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Contribuicao ao conhecimento dos actinobacilos

por
GENESIO PACHECO

(Com as estampas XXXII — XXXV)

Ha um certo numero de especies bacterianas sobre as quais pouco
se conhece. Estdo neste caso os actinobacilos descritos por L.igniéres
e Spitz na Argentina em 1904: sio microbios patogenicos para os ani-
mais, nos quais causam doenca caracterisada por endurecimento dos
tecidos da lingua e dos musculos do pescoco, sob forma epizootica, mais
ou menos Irequente. '

Estes germens foram vistos mais tarde parasitando tambem o ho-
mem (Ravaut e Pinoy), sob a forma de inflamacdes cronicas da masloide,
do ouvido e das meningeas ¢ foram erigidos em genero por Brumpl,
em 1910, sob o nome de Aclinobacillus.

No correr das investigacdoes que realisamos sobre doencas de psi-
tacideos tivemos ocasiio de enconirar um papagaio infectado por uma
especie dessas baclerias, cujos caracleres diferem da especie descrita por
[.igniéres e Spitz.

Tratava-se de um papagaio (Amazona aestiva), trazido pelo Dr.
Floriano de Almeida ao nosso servico. SINTOMAS — O animal adoecera
subitamente, dois dias ‘antes, apresentando-se (riste, inapetente e com
intensa enterite disenteriforme. Quando o examinamos repousava num
canto da gaiola, com olhos cerrados, azas pendentes, plumas ndo arre-

(*) Recebido para publicacdo a 15 de Setembro de 1933.
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piadas; nio tremia e movia-se bem quando provocado a faze-lo. No
fundo da gaiola esparramavam-se fezes liquidas, brancacentas ou mistu-
radas com sangue, consequentes a forte diarrea.

NEcroprsiA — O animal 'morreu durante a noite do dia em que
o recebemos e ‘4 necropsia apresentava: figado de consistencia iirme,
com manchas amareladas, parecendo depositos fibrinosos, baco de con-
sistencia mole e intestino cheio de malerial mucoso, de cor verde. Cloaca
contendo abundante material de coloracio pardacenlta. Ao exame hislo-
logico foram encontradas alieracdes importantes apenas no ligado, con-
sistindo em focos de proliferacio mesenquimatosa, em redor dos vasos
ou fora deles, constituida por elementos celulares redondos, semeihantes
a linfocitos, e por elementos dotados de protoplasma forlemente eosino-
filo. Ocasionalmente, entre os elementos atrids mencionados, viam-se al-
gumas celulas com nucleo rodeado de uma orla de protoplasma baso-
filo. Ndo havia reacdo celular em torno das necroses, nem inclusdes ce-
lulares. Exames bacterioscopicos do figado, seja no esfregaco do orgio,
seja nos cortes, nio revelaram a existencia de elementos bacterianos.

Demos a esta ave a denominacio de Pg FIL.

Os exames microscopicos das fézes, ex-vivo e dos orgdos, posi-
mortem, ndo revelaram a presenca de parasitos ou bacterias aos quais
se pudesse alribuir a doenca. Figado e fézes foram semeados em placas
de meios de cultura solidos ¢ em tubos contendo meios liquidos. Em todos
cresceram colonias de uma bacteria, diferindo de outras que ordinaria-
mente vegetavam naqueles meios quando semados com material seme-
lhante, oriundo de papageios que enltiio examinavamos ¢ que foram as-
milados as salmonelas, num rapido exame microscopico.

Consistiam as diferencas na forma e dimensoes da bacleria e no
aspecto das colonias de cultura, de tal maneira que nos pareceu, no Imo-
mento, tratar-se de uma pasteurela, isto ¢, eram colonias, pequenas, trans-
parentes e isoladas. Reisoladas, por passagens sucessivas em placas de
agar, esludamos 3 amosiras nas suas propriedades bacteriologicas, 2
de figado e 1 de fézes.

CARACTERES MICROSCOPICOS — Aparecem como bastonetes pleomortfi-
cos, variando de tamanho de menos de um micron até muitas dezenas
de micra, ora com aspecto de cocobacilos alarracados, ora em formas
alongadas, ou mesmo filamentosas. Os elementos microbianos dispdem-se
isoladamente, quando pequenos, ou em aglomerados ou novelos, quando
longos. As formas filamentosas muitas vezes se desfazem numa cadeia
de bastonetes pequenos, ndo sendo raro surprehender-sec uma transforma-
cao dessas ainda a meio caminho. Esle aspecto ¢ identico ao de uma
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hifa segmentando-se em artrospéros. Outras caracteristicas morfologicas
apresentam as formas longas: entumescimentos terminais ou no corpo
bacilar, semelhantes a dilatacdes conhecidas da Pasteurella pestis ¢ de
outras bacterias, como férmas de degeneracio. Observam-se entumesci-
mentos tambem nas férmas curtas, que assumlem aspetos bizarros, como
se fossem bolas ‘de substancia plastica, comprimidas pelos dedos. Os
desenhos e as folografias diao idéa da sua variabilidade de férma. Além
disso, essas entumescencias apresentam uma particularidade: ¢ uma me-
nor afinidade corante, aparecendo nas dilatacdes mais volumosas espacos
quasi incolores, separados ou nio por septos, corados mais intensamente.
Este aspecto microscopico ¢ muito semelhante ao obtido por Red & Orr
com o H. influenzae, fazendo variar a concentracio do pH do meio

de cultura.

O microorganismo nio toma o Gram. nem ¢é acroresistente (acido-
resistente). Corado pelo metodo de Neisser ndo foram vistas granulacoes
no corpo bacilar.

Examinado em culturas recenles, em meios liquidos, mostrou-se
imovel. Espéros nio foram encontrados em culturas novas ou velhas.
Nestas, quando conservadas em agar, as férmas filamentosas pratica-
mente desapareciam e s6 se viam elementos cocobacilares identicos aos
das formas filamentosas, quando estas se desfasiam em cadeias. A s0-
brevivencia das culturas ¢ pequena, pois, mesmo conservadas em lubos
fechados 4 lampada, nio chegavam a durar 60 dias.

(.. cuLTURAIS — Visto nos seus caracleres culturais, o microorganismo
turva o caldo simples, uniformemente, com produccio de pequeno de-
posito pulverulento, colar na parte superior e fina pelicula. Acidifica o
leite muito fracamente, nas primeiras 24 horas, mas logo a seguir (3.°
a 4.° dias) o coagula; mais tarde o alcalinisa e depois peptonisa. Nio
altera o vermelho neutro. Nio produz indol nem acetoina. Nio reduz
os nitratos a nitritos. Nio produz pigmentos, fluorescencia ou odor nas
culturas. Possue fermentos proteoliticos, pois, nio s6 peptoniza o leite
coagulado como tambem funde a gelatina dentro de poucos dias. Nio
cresce sobre batata, mas turva a agua do meio. Exerce ifraca ‘acio
sobre os assucares: fermenta, sem producio de gas, quasi unicamente
0s monosaccharideos, exceto a levulose. isto €, age sobre glicose, gala-
lose, mannose, arabinose ¢ Xilose; a rhamnose ¢ fermentada tardia-
mente, do 4.© ou 10.° dia em deante. Dos dissaccharideos s6 fermenta
a lactose. Nio fermenta saccharose, maltose, rafinose, esculina, dextrina,
inulina, amido, adonita, manita, glicerina, sorbita, dulcita, inosita e salicina.

O crescimento em meio Sabouraud é muito pobre e demorado.
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Vegeta bem a 37.° e em presenca de oxygenio. Cresce em anaercbiose,
pobre e lentamente.

CRESCIMENTO EM VARIAS CONCENTRAGCOES DE pH — Numa serie de
tubos de caldo com pH variando de 4.2 a 8.0, foi semeada uma gota
de cultura de 24 horas em caldo. Houve crescimento nos tubos em que
o pH era de 6.4 para cima. Quarenta e oito horas apds apareceu fraca
vegetacio no tubo em que o pH era 5.2; esta vegetacdo progrediu ate
crescimento normal, no 3.° dia. Nos tubos de mais baixas concenira-
coes de pH nio houve crescimento. Examinadas essas culturas ao mi-
croscopio notava-se que, nos primeiros tubos, de concentraciio mais baixa,
as formas mais frequentes eram de bastonetes pequenos, curtos, com
raras cadeias e que, naqueles de pH 7.0 para cima, os bastonetes se
alongavam e as formas filamentosas e as cadeias se tornavam muito
mais frequentes.

CRESCIMENTO EM VARIAS CONCENTRACOES SALINAS — Uma serie de
tubos de agar simples fundido, adicionado de quantidades crescentes de
solucio de NaCl a 2009, variando de 0,01 até 3 cc., foi semeada com
uma gota de cultura, depositada na superficie do agar de cada tubo.

O ecrescimento deu-se bem em 24 horas, excéto nos dois ulli-
mos tubos, que acabaram vegetando mais tarde. As culturas foram
examinadas ao Gram, cada dois dias. Inicialmente ndo apareceram al-
teracdoes importantes, mas. ao cabo duma semana notou-se maior fre-
quencia de férmas filamentosas e bizarras nos tubos de concentracao
salina mais elevada.

DissociAcAo MICROBIANA — Repassadas em placas as culturas, quer
as da série em que fizemos variar o pH, cuer as de varia concenira-
cio salina, encontravam-se nas placas dois tipos de colonias, ndo ob-
servadas anteriormente, isto é, os tipos S e R, bem caracterisadas, além
de tipos mixtos (V. fotografias). Repassadas em placas, verificamos que
o tipo S se mantinha puro desde o inicio, e que o tipo R, pelo con-
trario, dava sempre os dois tipos S e R. Sémente depois de muitas
passagens foi possivel obter este tipo em estado puro. Ambos os tipos
S e R foram ainda purificados por meio de passagens em placas e por
fim estudados nas suas propriedades bacteriologicas:

MorroLoGIA — (Exame diréto com o aparelho de Zeissler). A forma
da colonia S era no inicio regularmente redonda, de superficie lisa, con-
vexa e brilhante, 4 luz diréta; seu aspeto por transparencia era trans-
lucido. No 2. ou 3.° dia os bordos se adelgacavam e a parte primi-
tiva miantinha-se saliente com o centro ligeramente granuloso, dando
a forma de uma bacia emborcada.
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As colonias R tinham os caracleres normais desle tipo de co-
lonia: irregularmente redondas, superficie rugosa, rasas, sem brilho, a
luz diréta, opacas, quando vistas por transparencia; bordos ondulados
ou largamente denteados, cheios de dobras ou elevacoes.

Com o tempo as colonias dos dois tipos tomavam coloracao
amarelada.

COLONIAS FILHAS — Sobre a superficie dos dois lipos, particular-
mente sobre as colonias rugosas, apareciam frequentemente boldes de
colonias [lilhas, de varios tamanhos e em grande numero, espalhadas ir-
regularmente sobre a superficie das colonias.

DIFERENCAS MORFOLOGICAS — Microscopicamente diferiam fundamen-
talmente os elementos componentes destes dois lipos de colonias: o tipo
S era constituido de bastoneles, na maioria mais longos que largos, en-
curvados, com exlremidades arredondadas, quasi sempre dispostos iso-
lados, e raras féormas baclerianas [filameniosas e cadeias, Tormadas de
poucos microorganismos. O tipo R possuia bastoneles curtos, quasi co-
cos, lambem isolados, numerosas cadeias de muitos elementos e féormas
[ilamentosas, monsiruosas, de aspeto bizarro, com dilatacdes no corpo
ou nas extremidades. Foram mnotadas, nas férmas monstruosas aqui ob-
servadas, os mesmos aspecltos morfologicos ¢ lintoriais anteriormente ob-

servados na cultura original, antes de ter sido por nos dissociada a
bacteria.

PROPRIEDADES cULTURAIS — Nio diferiam as propriedades culturais
de qualquer dos tipos S e R, da amoslra original; elas se mantinham
inalteradas na ¢poca das provas com os dois tipos S e R. Em relacio
a amostra original -notou-se apenas ligeira precocidade da amostra R
em fermentar a galactose. Ambas fermentavam a lactose no fim de uma
semana, um pouco mais cedo que a original, que o fez em 12 dias. As
colonias em placas de meio de Holl-Harris & Teague, talvez por esta
raziao, apresentavam, apos 48 horas, centro escuro, como as colonias de
Escherichia (coli) de fermentacio lenta.

PROPRIEDADES SOROLOGICAS — Postas em contacto com sHro aglu-
linante preparado com a amostra original, S e R aglutinaram bem, alé
o litulo da so6ro (1:5.000), ao cabo de 6 horas; examinada a série
aglutinante no dia seguinte, verificou-se aglutinacio expontanea da série
R, inclusive do tubo testemunha. '

Saturado o soro com o tipo R nio restaram aglutininas para S,
mas este deixava na soro uma pequena fracio para R, que ainda aglu-
tinava a 1/100.
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A amostra original nfio apresentou relacdes sorologicas, posta em
conlidto cosn soro aglutinante para as Salmonella enlerilidis, pullorum,
gallinarum, psitlacosis, nocardi, morgani, paratyphi, scholtmiilleri, lyphi-
murium, abortus-equi, aertrycke. suispestifer e anatum.

Amostras de bacilos disentericos, Shigellas dysenteriae [lexnert.
sonnei, schmilzii e hiss-russeli ¢ das Salmonellas pullorum e gallinarum,
nao foram aglutinadas pelo soro aglutinante Pg. FI.

PATOGENIA — Ao ensaiarmos o poder patogenico do germen o fi-
zemos com os dois tipos dissociados acima. Estes ensaios foram [eitos
sobre :

Cobaias. — Um I6le de 8 animais foi inoculado: 4 com dose de
0,5 cc.. pela boca e 4 com 1 cc. pela via intra-peritonial, com culturas
recentes, de 24 horas, em caldo. Nenhuma adoeceu e uma delas, sa-
crificada um més depois, niio apresentava alteracdes necroscopicas, nem
de seus orgios se obteve cultura de bacterias nos meios usuais.

Camondongos. — De 4 animais inoculados com cada um dos tipos
S e R, i. p. e p. o., na mesma data que as cobaias, morreu somente
um, que fora inoculado com 0,1 cc. i. p., com cultura lipo R, sem altera-
cOoes necroscopicas aparentes.

Ratos. — Inoculados dois, cada um com 0,5 cc. de cullura, 1. p.,
nao adoeceram.

Aves. — Dois pombos ¢ duas galinhas inoculadas no musculo pei-
toral nfio adoeceram. Qualro pintos, de duas semanas de idade, tam-
bem inoculados pela mesma via, nio adoeceram igualmente.

Restava realisar ensaios sobre bois e cavalos, animais 'mais sen-
siveis 4s especies isoladas por Ligni¢éres e Spitz na Republica Argentina
e sobre o papagaio, animal de que [ora isolada a mossa amostra.

Inoculamos 1 alca de cultura recente em agar, de baixo da péle
de um boi e de um -cavalo. Nio observamos alteracioc no iocal 1no-
culado ou qualquer repercussio em ouiros pontos do organismo da-
queles animais.

‘ Um papagaio foi ‘inoculado, repelidas vezes, com amosiras iso-

ladas do figado e fezes: 0,2 cc. de uma alca de cultura emulsionada em!
10 cc. de agua fisiologica no peritonio e 1 cc. da mesma emulsio pela
boca. Manifestou doenca, duranie 2 ou 3 dias seguintes, moslrando-se
(riste, inapetente, mas restabeleceu-se logo depois; sacrificado, 2 sema-
nas apos, em estado de saude aparente, verilicou-se ao exame necrosco-
pico a existencia de lesdes congestivas intestinais e ao exame histologico
f6cos de necrose no figado e no pulmao, além de proliferacao de celuias
reticulares do baco.
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Outro papagaio foi inoculadc por ingestio com a cultura R, apre-
sentando, como o precedenle, doenca passageira, seguida de pronto res-
tabelecimento. Sacrificado, 3 semanas depois, apresentou, como 0 pri-
meiro, necroses em focos no figado.

TRANSMISSAO DIRETA DA DOENCA. — Fézes do animal doente ex-vivo, .
foram emulsionadas em agua fisiologica e dadas a beber a outro papa-
gaio. Este, ndo adoeceu e um més depois foi utilisado numa experiencia
com o virus que isolaramos de outro papagaio. A ave inoculada teve a
doenca de virus tipica, mas ao exame histologico revelou, porém, no fi-
gado, alem de lesdes da doenca de virus, lesoes semelhantes as encontradas
em Pg. Fl., isto é {f6cos de necrose sem reacio celular em torno, en-
contrados tambem no baco e nos pulmodes. As culturas destes orgios
ficaram estereis para bacterias.

Emulsio de orgdos (figado e baco) do animal doente, posf-mor-
lem, Toi inoculada numa maitlaca (Psittacula passerina), por via peri-
tonial e oral, sem nenhuma consequencia para a satide do animal.

DISCUSSAO

O estudo comparativo das propriedades da bacteria, e mais do
do que elas, sua morfologia, levou-nos a inclui-la na ordem Actinomyce-
tales da classificacao proposta pela Sociedade de Bacteriologistas Ame-
ricanos. | !, '

Esta ordem compreende baclerias com férmas alongadas., apre-
sentando entumescimentos em massas ou dilatacdes monstruosas, nio es-
poruladas, nio tomando o Gram e nio dotadas de movimento. A or-
dem compreende 2 familias: Aclinomycetaceae e Mycobacteriaceae. Ista
envolve as bacterias acroresistentes. propriedade de que nio gosa a nossa
bacteria, que fica compreendida por isso na primeira destas familias
bacterianas.

As Actinomycetaceae formam 2 generos, Actinobacillus, que apre-
sentam cadeias e Actinomyces. que ndo possuem esta propriedade.

Enquadra-se, pois, a nossa bacteria naquele genero, representado
por uma especie unica, o Acftinobacillus ligniéresi, proposto por Brumpt
e aceito pela referida Sociedade.

Algumas diferencas apresenta a especie por nos encontrada, que
chamaremos Fl, por ora, vistas no seguinte quadro cotejador:
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OQuadro comparalive dos caracleres diferenciais do aclinobactlo
por nés isolado ¢ do de Ligniéres & Spilz.

— -

A. ligniéresi rl

Forma e dimensoes Bastonetes muito curtos, 1 u (| Bastonetes muito curtos, 1 u;
0,4 w; formas (de involucdo),|formas filamentosas bizarras,

atingindo a 25 w; cadeias. atingindo a 50 u; cadeias.
Mobilidade e Gram Imovel, Gram negativo. Imovel, Gram negativo.
Caldo Turvacdo, deposito, pelicula. Turvacdo, deposito, colar e fi-
Ina pelicula.
Lactose Fermenta fraco Fermenta fraco
Glicose Fermenta Fermenta
Leite Nao coagula Acidificacao fraca (24 hs.), coa-

ogulacao (20 a 30 dias), petoni-
sacao lenta do coagulo.

Gelatina Nao liquefas Liquefaciao (iniciada no 30 dia),
fusio de forma cilindrica.

Agar Crescimento miau no inicio, co- | Crescimento fraco de inicio, co-
mo induto seco, aderente, difi-| mo induto umido, esbranqui-
cilmente destacavel; mais tarde, | cado, brilhante, ndo aderente ao
com as repicagens, torna-se vis- | meio.

COSO.

Batata | Crescimento pobre Nao cresce
[ndol | Prodiis | NZo prodis
Reducdo de nitratos a [ Nao redis ! Reds
nitritos

Exigencia de 0 | Microaerofilo 2 Microaerofilo

PR —— — — = TEE—————— - —— A —
- - = - =

= — i = ——

I Apud Bergey.
2 Apud Ford.

Como diferencas mais importantes dos dois germens salientam-se:
q aciio coagulante sobre o leite e a produciao de Termentos proteoliticos,
que fundem a caseina e a gelalina. Seria pois, a especie em (queslao,
diferente da de Ligniéres, da qua! se distingue principalmente pela au-
sencia da producio de indol, pela capacidade de reduzir os nitratos e
pela aciio peptlonisanie ‘sobre a caseina e a gelatina. Alguma duvida
poderia surgir, sobre a especificacio acima, com as bacterias do genero
Proteus. De falo. trata-se de uma bacleria peplonisante, Gram negaliva,
nio esporulada, encontrada nas fézes e dotada de grande pleomorlismo.
Mas Fl nio é gazogeno como o sio todos os Proleas; nao ¢ movel,
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e sO se conhece um Proleus imovel, o P. asialicus; mas além dos ca-
ractéres acima, o P. asiaticus nio coagula o leile, nio liquelas a gelalina
¢ produis indol. Il da cadeias, propriedade ndo descrita nos Proleus; as
suas culturas sfio inodoras e as dos Proteus sio de cheiro putrido. Final-
mente, o crescimento. pobre iniciai e a producio de colonias rugosas
normais nio sio caractéres inherentes aos Profeus. Formacdes monslruosas
lambem nio foram descritas neles. A sobrevivencia do Profeus em tubos
protegidos do dessecamento ¢ quasi indefinida e FI morria anles de 60
dias. Os Proteus alteram o vermelho neutro.

Outras baclerias que se¢ poderiam aproximar dela seriam as
pasteurellas. Nenhuma destas, porém, liquefds a gelatina, de modo
que sio afastados desde logo. Recentemente Boncinelli descreveu
uma bacteria com caractéres analogos aos da mnossa, isolada por
ele de abcesso de rato e por ele filiada as pasteurellas. Esla bacle-
ria, no entanto, ndo era dotada de aclio sobre o leile nem possuia
fermentos proteoliticos. Era justificavel, pois, a [iliacio que lhe deu
Boncinelli.

A semelhanca de nossa bacteria com o Aclinobacillus ¢, pelo
contrario, quasi completa, como vimos acima.

Das suas propriedades merece mencdo o aspeto da colonia, lisa
quando nova, e rugosa com o envelhecimento. Conseguimos dissociar neéie
dois tipos de colonias, S e R, bem diferenciados. Uma parlicularidade se
nos deparou interessante: o tipo S mostrou-se puro na dissociacido, logo
de saida, ao passo que do tipo R foram necessarias varias passagens sobre
placa para consegui-lo puro, donde supormos ser aquele o tipo normal
da colonia e S a sua forma variante, tal qual se observa com outras
bacterias que crescem normalmente em colonias rugosas, como o Ba-
cillus anthracis, os Mycobacteritum, elc.

Denominamos a bacleria ora estudada Actinobacillus psitlaci.

Resta considerar a sua acdo patogenica. O actinobacilo isolado por
Lignicres & Spilz mostrou-se palogenico para anmais de laboralorio e
para cavalo e ciio. Nada fez sobre passaros. A nossa bacteria, ao con-
lrario, mostrou-se inocua para camondongo, cobaia, rato, galinha, boi e
cavalo. Somente em papagaios obtivemos doenca passageira mas dei-
xando tracos de sua exisiencia nos orgidos viscerais, particularmente no
figado. Amteriormenle ja viramos que estes animais sdo passiveis de
se infectarem por bacterias diversas, sob formas frusiras ou passageiras,
nio morlais, incluindo-se mais esta bacteria como agente paltogenico desle
grupo para eles.
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EXPLICACAO DAS ESTAMPAS XXXII—XXXV
ESTAMPA XXXII

Fig. 1-—Colonias da cultura original, com varios dias de crescimento,
apresentando colonias filhas.

Fig. 2— Colonias do typo S.

Fig. 3—-Colonias dos typos S e R, com colonias filhas.

ESTAMPA XXXIII

Fig. 4— As mesmas muito aumentadas.
Fig. 5— Colonias R quasi puras.
Fig. 6— Esfregaco da cultura original (2.000 x).

ESTAMPA XXXIV

Fig. 7 — Esfregaco da colonia S (2.000 x}.
IFig. 8 — Esfregaco da colonia S (2.000 ).

ESTAMPA XXXV

Figs. 9 a 12 — Fotografias de desenhos mostrando os diversos aspelos mi-
croscopicos da bacteria.
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