomorphos, cujo diagnostico é por vezes dif-
ficil e delicado.

O methodo pratico e preciso como se pratica em me-
dicina Jegal a reaccao das precipitinas é devido a Uhlen-
huth e a sensibilidade desta reaccéo é verdadeiramente
extraordinaria. Um dado s6ro de Coelho precipitante para
0 sangue do Homem, permitte reconhecer com seguranca
se uma mancha (de sangue) encontrada num estofo com
muitos annos, proveio do Homem ou do animal. Para o
conseguir dissolvernos a mancha numa solugido de
CiNa a 0,85 °/,, filtra-se o liquido e junta se-lhe a quanti-
dade de soro precipitante precisa: se ndo se produz pre-
cipitado, quando for positivo o resultado da experiencia
de contra prova feita com o mesmo s6ro e sangue do Ho-
mem, podemos concluir que a mancha provem dum ani-
mal.

Podiamos mesmo ir mais longe e determinar a que
especie de animal pertencia, para o que bastava dispor
de soros precipitantes de outros aniinaes. Uma vez deter-
minada a origem da mancha. precisamos ainda recorrer
a methodos especiaes para sabermos se ella provem de
sangue ou doutro liquido organico, pois no caso presente,
a reaciio seria a mesma, quer se tratasse duma mancha
de sangue, quer de esperma.

A fraude na venda de chouricos de carne de Cavallo
por carne de Pcrco é denunciada de medo analogo, fa-
zendo com agua um extracto de carne suspeita ; assim
se 0 chourico é de carne de Cavallo, com um séro de
animal preparado com injecoes da mesma carne, deve
dar um precipitado. O diagnostico é ainda possivel com
as carnes fumadas e seccas e aplicado este processo aos
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leites temos um meio de diagnostico que podemos utili-
sar na destringca dos mesmos.

No problema biologico esta reacgio tem ainda o seu
papel. O anti-séro que precipita o soro do Coelho, preci-
pita tambem o soro da Lebre ; o anti-soro do Cavallo pre-
cipita tambem o s6ro do Burro e do Tapir. A consangui-
nidade da Cabra e do Carneiro é tambem assim demons-
trada e pelo que mais de perto nos diz respeito, o séro do
Coelho preparado com sangue do Homem da um precipi-
tado com o sOro dos macacos, 0 que poe em evidencia
0 NOSSO proximo parentesco com 0s mMacacos e mais com
os do antigo mundo do que com os da America.

Aqui, como na agglutinagio, ha precipitagdo por gru-
pos, mas este facto em nada restringe a utilidade pratica
dos soros precipitantes, pois este inconveniente pode ser
evitado servindo-nos de soros cuja actividade seja preci-
samente conhecida e cujo poder especifico para as diver-
sas albuminas tenha sido determinado rigorosamente.

O poder precipitante de um dado s6ro para a albu-
mina injectada é tantc menor para esta e tanto maior para
as outras guanto mais prolongada e intensiva fér a im-
munisacdo. donde resulta o ndo precisarmos na pratica
de a levar muito longe, quando pertendermos obter nm
sOro que sO actue sobre determinada especie de albu-
mina. :

Nos soros que conservamos durante algum tempo,
as precipitinas dissociam-se e mais rapidamente ainda
do que as agglutininas e bacteriolysinas, Alem de algu- -
mas semanas a sua eonservacio é duvidosa pelo que de-
vemos addicionar ao séro, chloroformio ou phenol se
desejarmos prolongar-lhe a sua conservacgao.

A constituigao chimica das precipitinas como a-dos
outros corpos especificos é mal conhecida ; podemos su-
po las pertencentes ou pelo menos aproximadas & classe
das globulinas e mais particularmente & das globulinas
soluveis na agua distillada (pseudo-globulinas). Duma
maneira geral podemos dizer que as precipitinas sao cor-
pos muito instaveis, possuindo contudo para o calor, uma
certa resistencia. A temperatura de 60 a 70 graus nio
destroe o seu poder fixador, mas & sufficiente para para-
lisar a sua acgdo precipitante. Possuem com effeito um .
grupo funccional termolabil, cuja destrni¢ao transforma
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as precipitinas em precipitinoides que possuem uma afi-
nidade especifica para a substancia precipitavel, e um
agrupamento haptophoro mais resistente.

Experiencias demonstrativas de Cantacuzéne dizem-
nos que no organismo normal do Coelho existemn tambem
pequenas quantidades de anti-corpos para os soros estra-
nhos e a sua elaboragio pode augmentar em quantidade
notavel se provocarmos, por uma injeccao de aleurona,
a actividade dos orgdos precipitoformadores que sao por
ordem decrescente — o baco, ganglios (mesentericos) me-
dulla ossea Os elementos cellulares livres que elaboram
estas precipitinas sido os leucocytus ¢ dentre estes pro-
vavelmente o8 mononucleares.

Nos extractos dos orgios @ sempre pequena a pro-
por¢do em (ue ellas se encontram e nio apresentam ne-
nhum caracter de especificidade. O sen apparecimento
nos orgios precipitoformadores, realisa-se no mesmo dia
ou passadas poucas horas depois da injeccao de aleu-
rona na cavidade peritoneal.

Nio acontece, porem, 0 mesmo para as especificas
que precisam para ipparecer nos orgaos, isto é, para se-
rem elaboradas de um periodo de incubacio de 3 dias, e
para apparecerem no sangue de 6 a 10, mas a quantidade
segregada é tambem incomparavelmente mais notavel.

Theoria de Ehrlich

Immunidade. Chama-se assim a faculdade natural
ou adquirida que certos individuos gosam de ficarem re-
fractarios aos efeitos duma dada infeegdo, para a qual
sao receptiveis outros individuos da mesma especie e da
mesma raca em identicas condigdes.

«A lucta contra as doencas infectuosas foi pratica-
mente impulsionada pela descoberta de Roux e de Beh-
ring, que séb o ponto de vista dountrinal, ensinou a dis-
tinguir nitidamente a immunidade activa e passiva,

Contra a diphteria e tetano a immunidade activa, de-
senvolve-se no organismo vaccinado por processos de
reaccao ao veneno introduzido e dum modo analogo se
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produz com toda a probabilidade tambem, a refractarie-
dade conferida pelas vaccinacoés pasteurianas. A immu-
nidade serotherapica que se obtem transportando os prin-
cipios antitoxicos produzidos pelo organismo immunisado
activamente para um organismo sio, ou ja intoxicado, foi
chamada passiva, porque o organismo em nada contribue
para a sua producgdo, pois comporta-seapenas passiva-
meunte, actuando unicamente como simples vehiculo dos
principios antitoxicos » '

A immunidade natural nem sempre é completa, pois
um dado individuo assim immune pode por influencias
quer naturaes quer artificiaes, perder tal faculdade.

Traduzida em defeza do organismo a immunidade é
para Metchnikoff devida aos elementos cellulares e mais
particularmente aos leucocytos e lymphocitos que se
comportam, com os germes infecciosos ou com 0s cor-
pusculos extranhos, englobando os e digerindo os.

Em opposicao a esta theoria, Buchner, apezar de
reconhecer pelas suas experiencias que a destruicao das
bacterias e dos elementos figurados se fa2z no interior
dos phagocitos, foi levado a admittir que eram os plas-
mas dos humores, sem o concurso daquelles, que asse
guravam a immunidade & ac¢do das infeccoes.

A estas substancias encarregadas da defeza do orga-
mo deu lhes 0 nome de alexinas.

Negando assitc a theoria de Metchnikoff, Buchner
dentro em breve abandonava o campo opposto para ado-
ptar nma concepcao intermediaria 4s duas theorias, atri-
buindo um papel nos phenomenos da immunidade, ja
aos phagocylos. ja 4s alexinas. Esta theoria intermedia-
ria e até certo ponto conciliadora das de Metchnikofl e
Buchner é segunida por muitos anctores.

Assim para estes, as propriedades digestivas e ba-
ctericidas dos humores, bem como as propriedades ana-
logas dos leucocytos sao devidas a substancias idénticas
on pelo menos muito vizinhas, e sio secregoes cellula
res da natureza dos fermentos. .

Posto que néo seja dado aos leucocytos gosarem nos
phenomenos da immunidade o papel preponderante que
Metchnikoff Thes imputa, ndo devemos no entanto des-
conhecer o papel de destaque desempenhado pela sua
intervencdo, Assim reforgam elles a ac¢do dos soros im-
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munisantes, ja destruindo as bacterias mortas ou enfra-
quecidas pelos anticorpos especificos, j& annulando o ef-
feito dos seus productos toxicos.

A presenca de agentes infecciosos no organismo im-
munisado, provoca nelle nma modifica¢io permanente
que podemos traduzir por um estado de hypersensibili-
sacio que o torna apto para a producgdo de anticorpos.

O estudo destes teve por inicio a descoberta das an-
titoxinas e a necessidade de explicar nao s6 a ac¢do des-
tas sobre as toxinas, mas aorigem dos anticorpos, susci-
tou varias theorias, entre as quaes a de Ehrlich, que nos
permitte comprehender o mechanismo da produccio de
um grande numero de anticorpos, a saber : bacteriolysi-
nas, antitoxinas, precipitinas, agglutininas especificas e
opsoninas a que d4 origem a immunidade, quer natural,
quer artificial.

A maneira clara e brilhante como Ascoli trata nos
seus magnificos «Elementi di Sierologia» a theoria de
Ehrlich, leva-nos a transcrever sobre esta theoria alguns
trechos de tao precioso livro, a que ja vimos de recor-
rer tratando dum ou outro assumpto.

«A theoriaque tem o nome de Ehrlich teve por ponto
de partida a hypothese emittida por este sabio ha mais
de vinte annos — que o protoplasma de cada cellula vi-
va, resulta dum nucleo de complexos anatomicos desti-
nados s funcedes cellulares especificas a que elle cha-
mon «Leistung Kern» e de numerosos agrupamentos mo-
leculares destinados a atrahir e a armazenar as substan-
cias nutritivas A estes agrupamentos moleculares deu
elle 0 nome de ccadeias lateraes» usando a terminologia
da chimica moderna.

A’s cadeias lateraes ou receptores - como foram
chamados em seguida — cnmpre a tarefa de assimilar
em condigdes physiologicas os alimentos, por exemplo
o0s assucares, nao os dissolvendo simmplesmente por meio
de factores physicos no protoplasma, mas fixando-os tao
intimamente com ligacoes chimicas que para extrahil os
nio basta o solvente. mas sim é necessaria a dissocia-
cdo das afinidades, como a que é exercida, por exemplo,
pelos acidos mineraes.

As cadeias lateraes sio porém capazes de armazenar
ainda outras substancias alem das nutritivas, quando es
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tas possuam um complexo anatomico dotado de afinidades
chimicas especificas para com os receptores, ou por ou-
tras palavras, quando essas contenham um grupo haplo-
phoro.

Segundo Ehrlich a incorporacao, a assimilagio, seja
dos alimentos ou dos toxicos antigenos, realisa-se por
meio de grupos haptophoros semelhantes, os quaes en-
contram nas cadeias lateraes os agrupamentos dota-
dos de afinidades especiaes para elles. Assim interpreta-
do o processo de absorpedo da toxina tetanica, reduz-se
a uma reaccao entre o grupo haptophoro do toxico e
certas cadeias lateraes ou receptores das cellulas nervo-
sas. Mas ao passo que com as substancias nutritivas, se
segue 4 sua fixa¢iio a sua combustido, desembaracando-
se assim d’ellas, rapidamente, os receptores ; dos toxicos,
porém, que representamn como que alimentos indigestos,
a cellula ndo consegue desfazer-se com tanta facilidade.

As cadeias lateraes occupadas neste processo, nio
podem ja exercer as suas func¢des habituaes, de atrac-
€20 &s substancias nutritivas, Nestas condicoes, a cellula
para recuperar o seu funceionamento normal, vé se obri-
gada a reproduzir novos receptores em substituicao dos
J& empregados, que debaixo do ponto de vista funccional
estdo paralisados como se jA nao existissem.»

Se a cellula se satura pelos grupos toxophoros da
toxina, torna-se inactiva e se este phenomeno abrange um
grande numero de cellulas de um oun de muitos orgaos
de grande importancia vital, o individuo succumbe. Se
porem a intoxXicacao da cellula ndo & ccmplela, ella re-
genera os elementos de que foi cerceada, mas segundo a
Lei de Weigert esta regeneracio vae alem da simples
compensagdo, havendo uma verdadeira hyper-produgéio
e hyper-regeneracao ao mesmo tempo. Esta lei assenta
nas observacOes feitas em animaes inferiores que, priva-
dos dum dos seus membros, regeneram nio um mas
mais e por vezes maijores. Assim, um reptil amputado de
alguns dos seus aneis, regenera-os em maior numero.
Ora se nos animaes inferiores é assim, dc mesmo modo
cerceadas as cellulas dalguns dos seus elementos func-
cionaes, ellas reproduzem-nos e regeneram-nos em ex-
cesso, e como este lhes é prejudicial, lancam-no no san-
gue, (na corrente circulatoria) e nos humores sob a for-
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ma duma secrecdo interna, desembaragando-se assim
duma parte destes grupos de neoformagac.

«As cadeias lateraes mais simples, ou receplores de
1.* ordem, isto é, providas s6 do grupo haptophoro,
postos assim em liberdade e passando para o sangue,
constituem a antitoxina; as mais complexas (ou rece-
ptores de 2.* ordem) isto é, providas alem do grupo
haptophoro, dum zimophoro agglutinante ou precipitante,
representam as agglutininas ou precipitinas Gragas & sua
origem as antitoxinas apresentam um grupo atomico do-
tado de afinidades especiaes para com o toxico e capa-
zes de desviar este ultimo dos orgdos e dos tecidos sen-
siveis.»

Assim como as toxinas dao origem 4 formacao de
antitoxinas, tambem as cellulas bactericas numa vez in-
troduzidas no organismo provocam ahi a formacgio dou-
tros anticorpos que sdo como as an!itoxinas receptores
destacados de certas cellulas para as quaes 0s grupos
haptophoros correspondentes das bacterias gosam d'uma
afinidade especifica. Producto d’um determinado vene-
no, a antitoxina, mostra se em verdade efficaz somente
para esse e indifferente para todos os outros toxicos.

«A hypothese de Ehrlich d4 ainda a razdo as diffe-
rengas entre immunidade activa e passiva, as (naes nio
se comprehenderiam se as antitoxinas proviessem dire-
ctamente das toxinas; se pelo contrario admitirmos com
Ehrlich que as antitoxinas representam os productos da
reacgio do organismo immunisado, nao sd se compre-
hende como a immunidade activa possa ser excitada por
meio de estimulantes secretores, mas as modificacies
cellulares que necessariamente acompanham a immuni
dade activa e faltamn na passiva, sdo sufficientes tambem
para explicar as profundas differencas que entre ellas
existem.»

Dieudonné resume assim a theoria de Ehrlich:

«Une toxine ne peut intoxiquer un individu que si
celui-¢i posséde dans ses cellules des substances capables
de la fixer. Les éléments de la cellule sur lesquels vient
se fixer la toxine constituent les chaines latérales ou ré-
cepteurs. Les antitoxines ne sont autre chose que ces
meémes chaines latérales détachées des cellules et dever-
sées dans le sang et les humeurs. En d’autres termes,
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es organes (ui possgient une affinité spécifique pour les
molécules de toxine, deviennent par 13 méme des produ-
cteurs d’antitoxine. Les antitoxines, c’est a-dire les ré-
cepteurs régénérés continuellement et mis en liberté par
les cellules au cours de 'immunisation, sont done cons-
titnées en derniére analyse, par certains éléments nor-
maunx solubles des cellules.»

lista mesma concepgao é por Behring resnmida na
seguinte phrase celebre :

«La méme substance, dont la présence dans les cel-
lules est la condition indispensable de I'intoxication,
devient I'agent de la guérison, dés qu'elle a passé dans
le sang.»

Precipitina do carbunculo

Ao tratarmcs das precipitinas vimos como pela ac-
cdo precipitante do soro anti humano, se pode reconhe-
cer uma mancha de sangue proveniente do Homem.

Com a acgdo precipitante do soro anticarbunculoso,
poder-se-ha revelar tambem o protoplasma carbunculoso
em uma polpa de qualquer orgao ou em um sangue que
0 contenha?

O problema assim posto é tao facil que a nés mes-
mos perguntamos, diz Ascoli, como é que o bacteriolo-
gista ndo tinha ainda pensado em aplicar o methodo da
precipitina a0 menos nos casos em que 0s ordinarios
methodos de pesquisa se mostravam impotentes?

Elles bem se esforcavam para resolver o problema
mediante o isolamento do germe earbunculoso, com ex-
traordinaria persistencia na verdade, mas tambem com
resultados dubios, descurando no entanto completamente
a pesquisa dos constituintes bacillares originados na au-
tolise, os quaes em verdade deverao apresentar-se em
propor¢iao inversa dos germes ainda integros, devendo
pois com muita probabilidade encontral-os em quantidade
tanto maior quanto mais alteradas forem as amostras,
onde geralmente mais falham os exames, microscopico,
cultural e experimental.

E” muito provavel, contintia 0 mesmo professor, que
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tentativas em tal sentido tenham sido feitas, mas essas
com toda a certeza foram detidas perante um obstaculo,
levando 4 contestaciio evidente de que 0s soros anticar-
bunculosos em regra, ndo provocam sobre os extractos
dos germes carbunculosos uma acgao precipitante.

S0 excepcionalmente foi dado aos Drs. Ascoli e Va-
lente defrontarem-se com séro anticarhunculoso precipi-
tante. Muito poucos investigadores tiveram a sorte de ter
entre as maos um so6ro precipitante. Assim, Bail nao
poude distinguir a ac¢iio precipitante especifica, do poder
coagulante do séronormal e Carini julgou tratar-se duma
accao agglutinante ; e se Gruber encontrando-a, soube
dar-lhe logo o seu verdadeiro significado, anunciando ul-
teriores pesquisas calou-se, dando 0 seu prolongado si
lencio margem a julgar se que, experimentando outros
soros, jamais encontrou em algum, o poder precipitante.

A “difficuldade de obter um séro anticarbunculoso
bom precipitante, apparece nos clara, quando Ascoli afir-
ma que, nas suas primeiras pesquisas, sO em guatro,
dentre quarenta soros do Instituto Sieroterapio Milanen-
se foi elzncontrada a aceilo precipitante duma maneira evi-
dente !

Séro precipitante

A norma seguida por Ascoli e Valente para a obten-
¢do do soéro anticarbunculoso precipitante ¢ muito ins-
tructiva e a sua historia muito interessante.

Desejosos da descoberta de um methodo que permit-
tisse nma preparacao facil, sempre que se guizesse, de
tal soro, para poderem satisfazer as analyses que lhes
pediam e ainda para que outros as podessem fazer sem
difficuldades e sem recorrer a elles, dirigiram-se aos va
rios directores dos Institutos serotherap cos pedindo amos-
tras dos seus soros anticarbunculosos, na esperanca de
encontrarem uma major percentagem de soros precipi-
tantes e de tirar dos dados relativos & via segnida paraa
immunisacao dos animaes fornecedores, qualquer indicio
sobre as condigbes mais favoraveis para a preparacao.
Dentre os soros enviados pelos varios Institutos, 0s
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de Berne manifestaram-se fortemente precipitantes, em
nada inferiores aos melhores do Instituto Milanense, mas
infelizmente as amostras enviadas, eram ja os restos d’u-
ma preparacao antiga, e este Instituto ja os niio prepara-
va. O unico séro de Mula, fornecido pelo Instituto Pas-
teur de S. Paulo, manifestou-se um optimo séro precipi-
tante.

Colhidos alguns dados e feitas tentativas em tal sen-
tido, preparando grandes animaes (Cavallo, Boi, Burro)
e Ovelha, chegaram a bons resultados, pois examinando
com regularidade o sdro do Cavallo e da Ovelha, no de
curso da immunisagiio contra o carbunculo, consegui-
ram obter um bom séro precipitante.

Da leitura da sua historia, porem, nenhum indicio
poderam colher que os levasse a afirmar a superiorida-
de da injeccdo endovenosa sobre a sub-cutanea, ou o po-
der antigeneo de certas culturas em confronto com ou-
tras, ou da accao da quantidade, pois o poder precipiiante
nio correspondia com a regularidade precisa a permittir
atribuir a este ultimo factor, nma importancia decisiva e
de considerar como resolvido o problema a que se pro-
puzeram. Nem mesmo as experienciaa feitas em pequenos
animaes os conduziram a resultados sufficientemente re-
gulares para poderem ser reproduz dos em algum Insti-
tuto que quizesse praticar a reacdo precipitante no car-
bunculo bacteridico.

Das suas numerosas experiencias concluiram, Asco-
li e Valente, que o poder precipitante nos soros dos gran-
des animaes, quando se encontrava, apparecia em geral
depois da primeira injec¢ao de dose de carbunculo, maior
da que habitualmente basta para obter um séro anticar-
bunculoso sufficientemente activo como therapeutico e
com a prova do seu methodo de verificacdo.

Assim, tanto o Cavallo como o Burro, deram um
soro regularmente activo como therapentico, depois de
uma injeccdo de dose de carbunculo, pequena relativa-
mente, comparada &4 necessaria para provocar a produc-
¢do da precipitina. Esta porem apparecen fugazmente, s6
depois da injeccdo de vaccina em grande dose, como se
o factor principal fosse a quantidade de substancia pro-
toplasmatica introduzida, e fosse por isso indifferente a
major ou menor virulencia do germe, o qne se harmo-
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nisa bem com o facto da ac¢ao antagonista que, provoca-
da, apparece indifferentemente sobre qualguer extracto
carbunculoso quer provenha d’'uma cultura virulenta ou
alenuada. Depois de grande numero de experiencias fica-
ram convencidos que, na preparagio dos animaes se de-
vem empregar grandes doses de culturas nédo virulentas,
evitando assim os insuccesssos que com o emprego de
bacillos virulentos seriam por certo inevitaveis. D’este
modo, dada a facilidade de applicarem o methodo rapido
proposto por Fernet e Miiller, methodo por excellencia
para a produccao dos soros precipitantes, deram contudo
preferencia ao emprego das culturas atenuadas, nio por-
que temessem a surpresa do chogue anaphylatico no de-
curso da preparagdo, mas pela maior rapidez que o pro-
cesso de immunisacgéo adquiria.

Que a precipitina carbunculosa representa os produ-
ctos de reac¢io devida 4 introduecao do protoplasma so-
luvel, independente do germe vivo, dizem-no os soros
precipitantes (ainda que ligeiramente) da Ovelha e do Co-
elho, immunisados por elles com extractos muito con-
centrados de culturas de carbunculo em agar, filtra-
dos pela vella Chamberland, de modo a ficar esteril a
prova cultural e experimental.

Os dados obtidos pareciam-lhes contudo, guia bas-
tante para a preprar¢io de bons soros precipitantes,
ao menos para aquelles que podessem dispor dum nu-
mero sufficiente de grandes animaes.

Porem, nao obstanle as numerosas experiencias de
Ascoli e Valente, o problema a que se propozeram nao
ficou logo resolvido, mas com o0s primeiros soros pre-
cipitantes, provenientes de animaes que nio foram sub-
mettidos ao processo de immunisacdo, a que Ascoli cha-
mou classico, estableceram elles as bases fundamentaes
para a applicacao pratica das precipitinas na diagnose do
carbunculo bacteridico pelo methodo serodiagnostico,
j4 para os laboratorios, jA para o veterinario da provin-
cia.

Baseado na propriedade que a substancia precipilo-
genea manifestou de se deixar dissolver pelo soluto phy-
siologico, o methodo de Ascoli e Valente, nao oflerecia a
simplicidade e rapidez indispensaveis na pratica, pois o
veterinario obrigado a executar a reacgido nocampo, ne-
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cessitava de um methodo que o dispensasse ndo s6 de
qualquer operacao delicada, mas lhe eliminasse toda a
difficuldade.

Era jA conhecida a maneira como se comportava o
soluto protoplasmatico carbunculoso para o dissolvente
chloroformio e sabido tambem que os extractos da cul-
tura do carbunculo em agar, na agua ou em soluto phy-
siologico davam a reac¢ao do biureto. A analyse chimica
dos extractos, por seun lado, havia-lhes ja revelado a pre-
senca de azote.

Ascoli levado pela curiosidade scientifica a couti-
nuar as suas pesquisas sobre os carvacteres chimico-phy-
sicos do precipitogeneo carbunculoso, viu que esta subs-
tancia se avizinhd, pela maneira de reagir em presenca
dos diversos catalysadores, ao precitogeneo do cholera
e do typho estudados por Pick.

Apresenta pois uma notavel resistencia aos fermen-
tos proteoliticos e amiloliticos e ao ealor, pois que nio
sO fica intacto s6b a acc¢do da fervura, mas ainda apds o
aquecimento prolongado durante alguns minutos gue é
incapaz de o destruir completamente,

Esta propriedade particular da precipitina do carbun-
culo foi aproveitada pelo seu descobridor — Dr. Ascoli,
Libero Docente di Chimica Fisiclogica nella R. Universita
di Pavia — para a diagnose do carbunculo pelo methodo
da «Reacgao de Ascoli— Thermo-precipitinas.

Descobrimento de excepcional importancia pratica,
veio tornar extremamente rapido o diagnostico do car-
bunculo bacteridico e a idealizacao do aparelho a que
Ascoli den o nome de «diagnosticador do carbunculo
hematicoy trouxe-lhe uma simplicidade tal, que vae até
a0 ponto de ser accessivel mesmo aos nada versados em
assumptos de laboratorio.

Resolvida esta difficuldade, o espirito de Ascoli preo-
cipava-se com a nao facil preparacdo do s6ro precipi-
tante. O labor, porem, de numerosas experiencias deu-
lhe o mevito de resolver tao delicadv problema, indican-
do-lhe que «o factor principal para a producedo do séro
frecr'p:'tante reside no corpo bacillar, e ndo na sua viru-
encia,»

Por isto concluiu que, para a svua preparacio é me-
lhor recorrer, como ja o havia indicado, a culturas ate-
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nuadas do carbunculo, ficando assim eliminadis as sur-
prezas que possam esconder-se na virulencia do germe.
Fazendo uso destas calturas (no Cavallo, Mulla, Bur-
ro e Ovelha) a immunisagdo foi rapida, com um decurso
classico, como nos mostra o diagramma que illustra os
seus trabalhos: «Lo svolgimento della reazione precipi-
tante nel carbonchio ematico» (Biochimica e Terapia Spe-
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rimentale); « Der Ausbau meiner Praezipitinreaktion zur
Milzbranddiagnose» (Zeitschrift fir Inmunititsforschung
und experimentelle Therapie), que requintes de cortezia
de Ascoli levaram a offerecer nos.

A curva do diagramma (Fig. I) reproduz grafica-
mente o andamento de immunisagdo dum Burro que deu
um bom séro precipitante antes de sete semanas de pre-
paracgao.

Sabido resolver assim tdo delicado problema, era in-
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tento nosso immunisar um animal, para praticar com o
sOro a reaccao precipitante no carbunculo bacteridico,
mas o aproximar rapido do fim do anno, impediram-nos
de o fazer.

A actividade de todo o séro precipante que tem de
servir para o diagnostico, deve ser garantida, para o que
temos de ensaia-lo com dois extractos, preparados com
soluto physiologico, sendo um de uma cultura do ger-
me em agar, o outro de um bagco carbunculoso. De-
vemos procurar sempre, que este seja de gado bovino ou
ovino, pois é sobre elles que geralmente na pratica se
faz 2 prova com a reaccéo da precipitina, devendo jun-
tar & prova de verificagdo, a contra-prova com extracto
de bago de bovinos ou ov nos nao carbunculosos.

O s6ro com estes extractos, preparados segundo a
technica adeante exposta no methodo de Ascoli e Va-
lente, devem dar a reacgdo zonal instantanea, o que
nao acontece na contra-prova com o correspondente séro
normal nem com o bago ndo carbunculoso, pois, nem
immediatamente nem mesmo durante o quarto de hora
seguinte 4 estratificagio, apparece o anel caracteristico.

Esta verificagio é necessaria, diz Ascoli, pois posto
que ern todus as experiencias a reaccio se lhe revelasse
geralmente negativa com soros de animaes normaes ou
immunisados contra outros germes - séro antidiphte-
rico, antitetanico, antidysenterico, antipneumococeico,
antityphico, anticolico, contra o mal rubro — todavia usan-
do extractos de culturas muito concentrados, assiste-se
tambem ao apparecimento dum anel na prova testemu-
nha, principalmente se o soro usado é fresco. Este in-
conveniente, porem, que s6 muito raramente se nota,
resolve se muito facilmente, diluindo oportunamente o
extracto, ou substituindo-o por um de normal concen-
tragao. Esta contra-prova alem de indispensavel, mostra
a razao do erro em que cahin Bail, quando confundiu
a precipitina do carbunculo com o poder precipitante do
sOro normal,
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Diagnostico com a precipitina

A precipitina do carbunculo contida nestes soros,
provoca o apparecimento rapido da reacgdo zonal entre
0 s6ro e os extractos e nao diremos s6 em extractos de
culturas carbunculosas e vaccinaes, mas ainda é capaz
de revelar a presenga do protoplasma carbunculoso
em varios orgdos de animaes (bago, pulmao, figado, rim,
capsula supra-renal, intestino) no sangue, no edéma, nos
derramamentos dos animaes naturalmente (bovinos e
ovinos) e experimentalmente (Cobayas, Coelhos, Burro e
ovinos) infectados de carbunculo, independentemente do
seu estado de conservacgdo. A putrefacdo que tanto dif-
ficulta a pesquisa bacteriologica, ndo impede de facto a
reacgdo precipitante, a qual se mantem evidente nos or-
gios putrefactos, nao por um dia, mas por um mes, um
anno e mais.

Com 0 bago especialmente, orgdo que na pesquisa
bacteriologica é tido em maior consideracao, a reacc¢ao
manifesta-se positiva, ndo s6 com material fresco, quando
o diagnostico é ainda confirmado pelos exames micros-
copico, cultural e experimental, mas mesmo quando pro-
fundamente alterados e putrefactos «ha mais de deza-
seis meses» quando j4 ndao era possivel o diagnostico
com os methodos habituaes.

Ascoli, que conseguinu taes resultados, mostra ainda
a especifidade da reacgao, pois, fazendo exames com ex-
tractos de bagos frescos e putrefactos de animaes da
mesma especie dos que tinham fornecido o material car-
bunculoso, deram sem excep¢ao resultados negativos,
quer a proveniencia fosse de animaes sdos ou mortos
por outras doencgas (diphteria, tuberculose, septicémia,
cholera, meningite, pneumonia, raiva, mormo, edéma ma-
ligno e carbunculo symptomatico).



Methodo de Ascoli e Valente

METHODO DE LABORATORIO

A condicdo indispensavel para o bom exito da prova
— & podermos dispor dum séro anti-

carbunculoso bom precipitante.

O primeiro acto consiste na pre-
paracdo do extracto, para o que é
preciso dispor de uma cultura, em
placa, de carbunculo ou vaccina
com 24 horas, ou de um bago de
animal morto de carbunculo.

A extraccao da cultura faz-se
com soluto physiologico, bastando
para cada placa 5 a 6 ¢, c. que uma
vez em contacto com a cultura,
abandonamos por duas horas 4 tem-
peratura do ambiente ; filtra-se em
seguida pelo papel, ou pelo amianto
em tubo estrangulado especial (Fig.
i) ou por meio da vella Chamber-
land, obtendo assim um filtrado lim-
pido, mas por vezes um tanto ama-
rellado. Com o bago, porem, a fim de
precipitar a hemoglobina para obter
{ um extracto limpido e incolor, tanto
gquanto possivel, emulsiona-se de-
pois de previa trituracdo, com chlo-
roformio na proporgdo de 10 c. c.
para cada bago de Cobaia ou quan-
tidade correspondente de qualquer
outro baco ; mantida assim esta mis-
tura cerca de 5 horas 4 temperatura
do ambiente, decanta-se o chlorofor-
mio (melhor com chupéta de Pas-
teur) que se nio evaporou ou nao
foi absorvido, e emulsionada a polpa
com cerca de 5 ¢ ¢ de soluto phy-
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siologico, abandona-se durante 2 horas, findas as quaes
se filtra, como ja& vimos, obtendo tambem assim um fil-
trado limpido, excepcional-
mente corado.

Preparados assim 0s ex-
tractos, clarifica-se o sro pre-
cipitante e 0 séro normal, me-
diante filtracao pelo amianto,
pela vella Chamberland ou
centrifugando-o. Uma vez
promptos todos os elemen-
tos, pratica-se a reagcdo so-
nal, para 0 que se distribue
por meio de duas chupétas de
Pasteur em duas pequenas
provetas (Fig. mr) uma porcao
do extracto da culturana pri-
meira e na outra egual quan-
tidade de extracto do baco;
cada um dos extractos é ex-
perimentado com séro preci-
pitante e com sd0ro normal,
0s quaes se colocam tambem
por meio de duas chupétas
s6b o0s dois extractos e em
por¢oes eguaes.

O ensaio sera dado como
prompto e o séro precipitante
correspondendo ao fim dese-
jado, quando o anel caracte-
ristico apparecer instantanea-
menle na provéta com soOro
precipitante e falte por com-
pleto na provéta com soro
normal, ainda depois de um
quarto de hora de permanen-
cia 4 temperatura do am-
biente. FiG: LI

Nos laboratorios estas
contra-provas nao deverao ser nunca omiltidas ; o ma-
terial suspeito serd tambem experimentado (depois de
previa trituragdo como foi dito para o bago) com séro
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precipitante e com soro normal correspondente. Nos ca-
sos de duvida, que sO excepcionalmente se dao, e em
que seja possivel a hypothese de que tenham penetrado
no material em exame germes pseudo-carbunculosos
capazes de reagir com o sOro precipitante, devemos ex-
perimentar o respectivo material em variadas diluicoes,
pois ainda que estas variem de 1:10,1:50,1:100 os resul-
tados seriio positivos para o material carbunculoso, sem-
pre negativos, porem, para 0s nao carbunculosos.

METHODO PRATICO

Na clinica rural o veterinario praticara a reacgao,
limitando-se simplesmente a examinar o material sus-
peito, pois os soros ser-lhe-ham fornecidos, clarificados
e verificados ja, pelos Institutos incumbidos da sua pre-
paracéao.

O primeiro acto consiste em tirar do animal sus-
peito cérca de um gramma de polpa esplenica ou qual-
quer outra substancia ; emulsiona-se, depeis de previa
trituracio em almofariz, com cercade 10 c. c. de chloro-
formio; passadas 4 ou 5 horas, decanta-se o choroformio
excedente, isto 8, que nio se evaporou new foi absor-
vido. Em seguida junta-se & polpa.5 a 10 c. c. de soluto
physiologico ¢ mexe se bem ; passadas duas horas de
contacto, filtra-se a mistura pelo papel e o filtrado cla-
rifica-se vertendo-o sobre o amianto do tubo estrangula-
do especial. Passado algum tempo, no fundo deste tubo,
encontra-se uma quantidade sufficiente de extracto lim-
pido, prompto para prova., ;

Com uma chupéta de Pasteur, tira-se pelo orificio
que existe 1o tubo, abaixo do estrangulamento, uma pe-
quena por¢io de extracto que se lanca na provéta.
Com outra chupéta aspira-se egual por¢io de soro preci-
pitante do frasquinho que o contem e estratifica-se com
precancio so6b o extracto, como indica a fig. .

Se a substancia é carbunculosa, no ponto de eon-
tacto entre o séro e o extracto, apparece um precipitado
circular, isto é, o anel caracteristico da reacgdo zonal.
Este processo pode abreviar-se, omittindo a descoloragédo
pelo chloroformio, fazendo logo em seguida & trituragao,
a extraccao do precipitogeneo com soluto physiologico.
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A filtragdo pelo papel pode ser suprimida e para
abreviar a clarificagdo do extracto, podemos centrifuga-lo
com certa lentidao, no tubo estrangulado.

A reacegdo assim feita nao serd dum extremo rigor,
mas apesar de tudo, satisfaz inteiramente, tanto mais
que o veterinario, ao contrario do que acontece nos la-
boratorios, opera por via de regra com substancias fres-
cas, e por isto mesmo, menos sujeito 4s causas de erro
com que tem de contar o bacteriologista.

O material do laboratorio, especial e indispensavel
para executar a reaccdo, reduz-se ao séro, ao tubo es-
trangulado, &4 provéta com pé e chupétas, Os outros ele-
mentos ; — chloroformio, soluto physiologico, almofariz
com martello (necessario para a trituracéo) a provéta,
funil, papel de filtro e amianto para o tubo estrangula-
do, encontram-se na pharmacia. O material que a prova
nao inutilisar, pode, depois de convenientemente desin-
fectado, lavado e enxuto, servir para outra vez.

O sb6ro que ndo for utilisado em dada prova, pode
servir para outra, tendo o cuidado de fechar o frasqui-
nho & lampada, logo a seguir & prova, guardando-o em
sitio fresco e ao abrigo da luz.

Reaccao de Ascoli “Thermo-
precipitina,,

A exposicio detalhada do methodo de Ascoli e Va-
lente mostra-nos bem a sua morosidade e a pratica, in-
dicando as difficnldades diz-nos que a estratificacao do
sbro s6b o extracto é operacio um tanto delicada.

Felizmente a thermo-estabilidade da substancia que
reage duma maneira especifica com a precipitina do séro
anticarbunculoso, é uma qualidade preciosa e, utilizada
directamente 6 muilo importante na pratica, pois reduz
a0 minimo o tempo necessario para a reaccio, reunindo
no simples acto da fervura a descoloraciio e extraccio
do precipitogeneo,
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Por outro lado as difficuldades que offerece ao leigo

em estndos de laburatorio a estratificagio do séro sob

o extracto sao eliminadas com o aparelho a que Ascoli,

den o nome de diagnosticador do carbunculo hematico,

; que filtra e estratifica automatica-
' mente o extiacto sobre o soro, dis-

pensando assim o operador da primi-
tiva e delicada technica de estratificar
com a chupéta o soro s6b o extracto.
Este aparelho consta de duas par-

et

T TR S T

tes:

1) Uma provéta com pé (Fig. 1v)
providadum estrangulamento (€) e dum
alargamento (a) por baixo daquelle;
esta provéta contem até ao limite
-, (1) séro precipitante (s.p) que se con:
' serva perfeitamente lmpido, pois os
precipitados eventuaes deposilam se
no alargamento.

2) Um pequeno funil (Fig. v) com
filtro de amianto (a) gue termina por
um tubo capilar (t.c) recurvado e cor-
tado em bisel ou bico de flauta (f).

Para montar o apparelho (Fig. v1)
introduz-se o funil na provéta de ma-
neira que a extremidade (f) encoste a
. sua parede e o filtrado seja forgado a
<2 escorrer a0 longo da mesma e a estra-
& tificar se lentamente sobre o sOro.

; Gracas 4 idealisacao do aparelho
FIG. 1V descrioto, elimina-se a delicada mano-
bra com a chupéta e associa-se 4 estra-
tificagdo automatica do extracto, a filtracdo. Nos labo-
ratorios, onde se dispde de todo o material necessario
para praticar a reaccao, onde o emprego de chupétas é
de uso corrente, nao constitnindo difficuldade. a reagao
faz se facilmente. Na pratica, porem, a reacc¢ao da ther
mo-precipitina pratica-se do seguinte modo :

1) Toma-se nma provéta vulgar em que se deita so-
luto physiologico ! até ao meio; introduzem-se neste li-
quido dois grammas de material a examinar e immerge-
(1) Melhor se ligeiramente acidulado com acido acético a 1%/
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se 0 tubo em banho-maria onde se conserva em ebuli-
cd@o por alguns minutos; tira-se em seguida o tubo do ba-
nho e deixa-se resfriar, podendo abreviar-se o resfria-
mento por meio dumn jacto de agua fria.

2) Deita-se no funil do aparelho o extracto assim
obtido, e pegando na provéta com a mao direita, obser-
va-se contra a luz a superficie de contacto entre o soro
e o extracto, para o que se faz anteparo com o brago.

Se o material em exame provem de um animal car-
bunculoso, veremos apparecer na zona de
contacto (1) entre os dois liguidos um anel
circular dum branco-sujo, caracteristico da °

. reaccio zonal,

No louvavel intento de diffundir entre
0s veterinarios da provincia o methodo da
thermo-precipitina, Ascolireuniu niuma caixa
todos os elementos necessarios para prati-
car a reac¢dao no proprio local.

Deste tio util e interessante aparelho
com que Ascoli se dignou brindar-nos, en-
tendemos, por o julgar util, dar um schema
do seu conjuncto, (Fig. vu) figurando alem
dn aparelho jA descripto, uma provéta com
bico e uma pastilha de chloréto de sodio
para preparar o soluto physiologico. FIG. V

Com o seu invento, Ascoli, conseguin
adaptar a technica da diagnose do carbunculo com a pre-
cipitina 4s exigencias da pratica guotidiana do veterina-
rio da provincia, fazendo-a sahir do circulo muito res-
tricto do laboratorio.

A confirmar os brilhantes resultados de Ascoli, foi
precisamente na Allemanha, pais em que mais se impu-
nha, pelas razdes ji expostas, um methodo seguro de
diagnostico, que se realisaram as primeiras experien-
cias, tendentes a verificar os resultados publicados por
Ascoli, chegando a conclusdes honrosas para este Pro-
fessor.

Assim Bierbaum, que vperou no Cobaya, enire ou-
tras conclusoes, diz:

«Com 0 soro precipitante de Ascoli pode-se demons-
trar a infecgdo carbunculosa com certeza, ainda quando
os methodos usnaes de laboratorio se comportam em
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parte ou totalmente negativos por causa da avangada
putrefaccdo da substancia em exame. As contra-provas
feitas com orgios sdos e ndao carbunculosos, confirmam
a especifidade absoluta
da reaccao.»

Pfeiler utilizando-
se de soros da mesma
proveniencia diz que:
«As pesquisas 0 condu-
Ziram aos mesmos re-
sultados obtidos e refe-
ridos pelo professor As-
coli. Que se pode de-
monstrar, tambem em
orgios de avancada pu-
trefacgdo a presenca da
substancia especifica
(precipitogeneo) prove-
niente do protoplasma
| Muacess sra} 10 bacillo do carbun-
3 culo hematico, ainda

quando os methodos
bacteriologicos empre-
gados com 0O mesmo
material para a diagno-
se do carbunculo he-
matico dao resultados
negativos.»

Roncaglio tira das
suas pesquisas, feitas
com baco de bovinos
mortos de carbunculo
hematico as conclu-
sOes seguintes:

«1.%) O sbro de As-

FIG. VI coli tem accao precipi-

tante especifica: esta
apparece s6 ao contacto dos filtrados de orgaos carbun-
culosos e nunca ao de orgaos sios ou affectados de ou-
tras doencas,

2.°) A reaccao Ascoli obtem-se ndo s6 com orgaos
provenientes de animaes mortos ha pouco tempo mas
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ainda com orgidos em avancado estado de decom posi-
¢ao.

3.9 O filtrado d’'um bago carbunculoso immierso em
alcool durante 60 dias, d4 ainda uma notavel precipita-
¢ao zonal, "

4.°) O orgdo que melhor e mais rapidamente provoca
0 apparecimento do anel caracteristico é o baco; em or-
dem decrescente estd depois o edéma gelatinoso com
pelle e tecido connetivo subcutaneo, tirado em uma larga
zona em volta do ponto de inoculagdo ; o coracio com
pulmio e sangue, o musculo, o figado, o rim e subtancia
cerebral., »

Favero fazendo as suas experiencias com substancias
carbunculosas provenientes de Cobayas, Coelhos, Rati-
nhos brancos, infectados experimentalmente e de um Boi
morto de carbunculo hematico, marcou o tempo decor-
rido até que a reaccao se tornasse bem evidente para
ver a sua maior ou menor intensidade, concluindo que:

«1.°) A reacgiao da thermo-precipitina de Ascoli ten:
um valor especifico, manifestando-se s6 com extractos de
orgdos provenientes de animaes carbunculosos ainda
quando estes se encontram em avangada putrefaccio.

2.°) A reacgdo zonal é quasi egual quer seja com ex-
tractos de bago ou de musculo, mas para os primeiros
manifesta-se mais promptamente,

3.%) Sobre a promptidao da reacg¢do parece nao ter
influencia notavel :

a) O estado de decomposicao do material.

b) O titulo de concentracao do extracto.

¢) A gnalidade dos quatro soros empregados».

Luca Granuceci, que trabalhou com Cobayas e Pom-
bos experimentalmente infectados e com substancias de
animaes bovinos e ovinos, mortos de carbunculo, de to-
das as suas experiencias conclue :

«1.” Que nos casos de carbunculo hematico o preci-
pitogeneo especifico inicia-se no ponto onde se effectuou
a entrada do virus e s6 em seguida, com o desenvolver
da infeccao se produz nas outras partes do corpo.

2.° Que a quantidade do mesmo estd em dependen-
cia directa da duragcao do morbo, da riqueza em germes
virulentos ou seja da receptividade dos diversos orgdos
para com O virus, € que, n0s €asos em que 0S germes
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s#0 muito raros ou nio existem em outras partes do
corpo, 0 precipitogeneo deve procurar-se s no ponto de
eleicio dos bacillos.

3.° Que quando se produz, persiste por um certo
tempo nas varias partes do corpo do animal vivo, ainda
mesmo depois do desaparecimento dos bacillos.

4.° Que o precipitogeneo alem de ser normalmente
thermo-estavel, resiste & temperatura de 100° por alguns
minutos e 4 putrefacgio ; que se nao extingue depois
de um dessecamento prolongado por mais de pm anno &
em orgaos conservados em alcool por 11 annos mesmo,
enquanto que em formalina altera-se e destroe-se.

5.° Que nao passa, porem, para os lignidos de con-
servacio dos orgios.

6.° Que a concentracio dos extractos influe sobre a
intensidade da reacc¢io precipitante.

7. Que nido 6 indispensavel preparar os extractos
com soluto physiologico e que por isso, quando 0 nao
houver, pode ser substituido pela agna distillada e até
pela agna commun.

8.% Que a putrefaccdo e o aquecimento a 56° néo pri-
vam o soro especifico da sua virtude precipitante ; no
entanto a uma temperatura de 70" esta attenna-se.

9.° Que a emulsdo do material carbunculoso em ve-
hiculos notavelmente acidos, alem de conservar por mais
tempo os extractos e tornar mais limpido o filtrado, con-
serva o precipitogeneo de maneira tal que este pode tor-
nar-se evidente com v s6ro, mediante previa modificagao
dos extractos em reaccio fracamente acida.

10.° Que o methodo de Ascoli thermo-precipitina
responde maravilhosamente ao diagnostico do carbun-
culo hematico. S6 nos casos em que o virns nio existe
nos parenchimas, os extractos destes, falham.

11.° A reacgio nio cessa porem de ser positiva se
se usa para a prova o matevial da porta de entrada e de
localisacao do virus. Por este facto é bem clara a neces-
secidade de nao desistir depois de um primeiro resultado
negativo da experiencia, mas de pesquisar as partes or-
ganicas que melhor mantenham o substracto da intecgao
carbunculosa.»




Conhecidos ja os brilhantes resultados de auctores
italianos e alemades, a n6s mesmo perguntamos com que
ousadia vimos enfileirar 0 nosso trabalho ao lado dos de
tdo illustres homens de sciencia ? !

Dada porem a excepcional importancia da nova con-
quista de Ascoli, a necessidade de assumpto para these
e 0 nosso proposito inabalavel desde os primeiros annos
do nosso curso, de nada apresentar para dissertacao, a
nao ser um trabalho experimental, a isso fomos levados.

Quiz o acaso que 0 nosso muito amigo e illustre me-
dico-veterinario, Luiz Nunes, fosse colocado em Lourenco
Marques ao servico da Republica, precisamente na occa-
sido em que se dispunha a tratar tdo importante quao
interessante assumpto, sugerido pelo eminente Director
do Instituto Bacteriologico Cainara Pestana.

Na impossibilidade pois, de poder realisar o seu
proposito antes da sua partida para aquella colonia, gen-
tilmente no-lo ceden, pelo que nos confessamos muitcs
gratos, mas esqueceu-se de nos ceder tambem aquella
competencia que lhe é peculiar.

Apesar de tudo, os resnltados das nossas experien-
cias, realisadas com soros amavelmente enviados pelo
professor Dr. A. Ascoli, vao ser publicados, o que em
verdade fazemos de boa vontade no intento nao s6 de
confirmar os brilhantissimos resultados de Ascoli e ou-
tros experimentadores, mas para que, publicados na
nossa dissertacdo inangural, possamos contribuir assim,
para a vulgarisacio de tdo admiravel meio de diagnos-
tico.

Segundo indicacdes do proprie Ascoli, todos os soros
precipitantes que serviram nas nossas experiencias vi-
nham do Instituto Sieroterapico Milanense garantidos
na sua actividade, pelo ecriterio atraz exposto.

O auxilio verdadeiramente primacial prestado pelo
Professor Dr. Alberto Ascoli, com aquella cortezia propria
do seu saber, tornou-o credor perpetuo da nossa mais sin-
cera gratiddo. Alegramos-nos pois, por ter occasiao de
agradecer aos Professores Doutores A. Ascoli e S. Bel-
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fanti, director do Instituto Sieroterapico Milanense, o au-
xilio prestado e enaltecer-lhes a infinita cortezia usada
naquelle lnstituto. que tem por divisa a sympathica mis-
si0 de auxiliar todas as pesquisas scientificas.

As substancias carbunculosas que serviram para
exame nas nossas experiencias eram provenientes de ani-
maes experimentalmente infectados (Cobayas, Coelhos,
um Carneiro e uma Cabra) e duma outra Cabra morta de
carbunculo natural que o nosso amigo Justo Garcia
Pereira d’Agrella, illustre medico-veterinario em Campo
Maior (Alentejo) se dignou enviar-nos. Como a prova, que
no campo biologico é feita com a reac¢do da thermo-pre-
cipitina, se realisa geralmente na pratica sobre orgaos bo-
vinos e ovinos, nos bem procuramos obter taes produ-
ctos, para o que nos dirigimos a muitos illustres medi-
cos-veterinarios da provincia, mas felizmente para a eco-
nomia nacional, elles nio tiveram na suva clinica, durante
a realisacdo dos nossos trabalhos, caso algum de car-
bunculo !

A todos lhes agradecemos a boa vontade de serem
uteis 4 sciencia, mas devemos especialisar 0s nossos
amigos Antonio Canejo, illustre quintanista de medicina
veterinaria, e Alberto Brito, distincto medico-veterinario
em Alcacer do Sal que, interessando-se sobremaneira por
todos os assumptos scientificos, nos enviaram visceras
de animaes mortos de varias infecgoes.

Do confronto dos diversos meijos de diagnostico
(Mappa 1) claramente se vé que 0 diagnostico do carbun-
culo bacteridico pela reacgdo de Ascoli «thermo-precipi-
tina» & possivel mesmo quando falham os exames mi-
croscopico e cultural. Tendo por vezes chegado a resul
tados negativos com estes dois ultimos meios de dia-
gnostico, visto que as tabellas 0 ndo indicam, devemos
dizer que, como complemento, mals de uma vez recorre-
mos tambem & inoculacio experimental que como aquel-
les egualmente falhou (3 experiencias). Posto que o titulo
de concentragio dos extractos habitualmente emprega-
dos por nos tosse de 1:5, fizemos variar o titulo de con-
centracdo dum dos nossos extractos de bago de Carneiro
de 1:5, 1:10, 1:20 e fazendo a prova com 0 soro n.” 12 a
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reacgao foi sempre positiva sem que. contudo, a inten-
sidade da reac¢do se modificasse notavelmente,

Fazendo variar de 1:5,1:50,1:100 o titulo de concen-
tracdo de um outro extracto de bago de Cabra morta ha-
via j& quatro meses e fazendo a prova com o soro n,° 5,
0 anel caracteristico da reacgio zonal apparecia sempre
entre o séro e o extracto, mas a sua intensidade dimi-
nuia com o augmento da diluicio.

Propositadamente deixamos ao abandono durante
um numero de dias variavel de 1 a 10 entre a morte e a
autopsia alguns cadaveres de Cobayas infectadas, a fim
de putrefazerem e para que as bacterias carbunculosas,
assirn a0 abrigo do ar nao podessem esporular. Pois
mesmo nestas condigoes e quando j4 nao era possivel 0
diagnostico por nenhum dos methodos habituaes de la-
boratorio (nestas experiencias nao recorremos ao Pro-
cesso de Strasburgo) as provas feitus com bagos d’aqnel-
les animaes deram sempre resultados positivos,

Os productos carbunculosos que serviram na quasi
totalidade das restantes experiencias foram abandonados
no meio ambiente do laboratorio, depois da autopsia dos
animaes durante o tempo maximo de 179 dias, exce-
pcao feita, porem, para dois fragmentos de baco’ de
origem ‘ovina um, caprina outro, que foram coloca-
dos em alcool. O primeiro esteve durante quatro meses
a contar do dia seguinte & morte do animal, dataem que
fizemos com resultado positivo o exame microscopico
e cultural; o segundo tambem durante quatro meses a
contar do septimo dia depois da autopsia do animal,
epoca em que ja n#o foi possivel o diagnostico pelos me-
thodos habitnaes de laboratorio. Pois ainda em todos es-
tes casos os resultados da reaccao precipitante de As-
coli, obtidos assim com substancias frescas umas, pu-
trefactas outras e ainda conservadas em alcool como ja
havia feito Roncaglio foram sempre positivos, exce-
ptuando o séro de leite de Cabra que deu resultado ne-
gativo e a glandula mammaria do mesmo animal que den
uma reacgdo incerta com o séro n.° 4. (%)

(1) O séro anticarbunculoso portugues do dr. Palma, ndo mani-
festa em presenca de varios orgdos de differentes animaes carbuncu-
losos nenhum poder precipitante, ndo obstante.o seu valor therapeu-
tico.
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Por outro lado dois filtrados de extractos tratados
pelo chloroformio e soluto physiologico—um de baco de
Cobaya preparado ao vigessimo segundo dia depois da
autopsia do animal e abandonado na geleira durante 153
dias, e outro de um figado de Coelho preparado ao 6.°
dia depois da autopsia do animal e abandonado nagelei-
ra durante147 dias, deram tambem reacgdo positiva.

Como Luca Granucei, tivemos occasiao de verificar
tambem, que nao é indispensavel prepara 0s extractos
com soluto phisiologico, pois fazendo dois extractos de
baco de Cabra morta, havia ja 197 dias, nm com agua
distilada outro com agua commum, e executando as pro-
vas com o soro n.° 8, os resultados da reaccao foram
positivos.

Nao podemos fixar a escala da riqueza dosdiffcrentes
orgios carbunculosos em precipitinas, visto que nao fi-
ZemoS a0 Mesmo tempo e com O mesmo s6ro a reaccao
precipitante com 08 respectivos extraclos.

s diversos ensaios feitos permittem concluir noen-
tanto que & o bago, 0 Orgio que mais rapidae nitidamen-
te d4 o anel caracteristico da reacgao zonal.

Em verdade, sendo 0 baco 0 orgao geralmente pre-
ferido para as pesquisas bacteriologicas, a demonstragao
pratica ndo faz mais que confirmar que a intensidade da
reaccdo ¢ de facto proporcional ao numero de germes
carbunculosos que tenham penetrado no material sub-
mettido & prova, e que a conclusao tirada é inteiramen-
te verdadeira.

Como porem a intensidade da reacgio depende tam-
bem, alem doutras circunstancias, do maior ou menor
poder precipitante do so6ro, nés nao referiremos mais na-
da além do que se deduz dO Marpa 11, COm as Suas ob-
servacoes.

A demonstrar a especifidade da reaccdo temos a
juntar aos resultados negativos dos auctores atraz citados,
08 nossos, obtidos na contra-prova (Mappa 1) com or-
gios frescos e putrefactos de animaes sdos e mortos de
variadas infeccdes, positivamente nao carbunculosos, das
mesmas e de diferentes especies dos que forneceram as
substancias carbunculosas.

Nio devemos, porem, deixar de relatar, que assisti-
mos tambem, ao apparecimento, nao rapido, dum anel
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entre o s6ro e o extracto, em duas provas. Usando porem
do artificio indicado por Ascoli, isto é, fazendo a prova

com o extracto diluido ou com outro de normal con-

centracdo, o pseudo anel nao mais apparecia.

Manifestando ao Professor Dr. Alberto Ascoli interesse
de que entre as varias doencas que serviram a confirmar
a especifidade da reac¢ao, pudessemos contar o carbun-
culo symptomatico, que inoculacdes de velhos germes
nao haviam produzido, com a gentileza de sempre, aquelle
illustre professor promptamente nos enviou material que,
inoculado, deu o fim visado.

As provas assim feitas com substancias provenientes
de animal morto de carbunculo symptomatico, dando re-
sultados negativos, ndo fizeram mais do que confirmar
os resultados ja obtidos por aquelle professor, que havia
demonstrado como a reacgao da precipitina pode servir
em caso de duvida, para a differencia¢do dos dois car-
bunculos.

A importancia scientifica da nova conquista de As-
coli & grande por certo, e a sua immediata aplicagdo pra-
tica 4 diagnose do carbunculo, veio resolver, sem duvida
um problema de excepcional importancia.

Com o methodo da thermo-precipitina, uma vez en-
trado no uso diario da clinica rural, nos matadouros e
nas c«barreiras» onde chegam os animaes, mortos sem a
inspeccao medico-veterinaria ante e post-mortem, dando
margem a que a fraude occulte ao inspector qualquer
indicio, no exame anatomo-pathologico, para a suspei-
¢do carbunculosa, hao de ganhar, alem da diagnose, a
prophylaxia, a que estao ligadas a hygiene publica e a
economia nacional.




Conclusoes

[

‘Com a reaccdo precipitante de Ascoli pode fazer-
se 0 diagnostico do carbunculo bacteridico mesmo qunan-
do néo é possivel caracterisa-lo pelos methodos micros-
copico, cultural e experimental.

I

Que é especifica a reacgdo precipitante de Ascoli,
pois 0 anel caracteristico da reaccao zondl apparece sd
ao contacto do séro com extractos de orgdos carbuncu-
losos, nunca de orgdos sdos ou nidv carbunculosos.

[11

Com a reacciio precipitante de Ascoli é possivel o
diagnostico do carbunculo bacteridico com orgaos con-
servados em alcool durante quatro meses pelo menos;
isto quer no momento da immersio permittam ainda ou
nao a diagnose pelos methodos habituaes.

IV

2 0 bago 0 orgao cujo extracto em contacto com o
sdro mais prompta e nitidamente d4 a reaccdo zonal.
4




Com a reacciio precipitante de Ascoli é possivel
demonstrar a existencia do precipitogeneo carbunculoso
em filtrados de orgdos carbunculosos, frescos ou nao,
quando colocados na geleira durante cento e cincoenta
e tantos dias, pelo menos.

Vi1

E’ preferivel, mas nao indispensavel, preparar 0s
extractos com soluto physiologico, podendo tambem,
guando o n#@o honver, substitui-lo pela agua distillada e
até pela agua commum. ;

V1l

A rapidez e intensidade da reac¢iio diminuem com
o augmento da diluicdo dos extractos, com o menor po-
der precipitante do séro, néio inflnindo de maneira nota-
vel a maior ou menor decomposi¢do das substancias em-
pregadas.
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