Cultura ndo-cromogénica de um bacilo
dcido-alcool-resistente isolado do muco nasal
de uma leprosa. Sua viruléncia para animais
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INTRODUCAO

Poucas tentativas tém sido feitas para isolar o bacilo de HANSEN
do muco nasal de leprosos. Na vasta bibliografia sumariada por WoL-
BACH e HoONEJ (1914) encontram-se apenas referéncias as culturas de
microrganismos acido-resistentes facultativos, obtidas désse material
por CzZAPLEWSKI (1898), F. W. TworT (1910) e E. MARCHOUX (1911),
todas de duracao efémera.

Dentre as tentativas mais recentes merece especial mencio a de
ERNEST LINDWOOD WALKER (Jour. Prev. Med., 1929: V. 3, 167-195), que
semeou em 2.363 tubos de varios meios de cultura 607 amostras de
material colhido em 194 leprosos da “U.S. Leprosy Investigation Sta-
tion” de Honolulu. Com material de raspagens das narinas de 163 dés-
ses leprosos fez ele 165 semeaduras, obtendo apenas 4 culturas de baci-
los difteroides nao acido-resistentes, e de 1 actinomicéide acido-resis-
tente facultativo.

De 1928 a 1950, trabalhando no Laboratério de Leprologia do Ins-
tituto Oswaldo Cruz, semeei o muco nasal duma vintena de leprosos
em varios meios de cultura, sempre com resultado negativo. Neste ano
de 1951 tive, porem, a sorte de obter uma cultura nao cromogénica de
um bacilo acido-alcool resistente do muco nasal de uma leprosa lepro-
matosa, virgem de qualquer tratamento antileprético, que passo a
descrever.

OBSERVACAO CLINICA

No dia 13 de dezembro de 1950 procurou-me no Instituto Oswaldo
Cruz, para exame dermatologico, uma moca branca, de estatura e ro-

* Trabalho apresentado a III Conferéncia Pan-Americana de Leprologia.
Buenos Aires, 9 a 15-XII-1951. Lido a 14-12-51.
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bustez medianas, de 20 anos de idade (DarvAa R.), nascida em Bonsu-
cesso (D.F.), a 2 km do nosso Instituto, filha de pai portugues e mae
brasileira. Ela vive na casa onde nasceu, em companhia dos pais, de
um irmao de 21 anos, solteiro, e de trés irmas de 11, 13 e 15 anos, com
as quais dorme no mesmo quarto. D., que apresentava notavel palidez
facial, declarou-me estar doente ha mais de 3 anos, sofrendo do figado
e dos intestinos, em tratamento com varios medicos, sem resultado, e
que indo casar-se a 30 do corrente mes, desejava submeter-se a um exa-
me de laboratorio. Ela veio a consulta em companhia de uma tia e do
seu noivo (DELFINO DE S., portugués de 21 anos), que também reside
em Bonsucesso desde que chegou de Portugal, ha 16 anos. A paciente
apresentava infiltracao lepromatosa generalizada na face; nariz incha-
do e luzidio com ulceracao do septo (sangrando facilmente no lado es-
querdo); orelhas eritematosas e luzidias, com moderada infiltracao
dos 1obulos auriculares; a pele do tronco limpa; edema e clanose das
maos; dedos afilados (tera ela ancestral leproso?); multiplas manchas
roseoliformes nas coxas; placas infiltradas e eritematosas nos joelhos,
que a paciente atribui ao traumatismo por trabalhar ajoelhada para
encerar o soalho de sua casa; nodulos intradérmicos nas pernas; pes
com edema cronico e cianose intensa. Classifiquei-a como lepromatosa
L3. Os meédicos que a examinaram antes de mim ignoram “lepra” ou
esconderam tal diagnostico a paciente, por motivo social, o que € um
orave €rro.

BACILOSCOPIA

Os esfregacos que fiz do muco nasal, do sangue dos lobulos auri-
culares e da pele do joelho esquerdo da paciente, corados pelo metodo de
Z1IEHL-NEELSEN, deram o0s seguintes resultados:

Muco nasal: lado direito +-+@® @; lado esquerdo +-+@ @ . Lobulos:
. Placa lepromatosa do joelho ++®HP.

A vista dessa abundante eliminacao de bacilos, em massas € glo-
bias, pelo muco nasal — lamina que mostrei a paciente, sua tia e seu
noivo —, desaconselhei-a de casar-se antes de se submeter a um rigo-
roso tratamento sulfonico, receitando-lhe Diasone Abbott, etc. Nos

frottis do muco predominam os bacilos finos, como o de STEFANSKY, em
feixes, massas e grandes globias. No esfregaco da pele predominam oS
bacilos curtos, alguns granulosos, massas e globias de cocobacilos. Re-
examinados 11 meses depois de corados, €sses organismos ainda se
apresentam intensamente corados, e dentre os elementos isolados ha
bacilos medianos com granulos de diametro pouco maior que o do
citoplasma, centrais ou excentricos, uni — ou bipolares (halteres) e
também alguns bacilos mais longos, com varios granulos formando
cocotrices, as vézes dando a impressao de cissiparidade longitudinal
tanto dos granulos como do citoplasma. Ha também elementos com
um ramo lateral partindo do nodulo central ou polar, dando o aspecto
de forquilha. Deéstes elementos ramificados alguns sao, evidentemente,
resultados de divisao, e outros da distensao do material. O esfregaco
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de pele, recorado pelo método de FonTEs 11 meses apos ter sido corado
pelo Z1EHL, € 0 que apresenta maior pleomorfismo bacilar.

BACTERIOLOGIA

Tratando-se de um caso L3, virgem de tratamento antileprotico e
fortemente positivo a baciloscopia, resolvi aproveita-lo para bacterio-
logia. De cada lado do septo nasal colhi, com cureta, bastante muco,
diluindo-o em soro fisiologico (1 cc.), separadamente, em tubos de
hemolise, e fiz uma biopsia na placa do joelho esquerdo, cujo fragmento
de pele foi triturado e emulsionado num c.c. do mesmo liquido acima.
Essas tres amostras de material foram deixadas na geladeira até o dia
seguinte. 14-12-1950: A cada emulsao foi adicionado soluto de hidroxi-
do de sodio a 10% (2 a 3 vézes o seu volume) . Depois de bem agitados,
os tres tubos foram deixados na estufa a 37°C durante 30 minutos e
depois centrifugados tres veézes com agua destilada esterilizada para
lavagem dos sedimentos, que semeei em 21 tubos de meio de LOEWEN- -
STEIN .

20-1-1951: Apos 37 dias de incubacao a 37°C, um dos 14 tubos se-
meados com muco nasal apresentava 5 pequeninas colonias esbranqui-
cadas, do tamanho da cabeca de um pequeno alfinéte. Os demais tubos
(20 ao todo) estavam esteéreis e continuaram assim por mais 30 dias,
quando foram desprezados.

30-1-1951: Com o banho diario da cultura com a agua de condensa-
cao do proprio meio, apresenta-se hoje sob a forma duma camada delga-
da, creme, com 3 colonias redondas, do tamanho duma lentilha, no
centro do meio. Com uma dessas colonias fiz dois esfregacos, um corei
pelo Z1EHL e o outro pelo GrRAamM, verificando tratar-se de uma cultura
pura de germes acido-alcool-resistentes e GrRamM positivos, apresentan-
do-se sob a forma de cocobacilos, as vézes em massas simulando globias.
Mostrada a cultura aos Drs. LAERTE DE ANDRADE € CANDIDO SILVA, repi-
quel-a em 4 tubos de LOEWENSTEIN e 1 de agar glicerinado.

15-2-1951: A cultura em agar glicerinado (2.* geracao) entreguei
a0 Dr. LAERTE DE ANDRADE para incluir na Colecao de Micobactérias do
Instituto Oswaldo Cruz, sob a sua guarda, com a designacao de amostra
“DArLvAa” (Souza-ArauJgo, 1951), e para verificar a sua fluorescéncia e
0 seu comportamento a reacao citoquimica de DuBos para viruléncia.
Ambas estas provas resultaram fortemente positivas (+-,+-+), tanto
quanto uma cultura virulenta do Mycobaterium tuberculosis (Amostra
VALLEE), usada como testemunha. Aos 17 de fevereiro fiz novas repi-
cagens, em varios meios, da cultura original, para fornecer as colecoes
Internacionais de culturas tipos e para inoculacao em animais.

DESCRICAO DA CULTURA “DALVA”

Macroscopica: Reexame em 20 de novembro de 1951. A cultura
original de LOEWENSTEIN, com 10 meses de idade, dos quais 8 em tem-
peratura ambiente, apesar de varias vézes ter sido raspada para semea-




_6_82 Mem_(_irias do Ins%z'zfuto Oswaldo Cruz 50, 1952

duras, apresenta germinacao branco-pardacenta, de aspecto pulveru-
lento, seco e muito aderente ao meio, cobrindo téda a sua superficie,
espraiando-se pela parede do tubo como véu aderente, de 1 a 2 mm em
toda a periferia do meio. Os tubos de LOEWENSTEIN com semeaduras
de 17 de fevereiro (2.* geracao), apresentam o mesmo aspecto da cul-
tura original, com mais abundante germinacao no fundo do tubo, pe-
netrando no meio. No agar glicerinado a 5% germinaram lentamente,
sob a forma eugonica, colonias verrucosas e sécas, facilmente destaca-
vels com a alca de platina. Ainda da 2.2 geracao temos 2 tubos de
LOEWENSTEIN semeados a 6-9 (da original) que apresentam uma cama-
da delgada, granulosa como areia espalhada sobre uma superficie de
goma arabica, tendo sobrepostas algumas colonias verrucosas, eugoni-
cas, de cor roseo-palida (mutacao?). Da 3.2 geracao temos: em LOEWEN-
STEIN de 10-4, germinacao duma delgada camada esbranquicada, co-
brindo 1/2 da superficie do meio, sempre com aspecto arenoso, tam-
bém sobreposta de algumas colonias verrucosas, tipo eugonico; de 13-8,
aspecto identico ao acima descrito, tendo no fundo do tubo algumas
colonias granulosas, dum lado déste penetrando profundamente no
melo; outro tubo de 10-10 apresenta germinacao normal em 40 dias:
sobre delgada camada esbranquicada, do mesmo aspecto arenoso ja
referido, com varias colonias verrucosas, grandes e sécas, semelhantes
as de certas culturas eugonicas (R) do bacilo de KocH.

Em melo de DoRSET sem glicerina, considerado otimo para a cul-
tura do bacilo da tuberculose do rato selvagem da Inglaterra (VoOLE:
Microtus agrestis), semeado em 7-8 germinou parcamente sob a forma
de monticulos esbranquicados, que tanto podem ser novas colonias como
material da sementeira. Nao houve alteracao do meio. Na batata gli-
cerinada a germinacao, se houve, ¢ ainda mais pobre do que no DORSET.

No agar glicerinado a 5%, culturas de 7 e 1/2 meses (semeadura
de 10-4) ha exuberante germinacao em camada finamente granulosa,
sobreposta de muitas colonias verrucosas. Semeadura de 10-10 (40
dias) apresenta idéntico aspecto: cultura eugonica semelhante a do
bacilo de KocH. Neste meio a cultura e inodor, séca, facilmente desta-
cavel, o que nao acontece quando semeada em LOEWENSTEIN. Na gela-
tina o meio nao é liquefeito e se forma no seu centro um floco semelhan-

te a algodao.

No caldo glicerinado a 5%, semeaduras de 7-8 (3 e 1/2 meses)
apresentam denso deposito granuloso. O meio se mantém limpido e
nao ha formacao de véu, o que pode correr por conta do defeito do
meio. As repicagens désse deposito, de 2 semanas, em varios meios.
ainda nao germinaram.

Microscopica: Esfregaco da cultura original, em LOEWENSTEIN,
com 70 dias de idade, corado pelo Z-N, mostra exclusivamento elementos
acido-alcool-resistentes, pleomorficos: cocobacilos; raros bacilos homo-
geneos, de citoplasma denso, de tamanho médio; cocos ou diplococos
encapsulados (capsula que corresponde a gléa ou halo verificado pela
electronomicrografia no bacilo de HANSEN por MARIo G. MALFATTI) | mui-
tos bacilos medios com um nodulo no centro (nédulo que MALFATTI cha-



Souza-Araujo: Bacilo acido-dalcool resistente 683

_—_——— e —— e e—————

ma de condensacao do citoplasma) ou com dois nodulos nas extremi-
dades formando haltéres (raros); poucos bacilos com um s6 nodulo
numa extremidade (clava), com diametro igual ou maior que o do ba-
cilo; elementos estreptococoides; elementos ventrudos com um a trés
nodulos; massas ou colonias compactas de cocobacilos; alguns coco-
trices com 5 nodulos separados por espacos claros (vacuolos) como sao
vistos em material de lesao experimental no homem e no macaco rhesus
produzidas pela cultura “Chaves I ou II”. Os exames das 2.2 e 3.2 gera-
coes (17-2,7 e 13-8-51) da cultura em LOEWENSTEIN confirmaram a mor-
fologla acima descrita. Foram vistos ainda granulos livres isolados ou
em massas iracamente a.a.r. simulando lise do citoplasma, dando
destaque aos granulos metacromaticos, e granulos livres de duplo dia-
metro do bacilo, intensamente corados e as vézes com um vacuolo no
centro.

Esfregaco do deposito da cultura em caldo glicerinado a 5% (3.2
geracao de 7-8-51) corado pelo Z-N mostra massas enormes de cocoba-
cilos; poucos bacilos homogéneos de citoplasma denso, pois as vézes tais
elementos deixam ver condensacoes dentro do proprio citoplasma (pro-
vavelmente granulos em formacao); alguns bacilos escuros (violeta-
azulados) sObre uma nuvem de simplasma rosado: mechas de bacilos
a.a.r. (como se vé em cultura virulenta de bacilo da tuberculose) de
tamanho medio ou maiores que o normal, granulosos, alguns vacuolados
com um nodulo em cada extremidade; alguns granulos maiores, espar-
SOs, com uma cauda de protoplasma rosado ou rubro (segundo a sua
1dade?), dando o aspecto de cometa.

Nos esiregacos da cultura corados pelo método de GrRamM sao vistos
todos os elementos acima descritos, fortemente corados (Gram-positi-
vos), com malor destaque os granulos intrabacilares e se mostram su-
perabundantes os granulos livres disseminados por todos os campos,
dando, as vézes a falsa impressao de cocos Gram-positivos de conta-
minacao.

Os esfregacos corados pelo método de FoNTES sao 0s mais bonitos.
Este metodo de coloracao é o melhor para o estudo morfologico das
micobacterias. Os esfregacos do depodsito do caldo glicerinado (de 3
meses e 7 dias de idade) corados pelo FoNTEsS mostram bacilos roseos-
palido na maioria de tamanho médio, todos granulados, com um gra-
nulo protuberante no centro ou 2 ou mais de varios tamanhos, dispos-
tos em rosario, roxo-azulados, irregulares: oranulos livres: bacilo com
granulo excentrico, central, uni ou bipolar; cocotrices; algumas bolas
de cor azul-escuro, simulando globias de granulos irregularmente agru-
pados. Vamos fazer a electronomicrografia désses elementos. Esfregacos
da cultura eugonica em agar glicerinado, corados pelo FonTEs (cultura
de 7 meses), dao preparacoes de grande beleza, somente sobrepujada
por esiregacos de leproma florido corados pelo mesmo método. Salien-
tam-se as formas bacilares rosadas com nodulos centrais ou polares
violeta-azulados, os bacilcs em haltéres e as massas de cocoides.
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EXPERIMENTACAO

1) Camondongos pretos: No dia 13 de agosto inoculei 5 ca-
mandongos pretos americanos (Mus musculus, black race C-57. Rock-
land Farms, U.S.A.) com emulsao fresca da cultura “DALVA” em
LOEWENSTEIN (2.* geracao, 17-2-51) por via subcutanea, na virilha di-
reita, na dose de 0,5 cc. em cada. 48 horas apos, 2 déles apresentavam
empastamento na regiao da inoculacao e no 8.° dia (21-8) trés dos 5
apresentavam nodulos ingiiinais, do tamanho de um grao de milho, sob
placa de alopecia. A 30-8 (3 semanas de incubacao) ésses 3 camondon-
gos foram sacrificados a gas. A necropse verifiquei que os pequenos
nodulos de 2 déles interessavam a pele da virilha e do 3.° interessava a
pele e a musculatura da coxa. Todos os nodulos supuravam ao destacar
a pele e o pus foi colhido para bacteriologia. De 2 dos 3 animais mandei
fragmentos de pele com tumor a Divisao de Patologia. Os esfregacos
do pus e dos tumores corados pelo Z-N revelaram exclusivamente ele-
mentos a.a.r. intra e extracelulares, em grande abundancia, predo-
minando os bacilos fagocitados. Os piocitos estao pejados de bacilos.
Em varios campos ha massas de germes simulando globias. Ha tam-
bém bacilos g.g.v. (gigantes, granulosos e vaculados) como existem
em material experimental da cultura “Chaves”. Muitos cocotrices com
o e 6 granulos. Elementos com condensacoes nos polos e estreitamente
central indicando divisao por cissiparidade. O pus foi tratado pela soda
€ semeado em LOEWENSTEIN, nao tendo germinado. Esfregacos dos gan-
glios desses 3 animais revelaram alguns bacilos a.a.r.. assim como o
baco. Curioso € que ésses murideos nao foram muito afetados na sua
saude geral: estavam lépidos e com o pélo luzidio.

Histopatologia — P.C.17.360 da Secao de Anatomia Patologica:
12-9-1951: “Fragmentos de pele de camondongos pretos. Inoc. 13-8-51
c/cultura “Dalva” e sacrificados a 30-8. Fragmento I; No hipoderma ve-
se abcesso em cujo centro existe, misturado a material acidofilo, necro-
sado, rico em bacilos acido-arcool-resistentes, um outro material forte-
mente basofilo. Os leucocitos polimorfonucleares e macréfagos, que se
encontram na zona mais externa do abcesso, encerram grande numero
de pequenos bacilos acido-alcool-resistentes. Em toérno désse abeesso.
percebe-se proliferacao de fibrocitos, havendo inicio da formacao de cap-
sula. Em zonas proximas, no derma, nota-se infiltracao por células mo-
nonucleares. Em regiao circunscrita, o abcesso referido acima compro-
mete o derma e comprime a epiderme, a qual se mostra atrofiada. Nas
demais porcoes, a epiderme tem aspecto normal.

Fragmento II: Aspecto semelhante ao verificado no fragmento I,
notando-se, apenas, a presenca de bacilos acido-alcool-resistentes no
citoplasma de celulas mononucleares, vacuoladas, presentes no derma.

I1.0.C., 12-9-1951.
a) Dra. RitA ALVES DE ALMEIDA CARDOSO.”

A 4-9 os 2 camondongos restantes apresentavam pequeninos no-
dulos nas virilhas, lado direito em ambos, os quais uma semana depois
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tinham o tamanho dum grao de arroz e na 3.2 semana (26-9) comeca-
ram a regredir, deixando no ponto da inoculacao cicatriz circundada
por pequena placa de alopécia.

Aos 20-11-51, 3 meses e 1 semana apos a inoculacao, foram sacrifi-
cados esses dois murideos, que apresentavam estado higido, pois tinham

0 pelo negro e luzidio e estavam bastante lépidos. Nos esiregacos de
ganglios linfaticos e do baco de ambos encontramos alguns bacilos de
tamanho medio (nao cocobacilos) e num dos ganglios duas globias ba-

cilares. Esfregacos da pele da virilha, raspada internamente, revelaram
raros bacilos a.a.r.

Os demais orgaos estavam negativos.

2) Cobatas: No dia 17 de agodsto inoculei 1 cc. de emulsao fraca
da mesma cultura de 2.2 geracao, por via subcutanea, como de costu-
me nestas experiencias, na virilha direita de duas cobaias grandes e
sadias. Uma semana depois (24-8) uma delas apresentava, no local da
Inoculacao, um nodulo duro, do tamanho duma avela. Na 2.2 semana.
ambas apresentavam nodulos, dos quais um comecou a regredir na
3. semana (4-9). A 6-9 foi sacrificada a cobaia com nédulo maior (3
semanas de Incubacao). A autopsia se verificou ser ésse nédulo do
tamanho de uma grande azeitona, com abcesso central, cujo pus reve-
lou abundantes bacilos a.a.r. e massas globdides intra e extracelu-
lares. Esfregaco dum ganglio linfatico axilar também revelou abun-
dantes bacilos. Com ésse pus semeei, in natura, dois tubos de LOEWEN-
STEIN e outros seis com triturado do tumor tratado pela soda, com resul-

tado negativo.

Parte do tumor e os orgaos da cobaia foram enviados a Divisao de
Patologia para exame, cuja relatério damos abaixo.

Histopatologia: “Seccao de Anatomia Patologica. P.C. n. 17.383,
de 10-9-51. Varios orgaos de cobaia inoculada em 17-8 com emulsao da

cultura “Dalva” e sacrificada a 6-9-51. Resultado do exame aniatomo-
patologico:

Fragmento de tumor: Os cortes mostram abcesso, com abundan-
tes bacilos acido-alcool-resistentes no citoplasma de leucocitos polimor-
fonucleares. Na capsula désse abcesso véem-se células mononucleares
encerrando os referidos bacilos e, além disso, infiltracdo descontinua
do tecido conjuntivo da vizinhanca por células mononucleares .

Ganglio linfdatico: Nota-se dilatacao dos seios linfaticos, nos quais
se encontram celulas vacuoladas, encerrando bacilos acido-alcool-resis-
tentes. Pulmao: verifica-se atelectasia, focos de hemorragia e, na pro-
ximlidade destes, presenca, no interior dos alvéolos. de orandes celulas
mononucleares, de citoplasma vacuolado, encerrando numerosos bacilos
acido-alcool-resistentes. Rim. na submucosa do bacinete véem-se focos
de Infiltracao por grandes células mononucleares, contendo bacilos
acido-alcool-resistentes, e por linfécitos. Em alguns glomerulos, en-
contram-se celulas mononucleares encerrando bacilos acido-alcool-re-
sistentes. Figado: presenca de raras células contendo bacilos Acido-
alcool-resistentes, nos sinuséides. Nao ha lesoes apreciaveis no pareéen-
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quima hepatico. Baco: presenca de celulas contendo bacilos acido-
alcool-resistentes, nos vasos sanguineos e nos seios linfaticos.

I.0.C., Rio, 19 de setembro de 1951.
a) Dra. RitA ALVES Dt ALMEIDA CARDOSO.”

Nao ha aqui neste relatorio nada que se assemelhe a tuberculose
experimental. 82 dias apos a inoculacao (8-11-51) sacrifiquei a 2.* co-
baia, cujo nodulo regredira a partir da 3. semana. A autopsia verifi-
quel estar o animal excessivamente gordo. Rigoroso exame microsco-
pico das visceras desta cobaia revelaram apenas raros bacilos a.a.r.
em frottis do rim.

3) Cebus fatuellus: No dia 17 de agosto inoculei o Cebus n.°
29.960, gentilmente cedido pelo Dr. HENRIQUE PENNA, na fronte e re-
gioes malares com 1.5 cc. de emulsao da mesma cultura “Dalva” de
2.4 geracao. O animal é preto e muito peludo. No dia seguinte apresen-
tava-se em estado normal: nenhuma reacao local visivel. No fim duma
semana havia um pequeno nodulo achatado em cada ponto de inocula-
cao, os quais se mantiveram do tamanho dum grao de feijao até a 2.2
semana, quando comecaram a regredir. No dia 6-9 re-inoculei-o na
regiao temporal esquerda com 1/2 cc. da mesma emulsao acima. Den-
tro duma semana se formou nesse ponto nodulo idéntico aos demais.
No fim da 3. semana da 1.? inoculacao comecaram a cair os pelos da
cara do animal, chegando a apresentar alopecia total em meados de
outubro, em circulo abrangendo desde o mento até a regiao frontal. O
nodulo da face direita apresentava a 15-10 o aspecto duma ulcera
leishmaniotica. O exame microscopico das fezes foi negativo para ger-
mes a.a.r. em 19-9 e 5-10.

No dia 15-10, ao apanhar-se o animal para exame, rompeu-se, na
porta da gaiola, o nodulo da regiao malar direita, que tinha o tamanho
dum grao de milho. A baciloscopia do sangue purulento que escorreu
da ferida foi @ . Alguns bacilos isolados e uma globia bacilar integra.
Nada de cocoides !

A partir da 3. semana (20-10-51) os nodulos tocrnaram-se pouco
visiveis e comecaram a nascer pelos, em abundancia. Na 10.* semana
(5-11) re-inoculei-o nas regioes malares e virilha esquerda com igual
dose de emulsao (0.5 cc. em cada ponto) da cultura “Dalva” de 3.2
geracao (6-9-51) .10 dias depois (15-11) biopsei o nodulo resultante da
re-incculacao na face direita, que deu abundante pus, cujo exame mi-
croscopico foi +-: somente bacilos a.a.r. medianos. A pele e o pus
foram tratados pela soda e semeados.

Nesta data (20-11), o animal apresenta a cara peluda como an-
tes, com nitidos nodulos residuais, e continua em observacao, devendo
ser re-inoculado.

CONCLUSOES

1 — O A. descreve o isclamento e cultura artificial de um bacilo
a.a.r. de muco nasal de leproso, virulenta para animais de laboratorio.
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2 — A cultura, nao-cromogénica, de aspecto eugbénico em meios
especlals e fortemente positiva a reacao de DuBos, semelhante a do ba-
cilo de KocH, nao produziu lesoes tuberculosas em cobaias.

3 — Tanto na cobaia como em camondongo préto produziu infec-
cao geral e lesoes importantes que foram estudadas histopatologica-
mente.

4 — O germe que nas culturas em meio de LOEWENSTEIN Se apre-
sentava, predominantemente como cocobacilo, nas lesdes experimen-
tais em trés racas diferentes de animais de laboratorio (cobaia, camon-
dongo e simio) adquiriu a forma bacilar. Ainda nao foram obtidas
retroculturas de material experimental.

o — O bacilo da amostra “DALVA” é acido-alcool-acetona-resisten-
te; GRAM positivo e revelou intensa fluorescéncia. Corado pelo método
de FoNTEs apresenta aspecto e morfologia semelhantes ao bacilo de
HANSEN de leproma.

6 — Nos grandes leprocomios seria de alta conveniéncia fazer-se
um estudo bacteriologico sistematico do muco nasal dos casos lepro-
matosos.

I.0.C., Manguinhos, 20 de novembro de 1951.

Nota: A doutora RITA ALVES DE ALMEIDA CARDOSO, Assistente da Divisao de
Patologia do I.0.C., apresento os meus agradecimentos pela sua valiosa cola-
pboracio histopatologica.

SOUZA-ARAUJO

ADITAMENTO

Apos um repouso de 70 dias e quando o Cebus apresentava as lesoes
das Inoculacoes e biopsias anteriores completamente clcatrizadas, foi
re-mnoculado a 15 de Janeiro de 1952, com 2 cc. de emulsao duma cultura
“Dalva” de 63 dias em agar glicerinado a 5% (de 12-11-51), por via sub-
cutanea na fronte, regioes malares, peito e virilha esquerda. Aos 19 de
Janeiro (4.” dia da reinoculacao), apresentava um grande nodulo agudo
(avermelhado), na regiao malar esquerda, onde foi inoculado com maior
dose do germe.

A0S 29 de Janeiro apresentava 3 nodulos exuberantes, na fronte e
regioes malares. No dia 5 de Fevereiro, depois de fotografado o animal,
blopsel 0 nodulo da sua face esquerda, cujo esiregaco corado pelo mé-
todos de Ziehl-Neelsen revelou abundantes bacilos a.a.r. com a morfo-
logia dos do inoculum. O pus do abcesso revelou massas de cocobacilos
simulando globias e enormes celulas mono e plurinucleares cheias de
cocobacilos a.a.r. e em menor nimero bacilos medianos, homogéneos:
granulos livres e massas de germes extracelulares resultantes, provavel-
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mente, da ruptura das celulas parasitadas. No dia 7 de Fevereiro esse
material da biopsia foi triturado, tratado pela soda a 10% (Meétodo de
PETROFF) e 0 sedimento resultante de trés centrifugacoes foi semeado
em 6 tubos do meio de LOEWENSTEIN, 5 dos quais, 45 dias apos (Marco,
22), apresentavam extensa germinacao, cobrindo 1/2 ou 2/3 da super-
ficie do meio; de aspecto séco, colonias granulosas, esbranquicadas, al-
oumas pink, semelhantes a cultura original da amostra “Dalva”. Os
esfregacos das culturas de 2 dos 5 tubos, corados pelo Z-N, revelaram
tratar-se do mesmo germe inoculado. Foram repicadas.

No dia 20 de Fevereiro o Cebus foi sacrificado para estudo, cujos
resultados vao transcritos a seguir:

Seccao de Anatomia Patologica. N.° do P. C. 17.708, de 3-3-92. Frag-
mento de pele da virilha, tumor e ganglio inguinal dum Cebus fatuellus,
inoculado com a cultura “Dalva” e sacrificado a 20-2-52. Resultado do
exame anatomo-patologico:

“Na porcao profunda do derma, infiltracao celular inflamatoria,
constituida predominantemente por grandes celulas epitelioides, algu-
mas vacuoladas, contendo bacilos acido-alcool resistentes, curtos, nao
muito numerosos. Além dessas células, encontram-se linfocitos, celulas
plasmaticas e leucocitos polimorfonucleares. Tal processo interessa,
também, a hipoderme e invade a camada muscular subjacente. Epider-
me sem alteracoes importantes.

“Nos cortes de ganglio linfatico, vé-se infiltracao por celulas seme-
lhantes as assinaladas na lesao cutanea, nao tendo sido encontrados,
porém, bacilos acido-alcool resistentes.

(a) Dra. Rita Alves de Almeida Cardoso.

P.C. 17.709, de 3-3-52. Diversos orgaos do mesmo Cebus acima:
Resultado do exame anatomo-patologico:

“Rim: Hiperemia Pulmao: Edema. Hiperemia. Atelectasia. Cora-
cdo e figado: Sem alteracoes. Baco: Na polpa vermelha, proliferacao de
células do reticulo, formando nodulos e cordoes. Auséncia de bacilos
acido-alcool resistentes.

(a) Dra. Rita Alves de Almeida Cardoso.

Nos cortes do tumor se véem pequenos granulomas bem delimitados,
e aqui e ali, algumas células vacuoladas pejadas de bacilos a.a.r.,
simulando células de VircHOw com Globz.

Os cortes de ganglio linfatico e dos orgaos (pulmao, coracao, figado,
rim e baco) nao revelam lesoes importantes nem tambéem bacilos a.a.r.,
concluindo-se que o bacilo nao produziu infeccao geral como produz o
bacilo de STEFANSKY.
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H. C. de Souza-Araujo: Cultura nao-cromogénica de um bacilo acido-alcool

resistente isolado do muco nasal de uma leprosa. Sua viruléncia para animais
de laboratorio.

Figs. 1 — Cultura “Dalva” em Loewenstein, tubo original e dois da 2.2 oeracao.
2 — Esfregaco da cultura original corado pelo Ziehl-Neelsen, x 1.200.
3 — Esfregaco da mesma cultura corado pelo método de Fontes, x 800.

4 — Corte de lesao tumoral de cobaia inoculada com a cultura “Dalva’”’,

corado pelo Ziehl-Neelsen, mostrando uma massa de bacilos a.a.r.
X 800.

o — Esfregaco do tumor da cobaia mostrando bacilos a.a.r. intra e extra-
celulares, x 800.

6 — Esfregaco do tumor de camondongo preto mostrando inimeros bacilos
a.a.r., x 800,




