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(Com 3 estampas)

O resultado controverso da reaccio de Paul no alaslrim e, alé
cerlo ponlo, na variola, fez com que lomassemos, de novo, a queslio
reialivamente ao alaslrim, aproveilando malerial colhido em pequenas
cpidemias observadas em cinco Estados do Brasil.

[Levando em conta lesdes macroscopicas da cornea do coelho, Paul
(1915) propoz um methodo para o diagnoslico da variola, applicando-o
em vinle e dois casos. Mais tarde (Paul, 1916) baseando-se em cen-
lenas de casos de variola pesquizados, elle affirma «dass man in den
wellaus meislen Fillen aus dem makroscopischen Befund allein schon

‘die Varioladiagnose mil Sicherheil zu stellen vermag ».

Hislologicamenle as lesdes da cornea, na variola, apresentam os
caracleres de uma infeccao pura do epithelio, nido associada a lesoes
iniflammalorias do tecido conjunclivo. Ao contrario, na cornea inoculada
com malerial de 1mpeligo contagioso, as lesdes da cornea sio as de
unma «ceratiis purulenta » dependenle da inflammacio do lecido con-
juniclivo, de origem infecluosa. Gracas ao seu methodo macroscopico,
Paul (1916) julga possivel estabelecer distinecio enlre as lesdoes da vaccina
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¢ as da variola na cornea do coelho. Com eflfeito, isto era al¢ entdo
impossivel de fazer pelo estudo microscopico, visto como os corpusculos
de Guarnieri occorrem em ambos 0S Pprocessos.

(xins (1916), em cincoenta ¢ um casos com o diagnoslico clinico
de variola, oblem Irinta e sele reaccdoes de Paul posilivas, duas duvi-
dosas e doze negalivas. « Durch die Verimplfung von Puslelinhall Blal-
lern-Kranker auf die Kaninchenhornhault nach Paul lisst sich in den
meisten Fillen bereils nach 48 Stunden die Diagnose sichern ».

Paul (1917) comparando as alteracdoes da cornea do coelho Iino-
culado, de um lado, com o virus da vaccina, e, de oulro, com o da
variola acha que, na variola, as diversas phases de evolucao do pro-
cesso sio melhor apreciadas, evoluindo mais lentamenle, e, sendo, com
menos frequencia associadas a processos inflammalorios secundarios. Ac-
cenlua que, na vaccina, quando usado malerial muilo virulento, a tume-
facio e a proliferacio cellulares occorrem de modo muilo mais rapido,
inlenso ¢ diffuso, do que na variola. Tambem a descamacio epithe-
lial, na parle ecenlral dos focos de infecciio, ahi se processa de moda
mais precoce, sendo mais intensa. Na variola nota-se, no cenlro da
zona espessada do epithelio (« Variolahtuigels » ), o inicio de descama-
cio epithelial ao cabo de 48 horas, a qual conduz, no [im de 96 horas
a4 conslituicio de cratera. « Diese Kralerbildung ist fur Variola patho-
gnomonisch » .

Na epitheliose observada na variola, o espessamenlo do epilhelio
¢ devido ao augmenlo individual do volume das cellulas epilheliaes, es-
pecialmente das basaes, allingidas pela degenerescencia hydropica. A
hyperplasia cellular occorre mais tardiamente.

Von Gerloczy & Vas (1917) experimenlam a reac¢io macroscopica
de Paul em 22 casos de variola, oblendo um resultado posilivo em 17.
Em 3 casos nos quaes a reaccio fol negaliva, [ralava-se de «ganz
leichte Varioloisformen ». As modificacoes macroscopicas sio referidas
como « kreideweisse Punklchen oder kreisrunde Knopichen von 1/2 bis
2 mm. Durchmesser sichtbar, die nach 48 Stunden in ihrer Mille eine
kleine Verlielung zeigen ». « Weniger charaklerislisch ist jene IForm der
Reaktion, wo kleine nadelstichgrosse Knoplchen lings der Stlichslellen
aneinandergereiht erscheinen ».

LLescheke (1917) pralica a reaccao de Paul e a pesquiza de cor-
pusculos de Guarnieri na cornea do coelho durante a epidemia de
Hamburgo, nao mencionando o numero de casos, nem o numero de
reaccoes posilivas.

Paul (1918) affirma que na « epitheliosis variolosa cornea ex
inoculalione », os agenles da variola e da vaccina assenlando-se no epi-
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thelio, ahi determinam uma hyperplasia epilthelial caracterislica, ao passo
que nas inflammacoes mixtas os agentes acluam sobre o lecido con-
junclivo, provocando uma Kkeralile suppurada diffusa. Menciona a 1m-
porlancia do estudo hislologico da cornea em delerminadas condic¢oes,
para a nlerpretacio da reaccio.

Fm 1919 Paul assim descreve o aspeclo macroscopico da lesao
aproveilada no diagnostico da variola: «Im Zenlrum des peripher weiler-
wachsenden Variolahtigels beginnt nach 48 Stunden die i<pitheldesqua-
mation, die ungefihr 96 Stunden nach der Impfung zur Bildung eines
kreisrunden, wie mil einem Locheisen ausgeslanzlen Kralers fihrt. Diese
Kraterbildung ist [ir Variola palhognomonisch (Abb. 2)». Assignala a
dilferenca entre a epitheliose da variola e da vaccina como se vé pelo
seguinle capitulo: « Die Variolaepitheliose unlerscheidel sich von der
Vakzineepilheliose schon makroskopisch; nach der Skarifikalionsmelthode
diec Wucherungsherde zumeisl in Form isolierter kreisrunder Knopfchen
erscheinen, wihrend der Wucherungsprozess bei der Vakzineinfeklion mil
vollvirulentem Malerial in diffuser IForm das Epithel ergreifl und auch
viel stiurmischer verliaufl. Diesem makroscopischen Formunlerschiede ent-
sprechen auch die histologischen Bilder ».

Gins (191) obteve uma reaccio de Paul positiva, concordando com
o diagnoslico de variola, em 80 9% dos casos denlre 1.000 reaccodes
pralicadas.

Ungermann & Zuelzer (1920) lrazem preciosa conlribui¢ciao no que
se refere a technica da reaccio de Paul, aperfeicoando-a em seus de-
lalhes. « Die Diagnose millels des Paulschen Verfahrens ist oft sehr
leicht, mitunler aber auch recht schwierig ». As condi¢des em (que se
encontra o malerial colhido e secco em lamina, ou sejam as dilterencas
na quantidade de virus existente no malerial examinado, mtluenciam,
de modo decisivo, o resullado da reacciio. Assim, em uma primeira serie
de exames obliveram, em 66 maleriaes de casos seguros de variola, 9o
provas positivas; em maleriaes duvidosos de 12 casos, 9 provas posili-
vas e, em 12 esfregacos de varicella, uma resullado positivo. Em malerial
provenienle de duas affeccdes culaneas diversas, o resullado Iol nega-
livo. Em uma segunda serie de exames com o mesmo malerial acima
cilado, os resultados posilivos foram, respectivamente, 51, 5, 1 e 0

Sendo posiliva na varicella, segue-se que a reaccdo de Paul da
lugar a erros de diagnoslico, ndo sO quando negaltiva, mas, lambem,
gquando posiliva.

Ao concluirem affirmam, comludo, o grande valor diagnostico da
reaccio de Paul com a qual obliveram resullado positivo em 829 de
casos seguros de variola.
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Hoffmann (1921), embora nio indicando o numero de vezes em
que praticou a reaccdio de Paul, diz lextualmente: «The posilive reaction
obtained through this test is diagnoslic of variola infection, and the
variola virus gives a posilive reaction in 90 (o 95 per cent of suspected
cases ».

Espiro (1922) assignala a reacciio de Paul positiva em 2 ecoelhos
imoculados com material de um doente de variola.

Gomes (1922), effecluando a reaccio de Paul em 3 ecasos de variola
diz que «o resultado foi perfeitamente typico como mostramos na So-
ciedade de Biologia ».

Scolt & Simon (1923), trabalhando com malerial de 18 doentes de
variola, obliveram resultado macroscopico posilivo da reaccio de Paul
em 17 e duvidoso em 1. Esle mesmo foi positivado pelo estudo histo-
logico. Dizem textualmente: « Having once seen a lypical reaclion, even
a beginner would have had no difficully in classifying any case of this
series, with the exceplion of the one mentioned ». Assim descrevem o
aspeclo da cornea infectada com o virus da variola: « The general back-
ground has also become milk white, but here and there within the
scarified area infensely white and opaque lillle elevalions make their
appearance, some ol which, already at this time, present a distinetly
visible, dark little crater, in the center of the elevation ».

Loewenthal (1924) informa que, desde 1921 occorriam, na Suissa,
epidemias de variola em populacio niio immunisada de modo conve-
niente ou sem nenhuma immunisac¢io, nas quaes, porém, nenhum obilo
havia sido registrado. Trabalhando com o virus da variola entio iso-
lado, nolou que, frequentemente, eram necessarias mais de 48 horas
para produzir, na cornea do coelho, as alteracdes macroscopicas des-
scriptas por Paul. Durante o inverno de 1922/23, os casos em que foi
possivel o diagnoslico macroscopico da reacciio de Paul foram excepcio-
naes, indicando a necessidade do exame microscopico complementar. A
distribuicio dos corpusculos de Guarnieri no material é differente da.
que assignalam Paul e Gins. Eram enconlrados em « ninhos» mais ou
menos extensos, fora do ponlo de inoculacio, ao passo que Paul e Gins
0s haviam enconlrado, unicamenle, nas papulas. Os resultados obtidos
com o processo de Paul foram os seguintes. Em 50 casos examinados,
apenas, macroscopicamente, no fim de 48 horas, 26 foram positivos,
24 megalivos. Em 299 oulros casos, 95 foram posilivos, macroscopica-
mente, no fim de 2 dias; 22 posilivos, microscopicamente, no fim de
2 dias; 206 macroscopicamente posilivos no fim de 3 dias, e 15 microsco-
picamenlie no fim de 3 dias.

Scott (1924) verifica a reaccio de Paul positiva em 1 dentre dois
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casos de variola examinados ao lerminar a phase activa da moleslia,
por occasiio em que a quarenlena ¢é, geralmente, levantada.

Simon & Scolt (1924) declaram que o methodo de Paul para o
diagnostico da variola merece confianca, desde que seja histologicamenle
conlrolado.

Usando o exsudalo secco de vesiculas e puslulas, verificaram que
conserva a infecltuosidade durante longo lempo, supportando o lransporle
do Estado de Colorado (U. S. A.), e da China, alt¢ o John Hopkins
Hospital. As lesdes macroscopicas nos casos posilivos sio assim des-
criplas: « The general background here also is evenly opaque, bul here
and there within the area of scarification and usually along the lines
of scralches and at the poinls of inlersection, intensely while and Iiltle
elevations make their appearance, some of which, even al this lime,
show craler-like depressions ».

Toomey & Gammel (1927) experimenlam a reaccio de Paul em
pequenas epidemias de variola occorridas em 1923, 1924 e 1925, obtendo
resultado positivo em 56 9% dos casos.

Defries & Me Kinon (1928) effectuam a reaccio de Paul em 52
casns de variola, oblendo uma reaccio positiva em 23 (44 056). « Some
of the specimens gave only one or more pin-point while lesions, not
so sharply delined as in the typical picture, wilth no central depression
and of a questionable hummockshape. These could nolt be considered
as positive » .

Informam que o malerial empregado provém de uma epidemia
de mais de 200 casos, onde nenhuma morte occorreu, embora os doentes
parecessem bastanle affeclados e a erupcio fosse, em alguns casos, pra-
licamenle confluente.

Jadassohn, Schlipfer & Braun (1931) propdée uma nova lechnica
para a apreciacio das lesdes macroscopicas da cornea inoculada do
coelho.

As lesdes produzidas pelo virus da variola podem ser reconhecidas
no animal vivo. Nao informam sobre a porcentagem dos resultados po-
sitivos com essa nova lechnica, a qual lem a vantagem de poder apro-
vellar tambem a cobaya como animal de experiencia.

Duran (1932) refere a reaccio de Paul positiva em 80-90 o de
casos de variola occorrida em diversas cidades chilenas proximas da
Bolivia, ndo indicando o numero de reaccoes effectuadas.

A reaccdo de Paul foi, egualmente, experimentada no alastrim,
encontrando-se na litleratura os seguintes dados a respeilo:

Mac Callum & Moody (1921) inoculando, por escarificacio, a pelle
¢ a cornea do coelho com o conleudo de pustulas de casos lypicos de
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alasirim, notam que as escarificacdes cicalrizam sem deixar nenhuma
lesdo reconhecivel. A cornea, examinada com lente. nio mostra opacit-
dade, nem nodulos semelhantes aos descriplos por Paul.

Beaujean (1923) experimenta a reaccio de Paul com o conletdo
de vesicopustulas de quinze doentes de alasirim em periodos diversos
de evolucio. Em qualro casos, as escarificacdes provocaram uma kera-
lite com lurvacido da cornea, sendo que, em dois delles, o puz inoculado
continha germens pyogenicos. « Pour les onze aulres malades, il ne se
produisit rien de particulier. Il1 ful impossible d’apercevoir, méme en
saldanl d'une forle loupe, la plus minime surélévation le long des sca-
rificalions qui cicalrisérent normalement » .

Van Hoff (1923) refere « Plus récémment Hoffmann insisle sur
la- valeur de l'inoculation dans la cornée du lapin pour le diagnoslic
de la variole. Il la pralique suivant la méthode de Paul, puis fail I'exa-
men sur la corné¢e enlevée et trouve 90 a 950, de résultals posilifs. Or
au Laboraloire de Leopoldville nous avons pratiqué de nombreuses fois
'inoculation du conlenu de puslules a tous les degrés de leur ¢évolu-
tion dans la cornée du lapin el seulement une fois nous avons réussi
a provoquer une ulcération typique. Celle cornée ful enlevée el par
les méthodes hislologiques ordinaires ainsi que par la coloralion indi-
quée pour la recherche des corpuscules de Negri, les corpuscules de
Guarnieri n‘ont pu étre mis en évidence. Une parlie de celle cornée a
¢l¢ inoculée a un lapin neuf sans provoquer la moindre réaclion ».

Ricardo Jorge (1924) assim se expressa: « My assislant Firmino
Pantana, and I have tried Paul’s lest which has so great a repulalion
in Germany and Austria in the diagnosis of small-pox: for this purpose
we recenlly oblained from San Miguel (St. Michael in the Azores) a
few lubes of alastrim lymph collected from a palient wilth the grealest
care by the sanilary officer, Jayme Neto. The lymph was lurbid and
veilow with some blood-staining and conlained, microscopically, numerous
red cells in the case of some of the tubes; in olhers there was very
little blood. Direct examination revealed scanly bacleria and cullure
yielded practically staphylococei alone. Only one of the rabbils em-
ployed for the test showed three or four tiny pearls at the end of 48
hours on the scarified cornea:; Lhe reaction was thus weak and in-
constant » .

Armstrong (1933) resumindo o que se conhece a respeilo do dia-
gnostico do «mild smallpox» ou «alastrim», diz que a reaccio de Paul,
muilo caracleristica quando posiliva, falha em percenlagem variavel de
casos de variola e ainda mais na variola minor, que na variola grave.
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MATERIAL E TECHNICA

A technica da reacciio niio ¢é tio simples como se poderia suppor,
¢ 1sso se deprehende da leitura dos trabalhos de Gins (1916) e de
Ungermann & Zuelzer (1920).

Além de larga experiencia pessoal, ¢ indispensavel observar, ri-
gorosamente, certas precaucoes.

A lechnica aconselhada por Gins (1916) pode ser, assim, resumida :
Escolhida a pustula variolica, ainda fechada, ¢ ella desinfectada com
alcool. Secco o alcool, a pustula ¢ aberla com a ponla de um bisluri.
O seu conteudo, colhido com esse instrumento, ¢ depositado na parte
cenlral de uma lamina limpa. Como ndo ¢ deslinado a4 pesquiza mi-
croscopica, o malerial collocado sobre a lamina, pode ser bastanle abun-
dante, ¢ formar espesso deposilo. A lamina ¢ deixada seccar a4 lempe-
ralura ambienle e ao abrigo da poeira, havendo o cuidado de ndo pas-
sal-a na chamma. O virus da variola supporta bem a dissecacio, per-
manecendo aclivo durante semanas. O malerial colhido da maneira acima
indicado ¢ remelttido ao laboralorio. Ahi chegando, a lamina ¢ collo-
cada com o malerial voltado para cima, em uma placa de Pelri esleril.
Sobre o material deixa-se cahir duas goltas de uma solucio a 50 %
de glycerina em agua physiologica. Com o auxilio de uma pipeta ca-
pillar esleril, emulsiona-se cuidadosamente o malerial no liquido de-
positado. Nesse interim, o coelho que vae ser inoculado recebe, em cada
globo ocular, algumas gottas de uma solucio de novocaina. Com uma
agulha apropriada pralica-se, em ambas as corneas, escarilicacdes orien-
ladas, a principio, em um senlido, e, depois, em oulro perpendicular
ao primeiro. Desse modo sio produzidos, na cornea, pequenos quadra-
dos tendo, cada um, cerca de 1 mm. de lado. Transporta-se o ma-
lerial da lamina para uma pequena espatula de melal, depositando-o,
a seguir, sobre um dos globos oculares escarificados. O globo ocular
do lado opposlo, nada recebe (lestemunha). Quando se emprega agulha
fina adequada, e ndo uma agulha grossa ordinaria, as lesdes lraumalicas,
em geral, ndo sdo mais reconheciveis no fim de vinle e quatro horas.
Quando muilo, as escarificacdes siio, apenas, percepliveis nessa occasiiio.
No fim de quarenta e oilo horas, a cornea adquire aspeclo normal, no
caso de uma reaccio de Paul negaliva. Se o malerial, porém, contem o
virus da variola, na maioria dos casos, ja se percebe, nesse periodo, nu-
mero variavel de pequenas elevacoes ponteagudas, sendo o seu dia-
melro raramente maior de um millimetro, sitluadas quer sobre, quer
enlre as cicalrizes das escarificacdes. O emprego de uma lente com o
augmento de 6-8 diamelros facilita o exame. O resultado da reaccio,
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¢, porém, baseado no exame do globo ocular enucleado e immerso no
seguinte liquido, contido em um pequeno cristallisador: sublimado cor-
rosivo, 4 grs., alcool, 30 grs., agua distillada, 60 cc. A cornea lorna-se.
immediatamenle, turva e levemente leitosa, destacando-se as escarifica-
coes de modo mais evidente que no animal vivo. Ao cabo de dois «
cinco minulos de immersido, quando a reaccio de Paul ¢ posiliva, sur-
gem ao longo das escarificacdes, e, tambem, entre ellas, formacdes re-
dondas, de coloracio mais pronunciadamente branco-leitosa (que o reslo
da cornea. As formacdes arredondadas (orbiculares) sio mais intensa-
menle esbranquicadas ,na parte central, do que nas margens. Eslas con-
fundem-se, gradualmente, com o tecido normal adjacenle. Algumas apre-
senlam uma depressdo central em forma de cratera. De dimensdes va-
riando de meio a dois millimetros, sio em numero variavel. Em cerlos
casos, as lesdes sdo isoladas, apenas visiveis; em oulros, uma duzia ou
mais de laes formacdes apparecem em cada cornea. Examinada com
lente, a lesdo apresenla aspeclo, alé certo ponto comparavel ao de uma
paizagem lunar (Gins, 1916).

Ungermann & Zuelzer (1920) acham melhor pralicar as escarifica-
coes em um sO sentido, evitando, assim, a inlerseccio das eslrias de
escarificacdo, o que, por vezes, traz embaraco 4 leilura do resullado.
Tambem aconselham (ransportar o globo ocular, depois de permanecer
um a dois minutos no sublimado, para alcool a 70° onde serio apre-
ciadas as lesdes.

Procuramos levar em consideraxio, o mais possivel, as inslruccoes
de Gins e de Ungermann & Zuelzer, nas reaccdes que pralicamos com
malerial de alastrim. Algumas modificacdes, porém, foram inevilaveis.
Assim ¢é que o material nio foi depositado sobre lamina e ahi deixado
seccar, o que ¢ i1ndicado no caso de exame de material de variola enviado
de localidade distante. Como trabalhavamos com doentes hospilalisados
poslos a nossa disposi¢do, a maioria das reaccdes foi feita com malerial
colhido nas lesdes (vesico-pustulas) por meio de pipetas capillares es-
tereis. Em grande numero de reaccdes, tal malerial, sem soffrer ne-
nhuma dilui¢do, foi depositado, immedialamente depois de colhido, so-
bre a cornea escarificada do coelho. Em outras, o malerial foi previa-
mente diluido em sdéro physiologico antes de inoculaciio, sendo que, al-
gumas vezes, a inocula¢dio foi praticada algumas horas apés a colheila.
Finalmente, em pequeno numero de reaccdes, usamos malerial enviado
de localidade dislante, ora conservado secco, ora immerso em glycerina.

- Conforme veremos adeante, a technica usada, especialmente a co-
Iheita do material, exerce influencia consideravel sobre o resultado da
reaccao.
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ASPECTO MACROSCOPICO DAS LESOES DA CORNEA

Nas reaccoes positivas, o exame do animal vivo, feilo vinle e qualro
horas apos a 1noculacio, revela, em certo numero de casos, modilica-
coes do aspeclo normal, as quaes comtudo, nio asseguram o diagnos-
lico. Sdo ellas apreciaveis, mesmo a olho nu, constando de eslrias sa-
lienles, de aspecto leitoso (IFig. 3) nas quaes apparecem Dequenos no-
dulos elevados arredondados. E importante escolher uma incidencia fa-
voravel de luz para aprecial-as. Oblivemos melhor resullado approxi-
mando o coelho, seguro pelas orelhas, de uma janella com forle illu-
minacio natural, mantendo-o, porém, em plano inferior ao do para-
peilo. Nesle caso, as lesdes eram igualmenle, evidentes no globo ocular
enucleado 24 horas apos a inoculacdo e immerso em solucio de su-
blimado (Fig. 4). Comludo, o resullado da reaccio, basea-se no exame
das lesdes do globo ocular, quarenta e oito horas apds a inoculaciio, no
decurso dos primeiros minulos que se seguem 4 sua immersio em solu-
cao alcoolica de sublimado corrosivo (Fig. 1).

Nas reaccoes fracamente posilivas e duvidosas, nola-se, apenas.
ligeiro espessamento das estrias de inoculacio.

Nas reaccoes posilivas, o espessamento das eslrias de inoculacia
¢ nitido (Figs. 1, 2, 4 e 5), embora inleresssando, apenas, algumas del-
las. Além do espessamento mais ou menos uniforme, apparecem, pe-
(quenas areas mais alargadas e salientes que o restanlte e que, desse
modo, constituem pequenos nodulos, proeminenies, sem depressio cenlral
ou aspecto craleriforme (Figs. 1 e 2), semelhando as conlas de um
rosario. As lesdes lem coloracio esbranquicada-leilosa e aspeclo opaco,
distinguindo-se, em geral, com facilidade, do restante da cornea (Fig. 1).
Oulras vezes, as esirias moslram espessamento disconlinuo.

Descrevendo de oulra maneira, podemos dizer que pequenos no-
dulos esbranquicados, elevados coincidem, evidenlemenle, com as eslrias
de inoculacio, sobrevindo, apenas, em delerminado (recho do seu lrajecto.

Além dessas lesdes, por assim dizer, especificas, oulras, as vezes,
sobrevem na cornea dos animaes inoculados. Sio placas de keralile, de
dimensdes variaveis, mas geralmente pequenas e de forma irregular
(Fig. 2). Algumas coincidem com as estrias espessadas, acompanhando-as
em cerla extensao, e excedendo-as de um, e¢ de oulro lado.

Insistimos no facto de que, as lesdes, embora mostrando dilfe-
rencas de um para oulro animal, no que respeilta a nilidez com que
se apresenlam, nunca revelam perdas de subslancia, taes as produzidas
pela vaccina, nem depressdoes craleriformes, conforme sio relatadas na




10 Memorias do Institulo Oswaldo Cru:z 33, 1

vaccina e na variola. Apenas em uma reaccio dentre 56 posilivas estu-
dadas, nolamos uma pequena depressio.

Ao relalarmos o aspecto macroscopico das reaccoes da cornea do
coelho no alastrim, chamamos a allencio para a imporiancia considera-
vel que a lechnica usada apresenta em relacio ao resullado final.

Pensamos que ¢é esse, em grande parle, o molivo dos resultados
discordantes oblidos pelos diversos aulores que usaram a reaccio de
Paul no alastrim.

Oulra causa responsavel pela discordancia dos resultados, vem do
crilerio usado no considerar a reaccao como duvidosa.

A linha de demarcacio enlre as reaccoes positivas e duvidosas ¢, ne-
cessariamente, difficil de ser estabelecida. Assim, a reaccido do doente N. S.
dada a principio como duvidosa, foi, posleriormente, quando haviamos
adquirido maior experiencia, considerada como positiva, levando em conla,
lao somente, a descripcdo da cornea relatada no prolocollo. Este assim
dizia: «espessamento conlinuo das estrias de inoculaciio, ausencia de
nodulos e de depressio craleriforme ».

LESOES MICROSCOPICAS

As alteracdes da cornea produzidas pelo virus do alasltrim per-
manecem localisadas as eslrias de inoculaciio e sua visinhanca imme-
diata (Figs. 1, 2, 4 ¢ 5).

Constam, essencialmenle, de hyperplasia circumscripta das cellu-
las do epilhelio anterior da cornea e formacio de « brolos epitheliaes ».

Sdo elles constituidos, em certos casos, por seis ou mais cama-
das de cellulas polyhedricas e tres ou mais de cellulas superficiaes acha-
tadas (Figs. 6 e 7). O arranjo normal das cellulas ¢ profundamente
modificado (Fig. 6).

Os brotos epilheliaes invadem o tecido corneo subjacenle, alra-
véz da membrana de Bowman dilacerada por occasiio da inoculacio.
Uma leve proeminencia das lesdes na superficic da cornea, notada em
certos casos, nao ¢ conslanle. Na cornea espessada apparecem, por ve-
zes, nucleos juxtapostos de cellulas epilheliaes, suggerindo mulliplica-
cao amitotica (Iig .6, a).

No tecido corneo, as lesdes permanecem, egualmente, limiladas ao
ponto de 1moculacdo. Constam de infiltracio cellular no tecido corneo
visinho dos brolos epiltheliaes. Nem sempre ¢ facil idenlificar os ele-
menlos que formam a infillracdo, em virlude de exlensa karvorrhesis
exislenle. Nos casos em que isso ¢ possivel, as cellulas mais numerosas
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sio leucocylos polymorphonucleares, embora existam, egualmenle, ma-
crophagos.

Quanto 4as inclusdes cyloplasmalicas especificas, ellas sio, geral-
menle escassas, occorrendo, exclusivamente, em cellulas siluadas no ponlo
de inoculacio ou em sua visinhanca immediata (Fig. 7.a). As inclusoes
lypicas sido volumosas, juxtanucleares. frequentemenle recalcando o nu-
cleo, ou melhor, alojando-se em uma depressiio de sua superlicie. A
sua forma ¢, geralmente, redonda, oulras vezes irregular, alongada. Nao
apresenlam aspeclo homogeneo, mas conlem pequenas areas chromo-
phobas, além de pequenas massas basophilas. Em algumas corneas, a
sua acidophilia ¢ pouco accenluada (influencia da fixacdo?). E conslanle
a existencia de nitido halo claro em lorno dellas (Fig. 7, a).

Se as inclusdes de grandes dimensdes apresenlam, geralmenle, as-
peclo lypico e podem, assim, ser idenlificadas com relaliva Tacilidade,
0 mesmo nio acontece das de pequenas dimensodes. Enconlramos grande
difficuldade, ou mesmo, foi-nos impossivel, em algumas corneas, difle-
rencal-as de fragmentos de polymorphonucleares englobados em celluias
epitheliaes.

Oulra causa de erro que convem mencionar, vem da presenca do
cenlro cellular (diplosoma) nas cellulas do epithelio anlerior. Cora-se
inlensamente, em azul nos preparados pela hemaloxylina-eosina, apre-
senlando-se como pequenos corpusculos de forma irregular. Geralmente
occupam a porcio profunda das cellulas basaes, na visinhanca da mem-
brana de Bowman (Fig. 8), oulras vezes a proximidade do nucleo.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

As lestdes da cornea do coelho inoculada com o virus do alaslrim,
apresentam-se differentes das verificadas na variola e na vaccina.

A technica usada, especialmenle a colheila do malerial, exerce 1n-
fluencia consideravel sobre o resullado da reaccao.

A reaccio positiva raduz-se pelo espessamento de algumas das
esirias de inoculaciio, e presenca occasional de pequenos nodulos pro-
eminentes, nessas mesmas eslrias espessadas. Nio sdo vislas depres-
sdes crateriformes. A apreciacio do resultado deve ser feilo quando o
globo ocular enucleado, ¢ immerso em uma solu¢do alcoolica de su-
blimado, 48 horas apo0s a escarilicacao.

Nenhuma modificacio do normal moslra a cornea, nas reaccoes
negalivas e nos lestemunhas.

A porcentagem de reaccdes posilivas da cornea de coelho ino-
culada com virus do alastrim, nio pode ser fundamentada no resultado
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global das reaccodes feitas, visto como verificamos que ella depende, es-
sencialmente, das condicdoes de conservacio do malerial (ndo diluido,
diluido em soéro physiologico, conservado em glycerina, etc.). e de sua
proveniencia (casos humanos, macacos com doenca experimental).

Em casos humanos de alastrim, empregado material ndo diluido
relirado das lesdes cutaneas, o resullado foi posilivo, em 24 reaccoes, ne-
galivo em 2, prejudicada em um (Quadro n.c 1). Em 26 reaccodes, as
porcentagens, foram respectivamenle: resullados positivos, 92.3 0%, ne-
gativos, 7,7 %.

Empregado material diluido em séro physiologico (Quadro n.o 2),
o resultado foi positivo em uma reaccio (20 %) e negalivo em 4 (80 0o).

Em casos humanos de alaslrim, empregado material (ransportado
de localidades distantes, e conservado em glycerina, o resultado foi po-
silivo em 6 reaccdes, negalivo em, 2 e duvidoso em 1 (Quadro n.° 3). Em
J reaccoes, as porcentagens foram, respeclivamente: resultados positi-
vos, 66,6 9%, negalivos, 22204, duvidosos, 11.2 0.

No alasirim produzido experimentalmenle no Macaca mulatta, em-
pregado material ndo diluido, relirado das lesdes cutaneas, o resultado
fo1 positivo em todos os casos, tendo sido feitas, apenas, tres reaccoes
(Quadro n.° 4). Geralmente o material provenienle de macaco com alas-
Irim experimental, é usado, diluido em agua physiologica, em virtude
da difficuldade de se obler, em quanlidade sufficiente, conletiido das
vesico-pustulas, levando em conta as suas pequenas dimensdes nacuelle
animal. Empregando material diluido em soéro physiologico {Quadro n.°
2), 0 resullado foi positivo em todas as 4 reaccoes feilas.

A diluicio do material lem grande influencia no resullado das
reac¢oes com material humano. E condicio imporlante fazel-as com ma-
terial colhido no doente, sem soffrer diluicio (Quadro n.c 1). No ma-
caco, ao contrario, as reaccoes ioram posiltivas, em sua lolalidade, quer
usado material diluido (Quadro n.° 4), quer ndo diluido (Quadro n.o 5).

Em casos humanos, a data da colheita do malerial lem menos im-
portancia que o emprego de malerial diluido ou nfdo diluido. Assim as
reaccoes loram consistenlemente positivas, desde o 2.0 alé o 9.0 dias
de erupcido (Quadro 1).

Usando material humano nfo diluido, nio parece haver vanla-
vem em retardar a hora da leitura do resultado da reaccio (Quadro n.o©
6). Com material humano diluido, o 'numero de reaccoes pralicadas foi
muilo pequeno para aulorizar qualquer conclusio (Quadro n.c 7). A
esse respeilo, de pouco valor nos parecem ser, tambem, os resultados
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oblidos com material de macaco (Quadro n.c 8), porque achamos que
O virus ndo mostra idenlica vilalidade, no homem e no macaco. Com
elfello, as reac¢oes positivas foram a regra, com malerial de macaco (Qua-
dro n.°s 4 e¢ 5), o mesmo nio aconlecendo com malerial humano (Qua-
dros 1, 2, 3, 6 e 7). E possivel que, no macaco, o virus conserve, em
grau mais accenluado, a capacidade de se adaptar 4 cornea do coelho.

Observamos uma vez (v. Quadro 2, inoc. 4104), reaccio nega-
liva da cornea do coelho inoculado com um material que, 1njeclado por
via endovenosa, em macaco rhesus, nelle reproduziu alastrim experimen-
tal. Isso confirma que a cornea do coelho nio ¢ tdo sensivel ao virus
do alaslrim quanto o macaco rhesus, fazendo assim suppor que uma
Inoculacdo negaliva na cornea do coelho nio indique a ausencia do
virus do alastrim no malerial usado. Em apoio dessa nossa assercao,
vem o facto do mesmo material, inoculado em corneas de coelhos dil-
ferentes, dar logar, ora a reaccio posiliva. ora a duvidosa ou a ne-
galiva (v. Quadro n.o 6, reaccdes n.os 4049, 41048 e 4042).

Apparentemente o malerial de alaslrim se conserva melhor secco
ou posto em glycerina ransportado de localidade distante (Quadro n.c
3). do que recentemente relirado do doente e diluido, nessa occasiio.
em agua physiologica (Quadro n.o 2).

Embora apparentemente conlradictorios, estes resultados poderio
ser comprehendidos, admiltindo que a quanlidade de virus, existente no
malerial secco (puz de vesico-puslula) ou posto em glycerina, seja maior
do que a contida em malerial fresco, diluido.

Uma vez familiarisados com a interpretlacio dos resullados, tive-
mos opportunidade de applicar a reaccio da cornea do coelho 4 veri-
ficacdo da presenca do virus do alastrim, tanto no sangue de macacos
com alasirim experimental, como na cultura em membrana chorio-al-
lantoide do embrydo de gallinha. Ficou demonstrada a presenca do vi-
rus no sangue circulanle, em dois macacos, respectivamente, no quarto
¢ no sexto dias de inoculacdo (Quadro n.co 9).

No que respeita 4 cultura em ovo ferlil, serviu a reaccio da
cornea, de comprovadora dessa cullura, tendo sido positiva em todas
as reacgOes praticadas, feitas, respectivamente, nas lerceira, nona, de-
cima e decima primeira passagens (Quadro n.° 10), occasiio em que
inlerrompemos as experiencias. A reproduccio do alasirim no macaco
inoculado com material de cultura, em sua decima passagem, vem em
apoio do resultado positlivo da reaccio na cornea.
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Corneas de coelho inoculadas com material colhido no doente, sem soffrer diluic¢ao.

coelho inoculadas com material colhido no doente e diluido

. A IE

= o = =
g e 8| g |
e g 2| @ |2
o < L.
=2 a

7791 L 26| fem. 20
7641 A. 1| masec, |30
3695 | E. J. S. |20| masc. |30
3634 | F. S. 27| masc 30
3640 B. A. |32| masc. |30
3635| F. S. 27| masc 30
47241 N. S. ? masa. |30
4725| N. S. ? 11asc 30
4730 | N. S. ? masc 40
4149 A. C. |21| masc 40
3600: C. C. |22| masc 40
3611 J. M. S. |20| masc. |40
3636 | L. G. O.| 24| masc 60
4008 G.G. |26| masc 6o
3716 | M. A. S.|26| masc 60
3626 | J. G. S. | ? | masc. |60
1637 G 23| masc 6o
3697 | J. F. O. |21 | masc. |60
3609 | J. J.J. |24| masc. |70
3501 J. P. S. |23| masc. |80
41471 M. E. [38| masc 8o
4594 | P. L. ? masc, |80
1884 | J. B. 22| masc. |9o
3624 | A. S. ? masc ?
3312 P. B. |[22| masc ?
3508| F. B. [26| masc. |7
3571 J. M. B.|22| masc. |?

Corneas de

) =

= = 4
8 E |8 g |5
g = @ % =
S <
= = 3
4099 A. 46| fem. 30
1650| A. R. 1| masc. |30
41175 J. C. |26| masc. |50
3645 | F. S. 22| masc, |80
4154 | A. R. S. (29| masc. |9o

Quadro 1

Resultado da reacao apoés
48 horas

Positivo

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

. positivo

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo
positivo
positivo
positivo
positivo
positivo

positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

Duvidoso

Negativo

negativo

negativo

Quadro 2

em soOro physiologico.

———

Espessamento uniforme das
estrias de inoculacao

Observacoes

Leitura com 72 horas

Leitura prejudicada pela

conjunctivite diffusa

Placas de keratite associadas

as lesoOes

_ Res;ltado da reaééﬁo apés_

48 horas

e (8] -8

= b= ®

S = &

. o Z
negativo

positivo

negativo
negativo
negativo

— == _— — ———

Observacoes

- a—

Leitura com 72 horas.

Com mesmo material foi

obtida infec¢cdo experimental

€nlt macaco.
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Corneas de

Reaccao n.

Doente

Sexo

3973

3971

Y77

3975

4083

3847

2424

2503

1899

|
|

J. M.

. M.

Quadro 3

coelho inoculadas com material humano que soffreu previa dissecacao
ou foi conservado em glycerina.

Resultado da __re_acqﬁu_ aﬁﬁms

48 horas

. Positivo

masc.

masc.

masc.

masc.

fem.

fem.

positivo

positivo

positivo

positivo
positivo

positive

\
duvidoso

Negativo |

negativo

negativo

Quadro 4

Corneas de coelho inoculadas com material, ndo diluido, proveniente de macacos
infectados experimentalmente com alastrim.

Resultadt; da réacqﬁo apé.;

T e —

: "E E 48 horas
'S o 5 S 2 S
¥ ' P - o —
s S | = = ©
& g |8 8 = oy
= _Q F—_ ) [ o z
4085 | 1629 | 40| positivo
2503 | 2493 | 60 | positivo
8000 | 2582 |60 | positivo

Observacoes

Material (puz secco) enviado de
localidade distante ( Bello Hori-
zonte, Minas Geraes).

Material (crostas e puz conservado
em glycerina) enviado de locali-
dade distante ( Bello Horizonte,
Minas Geraes ).

Material (crostas e puz cecco con-
servado em glycerina) enviado de
localidade distante (Bello Horizon-
te, Minas Geraes).

Material (puz secco) enviado de
localidade distante (Bello Horizon-
te, Minas Geraes).

Material ( puz secco ) enviado de
localidade distante (Bello Horizon-
te, Minas Geraes).

Material ( puz secco ) enviado de
localidade distante ( Caratinga,
Norte de Minas Geraes).

Material (conservado em glyce-
rina, pustulas) enviado de Belém,
capital do Estado do Para.
Material ( secco conservado em
tubos capillares ), proveniente da
capital do Estado de S. Paulo.
Material secco conservado em tubos
capillares, mantido 20 dias no la-
boratorio e proveniente de um caso

do Districto Federal.

Observacoes
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Corneas de

P =

Reaccao n.

4002
2573
4155
1633

Corneas de

Reaccdao n.

4049
4048
4042
4089
4090
2114
2115
2113

Dia de
inoculacao

Macaco rhesus

1597
2573
1661
1629

Quadro 5

coelho inoculadas com material. diluido, proveniente de macacos

infectados experimentalmente com alastrim.

Resultado da reaccao apoés
48 horas
-
g s | 2
- - o
S = o
c. o Z
positivo
positivo
positivo
positivo

_——
-

Quadro 6

Observacoes

Virus G, P., 22 passagem em macaco.

Virus Lindonéa, 1a. passagem em macaco.
Virus A. R., 1a, passagem em macaco.

Virus Bello Horizonte, 12, passagem em macaco.

coelho inoculadas com material, ndo diluido, de dois doentes de

alastrim, ambos no 40. dia de erupcao.

Reaccdo n.

R — 2

4044
4045
4056

Doente

Leonidia
&«
«
&
&
Nelson
&

&

Doente

L. eonidia

&

L 4

il

Prazo da
reaccio

48 hs.

«

120 hs.
144 hs.
48 hs.

120-~ hs.

Prazo da
reaccao

72 horas
06 «
144 «

Resultado da reaccio

Positivo

positivo
positivo
positivo
positivo

positivo

Duvidoso

duvidoso

" Negativo

negativo

negativo

Quadro 7

Resultéao da rea'cqﬁo_

Observacoes

Placas de keratite.

Placas de keratite.

Positivo

positivo
positivo

Duvidoso

Negativo

negativo

Corneas de coelho inoculadas com material diluido de doente de alastrim.

Observacoes

Com placas de keratite.
Com placas de keratite.

L e— e e S = e
= — o — —————
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Quadro 8

Corneas de coelho inoculadas com material diluido do macaco 1605 com

alastrim experimental (virus G. P., 2a, passagem).

f{esﬁlthﬂo da reaccao

reaccao

Observacoes

Reaccdo n.
Prazo da
Positivo
Duvidoso
Negativo

4020 | 48 horas | positivo
4021 | 64 horas | positivo
4022 | 72 horas | positivo
4023 | 90 horas | positivo
4024 (120 horas| positivo

Quadro 9

Corneas de coelho inoculadas para a verificacido da presenca do virus
no sangue de macaco com alastrim experimental.

5. RS R e . Pl

Rcsultadn_ da reaccao

gz
= — o
‘E > .E = S E E Observacgoes
: s $4l % |3 B
o 2§ s S =
1604 | Sangue do rhesus 1597, | 50 | positivo Virus G. P, 1a, passgem,
colhido em periodo (72 horas)
febril. -
4031 | Sangue do rhesus 1615, | 60 negativo | As estrias de escarificagdo
colhido em periodo (48 horas)| ndo s@o perceptiveis, tanto
febril. no globo occular inocula-
do, como no testemunha,
4032 | Sangue do rhesus 1615, | 60 | positivo Foi usado o mesmo matreial
colhido em periodo (72 horas) da inoculacao n 4031. Nitido
febril. espessamento continuo em
duas das estrias de inocula-
cdo. As estrias de escarifi-
cacado nio sdo reconheci-
veis no testemunha.
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Quadro 10

Corneas de coelho inoculadas para verificacio da presenca do virus na membrana
chorio allantoide de embrydao de gallinha.

——

— — P

= Resultado da reaccdo apos
= - 48 horas
= & 2
' g - o < Observagoes
< - o o~
S o = = . I

= 7 =
- _ o = g

z e a <

!
|

1808 | 3a. | positivo
2174} Oa, | positivo
4748 | 104, | positivo [Foi obtido alastrim experimental em um macaco
rhesus inoculado com esta cultura.

4749 | 11a, | positivo

SCHLUSSBETRACHTUNG

Die Verinderungen, die in der mil Alastrim-Virus eingeimpflen
haninchen-Hornhaut auftrelen, unterscheiden sich von denjenigen, die
bei Pocken und Pockenimpfung festgestelll worden sind.

Das Verfahren, das angewandl wird, insbesondere die Enltnahme
des Malerials, hat einen bedeulenden Einfluss auf das Ergebniss der
Reaktion.

Die posilive Reaktion beslehl in einer Verdickung einiger der Ein-
immplungstreifen, und in evenluellem Vorhandensein kleiner hervorra-
gender Knolchen in denselben verdicklen Streifen. Keine kralerformige
Verlielungen kommen zum Vorschein. Die Werlbeslimmung des Ergeb-
nisses muss gemachl werden, wenn der herausgenommene Augapfel sich,
seil 48 Stunden nach der Skarifikation, in einer alkoholischen Sublimat-
losung befindet.

Bei negaliver Reaklion und bei den Vergleichslieren sind keine
Umbildungen der normalen Hornhaul vorhanden.

Der Prozenlsalz der posiliven Reaklionen der milt Alastrim-Virus
cingeimpfllen Kaninchen-Hornhaul kann nicht auf dem Gesamlergebnisse
der ausgeltihrlen Reaktionen begriindet werden, da wir feslgestelll ha-
ben, dass der Prozenlsalz wesentlich von den Aufbewahrungsbedingungen
des Materials (unverdinnl, in Kochsalzlosung verdinnl, in Glyzerin aui-
bewahrl usw.) und von seiner Herkunft (kranke Menschen, experimentell-
kranke Afifen) abhingt.

Bel Fillen von Menschen-Alastrim, in welchen unverdiinnles von
Haulverinderungen gewonnenes Malerial gebrauchl wurde, war das Er-
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gebniss positiv in 24 Reaktionen. negaliv in 2, beeintriachtigt in 1 (Ta-
fel N.o 1).

In 26 Reaklionen war der Prozentsalz, beziehungsweise: positive
Ergebnisse 92,3 0, negative 1,7 .

Bei Anwendung in Kochsalzl6sung verdiinnten Malerials (Tafel N.o
2), war das Ergebniss positiv in 1 (20 9) und negaliv in 4 Reaklionen
(80 9). '

Bei Fillen von Menschen-Alastrim, in welchen von weiten Ort-
schallen hergebrachtes und in Glyzerin aufbewahrles Malerial gebrauchl
wurde, war das FErgebniss positiv in 6 Reaktionen, negativ in 2 und un-
sicher in 1 (Tafel N.o 3). In 9 Reaklionen war der Prozentsatz, be-
ziehungsweise: posilive Ergebnisse 66,6 0%, mnegalive 22,2 95, unbestimm-
bare 11,2 o).

Bei Alastrim in Macaca mulalla, experimentell herbeigetiithrt mit
unverdunntem und von Haulverinderungen enlnommenem Malerial, war
das Ergebniss positiv in siamtlichen IFallen, wobei bloss drei Reaktionen
ausgeluhrlt worden sind (Tafel N.o 1). Gewohnlich wird das von ex-
perimentell-kranken Affen stammende Material in Kochsalzlosung ver-
dinnt gebrauchl, da es schwierig isl, den Inhalt der Pustelblischen in
genugender Menge zu erlangen, infolge des kleinen Umfangs derselben
bel diesem Tiere. Bei Benulzung in Kochsalz verdiinnten Materials (Ta-
tel N.o 5) war das Ergebniss positiv in sdmmllichen 4 ausgefiihrten
Reaktionen.

Die Verdinnung des Malerials hat einen belriichtlichen Finfluss
aul das Ergebniss der Reaktionen bei Menschen-Material Hauplbedin-
gung ist, dass das vom kranken Menschen enlnommene Malerial zur
Austihrung der Reaktion unverdiinnl gebrauchl wird (Tafel N.o 1),
Beim Affen dagegen waren die Reaklionen in der (resamlzahl posiliv,
sowohl bei verdimntem (Tafel N.o 1) als auch bei unverdiinnlem Ma-
lerial (Tafel N.o 5).

Bei menschlichen Fillen ist eine Zeilangabe der Malerials-Enlnahme
nichlt so wichtig, wie das Anwenden verdiinnlen oder unverdiinnten Ma-
lerials. So waren die Reaklionen beslindig posiliv, vom 2-ten bis zum
J-len Tage des Auschlags (Tafel N.o 1),

Wenn man unverdiinntes Menschen-Malerial benulzt, - scheinl die
Aufschiebung der Ablesungsstunde des Reaklionsergebnisses keinen Vor-
leil zu gewihren (Tafel N.o 6). Die Anzahl der mit verdiinnlem Men-

schenmalerial ausgefiihrlen Reakiionen war zu klein um irgend welche

Schlussfolgerung zu ermiichligen (Tafel N.o 7). In dieser Hinsichl schei-
nen auch die mit Affenmalerial erziellen Ergebnisse von kleinem Werl
zu sein (Tatel N.o 8), da wir gefunden haben, dass der Virussloff beim
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Menschen und beim Affen nicht eine idenlische lL.ebenskrafl erkennen
lisst. In der Tal, waren die Reaklionen mil Affenmaterial in der Regel
posiliv (Tafeln N.o 4 und 5), dasselbe aber fand nichl slalt bei Men-
schenmalerial (Tafeln 1, 2, 3, 6 und 7). Es ist moglich, dass der Virus-
stoff beim Affen eine hochgradigere Anpassungslihigkeil an die Kanin-
chen-Hornhaut bewahrt.

Wir hatten eine einmalige Beobachlung (s. Tafel 2, Einimpfung
4154) negaliver Reaklion der Kaninchen-Hornhaul, die mil demselben
Malerial eingeimplt worden war, welchen wir milltels inlravenoser LEin-
sprilzung bei einem Macacus rhesus eine experimenlelle Alaslrim-Erkran-
kung hervorgebrachl haben. Diese Talsache beslaligl, dass die Kaninchen-
Hornhaul nicht so Alasirim-emplindlich isl, wie der Macacus rhesus,
und liasst vermulen, dass eine negalive Einsprilzung in die Kaninchen-
Hornhaut nicht bedeulel, dass im benulzlen Malerial kein Alaslrim-Virus
vorhanden war. Zur Bekrifligung dieser Behauplung dient die Talsache,
dass dasselbe in die Hornhaul verschiedener Kaninchen cingeimpfle Ma-
lerial, bald eine posilive, bald eine negalive Reaklion erzeuglt (s. Taflel
N.o 6, Reaktionen N.°o 4049, 4048 und 4042).

Dem Anscheine nach erhdalt sich der Alastrim-Virusstolflf in lrocke-
nem Zustande oder in Glyzerin aufbewahrlt (wenn aus entlegener Orl-
schaft zugefliihrl) besser als das vom Kranken Irisch gewonnene Ma-
terial, das bei derselben Gelegenheitl in Kochsalzlosung verdiunnt wurde
(Tafel N.o 2). |

Obwohl sich diese Ergebnisse anscheinend widersprechen, konnen
sie verstanden werden, wenn wir annehmen, dass die Virus-Menge, die
im lrockenen (Filer eines Puslelblischen) oder in (Glyzerin aufbewahr-
len Material enthalten isl, grosser ist als die im frischen verdiinnten Ma-
lerial vorhandene.

Seit wir uns miltl der Auslegung der IErgebnisse verlraul gemachl
haben, halten wir Gelegenheil die Kaninchenhornhaul-Reaklion zur Iesl-
stellung des Alasirim-Virus anzuwenden, sei es im Blule an experimenlel-
lem Alastrim kranker Affen, sei es in der Kultur auf der Allanlois-Cho-
rionhiille eines Huhnerembryos. Das Vorhandensein des Virussloffes 1m
zirkulierenden Blule wurde feslgesielll bei zwei Affen, beziehungsweise
am vierlen und sechslen Einimpfungstage (Tatel N.o 9).

Was die Ziuchtung auf fruchtbarem Ei anbelangl, dienle die Horn-
haulreakltion zur Prufung dieser Kullur, wobei sie in allen ausgeliihr-
len Reaklionen posiliv ausfiel, und zwar in der dritten, neunten, zehnien
und elften Ueberpflanzung (Tafel N.o 10); hier aber haben wir unsere
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\ersuche unterbrochen. Die Hervorbringung der Alaslirim-Krankheil keim
“Affen millels Zuchlungsmalerial aus der zehnlen Ueberpflanzungskultur

dient zur Unlerstiilzung des posiliven IKrgebnisses der Hornhaul-Reaktion.
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Estampa 1

Fig. 1— Cornea de coelho (reaccio n.o 1098). inoculada com contefido nio di-
luido, de wvesico-pustula de alastrim, no sexto dia de erupcao. Globo
ocular enucleado 48 horas apds inoculacio, recentemente poslo
em solucio alcoolica de sublimado. Espessamento das estrias de ino-
culacdo (reaccdo positiva), algumas com espessamenltos nodulares, se-
melhando contas de um rosario.

Fig. 2— Cornea de coelho (reaccio n.c 3699). inoculada com contetido nio di-
luido de vesico-pustyla de alastrim, no oitavo dia de erupcao. Globo
ocular enucleado, 48 horas apo6s a escarificacio e posto em solucido
alcoolica de sublimado. sendo conservado em alcool a 70 . Espessa-
mento das estrias de inoculacio (reacciio positiva). Ve-se, além disso,
uma placa de keratile nio especifica.
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Estampa 2

Fig. 3 — Cornea de coelho (reaccido n.o 3302), inoculada com puz de lesio
de alastrim, no decimo dia de doenca. No animal vivo, ao cabo de 24
horas, eram bem apparentes espessamento e nodulos nas estrias de
escarificacio.

IFig. 4 — Cornea de coelho (reaccio n.c 3302)., inoculada com puz de lesdo
de alastrim, no decimo dia de doen¢a (mesmo globo ocular repre-
sentado na figura 3). Enucleado ao cabo de 24 horas e immerso em
solu¢do de sublimado, o globo ocular deixa ver ao longo das eslrias
de escarificacio, seis estrias esbranquicadas, opacas, algumas consti-
tuidas por pequenos nodulos juxtapostos, sem nenhuma depressio cra-
teriforme.

Fig. 5— Cornea de coelho (reac¢io n.e 3571) inoculada com o contetdo de
duas vesico-pustuias no decimo dia de molestia. Typica reaccio posi-
tiva, em globo ocular enuclecado 48 horas apds a inoculacio, e im-
merso em sublimado-alcool.
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Estampa 3

6 — Cornea de coelho inoculada com alasirinn reaccido n.o 3697), no oitavo
dia de erupciao. com material nao diluido. Reacciio positiva. Proiiferacio
de cellulas epitheliaes da cornea, as quaes constitnem um broto que
mvade o tecido corneano. Interrupcio da membrana de Bowmann.

7— Mesmo malerial da Fig. 6, com maior augmento. Inclusio evioplasma-
tica em cellula epithelial da cornea.

§ —— Cornea normal de coelho, mostrando centro cellular (diplosomo) na
porcio prolunda das cellulas basaes, corado intensamente em azui,
pela hematoxyvlina.
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