Contribuicdo ao estudo das Micobactérias
Fluoromicroscopia e reagdo citoqguimica de Dubos

por

Laerte de Andrade

Consideracoes gerais

Material de estudo

Fluoromicroscopia

Prova citoquimica ‘para viruléncia
Discussao e apresentacao dos resultados
Tabelas, quadros e listas de culturas
Conclusoes

Bibliografia

CO =IO Ul )h CODN I

1. CONSIDERACOES GERAIS

A falta de elementos basicos para o estudo das Micobacterias &
talvez a maior razao da numerosa bibliografia sObre o assunto, com
a descricdo de amostras isoladas das mais diferentes procedéncias &
comentarios sObre a morfologia, caracteres tintoriais, culturais, imu-
nologicos, bioquimicos e patolégicos, apreciados por critério pouco
uniforme, nao dando margem a um estudo cuidadoso da afinidade
existente entre elas.

O assunto assume maiores proporcoes, quando nos detemos nos
denominados “paratuberculosos”, grupo constituido pelas bactérias do
género Mycobacterium, excetuados os bacilos da tuberculose, da lepra,
da lepra murina, da enterite dos bovinos, dos animais de sangue {rio

e das aves.

A importancia das espécies désse género em bacteriologia humana,
coloca-o entre os mais estudados nos ultimos tempos.

A constincia com que se isolam bacilos acido-alcool-resistentes,
diminui a originalidade da descricdo ou publicacao desses achados
bacteriologicos, feitos nos mais diversos produtos normais ou patolo-
gicos, de origem humana ou animal, répteis, alimentos, vegetais, agua,
solo, etc. Seriam, entretanto, valiosos tais achados, se houvesse um
melhor aproveitamento désses estudos e maior uniformidade nas nor-
mas de observacao das suas propriedades, por ocasiao do isolamento
e do encaminhamento das culturas a comissao de estudos para a sua
conveniente classificacdo. Observamos descricoes esparsas de alguns
caracteres, as quais pouco favorecem a qualquer estudo em conjunto.
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E’ 0 que percebemos no livro de HAupuroy (12), no qual reproduz
éle a descricao de uma centena de germes isolados por diferentes pes-
quisadores, cuja coletanea denomina, muito justificadamente, de “massa
anonima e confusa”. Entretanto, a sua volumosa bibliografia ¢ uma
fonte de estudo de inestimavel valor para os pesquisadores désse

género.

Desde os trabalhos de KocH, tém sido isolados germes do género
Mycobacterium, sem que, até o presente momento, se tenha chegado
a uma classificacao definitiva. Pode-se considerar a de BERGEY comoO
uma tentativa, uma vez que os chamados paratuberculosos (Mycobac-
terium sp.) nao foram ainda convenlentemente classificados. Embora
0 género Mycobacterium esteja merecendo a atencao dos bacteriologis-
tas, o polimorfismo dos seus caracteres nao deu margem a que a
sua Ssistematica tomasse rumos seguros, como tem acontecido com
géneros bacterianos mais recentemente criados.

Constantemente, novos caracteres sao descobertos, e um tanto
desordenadamente sao apreciados. Continuando em aberto a questao,
trazemos nossa modesta contribuicao, analisando uma série de cultu-
ras obtidas de diferentes procedéncias, especialmente do ponto de vista
de duas técnicas, uma nao muito recente e ja em uso em varios paises
estrangeiros — a Fluoromicroscopia — e outra recentemente descrita
por DuBos e MIDDLEBROOK (7) — a prova citoquimica para viruléncia.
Como os demais caracteres que passaremos em revista e que tém ser-
vido de base para o estudo das Micobactérias, também éstes dois ca-
racteres, nao obstante a irregularidade com que se apresentam, pode-
rao servir como elementos valiosos, quando se fizer a coordenacao das
normas para o estudo das Micobactérias e sua conseqiiente classificacao.

Como vemos, numerosos sao os caracteres a serem investigados no
estudo das Micobactérias:

— procedéncia no isolamento;

— caracteres tintoriais: coloracoes, granulacoes, fluorescéncia;

— caracteres culturais: nao cultivabilidade, composigao dos meios,
pH, temperatura e tempo de crescimento, pigmento, etc.;

— resisténcia aos agentes fisicos e quimicos;

— inoculacoes: patogenicidade para o homem e animais;

— composicao quimica;

— constituicao antigénica;

— tuberculina e paratuberculinas — reacoes cruzadas;

— bacteridéfagos;

— testes para- viruléncia: citoquimico de DuBos, disposicao para-
lela ou em cordoes, e acao leucotoxica.

A procedéncia das culturas, a acido-alcool-resisténcia, o aspecto
da cultura em diversos meios, a temperatura de crescimento e as pro-
priedades bioquimicas (fermentacao da sorbita e arabinose) foram
utilizadas por BERGEY (2) na sistematica. Quanto a fluorescéncia,



Laerte de Andrade: Contribuic@o ao estudo das Micobactérias 9

limitou-se a cita-la como caracteristico de algumas espécies de mico-
bactérias, sem especifica-las.

A procedéncia das culturas, elemento considerado importante, tem
pequena base para classificacdo, pois tem sido verificado serem ésses
germes, mesmo os da mesma espécie, isolados constantemente das

mais diversas origens.

Dos caracteres morfologicos e tintoriais, apenas a acido-alcool-
resisténcia é elemento decisivo na sistematica désses germes, embora
seja sabido nao ser permanente, pois certas amostras perdem-no quan-
do envelhecidas. A morfologia e disposicio, salvo a apresentacao em
globias pelo Mycobacterium leprae e que constitui elemento de dlagnos-
tico, ainda resta ficar definitivamente provado, se apenas €le possui a

propriedade de assim se apresentar.

Os caracteres culturais -— dentre éles, o pigmento — sao muito
usados na distincdo entre o bacilo da tuberculose e os saprofifas,
embora sejam muito sujeitos a mutacoes, de acordo com a 1dade das
culturas e os meios utilizados. Apenas constituem subsidios sem valor

decisivo.

O poder patogénico é muito varidvel, mas ainda constitui elemento
de real valor na identificacdo das variedades, especialmente da espécie
Mycobacterium tuberculosis, e desta com as demalils.

Quanto a constituicao antigénica, em estudo por muitos pesquisa-
dores, parece-nos elemento valioso.

Um dos objetivos déste trabalho é verificar até que ponto a fluo-
rescéncia é um caracteristico uniforme entre as micobactérias e se
sempre concorda com a acido-alcool-resisténcia verificada pelas anilinas.

Estando incluidas néste género duas espécies importantissimas —
Mycobacterzum tuberculosis e Mycobacterium leprae — agentes etiolo-
gicos de moléstias com elevada incidéncia no Brasil, o seu estudo tem

merecido a nossa particular atencao.

Cada vez mais e relegado a segundo plano o diagnostico da tuber-
culose pela simples bacterloscopla p01s a presenca de bacilos acido-
dlcool-resistentes nos liquidos organicos e nos tecidos nao podera ter
expressdo, dada a freqiiéncia com que se consegue isolar Micobacteérias
com Ou Sem acao patogemca algumas com caracteres culturais pouco
diversos das amostras classicas de Mycobacterium tuberculosis. Assim,
o exame direto passa a ser falho ou duvidoso, mesmo quando positivo.
Se a presenca do bacilo é decisiva, também a sua perfeita identificacao
assume caracteristicas de igual 1mp0rtanc1a Temos conhecimento de
exames diretos positivos ao Ziehl e, feita a cultura, somente sao isola-
dos bacilos acido-alcool-resistentes com caracteres de paratuberculosos.
Torna-se indispensavel que o diagnostico da tuberculose seja sempre
completado com a cultura ou inoculagcao de animais.

Com a fluoromicroscopia idéntica observacao deve ser feita, pois,
nao sendo ela um carater especifico do bacilo da tuberculose, 0 exame
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nao deve ser aceito como positivo, somente porque foram encontrados
bacilos fluorescentes a auramina.

No estudo das amostras recentemente isoladas, a prova citoqui-
mica de DuBos e MIDDLEBROOK, é elemento valioso na sua identificacao
quanto a viruléncia.

As dificuldades assumem idénticas proporcoes no caso das tenta-
tivas de isolamento do bacilo da lepra por varios pesquisadores que
tém isolado culturas de lesdes leprosas, mas nao se sentem Sseguros
em afirmar se se trata ou nao do Mycobacterium leprae, uma VE€Z qUE
os caracteres proprios dessa espécie sdo ainda desconhecidos, sendo
pouco provavel que éles se confundam com 0s dos saprofitas. Muitas
dessas amostras sdo patogénicas para animais de laboratério, embora
apresentando caracteres culturais e outros, que permitiriam, no estado
atual dos nossos conhecimentos, inclui-las no grupo dos paratuberculo-
sos, como fez BERGEY. Quando chegarmos a determinar bem o grupa-
mento das espécies désse género, as culturas obtidas de leprosos ou
serdo confirmadas ou poderdo com relativa facilidade serem incluidas
na sistematica bacteriana e, assim, sairem da designacao de Mycobac-
terium sp, adotada por BERGEY.

No que se refere aos paratuberculosos em geral, a situacao chegou
a tal ponto que HAauDUROY, impossibilitado de dar designacao as bac-
térias descritas pelos diferentes pesquisadores, o fez por numeros, colo-
cando os nomes dos seus descobridores em ordem alfabética.

2. MATERIAL DE ESTUDO

Procuramos incluir néste estudo o maior nimero possivel de amos-
tras que nos foi dado obter, ndo s6 de colecOes classicas, como de 1S0-
ladas em laboratérios de rotina. Em outra parte desta publicagao,
apresentaremos as listas de culturas com as especificacoes e, em tabe-
las e quadros, os resultados das amostras que examinamos.

PROCEDENCIA DAS CULTURAS DE MICOBACTERIAS

____—__—

LISTA N.o: Instituicoes N.° de amostras

1 American Type Culture Collection........... 26
2 Tister Institute — London.................. 13
3 National Institute of Health U.S.A. ........ 9
4 Carville, US.A. .. ... ... ... .. e 9
H Colecdo Muioz Rivas — Colombia..... ... .. 53
6 Instituto Oswaldo Cruz — Diversas. ..... ... 59
7 Laboratdrio Central de Tuberculose....... ... 11

TOTAL. . ... . 178
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GRUPAMENTO DAS CULTURAS DE MICOBACTERIAS

“

TABELA N.o: Grupos N.° de amostras

1 Mycobactertum tuberculosts .................. 30
2 Mic. cromogénicas isoladas de escarro........ 10
3 Mie. 1soladas de leprosos, diretamente........ 31
4 Mic. de hematdéfagos exp. inf. em leprosos.. .. 18
5 Mie. isoladas de ratos com lepra murina. .. 8
6 Mic. isoladas de animais de sangue frio.... .. 12
7 Mic. de efluentes de fossa...... 9
8 Mie. de terra (pé de a,posentos de leprosos) 5

TOTAL DE CULTURAS EXAMINADAS 123

No computo dos resultados, fizemos o expurgo das duplicatas de
culturas-padroes, afim de que os resultados ndo fossem viciados. As
65 culturas das colecoes classicas (ATCC, Lister Institute, N.I.H.

Carville) ficaram reduzidas a 32,

€

por haver numerosas repeticoes.

Para que seja possivel a perfeita identificacdo das culturas conside-

radas padroes, apresentamos uma tabela de correspondéncia de nume-
racao, na qual os interessados obterao maiores informes soébre estas e

outras culturas.

Pela classificacdo de BERGEY, examinamos as seguintes espécies do
género Mycobacterium:

I — Parasitas de animais de sangue quente:
1 — Mycobacterium tuberculosis
a — variedade hominis

b — variedade bovis
2 — Mycobacterium avium
3 — Mycobacterium leprae (sO fluorescéncia)
4 — Mycobacterium leprae murium (s6 fluorescéncia)

II1 — Parasitas de animais de sangue frio e saprofitas:
6 — Mycobacterium piscium
8 — Mycobacterium ranae
11 — Mycobacterium spp. a) isolados de leprosos

b) outras micobactérias
13 — Mycobacterium phlei
14 — Mycobacterium berolinensis

No grupo Mycobacterium spp. criado por BERGEY cOmO um grupo
miscelanea, foram incluidos germens outrora incorretamente identifi-
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cados como Mycobacterium leprae LEHMANN e NEUMANN, isolados de
lesdes leprosas. Estas culturas foram grupadas juntamente com as
micobactérias de animais de sangue frio e saprofitas, separadas pelo
critério da temperatura e da utilizacado da sorbita e arabinose.

O grupamento que fizemos em nossas tabelas nao obedece rigoro-
samente ao da sistematica, e sim ao da procedéncia das armostras que
tivemos ao nosso dispor no decorrer da pesquisa, em sua maioria gen-
tilmente cedidas de sua colecao pelo Dr. Souza-ARAUJO.

3. FLUOROMICROSCOPIA

A observacio microscopica em luminescéncia utiliza a propriedade
que tém certos seres vivos de, quando iluminados pela radiagao ulira-
violeta, emitirem em presenca de um fluorocromo, uma radiacao se-
cundaria visivel. (LEvADITI — 13).

As radiacoes das fontes naturais e artificiais s@o constituidas de
ondas de comprimentos diversos, sendo visivel somente uma estreita
faixa. A fluorescéncia é uma modalidade de fotoluminescéncia, em
que sdo empregadas substancias que produzem luz por transformacgao,
a0 contrario da fosforescéncia, em que as substiancias possuem energia
luminosa propria (fluorescéncia intrinseca). Estas substiancias sao
denominadas fluorocromos e foram usadas primeiramente por HAITIN-
GER. Quando elas recebem a radiacao ultravioleta, uma parte absorve
energia que se transforma em energia luminosa sem calor, € que Sse
denomina fluorescéncia secundaria. Utilizando a luz ultravioleta pro-
veniente de forte fonte luminosa e filtrada, podemos obter fluorescén-

cia de diferentes cores, variando do azul ao vermelho.

A fluoromicroscopia somente agora estd tendo, no Brasil, sua
aplicacdo em bacteriologia, especialmente da tuberculose, embora o
seu inicio date de mais de dez anos atras. Entretanto, vasto campo
de pesquisa se abre também para outros microorganismos, com 0 em-
prégo de diferentes fluorodcromos: assim, empregam-Se:

— a auramina, sulfato de berberina e acridina para os bacilos da
tuberculose e da lepra;

— a berberina, para tripanosomas e plasmodios;

— a coriofosfina, para o bacilo diftérico e esporos de bacterias;

— a tioflavina, resorcina e primulina, para corpusculos elemen-
tares de virus, haemoproteus e tripanosomas,

— o morin, rivanol e primulina, para espiroquetas e protozoarios;

— o0 amarelo de acridina, para bactérias vivas, bactérias do solo
e parasitas do sangue;

— a sulfoflavina brilhante, para esporos de bactérias.

Citamos apenas algumas aplicacOes na pesquisa de microorganis-
mos, pois nos outros setores da biologia a fluoromicroscopia tem varia-
dissimas aplicacoes.
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Entre nos, o Prof. KarL Arens tem contribuido para a divulgacao
da fluoromicroscopia e suas aplicacoes nos diferentes ramos da blologia.

Em bacteriologia podemos usa-la nos diagnosticos rotinelros e
na pesquisa. Com ela, novos horizontes se abrem aos bidlogos pesquisa-
dores. No diagnéstico, a sua técnica oferece certas vantagens de faci-
lidade, rapidez e eficiéncia.

P. ELLiNGER (8), do Lister Institute, no seu magnifico trabalho
“Microscopia fluorescente em biologia” faz extensa explanagao sobre
as varias aplicacoes da fluorescéncia no campo das pesquisas biologi-
cas, ressaltando os trabalhos de HAGEMANN e KELLER, referentes ao

emprégo da auramina como fluorécromo de escolha para o bacilo da
tuberculose. Numerosas tém sido as publicac¢oes demonstrando as van-
tagens désse método no diagnoéstico da tuberculose, e aité a sua superio-
ridade sObre os classicos processos de coloracao tipo Ziehl.

RicHARDS (14) demonstrou que a fluorescéncia evidencia mais bac-
térias acido-alcool-resistentes do que a técnica de ZIEHL-NEELSEN. Sen-
do o exame feito com objetiva séca, de grande aumento, é possivel
abranger maior campo do que com as objetivas de imersao, além da
simplicidade no trabalho, e finalmente, o maior contraste entre os
bacilos e outros elementos presentes no campo (HErMANN, 1939). En-
tretanto, observamos ndo ser possivel distinguir entre as contamina-
coes e os bacilos que, embora acido-alcool-resistentes as anilinas, nao
se demonstrem fluorescentes.

Também BoGeN (4) fez estudos comparativos entre o metodo de
coloracio de ZIEHL ¢ a fluoromicroscopia, dando para esta ultima uma
positividade de 20% a mais do que para aquele.

Embora haja autores, como KUSTER, que tenham encontrado mais
de 40% de resultados positivos com a fluorescéncia do que com o mé-
todo de ZieHL, ela em absoluto nao substitui a cultura ou inoculacgao,
mesmo usando processos de homogeneizag¢ao e centrifugacao, que na
realidade aumentaram a taxa de positividade sobre o exame direto por
qualquer das coloracoes.

A fluoromicroscopia no diagnoéstico da tuberculose apenas traz
melhoria nos resultados fornecidos pela simples bacterioscopia, estando
sujeita aos mesmos erros, mesmo quando positiva, em vista do elevado
niimero de outras micobactérias que também se apresentam fluores-
centes.

A propriedade que o bacilo da tuberculose tem, de emitir fluores-
céncia quando tratado pela auramina e outros fluorocromos, e de man-
ter esta propriedade quando tratado pelo acido-alcool e examinado
em luz ultravioleta, foi por nds aproveitada no estudo de uma serie
de culturas de bacilos acido-alcool-resistentes de diferentes espécies,
variedades e amostras. Procuramos observar até que ponto esta pro-
priedade se apresenta como peculiar ao género Mycobacterium e fixar
as vantagens do método no que se refere a pesquisa de micobacterias
em geral, e o seu possivel aproveitamento na sistematica. Procuramos
melhor esclarecer a citacdo de BERGEY: “a maior parte das bactérias
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acido-resistentes tratada com auramina fenicada e descorada com
NaCl-HCl-alcool mostra fluorescéncia ao microscopio quando radiada
por luz ultravioleta de longo comprimento de onda”.

As nossas observacoes nos permitem concluir que a acido-alcool-
resisténcia pelas anilinas nao é paralela a observada com a auramina,
pois verificamos culturas fortemente acido-resistentes a fucsina e abso-
lutamente desprovidas de fluorescéncia. Verificamos também que
muitas culturas que eram fracamente acido-resistentes, eram Ifraca-
mente fluorescentes, e as partes mais intensamente coradas (granula-
coes) emitem fluorescéncia mais intensa.

Conforme foi observado por KUESTER, e agora por nos confirmado,
o0 método da fluorescéncia foi considerado bom para os bacilos da tuber-
culose e lepra, mas nao em geral, para as bactérias acido-resistentes.

Aparelhagem — Nos nossos trabalhos, utilizamos um conjunto que
produz alta intensidade de luz, provido de condensador de quartzo e
sistema Otico livre de fluorescéncia propria. A aparelhagem de fluo-
rescéncia simplificada, segundo REICHERT, consta do seguinte:

a) Microscopio, com condensador de imersao a 6leo 1,40. Obje-
tiva acromatica séca 60, ajustada para preparados nao cobertos
com laminula. Ocular Huygens 10x. Filtros U.V. para ocular,
amarelos.

b) Lampada de baixa voltagem, a vapor de mercurio, para mi-
croscopila.

¢) Dois filtros azuais e um opaco, que permitem o seu uso como
microscopio comum.

Inicialmente, na fluoromicroscopia eram usados filtros ligquidos
corados em azul e amarelo, obtidos com solucoes de sulfato de cobre
e cromatos, respectivamente. A fonte luminosa era de arco de carvao,
cujos ralos atravessavam a solucao. Mais recentemente passaram a
utilizar filtros de vidro e uma fonte luminosa constituida de lampada
de filamento de tungsténio ou de vapor de mercurio.

No aparelho que utilizamos, o filtro que seleciona a luz excitadora
e composto de dois vidros azuis, ficando o fundo suficientemente escuro
e as bactérias fluorescentes bem visiveis, pela interposicao dos filtros
entre a fonte luminosa e a lamina que contéem o material. Outro pe-
queno filtro, que deixa passar a luz amarela mas exclui comprimentos
de onda mais curtos, € colocado acima da ocular, portanto, entre a
lamina e o O0lho do observador, protegendo-o contra os efeitos prejudi-
ciais dos raios ultravioleta, além de excluir tdéda luz azul ou violeta
visivel, aumentando mais o contraste entre a luz amarela das bactérias
fluorescentes e o fundo do campo.

Utilizamos oOleo de sandalo, livre de fluorescéncia, para o conden-
sador. A agua distilada foi também usada por noés com oOtimos resul-
tados.

A aparelhagem merece cuidado especial no que se refere a ilumi-
nacao, que devera ser bem centrada e a focalizacao bem feita, pois
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pequenos descuidos nesta parte poderao fornecer falsos resultados ne-
gativos. Foi sempre cuidado nosso iniciar os trabalhos de exame das
preparacoes focalizando uma lamina sabidamente positiva, dando assim
um preparo conveniente ao aparelho.

Trabalhamos em sala escura, o que proprocionou maior seguranca
e comodidade nas observacoes microscopicas em grande numero.

Meétodo de trabalho — Coloracao pela auramina fenicada, segundo
HAGEMANN.

1. Espalhar a cultura numa lamina de quartzo (vidro U.V.),
nao deixando que fiquem aglomerados de bacilos. Secar ao
ar e fixar pelo calor.

2. Fluorocromar 10 minutos na mistura de auramina a 1/1.000
3. Lavar em agua corrente.
4. Diferenciar 3 minutos na mistura:

Alcool (T0%) ...vvvviun.... 95 cms3

Acido cloridrico ................ 3 cm?

o0. 'Lavar em agua corrente, secar e examinar.

ARENS (1) recomenda que a solucao de auramina seja feita com
cuidados especiais, pois a sua durabilidade em solucoes muito diluidas
e curta nos climas tropicais. Prop8e a seguinte técnica de preparo,
usada por nos com resultados satisfatorios:

Solucao A:
Auramina ...........ccoiiu.... 0,0 g
Alcool etilico (90—95%) ........ 50 cm?
Solucao B:
Acido fénico lig. (90%) ......... 20 cm?
Agua distilada, ................. 480 7

Para o preparo da solucao final de auramina fenicada 1/1.000,
misturar 1 parte da solucao A e 9 partes da solucdo B. Filtrar e manter
em refrigerador, onde se conserva até 2 semanas. A solucado alcodlica
de auramina conserva-se durante muito tempo em frasco neutro e
escuro.

Focalizacao:

a) I1nserir na lampada ambos os filtros azuis.

b) colocar o filtro amarelo sObre a ocular.

c) colocar Oleo de imersao ou agua distilada sobre a lente fron-
tal do condensador para estabelecer contato otico. Obtivemos melho-
res resultados nao encostando o condensador na lamina, e sim apenas
fazendo contato através da agua ou do Oleo.

d) primeiramente, efetuar um exame panoramico com objetiva
20 e ocular 10. Nos pontos suspeitos, realizar entao um exame de deta-
lhes com a objetiva 60.
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As bactérias sdo vistas fluorescendo intensamente em cor de ouro
sobre fundo escuro. @Quando se trata de verificar apenas a fluorescén-
cia em culturas, podemos usar diretamente a objetiva 60.

4. PROVA CITOQUIMICA DE DUBOS

O problema da viruléncia das micobactérias quase que s€ resume
na distincdo entre o bacilo da tuberculose e os paratuberculosos que,
segundo CALMETTE (5), é feita principalmente:

a) pelo estudo dos seus produtos de secrecao, ou seja, reacoes
cruzadas de tuberculina.

b) pelas reacodes de aglutinacdo com séro de animais inoculados.

c) pelas suas propriedades patogénicas.

Posteriormente surgiram outros caracteres diferenciais adotados
para determinacdo da viruléncia de amostras de Mycobacterium tu-
berculosis, um dos quais é aqui estudado em grande numero de cultu-
ras de micobactérias de diferentes procedéncias. |

Foi observado por MIDDLEBROOK e colaboradores, que o bacilo tuber-
culoso virulento cresce na superficie dos meios liquidos e solidos, de
maneira a permanecerem em disposicdo paralela, formando cordoes.
Esta disposicdo é atribuida a fatores fisicos e quimicos: no primeiro
caso, 4 carga elétrica diferente nos bacilos virulentos e avirulentos, e
no segundo, a um fator quimico que faz com que os bacllos se tornem
aderentes.

DuBos tem dedicado especial atencao a estrutura celular do bacilo
da tuberculose, estabelecendo ligacdes com a sua viruléncla.

Outro teste de viruléncia surgiu posteriormente e foi observado
por BrocH (3), que é a acao dos bacilos virulentos sObre os leucocitos.
Os bacilos virulentos, quando inoculados na cavidade peritoneal de
animais de laboratério, ainda que fagocitados pelos leucocitos polimor-
fonucleares, continuam a se multiplicar, nao havendo, portanto, a sua
remocao total. Depois, éle provou “in vitro” que tal fato era devido
a capacidade de os bacilos virulentos impedirem a migracao dos leuco-
citos, o que ndo se verificava com as amostras avirulentas. Parece ha-
ver uma relacdo entre estas reacdes, todas elas ligadas a composicac
quimica dos bacilos tuberculosos virulentos e avirulentos: a disposi¢ao
em corddes, o efeito leucotoxico e a reacdo citoquimica para viruléncia.

J4 na fase final do nosso trabalho, chegou-nos as maos a publica-
cio de Hauburoy e POSTERNAK (11) soObre a reagao citoquimica em
relacdc com a viruléncia das micobacterias. Verificamos entao a con-
cordancia dos nossos resultados com os daqueles pesquisadores.

Sao as seguintes as conclusoes a que chegaram:

a) as Micobactérias, produzindo uma tuberculose experimental
tipica, ddo sempre a reacdo de DuBos fortemente positiva.

b) as Micobactérias, ndo produzindo tuberculose experimental,
ddo reacoes nitidamente negativas.
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E’ portanto, gracas a reacdo de Dusos, possivel diferenciar rapi-
damente as micobactérias avirulentas, mesmo dentro das espeécies de
Mycobacterium tuberculosis, como observou €le nas amostras H37RvV
(virulenta) e H37Ra (avirulenta), a primeira dando viragem ao verme-
lho-purpura e a segunda para o amarelo.

Observamos que o teste de viruléncia, quando feito com o Myco-
bacterium tuberculosis, nao se altera, quer em culturas mortas quer em
culturas antigas de mais de 5 anos.

De uma maneira geral, as micobactérias virulentas, quando sao
Mycobacterium tuberculosis, dao sempre resultados positivos. O mes-
mo nio acontece com as micobactérias de animais de sangue frio, que
dao resultados negativos, sendo, entretanto, muito variaveis os resul-
tados nas micobactérias de alguns dos grupos examinados por nos, e
cuja apreciacdo e interpretacao requerem um estudo mais completo
destas culturas, de caracteres tao exoticos.

Foi a seguinte a técnica por nés usada para a reacao de DUBOS:

1 — Tomar culturas de micobactérias cultivadas em meios soOli-
dos ou liquidos (Loewenstein, agar glicerinado, caldo gliceri-
nado, Dorset sintético, etc.)

2 — Em tubos de hemdlise, colocar 1 cm?® de &lcoo! mefilico a
50%, para retirar substancias estranhas as bactérias que
possam mascarar as reacoes.

3 — Colocar uma alca bem cheia da cultura em meio sélido ou
usar o sedimento das culturas em meio liquido.

4 — Depois de agitacdo vigorosa, para lavar as bactérias em sus-
pensdo, colocar na estufa a 37°, por tempo superior a uma
hora.

5 — Centrifugar, desprezar o sobrenadante e colocar nova quan-

tidade de alcool metilico a 50%, seguida de novo tempo na
estufa e agitacao.

6 — Centrifugar, desprezar o sobrenadante e supender a cultura
em uma solucao tampao alcalina. A recomendada pelos au-
tores é a seguinte: Solucao de cloreto de sodio a 5% e bar-
biturato de sodio a 1%. |

7 — Juntar uma pequena quantidade de solucao aquosa de ver-
melho neutro (usamos uma goéta da solucao a 0,5%) e deixar
3 temperatura ambiente. Dada a elevada alcalinidade da
solucdo (pH 9.0), o liquido passa imediatamente do verme-
lho ao amarelo. Entre 5 e 30 minutos, os bacilos em suspen-
sao na mistura se coram de vermelho, se sao virulentos, e de
amarelo, se sao avirulentos.

Nova solucao tampao:

Para substituir a solucao tampao recomendada por DuBos, que
oferece certos inconvenientes — entre os quais o fato de o barbiturato
de sodio, sendo entorpecente, estar sujeito a fiscalizacao das autorida-
des sanitarias e, portanto, ndo poder ser obtido com facilidade — e se-
guindo a propria recomendacao dos autores, que mandam usar um

2
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outro tampdo alcalino, resolvemos, com a colaboragao do quimico
MoacyYR ANDRADE, do 1.0.C. experlmentar outros tampoes alcalinos.
Chegamos entao a conclusao de que o tampao de borato (tampao Poli-
tzsch) satisfaz perfeitamente. Realizamos varias reacoes positivas e
negativas, comparativamente com os dois tampoes (de barbiturato e
de borato) tendo havido perfeita concordancia de resultados.

E’ o seguinte o tampao utilizado:

Solucao A:
Acido boérico 1/5 M: Pesar 12,368 g da substancia e diluir a

1.000 cm3, com agua d1st11ada

Solucdo B:
Borato de s6dio 1/20 M: Pesar 19,071 g do sal e diluir a

1.000 cm?® de agua distilada.
Para preparar o tampao, misturar:

Solucao A ...........c.cii... 1 parte
Solucao B ..... e e 9 partes
Cloreto de sédio .............. o %

O pH final da solugdo devera estar em torno de 9.0.

A leitura da reacdo é quase imediata. O depoOsito de bacteérias

toma coloracdo que varia do vermelho intenso (4-+), roseo () ao
amarelo (—), em contraste com o liquido sobrenadamente, que fica

sempre amarelo.

5. APRESENTACAO DOS RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentaremos os nossos resultados em tabelas e quadros, assim
organizados:

QUADRO 1

FLUOROMICROSCOPIA E TESTE DE VIRULENCIA EM VARIAS
ESPECIES DE MICOBACTERIAS

N.o da | N.o da Cole¢io Espécies FlllOl‘.eS- T.estti de
cultura | colecao céncia VYiruléncia
40 8.236 | A.T.C.C. | M. tuberculosis, hominis............. -+ + +}-

37 9.805 | A.T.C.C. | M. tuberculosis, bovis............. ... + -}

38 7.992 | AT.C.C. | Mycobactertum avium................ + —
— — — Mycobactertum leprae................ + + ?
— — — Mycobacterium lepraemurium. . + + ?
42 110 | Hyg. Lab. | Mycobacterium ranae (C. W. MacCoy) -—- -
36 10.142 | A.T.C.C. | Mycobactertum phlez. . AT + 4 o
41 35 | A.T.C.C. | Mycobacterrum berolmenszs e + —
189 30 | Carville | Mycobacterium piscrum.............. e —
197 58 | Carville | Mycobacterrum paratuberculosis. .. . . .. — —
— — — Mycobactertum spp. (diversas)........ + ¢ o —
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Néste quadro, apresentamos uma visao de conjunto das 10 espécies
de micobactérias examinadas, num total de 123 amostras. Apenas,
como é Obvio, fizemos fluoromicroscopia direta em material humano
e de rato, para Mycobacterium leprae ¢ M. lepraemurium, tendo ambas
as espécies se revelado fortemente fluorescentes a auramina, pocdendo
admitir-se idéntica vantagem do microscopio fluorescente sObre as
coloracoes de ZieHL no diagnostico da lepra, como ja tem sido compro-
vado por outros pesquisadores, no que se refere a tuberculose.

As 30 amostras de Mycobacterium tuberculosis deram fluorescéen-
cia e reacao de DuBos fortemente positivas, confirmando os resultados
de DuBos com 22 amostras, e de HAUDUROY, com 58. Apenas as mico-
bactérias de animais de sangue frio (ranae e piscium) revelaram-se
negativas a fluorescéncia, sendo que as amostras de Mycobacterium
avium, berolinensis e phlei demonstram fluorescéncia positiva e reacao
de DuBos negativa. Recebemos de Carville a amostra n.° 58 com a
denominacao de Mycobacterium paratuberculosis. Entretanto, nao pu-
demos esclarecer se se trata do bacilo de JouneE. Esta cultura deu fluo-
rescéncia e reacao de DuBos negativas.

As 89 amostras de micobactérias que nao comportavam classifica-
cao por espécies (paratuberculosos) deram resultados variaveis, confir-
mando,portanto, as conclusoes de HAupburoy em 67 paratuberculosos.
Ele encontrou 4 amostras positivas ao teste de viruléncia, com poder
patogénico anormal para cobaios.

A amostra B.C.G. examinada por HAUDUROY deu reacao fraca-
mente positiva ao teste de viruléncia.

QUADRO 2

FLUOROMICROSCOPIA E TESTE DE VIRULENCIA. RESULTADOS
DAS CULTURAS DE MICOBACTERIAS POR GRUPOS

Nije DA Micobactérias F4+V+4+ | F+V— | F—V+ | F—V Tot. Percent.
TABELA
1 | M. tuberculosis, hominis e bovis......... 30 0 0 0 30 24 .29,
2 Mic. cromogénicas do esearro........... 0 9 0 1 10 8.69,
3 Mie. de lepra humana................. : 6 19 0 6 31 25.3%
4 Mic. de hematdfagos exp 1inf. em lep.. .. 10 3 0 d 18 14 .69,
5 Miec. de lepra murina.................... 2 5 0 1 8 6.29,
6 Mic. de animais de sangue frio.......... 0 9 0 3 12 9.89,
7 Mic. de etluentes de fossas.............. 6 1 0 2 9 7.3%
8 Mic. de pbs de aposentos de leprosos... . 4 1 0 0 5 4 .09
TOTAIS. ......... ... .. . .. 58 47 0 18 123 100.0Y,
Percentuais. .. ...................... 47.19, 138.29, 09 |14.79%, — —_

Das 123 culturas examinadas, em 58 ambos os testes deram posi-
tivos; apenas 30 eram de bacilos da tuberculose. 47 tiveram a fluores-
céncia positiva e o teste de viruléncia negativo, das quais 19 eram de
micobactérias isoladas de lesoes leprosas. Nao se verificaram testes
de viruléncia positivos em culturas nao fluorescentes. Em 18 culturas
ambos os testes foram negativos.
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FLUOROMICROSCOPIA K

N.c DA

QUADRO 3

RESULTADOS DAS CULTURAS DE MICOBACTERIAS POR GRUPOS

F

TESTE DE VIRULENCIA. PERCENTUAIS DOS

TABELA Micobactérias F+V+ | F+V F—V4+ | F—V
1 M. tuberculosis, hominis € bovis........... 1009 09 09, 09,
2 Mic. eromogénicas de esearro.............. 09, 909, 09, 109,
3 Mic. de lepra humana.................... 199, 629, 09, 199,
4 Mic. de hematéfagos exp. 1nf. em leprosos. . 559, 179, 09, 289,
5] Mic. de lepra murina. ................... 259, 629, 09, 139,
6 Mic. de animais de sangue frio........... 09 759, 09, 259,
7 Mic. de efluentes de fossas................ 669, 1197 09, 239,
8 Mic. de pds de aposentos de leprosos... ... 809, 2097, 09, 09,

ﬂ—__

No quadro 3, apresentamos os percentuais referentes ao quadro 2.
De 47% das culturas em que ambas as reacoes deram positivas, convem
ressaltar que apenas 24% do total foi identificado como sendo Myco-
bacterium tuberculosis e, portanto, com os resultados positivos espera-
dos. Dos demais grupos, apenas nos efluentes de fossas tera sido possi-
vel e provavel o isolamento do Mycobacterium tuberculosis, o qual re-
presenta apenas 7% do total das culturas examinadas. 38% das cultu-
ras deu fluorescéncia positiva e viruléncia negativa. Apenas cérca de
14% teve ambas as reacoes negativas. Tal percentual pode ser inter-
pretado como sendo a fluorescéncia um caracteristico independente da
acido-alcool-resisténcia revelada pelas anilinas e comumente observa-

da pelas coloracgoes tipo Ziehl.

QUADRO 4

FLUOROMICROSCOPIA E TESTE DE VIRULENCIA. RESULTADOS DAS
CULTURAS DE MICOBACTERIAS, ISOLADAMENTE

N.o DA . s
TABELA Micobactérias F -+ F— V+ V—
1 M. tuberculosis, hominis e bovis........... 30 0 30 0
2 Mic. cromogénicas de escarro.............. 9 1 0 10
3 Mic. de lepra humana..................... 25 6 6 25
4 Mic. de hematéfagos exp. Inf. em leprosos. . 13 5 10 8
5 Miec. de lepra murina..................... 7 1 2 6
6 Mic. de animais de sangue frio............ 9 3 0 12
7 Mic. de efluentes de fossas................ 7 2 6 3
8 Mic. de pés de aposentos de leprosos... ... 5 0 4 1
TOTAIS. .. .. . 105 18 58 65
Percentuais. . . .. .......... .. .. ... .. ... 859 159, 479, 539,

#

Apreciando os resultados separadamente, observamos no quadro 4
que 85% das culturas deu fluorescéncia positiva e 15%, negativa.
Quanto ao teste de viruléncia, em 47% deu positivo e em 53 %, negativo.
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FLUOROMICROSCOPIA E TESTE
RESULTADOS DAS CULTURAS DE

QUADRO 5

Y

ISOLADAMENTE

DE VIRULENCIA. PERCENTUAIS DOS
MICOBACTERIAS,

#

N BELA Micobactérias F+ | F— | v+ | v—
1 M. tuberculosis, hominis e bovis........... 10097 09, 10097 09
2 Mie. eromogénicas de escarro........... 909, 109, 09, 1009,
3 Mic. de lepra humana.................... 809, 209/, 209, 809,
4 Miec. de hematdéfagos exp. 1nf. em leprosos. . 779, 239 %Y/ 459,
5! Mie. de lepra murina................. 879, 139, 259, 759,
6 Mic. de animais de sangue frio........ 759, 259, 09, 1009,
7 Mic. de efluentes de fossas............ 779 239, 669, 349,
8 Mic. de pds de aposentos de leprosos.. . ... 1009, 09, 809, 209,

Por éste quadro, verificamos que apenas o grupo de Mycobacte-
rium tuberculosis hominis e bovis deu 100% de positividade em ambos
os testes, e que éste grupo representa 24% do total das amostras exa-
minadas. Os percentuais de positividade encontrados nas micobacterias
isoladas de leprosos através de hematdfagos foram de 77 e 55% respec-
tivamente, para a fluorescéncia e viruléncia. O teste de viruléncia fol
negativo em 100% das culturas cromogénicas isoladas de escarro e
nas de animais de sangue frio. O fato de encontrarmos varios graus
de positividade no teste de viruléncia fora do grupo constituido pelo
M. tuberculosis, impede que consideremos o teste de viruléncia como
caracteristico da espécie. Nas micobactérias isoladas de efluentes de
fossas e terra de aposentos, nas quais possivelmente existirao bacilos
da tuberculose, encontramos respectivamente, 66% e 80% de testes

positivos.

QUADRO 6

FLUOROMICROSCOPIA E TESTE DE VIRULENCIA. RESULTADOS DAS CULTURAS
DE MICOBACTERIAS QUANTO AO PIGMENTO E INTENSIEADI?Lé)ﬁAgIACOLORAC,OES
DE VIR
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A questao do pigmento e da intensidade das reacoes (coloracao
de ZieHL, fluorescéncia e viruléncia) foi por nds observada. Assim,
47% das culturas examinadas revelou cromogénicidade. Quanto a
coloracao de ZieHL, também notamos que a intensidade de -coloracao
nao € a mesma e parece ter certa relacao com a intensidade da fluores-
céncia, embora nao seja absoluta esta concordancia. 58% das culturas
demonstrou forte acido-resisténcia ao Ziehl, enquanto que os outros
42% o foram de bacilos pouco corados. Apenas 57% das culturas
revelou forte fluoresceéncia, 27 %, fraca fluorescéncia ou apenas granu-
lacoes fluorescentes, e 16% nao se mostrou fluorescente. No que se
refere ao teste de viruléncia, 36% deu reacao forte, 10%, fraca e 54 %,
negativa.

Analise dos resultados por grupos de culturas

Criamos os seguintes sinais para determinacao da intensidade das
coloracoes de Z1eHL, da fluorescéncia e do teste de viruléncia.

(+-+) coloracdo ou reacdo fortemente positiva
( ) coloracao ou reagao fracamente positiva
( —) coloracao ou reacao negativa

TABELA 1

CULTURAS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS, VARIEDADES HOMINIS
E BOVIS, EXAMINADOS PELA FLUOROMICROSCOPIA E PROVA
DE DUBOS PARA VIRULENCIA. (30 CULTURAS)

N.c DA cpe i
CULTURA Identlflcagao Fluor. VIl'lll.

Mycobacterium tuberculosis, hominis

4 Amostra Rattl das colecdoes IOC e LCT.. .
28 N.c 15.959, do Laboratdério Central de Tuberculos: .
30 C.M. » » » » » L
31 E— » » » » » . S R
4() N.o 8236 da A.T.C.C. (amostra H37 do N.I.LH.). .. .. + 4
135 A.A. de escarro de leproso, isolada por S.A......... . -+ 1+
156 M.R. » » » » » » » L 4 4+
157
158
159
160
161
162
163
169
171
173
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175
186
188
187
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TABELA 1 (conclusao)
CULTURAS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS, VARIEDADES HOMINIS
E BOVIS, EXAMINADOS PELA FLUOROMICROSCOPIA E PROVA
DE DUBOS PARA VIRULENCIA. (30 CULTURAS)
N.c DA
CULTURA Identificacao Fluor. Yirul.
176 amostra cedida pelo Dr. A. Cury,do 1.O.C........ ... +
209 amostra da colecdo do 1.O.C............ ... ... ... ....
210 amostra da colecio do I.OC.......... ... .. ....... + +
Mycobacterium tuberculosis, bovis
2 amostra Vallée das colecoes do 1.0.C. ¢ L.C.T...... .. + +
37 N.c 9.805 da A T.C.C.. .. ... ... . . . . . . . . . . . . . ..., + +
179 do Instituto de Biologia Animal do M.A.............
196 N.e 11 da colecdao Carville......... ... ... ... ... ..
180 do Instituto de Biologia Animal do M.A.... ...... ...

Tabela 1 — apresentamos os resultados de 30 culturas, sendo 29
de Mycobacterium tuberculosis, variedade hominis e 5 da variedade
bovis, inclusive a conhecida amostra H37 que foi também examinada
por DuBos no seu trabalho original, juntamente com 22 culturas.

Estas culturas apresentaram-se nao cromogenicas, puras, com a
acido-alcool-resisténcia controlada pela coloracdo de ZienL. SoObre a
fluorescéncia em culturas de micobactérias, nao conseguimos consultar
bibliografia; somente em material de exame direto para diagnostico
da tuberculose. Todas as culturas demonstraram-se fortemente fluores-
centes 4 auramina e deram reacao citoquimica para viruléncia também
fortemente positiva. Das 123 culturas examinadas, as de Mycobacte-
rium tuberculosis representam 24%.

TABELA 2
CULTURAS DE MICORACTERIAS CROMOGENICAS ISOLADAS
DE ESCARRO. (10 CULTURAS)
N.c DA
CUL- N.° da colecao — Identificacido Pigmento| Ziehl | Fluor. | Virul.
TURA
Culturas do Lab. C. de Tub.
35 4.131 — cedida pelo Dr. F. MaGario.... |amarelo| ++ + —
99 19.918 — » » > » L 44 _
100 19.906 —  » » > » L + _
101 19967 — » » » . » - S S
128 4 637 — » » > % . -
129 20.317 — » » » .. » —+ _
130 20.321 — » » y » 1 _
29 — — cedida pelo Dr. R. Lagoa........... » + + —
44 | I.M. — cedida pelo Dr. G. PacHECO.. ... ... > + + —
45 | H.S. — cedida pelo Dr. G. PEREIRA.... ... .. » + —
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A tabela 2 consta dos resultados de 10 culturas cromogénicas iso-
ladas de escarro, em sua maioria fornecidas pelo Dr. FONTES MAGARAO,
Chefe do Laboratorio Central de Tuberculose da Prefeitura do Distrito
Federal. Notamos que apenas duas foram fortemente acido-alcool re-
sistentes ao Ziehl, tres, fracamente fluorescentes e duas, negativas.
Em todas o teste de viruléncia deu negativo. Eram culturas cujos carac-
teres culturais apenas, seriam suficientes para distingui-las do bacilo
da tuberculose.

Tabela 3 — Consiste nos resultados de 30 culturas de Micobacté-
rias isoladas diretamente de leprosos, das quais 18 sao de colecoes clas-
sicas (A.T.C.C., Lister Institute, N.I.H. e Carville). As demais nos
foram cedidas pelo Dr. Souza ArAUJO, algumas das quais por éle isola-
das (17-18-19). Das 30 culturas, em apenas 6 o teste de viruléncia deu

MICROBACTERIAS ISOLADAS DIRI

TABELA 3

CTAMENTE DE 1.

CPROSOS (30 CULTURAS)

N.c DA

CUL- N.c da colecao — Identificacido Pigmento| Ziehl Fluor. | Virul.

TURA
21 509 — do Inst. Lister — lesdo............. tijolo + + + —
23 510 — » > » — » ]aranja 1 1 L
134 511 — » > > —— > e amarelo -+ +- —
135 12 — » » » —_— » amarelo 1 _ L
18 514 — » > > — D e tijolo + + + —
194 old — »  » > Y amarelo + + —
166 516 — »  » > Y e amarelo + + 4+ —
15 2017 — »  » » o —— > amarelo +- — —
12 518 — » » N t1jolo + + —
168 519 —- » » » — Y amarelo + — —
17 521 — »  » > amarelo + -+ —
19 522 — »  » »  —— 0y t1jolo + — —
22 | 4243 — A.T.C.C — amarelo + + -
51 362 — N.I.H. — Y creme + + —
154 771 — N.ILH — > s/plg. + + —
195 130 — Carville — oy amarelo + 4+ —
198 112 — » — > amarelo -+ — -
59 2A — da col. M. Rivas — hemoec.... .. laranja | 4+ + +
60 9A — > »  » » o — . laranja -+
69 2B — » » > » o — S amarelo — —
K4 17, — > » » » — O0OSSOS S/pig. 1 + 4+ _
46 | “Hecke » » S. Araujo — lesdo.......... s/pig. | —
47 | “José” » » » — amarelo + + —
48 | “Chaves” » » > — > . amarelo | + + 4+ —
49 | “Emilia” » » » — > amarelo —
151 | A.A. > > » —- escarro. .. ... .. amarelo -+
152 | C.S. » > » — > amarelo -+ 4 +
153 | J.P.S. > > » — > amarelo + + + —
56 — — 1sol. por JM.C. — lesao.......... amarelo + + —
61 14A — da col. M. Rivas — hemoe......... amarelo + + +
199 A — » » » — medula..... ... | amarelo + + -
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fracamente positivo, sendo que 4 da colecao Munoz Rivas. Consegui-
mos esclarecer que nas culturas 151 e 152, cromogénicas, isoladas por
Souza ARAUJO, houve concomitancia de crescimento com o bacilo da
tuberculose, certamente responsavel pela reacao de viruléncia fraca-
mente positiva.

Estas reacoes positivas em absoluto nao se confudem com as rea-
coes caracteristicas do bacilo da tuberculose. Quanto a fluorescéncia,
encontramos 11 com fraca fluorescéncia, isto €, apenas granulos fluo-
rescentes ou bacilos com intensidade de fluorescéncia mais fraca do
que a do bacilo da tuberculose. Seis deram fluorescénclia negativa.
Tivemos ocasiao de examinar amostras de varias culturas de micobac-
térias depois de passagens em animais ou de sofrerem numerosas repi-
cagens. Da cultura 46 examinamos 15 amostras, sem que houvesse
notaveis diferencas de resultados. Da cultura 47 examinamos 6 amos-
tras e da 48, 25. Nestas duas ultimas culturas, notamos alguns resul-
tados discordantes, mas nao pudemos concluir se sao devidos a algum
fator especifico, se ligados a idade da cultura ou se ao animal de pas-
sagem. Na verdade, algumas dessas culturas sao patogénicas para
animais de laboratério e talvez que éste teste dé também reacoes fra-
camente positivas nas micobacterias deéste tipo.

No grupo dos paratuberculosos, também observamos discordancia
entre a fluorescéncia e a coloracao de ZIEHL, nao sO em amostras dife-
rentes como na mesma amostra em varias repicagens, mas nao sabe-
mos se estid ou nao ligada a idade da cultura, como ja foi observado
para a coloracdo de ZieHL (CALMETTE, pg. 183).

Tudo leva a crér que o mecanismo de impregnacao das anilinas e
dos fluordécromos seja idéntico, através das substancias lipoidicas da
superficie dos bacilos.

Na tabela 4 apresentamos 18 culturas isoladas de hematofagos
experimentalmente infetados em leprosos. Néste grupo, os resultados
foram mais extraordinarios, pois encontramos 10 culturas com o teste
de viruléncia positivo, das quais 4 fortemente positivos e facilmente
confundiveis com os testes feitos com as cuituras de Mycobactlerium
tuberculosis. Das 7 culturas com teste de DuBos negativo, 4 revelaram-
se negativas a fluorescéncia. As reacoes positivas eram, em sua malo-

ria, procedentes da colecao Rivas, nao cromogeénicas, e foram isoladas
de pulgas experimentalmente infetadas em leprosos. Idéntico achado
foi feito por HAuDUROY e POSTERNAK em recente trabalho, com uma
amostra da mesma procedéncia e também isolada de pulga. Nao nota-
mos, entretanto, grande diferenca na intensidade destas reacoes e as
encontradas com as culturas de bacilos da tuberculose, que permitiu
aquéles pesquisadores estabelecerem uma anotacao especial, (++-+).
Naturalmente que éstes achados requerem um estudo mais cuidadoso
destas culturas, para que possamos concluir sébre a sua viruléncia
para animais de laboratorio ou mesmo para o homem, e assim inter-
pretarmos esta positividade da reagao de DuBos em culturas nao rotu-
ladas, como do bacilo da tuberculose.
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TABELA 4

CULTURAS DE MICOBACTERIAS ISOLADAS DE HEMATOFAGOS EXPERIMENTALMENTE
INFETADOS EM LEPROSOS (18 CULTURAS)

-

N.c DA
CUL- N.c da colecio — Identificacao Pizmento| Ziehl Fluor. | Virul.
TURA
25 9033 _ ATCC — de A. cayennense... | amarelo + + .
26 9034 — 0y — » ... | amarelo + + —
27 09035 _» — de B. microplus.... | tijolo + + —
114 IV _ S8.A. — de B. microplus.... |amarelo + + +
147 VI — » — de T. infestans..... |amarelo — —
85 30E.(52) — M.R. — de larvas de pulgas | s/pig. + 1
86 31E — » — > » » » amare]_o + 4+
R7 32K (53) — » — Y » » » S}/pig_ L 1
88 33K (54:) — » — > » » » s/p1g. -
K9 341 — » — > » » » S/plg -+ .
90 35E(55) — » — » » » S/plg + 4
91 36E(56) — % — » » » » S/plg_ + +
04 (5 — » — » » » S/p}g - ..I.- —_— _
96 C.P5 — » — » » » S/plg. - + e
122 | P.T. I1I — Rossell— de culicidio(15-16).. | amarclo| -+ -+ 4 +
124 Sta. Fé — » — > » . amarelo -+ — -
126 | Sobrinho — » — » » .. | amarclo - — —
127 P—E.T. — » — » | amarelo + 4 +

—_—_—______——————_———_—

TABELA 5

CULTURAS DE MICOBACTERIAS OBTIDAS DE RATOS COM LEPRA MURINA (8)

-

N.c DA |
CUL- . N.c da colecio — Identificacao Pigmento| Ziehl Fluor. Yirul.
TURA |
H4 366 — N.I.H. am. Rat T AM.S........... laranja - + —
10 368 — N.IH.. ..... .. . ... tijolo 44 1 _
50 68 — A.T.C.C. — Rat MacCoy......... . | cromog. + —
5 | St.I — isolada por Souza Araujo.......... tijolo + + 4+ —
107 | St.Il — » » S s/pig. - —
6 | St.I1Il — » » S s/pig. + + 44
7 | St.IV — » » Y e e s/pig. + 4
H8 — isolada por J. M. Gomes.......... . | creme + —- —

O e

Das 8 culturas de rato com lepra murina, encontramos, em duas
isoladas por Souza ArAUJO, o teste de viruléncia fortemente positivo.
Tais culturas, inoculadas em cobaios, ndo produziram lesoes tuber-
culosas. Estas culturas revelaram-se fortemente fluorescentes e nao
cromogeénicas.
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TABELA 6

CULTURAS DE MICOBACTERIAS OBTIDAS DE ANIMAIS DE SANGUE FRIO, DIRETAMENTE
OU COM AJUDA DE CARRAPATOS. (12 CULTURARS)

N.c DA

CUL- N.° da colecao — Identificacao Pigmento| Ziehl Fluor. | Virul.

TURA
42 | 110 — Myec. ranae Hyg. Lab. (McCoy)...... | s/pig. + - — —
177 | M. giae — 1s0l. por Darzins.............. .. s/p1g. + + —

Colecao Souza Araujo—

136 | de Bufo marinus com A. rotundatum........ s/plg. + — —
137 | Idem de Nova Iguassda I — J.V............. [amarelo + 4 + —_
138 | Idem Museu Nacional — J.C................ |amarelo -+ —
139 | Idem. ... ... ... . ., t1jolo —
140 | Idem Nova Iguassa II.............. ... .. .. s/pig. + + —
141 | Idem Pavuna II......... 3/pig. —
185 | Idem Pavuna I........... . ... .. ... ......... s/pig. + —
142 | de Bufo crucifer com A. rot. M.N........... s/plg. + —
143 | de gibola com A. rotundatum............... s/pig. -+ + —
184 | de Bufo marinus com A. cayennense......... s/pig. . - —

As 12 culturas isoladas de animais de sangue frio, com a ajuda
de carrapatos, revelaram-se negativas ao teste de viruléncia. Essas
culturas em sua maioria demonstraram-se nao cromogénicas e com
fraca fluorescéncia ou fluorescéncia negativa, uma vez que apenas 3
deram fluorescéncia fortemente positiva.

TABELA 7 )
CULTURAS DE MICOBACTERIAS ISOLADAS DE EFLUENTES DE FOSSA (9 CULTURAS)
N.c DA
CUL- N.°c da colecio — Identificacao Pigmento| Ziehl Fluor. Virul.
TURA
. Colecao Souza Araujo
125 | Amostra Sanatdério Padre Bento 3........... | s/pig. + + + -+ + +
148 > Hosp Col. Curupaity I........... s/pig. -+ + + 4
118 » » » » II........ s/pig. -+ + + +
119 » Sanatorio Padre Bento 1........ s/pig. + + + + + +
Colecao Muiioz Rivas
64 | do Leprocomio Agua de Dios................ | s/pig. + 4+ + -
65 | de Ibagur N.° 7... ... ... ... ... ... L. amarelo + -—
66 | amostra 17 de Ibagur N.°e 8............. amarelo + + 4+ 4
67 | de Bogotda N.o1............................ |amarelo + — —
206 | Hosp. S. Carlos............ ... .. ... ........ s/pig. + + — —
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Tabela 7 — Também no grupo de 9 culturas isoladas de efluentes
de fossas, encontramos 6 com reacao de DuBos positiva. E’ muito pro-
vavel que algumas, ou tédas elas, sejam de Mycobacterium tuberculo-
sis ndo s6 pelo aspecto das culturas — nao cromogeénicas e fortemente
fluorescentes — como pela viabilidade do isolamento désse germe nos
efluentes de fossa.

TABELA 38

CULTURAS DE MICOBACTERIAS ISOLADAS DE TERRA DE LEPROSARIO (PO DE
APOSENTOS). COLECAO MUNOZ RIVAS — COLOMBIA. (0 CULTURAS)

NC;J'{A):Ll N.c da colecio — Identificacdo Pigment{o| Ziehl Fluor. Virul.
TURA
76 | 4E(32) — Lep. Contratacion—24............ |amarelo + 4 4
77 | S3E®O) — > » —29............ | s/pig. | ++ + + + -+
79 | 9K — > > —41............ | s/pwg. + + 4+ + +
95 | 2G — ciiiiieo .| spig. + + +
203 (61) — > » — o ieio.. | s/pig. + + + —

A Tabela 8 consta de bactérias isoladas de terras colhidas em
aposentos de leprosos, por MuNoz Rivas. Nao temos maiores Intormes
sObre estas culturas Entretanto, ndo nos parece fora de cogitacao
que as 4 culturas que deram reacao positiva possam ser de bacilo da
tuberculose. Apenas uma com pigmento amarelo, deu teste de viru-
léncia negativo.

Num grupo de 21 culturas recebidas recentemente da colecao
MuNoz Rivas, de diversas procedéncias, apenas nos foi possivel fazer
o coloracdo de ZieHL e a fluorescéncia, pois o seu crescimento nao
comportava a reacdo de DuBos, que requer uma regular massa de cul-
tura. Destas, 8 foram fortemente fluorescentes, 4 fracamente e 9 nega-
tivas, o que mais uma vez confirma que nem sempre estao em con-
cordancia a acido-alcool-resisténcia verificada pelas anilinas e pela
auramina,.

J4 na fase final do nosso trabalho, examinamos duas amostras,
Nos. 81 e 83, isoladas por Rivas, de ossos de pessoas normais, as quais
demonstraram-se fortemente fluorescentes e com a reacao de virulén-
cia fortemente positiva. Também a amostra 204, de artropodos, deu
reacdo de viruléncia fraca. Outros testes negativos foram obtidos nas
culturas 74, de galinaceos, 202, de ras, e 208, de mosca sugadora.
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TABELA 9

CULTURAS DE MICOBACTERIAS DE DIVERSAS PROCEDENCIAS, NAS QUAIS
NAO FOI POSSIVEL SER FEITO O TESTE DE DURBOS.
COLECAO MUNOZ RIVAS. (21 CULTURAS)

N.c DA

CUL- Ref. da colecao — Identificacao Ziehl Fluor.

TURA
62 15A(12) — de hemocultura de leproso............. + + + +
63 20A(16) — de ossos de leprosos.............. ... ... + + +
201 (51) — de ganglio mesentérico de leproso...... .. + + + +
205 (64) — de ossos de leprosos.............. ... ... + 4~ + 4
207 (70) — de ossos de leprosos..................... + 4 + +
81 11EK(36) — de ossos de pessoas normais...... . -+ 4 +
83 16E — de ossos de pessoas normais.......... + +
70 198 — de 4gua de fossa — Ibaguf............ .. + —
71 228 — de agua de fossa — Agua de Dios........ + —
72 2C — de 4gua de fossa — Bogotd.............. + + +
97 (67) — de dgua de fossa............ .. ... .. .. .. + 4+ —
75 2K(30) — de terra de leprosdrio........... + 4 + 4+
80 10E — de terra de leprosdrio. . ... + —
02 1F — de terra de leprosirio....... + —
93 2F — de terra de leprosdrio.. .. + —
68 28A — de pés de galinha.................... .. ~+ —
73 6D — de 1ntestino de moésca........... +- —
74 1E — de patas de galindceo....... .. +- -+
202 1CB7) — de ras............ .. . . . . + 4 +
204 (63) — de artrépodos (corrodenthia)............ . + 4+ + 4
208 (71) — de intestino de moésca sugadora........... + + —

Nao foi incluida na tabela de resultados, a amostra 607, da ATCC,
recebida por aquela cole¢cao como sendo a amostra original de KocH,
ja tendo sido demonstrado em trabalho especial, por ToBIE (20), nao
ser de Mycobacterium tuberculosis, o que foi agora novamente reafir-
mado pelo teste de viruléncia e pela fluorescéncia, que foram negativos
com a aludida amostra.
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LISTA DE CULTURAS
NUMERACAXO CORRESPONDENTE DAS DIVERSAS COLECOES

H_

Lister Inst Tl.llane .
1.0.C. N.C.T.C ' AT.C.C. | Univ. G. | Carville N.I.H. Histoérico
Teme W. Duval

21 509 4242 115 115 — Kedrowsky-K-aus
23 510 4244 113 — -— Rost-Williams
134 511 — — — — Navarro Bayon
135 512 4237 105 — — Clegg I
18 514 4239 104 102 — Duvals Chrome
194 515 4241 114 117 — Levy Chrome-Kraus
166 516 4235 107 105 — Brinckerhoff 1
15 517 4236 108 109 — Brinckerhoff 11
12 518 4233 112 —- — Lepra 18
168 519 4234 110 — — Barry
17 521 4238 109 — — Currie
19 522 4240 111 — 364 Elly
50 — 68 — — 361 Needham (rato)
ol — — — — 362 Human F
54 — 69 — — 366 Rat I A.M.S.
10 — 67 — — 368 Rat MacCoy
154 — — — — 771 Badger 102
22 — 4243 129 — — Lombardo Pellegrini
25 — 9033 — — — St. leprae II S.A.
26 — 9034 — — — St. leprae III S.A.
27 - - 9035 — — = St. leprae V S.A.
36 — 10142 — — — Myco. phlei
37 — 9805 — — — Myco. tub. bovis
38 — 7992 — — — Myco. avium
39 — 607 — — — Mycobacterium sp.
40 — 8236 — — H37 Myco. tub. hominis
41 524 356 — — — Myco. berolinensis
42 -— — — — — 110 Myeco. ranae
195 — — — 130 — M. leprae Kulinski
196 - - — — 11 — M. tub. bovis
197 — — — 58 —- M. paratuberculosis
198 — — - 112 — M. leprae Kral

___—_——_——-_————_____

CONCLUSOES

Fluoromicroscopia.

Nao existe perfeita concordancia entre a jcido-alcool-resisténcia
verificada pela coloracao de ZieHL e pela fluorescéncia com a auramina.
Em 123 culturas de micobactérias, cérca de 14% demostrou-se nao
fluorescente.

A intensidade da fluorescéncia ndo é a mesma em todas as culturas
de micobactérias, havendo amostras que apenas apresentam granula-
coes fluorescentes.

A fluoromicroscopia, embora se apresente como proporcionando
melhores resultados do que as demais colora¢des, nao serve para fir-
mar diagnéstico definitivo da tuberculose. Mesmo quando positiva a
bacterioscopia, deve haver confirmacdo pela cultura ou inoculagao.
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A fluorescéncia € uma propriedade muito varidvel com as espécies
de micobactérias, especialmente no grupo dos paratuberculosos. Ela
fol sempre positiva com o Mycobacterium tuberculosis e suas varieda-
des hominis e bovis.

Teste citoquimico para viruléncia

Nas 30 culturas de Mycobacterium tuberculosis, o teste de virulén-
cia foi fortemente positivo, podendo esta prova ser de grande utilidade
na determinacao da viruléncia das amostras recentemente isoladas.

A reacao continua positiva, mesmo nas culturas envelhecidas ou
mortas pelo calor.

Em 10 amostras de micobactérias cromogénicas isoladas de escar-
ro, e 12, de animais de sangue frio, o teste de viruléncia foi negativo.
Também o mesmo resultado foi obtido em amostras de Mycobacterium
avium, phlei e berolinensis.

O tampao de borato de s6dio com pH 9.0 substitui perfeitamente
o tampao de barbiturato de sédio recomendado por DuBOs € MIDDLE-
BROOK .

Excetuando as culturas rotuladas como Mycobacterium tuberculo-
sts, o teste de viruléncia foi positivo em 30% das demais culturas exa-
minadas, 0 que impede que consideremos éste teste como exclusivo das
amostras virulentas de bacilo da tuberculose.

Nao foi observada qualquer relacdo entre a fluorescéncia e o teste
de viruléncia. Apenas ndo foram observadas culturas com a fluores-
céncia negativa e o teste de viruléncia positivo.

O aproveitamento désses dois caracteres na classificacdo das mico-
bactérias merece ser estudado cuidadosamente.
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