Cstudos sobre a Lepra

. ll. TENTATIVAS DE CULTURA DO MYCOBACTERIUM LEPRAE.
(COCCOTHRIX LEPRAE, LUTZ 1886). ISOLAMENTO DE UM ACTINOMYCES DE UM
‘ LEPROMA. O ACTINOMYCES [EPROMA 715, n. sp. (Amostra HILDA). (1)

PELO

DR. H. C. de SOUZA-ARAUJO.

[‘ (Com as estampas 40-—43).

No correr deste anno fiz varias ten-
tativas de culturas do germen da lepra,
em meios artificiaes, sempre com resul-
tado negativo. De regra os meios semea-
‘dos, com emulsdes de lepromas, exlirpa-
“dos com a pelle, apresentam-se contami-
‘nados denitro de 24 horas.

.~ A doente H. S, que me foi recom-
mendada pelo Dr. OSWINO PENNA, for-
‘neceu material rigquissimo em bacillos
de HANSEN, muito proprio para semea-
‘duras e inoculacoes. A 5 de Julho findo
- exlirpei-lhe, a bisturi, um grande leproma
florido do braco esquerdo (V. fig. 1_a),
que triturei em gral esterilizado, com
‘agua physiologica, obtendo uma emulsio
‘abundante em bacillos acido-resistentes,
que ndo denofou a presenca de nenhum
oulro germen. Com esse material inoculei

. 1os melos communs. No dia seguinte no-
tel rica proliferacio de germens banaes
em (odos 0s meios.

Dous dias ap6s (7 de Julho), extirpei
oulro grande leproma (Fig. 1,b), do ante-
braco esquerdo da mesma doente. Usei
ou{ro processo, que talvez se possa cha-

- mar de enucleacdo do leproma: incisei
a pelle em cruz, destaquei os quatro
cantos deixando a descoberto o leproma,
de aspecto amarellado e facilmente desta-
vel. Extirpei-o assim, sem a pelle, tritu-
rei-o pelo mesmo processo acima, obten-
do uma emulsio homogenea, muilo rica
em bacillos, com a qual inoculei animaes
e repelli as semeaduras nos diversos
meios de culfuras.

Oulros lepromas, exirahidos do mes-

Varios pequenos animaes e fiz semeaduras |

mo modo, foram divididos em pequenos
Iragmentos e estes collocados sobre agar-

(') Vide Supplemento no. 4 das Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, Dezembro 1028,
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glycerinado, em camada inclinada, e
em batata glycerinada. 24 horas depois
nenhum tubo apresentava contaminacio.
E assim nos dias subsequentes, facto que
nos alegrou. Os tubos foram, na sua
maioria, conservados 4 temperatura am-
biente.

O exame macroscopico dessas semea-
duras nada mostrou de notavel até o 15¢
dia. Depoils disso uma semeadura em
caldo glycerinado comecou a mostrar li-
geiro grumo no fundo do tubo. O meio
permaneceu limpido. No 23° dia da se-
meadura preparados do caldo, colhido
com pipeta no fundo. do tubo, corados
pelo ZIEHL-NEELSEN, revelaram uma
culiura mixta de bacillos acido-alcool-
resistentes, em feixes e massas (Fig. 2),
e filamentos ramificados alternadamente,
impregnados pelo coranfe de fundo.

Nesse periodo os Drs. LUTZ e FON-
TES examinaram a cullura e viram os
esiregacos, achando-os inferessantes. Ne¢
dia 3 de Agosio a cultura estando mais
rica em filamentos e conservando sempre
massas de- bacillos da lepra, foi trans-
planfada para agar simples e glycerinado,
e em baiata glycerinada, caldos simples ¢
glycerinado. Nos dias 6 e 11 foram feilas
novas repicagens, duas dellas pelo Dr.
A. MACHADO. As sub-culturas mostra-
ram logo um cogumelo cujo aspecto ma-
croscopico € microscopico era de um
actinomyceto typico, como declarou o
Dr. O. DA FONSECA, chefe da Seccao
de Mpycologia do Instituto, que teve a
bondade de acompanhar os meus estudos
e collaborar na descripcao do cogumelo.

Dias depois o0 meu servente de labo-
ratorio quebrou, accidentalmenle, o tubo
dessa cultura original.

Examinando, enitdo, as sub-culturas
em caldo simples € o liquido da cultura
em batata, verifiquei que ahi tambem
se enconiravam, entremeiados com os fi-
lamentos do actinomyces, feixes de ba-
cillos acido-alcool-resistentes.

Todas as subculfuras germinaram
exuberantemente, algumas desde as pri-
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meiras 24 horas, € sempre puras: con-
tendo o0 mesmo actinomyces adeante des-
cripfo.

Deposios fragmentos de lepromas em

tubos de agar glycerinado notei que o

bacillo de HANSEN se multiplicava gran-
demenie no proprio tecido leproso, sem,

comtudo, invadir o meio de culturae por
isso as repicagens foram infructiferas

1

Raspagem daquelle material depois

de 60 e até 120 djas, com alca de pla-
tina, dava esfregacos ricos em bacillos

acido-alcool-resistentes, como mosiram as
figuras B e C, 4, da estampa colorida e
a pholomicrographia no. 4. Esse alimento

especial exgotiado a cultura estanca e
nio mais se regenera (?). Verifiqueli esse

facio ndo s6 com material da doente H.

S. como de mais ires oufros, nio pas-
sando duma repeticio dos resultados das

pesquizas de NEISSER, BEZANCON,
EMILE-WEIL, NICOLLE, denire os an-

igos, e denire os modernos de HER-
MANN de SCHROETTER, de VIENNA,

com a sua semeadura em caldo com 2/3
de SUSVIELA
em meio
de CARREL no qual vi lepromas em

de soro de leproso,
GUARCH, de MONTEVIDEO,

cultura desde 11 mezes, com exuberante
mulliplicacio dos bacillos da lepra, sem
a desejada adaptacido ao meio artificial
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O que vi no Japdo (Osaka), nos labora-

torios de HARADA e KUJO,

€ mais sig-

nificativo: os fragmentos de lepromas

servem de alimento natural dos bacillos

que, se mulliplicando sempre, pouco a
pouco se adaptam 4 parte solida do meio
de HARADA e depois a4 parte liquida,

permitfindo repicagens e -produzindo in-

feccOoes em animaes de laboratorio.
A fransplantacdo desses fragmentos

de . lepromas, de meio exhausto para

melos frescos, apés 105 dias de semea-

dura, nada adeantou ao plano de isola-

mento e cultura do bacillo de HANSEN.
Bacillos
ahi enconirados duranfe longo tempo,
mas provavelmente provenientes da des-
aggregacao do tecido leproso.

acido-alcool-resistentes sio



----- ~ 147

MORPHOLOGIA DO ACTINOMYCES LE-
PROMATIS.

CULTURAS—em meios liquidos.

1) Caldo simples—5 dias (a parlir de
caldo simples do 7—8-—-928).

Colonias esphericas, brancas, com as-
pecto de algoddo, mais escuras no centro,
medindo de 1 a 3 mm. de diamefro, de-
positadas no fundo do tubo. O meio est4
limpido e de coloracio normal.

Com 10 dias, a4 temperatura am-
biente, as colonias apresentam o mesmo
aspeclto, porem formando maior deposito.
O melo contintia limpido, mas ligeira-
mente pigmentado. As vezes as colonias
se desenvolvem no meio do liquido, sem
formar deposilo nem véo, € tambem sem
adherir 4s paredes do tubo.

Com' 70 dias as colonias continuam
i1soladas, mais ou menos ‘esphericas ou
deformadas, no fundo do tubo. QO meio

- conlintia limpido, mas impregnado de

pigmento acastanhado. Pdde-se observar
tambem o desenvolvimento de um col-
lar na parede do tubo, na superficie do
meio, cuja parle inferior apresenta as-
peclo irregular, de coloraciio amarella de
cera; a parte superior se apresentando
esporulada, coberta de uma camada
branca, pulverulenta, de aspecto cretaceo.

Com 90 dias as colonias deixam de

- ser globosas, constituindo forte grumo,

com o aspecto de algodio. Num tubo
de 82 dias houve formaciio duma colo-
ma acuminada, amarella, na superficie
do liquido. Um tubo semeado a 10.X, a
partir de caldo simples, de 21. VIII, apre-
senta um annel de colonias globosas,
grandes, na parfe media do caldo. D’ahi
para cima o liquido esta fortemente pig-

- mmentado. Na parle inferior do caldo ha
pequenas colonias boiando, nio ha de-
- posilo. e pouquissima pigmentacio. Na

- Superficie do meio, e adherentes d4s pa-

redes do tubo, existem colonias planas,
brancas, radiadas. Dessa épocha em de-
ante as culturas niio apresentaram al-
teracdo notavel.

S

2) Caldo simples recoberlo de uma
carmada de oleo de paraffina—A semea-
dura de 5 dias apresenta colonias globo-
sas, brancas, depositadas no fundo do
tubo, semelhantes macroscopica € mi-
croscoplcamente 4s do caldo simples, sem
oleo, semeado no mesmo dia. Trata-se,

portanto, d’'um actinomyces anaerobio fa-
cultativo.

O meio permanece limpido e sem
pigmento.

No 100 dja pouco augmentou a ger-
minacdo. O meio estd ligeiramente pig-
mentado. Com 20 dias de edade nio
houve alteracio.

Oufra cultura de 10 dias, a partir de
agua de batata glycerinada, de 1i. re-
picagem, produzio pequenas colonias glo-
bosas mo fundo do tubo, e 0 meio con-
servou-se limpido e sem pigmentacio.

3) Caldo glycerinado a 5 9. Semea-
duras de 5 e 10 dias apresentam' colo-
nias de aspeclo analogo 4s do caldo sim-
ples, porém em menor numero e me-
nos exuberantes. No 10o. dia ha um' li-
geiro pigmento. No 700. dia o0 meio con-
tinna limpido, pigmentado de acastanha-
do, menos intensamente que o caldo sim-
ples. Ndo ha formacio de collar na su-
perficie. Cultura de 10 dias, a partir de
agua de batata glycerinada de 7.VIII,
furvou ligeiramente o meio, e produzio
um sedimenfto amorpho, semelhante a

floco de algodio.

%) Leite. Semeadura de 10 dias. Nio
ha coagulacdo do meio. A cultura se
apresenta sob a forma do véo que se
prolonga da superficie para baixo, pelas
paredes do tubo, em annel, onde o re-
verso das colonjas péde ser observado
com a sua coloracdo amarella viva, nal-
guns pontos, ¢ amarella castanha em ou-
(ros. O véo apresenta coloracio alaran-
jada e se fragmenta facilmente. A metade
inferior do leite apresenta cor e aspecto
normaes. A coagulacio do leile se deu
no 15¢ dia. Este coagulo se acha sepa-



rado da cultura, que € superficial, por
uma camada de soro claro. Com 25 dias
de edade o coagulo se apresentou pig-
mentado de castanho, na parte superior,
e esta separado da cultura superficial por
uma camada de liquido claro como agua,
de 1 ctm. de aJtura. A cultura que cobre
0 melo € de cor escura e de 4 mm. de
altura. Dahi para cima, adherentes as
paredes do tubo, existem colonias ferru-
ginosas, seccas, fragmentadas. No 40cdia
esse aspecto se mantinha quasi inalte-
rado.

5) Agua pepltonada a 1 %, com 1 %
de soro de leproso. Semeadura de 5 dias
apresenta abundantes colonias globosas,
no fundo do tubo, de dimensoes extrema-
mente variavels, attingindo algumas 3
mm. de diamelro. O meio esta ligeira-
mente 1mpregnado de pigmento acasla-
nhado. No 100 dia apresenta muitas co-
lonias superficiaes, adherentes ao tubo,
de tamanho wvariavel e aspecto de lichen,
com zonas brancas (esporulacio) nas
bordas e coOr castanha no cenfro. O meio
contintia limpido, mas fortemente pig-
mentado. No 200 dia apresentou um an-
nel superficial de colonias brancas, pul-
verulentas, de 2 a 3 mm., e adherentes
ao lubo. O reverso dessas colonjas € pig-
mentado de castanho. No 350 dia essas
colonias brancas apresentavam-se maio-
res, mais seccas € o liquido fortemenie
pigmentado em castanho, sem augmenlo
do deposito.

CULTURAS—em melos solidos.

1) Agar simples inclinado. As semea-
duras de 5 dias, a parlir da cultura ori-
ginal em caldo glycerinado, apresenta-
vam colonias tramslucidas, acinzentadas,
forlemenle adherentes ao substractum,
com uma zona meédia ligeiramenle acu-
minada, de cujo cenlro partiam 4 a 6
depressoes ou sulcos radiados, as vezes
dispostos em' cruz (Fig. 5,a ¢ 2 da es-
tampa colorida).
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Essas mesmas culturas, com mais de
60 dias, apresentavam colonias grandes,
acinzentadas ou amarelladas, com uma
peripheria achatada e lisa, de cerca de
I mm. de largura. A sua adherencia ao
melo € muito accentuada.

AS primeiras repicagens em agar sim-:
ples, inclinado, deram colonias confluen-
tes, raramente isoladas, formando um re-
veslimento quasi continuo, rugoso, apre-
sentando grande semelhanca com a amos-
tra 39 (livro Strahlenpilze de LIESKE,
fig. 5 da estampa 1), do actinomyces
aerobio isolado do sangue dum homem
atacado de actinomycose, e cullivado em
agar com exiracto de carne peptonado.

As subculturas de 5 dias, a partir de
agar glycerinado, e conservadas na tem-
peralura do laboraforio, apresenlam co-
lonias medindo mais ou menos 3 mm.,
em diamelro, acuminadas, muifas vezes
de cor branca no apice, onde se encontra
um ponfo escuro correspondendo a um
pequeno perfuito. No fim' de 10 dias
as colonias medem cerca de 1/2 ctm. de
diamelro, de cor amarella de céra, com
uma superficie exiremamente rugosa,
quasi cerebriforme. No 200 dia apresen-
tam um enduto mais ou menos continuo,
rugoso, semelhante a uma camada de
verniz, translucida, quasi acinzentada. As
colonias que crescem junto & agua de
condensacdo sao isoladas, de 2 a 3 mmi
de diamelro, acuminadas e deprimidas
no vertice, donde partem 2 a 3 sulcos
radiados.

No fim de 60 dias a cultura apresen-
la-se sob a forma d’um revestimento mais
ou menos continuo, rugoso, de coloracio
amarella, sobretudo nas bordas, podendo
apresentar esporulacio. O meilo mosira-se
impregnado de um pigmento acastanha-
do. O reverso das colonias € alaranjado.
Depois de 60 dias o agar apresenta-se
carcomido e a cultura comeca a degene-
rar.

Semeaduras em placas, a parlir de
agar glycerinado, mostram no 5¢ dia co-



- lonias majores que no agar em tubo, de
~ ¢Or branca, aspeclo pulveru'ento (V. fig.
1 da estampa colorida) e forma mais ou
.menos nummular, quando coalescente.
Em torno de cada colonia vé-se um
~ halo de cerca de 1 ctm. de diametro, de
- pigmentacdo acastanhada, que se vae es-
. batendo para a peupherla O reverso
das colonias € de coloracdio alaranjada.
8 Culturas a parlir de agar simples, da
~ 2a. geracdio, mantém sempre o revesti-
* mento translucido, acinzentado e até 90
dias ndo esporulam, emquanto que as
. partidas de agar glycerinado ddo colo-
.mas acuminadas, confluentes e amarel-
ladas, esporulando cedo. O seu desenvol-
¥ 'vimento maximo se d ate 20 dias, de-
i - pois estaciona, custando muito a regredir,

2) Agar glycerinado. Semeaduras de
- 10 dias, a partir de agar glycerinado 2
,5 % em camada jinclinada, apresentam
*‘*na superficie do meio um espesso re-
. vestimento conlinuo, bastante rugoso, de
lmloragao amarello-dourada, tendendo
para 0 alaranjado. O meio comeca a se
;plgmentar A’s vezes nesse periodo tem
‘Jmcm a formacdo de zonas de esporula-
gﬁo No 250 dia a coloracio alaranjada
esta mais accentuada, assim como a im-
pregnag:ﬁo do pigmento.
- Com' 2 mezes de edade a cultura é
| constituida por um revestimento espesso,
rugoso, cheio de zonas salientes, quasi
cerebmforme e de coloracio dourada ou
laran_]ada O meio esta impregnado de
pigmento castanho. Nesse periodo o re-
vestimento branco cretaceo, correspon-
ente as zonas de esporulacio, invadiu
grande parte da cultura (V. figs. 5,b e ¢).
J4 vimos que na gelose simples, em
placa de PETRI, essa esporulacio ¢€
muito precoce, talvez devido ds melho-
”S condicdes de arejamento das culiun-
ras. Doutras feitas, em meios pouco nu-
1f.1v0$ essa esporulagio se manifesla

"'.|'

| e uherantes, indicando defesa contm as
condicdes dysgeneticas.
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As semeaduras por picada, em agar
em pé, se desenvolvem mais lentamente,
mas no fim de 2 semanas o pigmento
acastanhado ja tem penelrado a mais de
I emf do meio. Na superficie as colo-
nias sao identicas 4s descriptas acima.
O reverso das colonias desenvolvidas na
parede do tubo pdéde ser nitidamente ob-
servado.

A cultura de 30 dias, a partir de
caldo simples de 7.VIII. (2a. geracao),
apresenta grandes colonias radijadas,
acuminadas, confluentes, amarelladas e
medindo 1/2 ctm. de diametro. Nio ha
esporulacdo € o meio estd uniforme-
mente pigmentado de castanho claro. As
ulimas repicagens germinaram menos
bem, devido, talvez, 4 composicio do
meio. Regra geral o agar glycerinado a
0 % ltem o pH=6,9. A fig. 6 (a e_.b) mos-
tra culturas velhas (3 mezes) &1 agar
glycerinado.

3) Agar com manteiga. Semecaduras
de o dias, em agar com manleiga incli-
nado, a parlir de agar glycerinido, de-
senvolveram-se pujantemente, em cama-
da continua de colonias coalescentes,
melo {ranslucidas, de coloracio amarel-
lada, sem zonas de esporulacio macro-
Sscopicamente visiveis.

As colonias desenvolvidas na parede
do tubo mosiram um reverso de colora-
cao amarella viva. A pigmentacio acas-
tanhada do meio é pouco accentuada.

No 100 dia de germinaciio a cultura
tinha tomado toda a superficie do meio,
cuja pigmentacdo augmentou um pouco
sem comludo apparecerem zonas de es-
porulacio. No 20o dia a cultura cobre
todo 0 meio, em camada continua, ru-
gosa € de coloracio amarellada.

Em tubos de 2a. geracdo, com 22
dias, foram enconiradas massas de bacil-
los acido-alcool resistentes, em esfrega-
¢cos com campos de filamentos ndo acido
resistentes (fig. 5, da Estampa 43).
tubos de 3a. geracdo, no 4o dia, algumas
colonias se mostraram esporuladas. As



culturas antigas estdo fortemente adhe.
rentes ao meio.

4) Agar-oleo de olivas. Semeaduras
da mesma procedencia acima, no 5° dia
apresentavam aspecto semelhanle ao pre-
cedente, porém as colonias eram mais
isoladas e menos coalescentes, de colora-
cido amarella mais intensa, tendendo para
o alaranjado.

A pigmentacio deste mejo € maior
que a o agar com manteiga. No 100 dia a
cultura tornou-se mais exuberante, 0 Dig-
mento pouco mais intenso € niao ha es-
porulacio apreciavel, macroscopicamendie.
As semeaduras em agar com manteiga
e em agar com oleo de olivas visaram a
transformacéo do actinomyces em acido-
alcool resistente, conforme aconselha
LIESKE.

No 200 dia esta cultura differe da
precedente por apresentar-se lusidia,
dando a impressio de humidade. N&o
mostra esporulacdo. Na 2a. geracao, em
tubos de 22 dias, encontramos bacillos
acido-resistentes. Ndo se vé esporulacio.

5) Gelatina. Semeadura de 20 dias
produzio pequenas colonias adherentes
ao tubo, na superficie do meio, recober-
tas de esporulacio. Nao houve fusio do
meio.

6) No meio de Sabouraud, mallosado,
a proliferacio do actinomyces foi pobre,
quasi nulla.

7) Balata glycerinada. Desenvolvi-
menlo rapido e exuberante sob a forma
de colonias coalescentles, de aspecto cere-
briforme, coloracio amarello-alaranjada,
sobretudo na porcio central, salpicada de
numerosos pontos branco-acinzentados,
de aspecto cretaceo, correspondentes as
zonas de esporulacio. O meio € invadido
de pigmentacio violacea, quasi negra, que
4s vezes se procpaga até 4 propria massa
das colonias.

A agua de condensaclio apresenta-se
limpida, sem germinacao apreciavel.
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Com 15 dias a culhlura apresenta o
mesmo aspecfo anterior, apenas o melo
estd ennegrecido, e as colonjas se apre-
senfam mais elevadas e mais coradas. A
esporulacio revesle grande parte da cul-
tura (Fig. 7,a).

O liquido continua limpido,
apresenla um véo branco.

Imas

No 250 dia nao houve grande altera-
cdo. O desenvolvimento da cultura altin-
gira o seu maximo no 15¢ dia. A esporu-
lacdo € mais accentuada nas bordas. Num
ftubo a agua de condensacao tornou-se
pigmentada devido & proliferacdo ahi
d’algumas colonjas esphericas, eguies as
ja descriplas no caldo.

8) Meio de PETROFF. Desenvolvi-
mento pouco apreciavel em 10 dias. No
150 dia um dos tubos apresenfava uma
linda colonia, bastante saliente, de 2mm.
de diametro por 1 1/2 de altura, de colo-
racio amarella viva. O reverso das Co-
Jonias moslira uma auréola de pigmenta-
cio quasi negra, muito circumscripta. Até
0 250 dia nfo houve augmenio de colo-
nias, mas as primitivas (do centro do
meio) moslraram-se muito pujantes e de
aspeclo cerebriforme.

9) Séro de LOEFFLER. Repicagem
de 10 dias, a parlir de agar glycerinado,
apresenta colonias de aspectos differen-
tes, conforme a zona do tubo.

As colonias que se desenvolveram em

contacto com a agua de condensacao
apresentam um aspecto acuminado, com

uma porcio central deprimida ou umbi-

licada, de coloracio amarella viva. A

peripheria dessas colonias apresenia uma
série de sulcos radiadols e ¢ de coloracao |

amarello-pardacenta. Em torno dessas ¢o-
lonias desenvolve-se um halo de pigmen-
tacio castanho-escura, quasi negra, for-
mando uma corda de cerca de meio cen-
timetro de altura. O reverso dessas colo-

nias, tanto quanto péde ser apreciado,

apresenta coloracdo muifo escura.
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AS colonias desenvolvidas no cenlro

- do melo sio dum amarello-alaranjado,
mais claro que as acima descriptas, sio

acuminadas e ém a superficie irregular,
- quast cerebriforme. O seu reverso tem
a mesma coloracio do anverso.

: As colonias desenvolvidas na parle
~ mals secca do meio tém a mesma appa-
rencia das oulras, porém sio quasi pla-
nas, produzindo pigmentacio castanho-
escura. As mails seccas sio constituidas
de zonas concenlricas, muitas vezes co-
bertas de uma camada cretacea.

No 150 dia as colonias em' contacto
com a agua de condensacio eram mais
crescidas, as da zona secca da parle cen-
tral atrophiadas, e a pigmentacio escura
do melo, mais accentuada. A agua da
condensacdo estd limpida, mas pigmen-
tada.

Ate o 250 dia nio houve alteracio.
No 400 dia parte da cultura (a superior)

:

Eestava degenerada, pela exhaustio do

melo.
3 Culturas de 3 e 4 mezes repicadas
* germinaram normalmente apresentando
0S mesmos caracleres acima descriptos
- 2 mezes apos.

EXAME MICROSCOPICO

O Aclinomyces lepromatis, como a
maioria dos aclinomyceltos, é Gram-po-
. sitivo e nfio acido-alcool-resistente. A sua
. passagem’' pelos meios com manteiga e
. com oleo de olivas produziu formas ba-
- cillares acido-resistentes. Mezes depois re-
- pelida esta repicagem os resultados nio
~ foram tdo nitidos; os elemenlos acido-re-
. sistentes eram filamentos e nio bacillos.
" Esfregacos de culturas em todos os
~ meios habituaes, mesmo do agar sim
ples, em camada inclinada, onde as suas
- colonias sio muilo adherentes ao sub-
. stractum, mostram sempre o cogumelo
‘com a sua morphologia caracleristica—
~ thallo rudimentar, incoldér (examinado a
. Iresco entre lamina e laminula), com ra-
- mificacdes verdadeiras, em direccdes al-
ternadas (Fig. 8). Esses longos filamentos

nunca se apresentam fragmentados em
articulos bacillares, nos meios habifuaes.
Pertence, portanto, ao 1o typo das Acti.
nomiycelaceas.

Corado pelo Gram, si a cultura 6
florida, todos ou quasi todos os filamen-
tos se apresentam nilidamente corados
em violela-escura. As culturas mais edo-
sas apresentam filamentos mal corados
pelo Gram.

Corados pelo ZIEHL-NEELSEN, tan-
lo as culturas novas como as velhas,
apresentam s6 filamentos nitidamente co-
rados em azul. Trata-se de um4 espe-
cie aerobia esporulante.

A esporulacio de regra comeca no
melo da cultura, sob a forma duma ca-
mada superficial esbranquicada, de as-
peclo cretaceo, deixando destacar-se com
a alca de plalina, mais facilmente que
as colonias. Esfregacos dessa esporula-
¢cd0, corados pelo Gram, mostram massas
de elemenlos coccoides, ligeiramente alon-~
gados, com aspeclo de minusculas semen-
les (Fig. 9). Os esporos sio Gram-positi-
VOS.

Esfregacos de culturas em agar-man-
teiga (2a., 3a. e 4a. geracdes respectiva-
mente de 22, 4 e 10 dias), apresentaram
campos com filamentos eguaes aos da
figura 8, com filamentos fragmentados
em' bastoneles nido acido-resistentes (Fig.
10), dando a impressdo de lyse do myce-
lio com conservacio dos seus elementos
regeneradores, ¢ campos com filamentlos,
basioneles € massas de bacillos nilida-
menle acldo-alcool resistentes (Fig. 11 e
12 e estampa colorida fig. 5, B.).

Este facto veio provar que o Aciino-
myces lepromalis pode tornar-se bacilli-
forme, acido-alcool-resistente, por absorp-
cdo dos lipoides do meio, propriedade
que talvez se torne permanente, por pas-
sagens repefidas no mesmo meio, 0 que
ndo conseguimos até esta data.

Os estudos proseguem, ndo sé quanto
a biologia do novo cogumelo, como tam-
bem na sua parte experimental. A sua



inoculacio, em pequenos animaes de la-
boratorio, tem produzido a morte destes
em poucos dias € somente numa cobaya,
inoculada por via intraperitoneal, encon-
rei filamentos finos e raros, nos esire-
gacos das visceras, As inoculacdes na
mamma de cabra e de cadella nao pro-
duziram lesdes em 6 mezes. Tres coelhos,
inoculados por via inlravenosa morreram
sem apresentar lesdes nem o parasito.

CONCLUSOES

1. Ndo sei, ainda, que relacio tem o
Actinomyces lepromafis com a lepra. O
seu isolamento € a repeticio, em parte,
dos resultados das pesquizas de DEYCKE

e RESCHAD, WILLIAMS, ROST, KE- |

DROWSKY, HERMANN de SCHROET-
TER, e oulros.

2. O professor W. J. KEDROWSKY,

-~ 152

e

de MOSCOU, ap6s longos annos de es-
tudos, chegou A4 conclusio, conforme de-
clarou 4 Terceira Conferencia Interna-
cional da Lepra (1923) e agora em Iim-
portante artigo publicado no «Journal of
Tropical Medicine and Hygiene» (Vol. 31,
No. 2, January 1928), de que os bacillos
da lepra e da tuberculose pertencem a0
grupo dos Aclinomycetos.

3. Recentemente KEDROWSKY, BRU-
LOWA, PLATANOYV, etc, conseguiram
mutacdes de culturas velhas de bacillos
da lepra e da tuberculose em Actinomy-
ces.

4. Culturas do Actinomyces leproma-
tis produziram, em meijos com manteiga
e com oleo de olivas, formas bacillares
acido-alcool-resistentes.

Manguinhos, 31 de Dezembro de 1928.
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Fig. 1, A doente H. S. que forneceu material para as culturas (lepromas a e b). Fig. 2. Cultura mixta : ba-
cillos acido-resistentes e filamentos. Fig. 3. Uma globia entre os mycelios do Actincmyces lepromatis. Fig. 4. Esfre-
84¢0 da cultura de leproma em agar glycerinado (105 dias): s6 bacillos acido-resistentes.

Fig. 1. The patient H. S. who provided material for the cultures (lepromata ¢ & b). Fig. 2. Mixed culture:
acid-fast bacilli and filaments. Fig. 3. A ‘“‘giobie” among the mycelia of the Actinomyces lepromatis. Fig. 4. A
Scarping of a leproma culture in glycerine agar (105 days) : acid-fast bacilly only.

Photos |. Pinto
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a b C Fio. 6

a b Fig.
Fig. 7
Fig. 5. (a) Cultura do Actinomyces lepromatis, de 60 dias, em agar simples. Cultiuras em agar glycerinado,
de 17 dias (b) e de 60 dias (¢). Fig. 6. Culturas em agar glycerinado, de 75 dias. Fig. 7. Culturas de 10 dias em
batata glycerinada (a) e de 60 dias em agar glycerinado (b), coberta duma camada branca, cretacea, de esporulagao.
Fig. 8. Esfregaco de cultura pura do Actinomyces lepromaltis (2a oeracao) em agar glycerinado.

Fig. 5. (a» A 60 days’ culture of Actinomyces lepromatis in plan agar, 17 (b) and 60 days' (c¢) cultures m
olycerine agar. Fig. 6. Cultures in glycerine agar old 75 days. Fig. 7. Culture of 10 days in glycerine potato (a)
and 60 days in glycerine agar (b) covered with a white cretaceous coating of sporulation.

Fig. 8. Smear of pure culture in glycerinatea agar of the Actzinomyces lepromatis (2nd generation). Photos ]. Pinto
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Fig. 9. Esporos do A lepromatis de cultura de 17 dias €m agar

glycerinado. Fig. 10 Cultura em agar man-
teiga de 22 dias (2a geragao) : mycelios em degeneracio. Figs. 11 e 12: esfregacos da mesma cultura em agarman-
teiga mostrando filamentos e bacillos acido-alcool-resistentes.

Fig. 9. Spores of A, lepromatis of a 17 days culture in glycerine agar.
days, (2nd geration): mycelia in degeneration. Figs, 11 and 12:
ing filaments and acid-alcohol-fast bacill;.

Fig. 10. Culture in agar butter with 22
scrapings of the same culture in agar bntter show-

I’hotos ). Pinto



Actinomyces lepromatis
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EXPLICACAO DA ESTAMPA EM CORES 43

Fig. 1. Actinomyces lepromatis—Cultura de 5 dias em placa de agar simples. Tamanho natural das colonias.
Fig. 2. Cultura em agar simples de 60 dias. Tamanho natural.

Fig. 3. Cultura em agar glyce inado de 60 dias. Tamanho natural

Fig. 4. (A) Esfregaco de cultura original em caldo glycerinado, de 23 dias, filamentos e bacillos de HAN-
SEN. (B) Esfregago de cultura de leproma em agar glycerinado, de 60 dias. (C) A mesma cultura de leproma de
105 dias. Coloragcao ZIEHL-NEELSEN.

Fig. 5. Esfregaco da cultura de Actinomyces lepromatis em agar-manteiga, 3a. geracdao. Mycelios degenerados

(A) mostrando os elementos regeneradores; (B) filamentos e bastonetes e (C) formas bacilliformes acido-alcool-resis-
tentes, Trez campos differentes da mesma lamina. Coloracao-ZIEHL-NEELSEN.

EXPLANATION OF THE COLOR PLATE 43

Fig. 1. Actinomyces lepromatis-— A 5 days’ culture in plain agar on Petri dish. Natural size of colonies.
Fig. 2. A 60 days’ culture in plain agar. Natural size.

Fig. 3. A 60 days’ culture in glycerine agar. Natural size.

Fig. 4. A smear of the original culture in glycerine broth, 23 days old. Filaments and bacilli of HANSEN
(A). A smear of a culture of leproma in glycerine agar 60 days’ old (B). The same culture of leproma with 105 days
(C). Stained by ZIEHL-NEELSEN.,

Fig. 5. A smear of a culture of Actinomyces lepromatis in butter agar, 3rd generation. Degenerated myce-

lia (A) showing the regenerating elements ; (B) filaments and rods and (C) acid-alcohol-fast bacilliform productions.
Three different fields of the same platen. Stained by ZIEHL-NEELSEN.
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