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Relativamente poucas tentativas tém sido feitas para isolar e
cultivar o bacilo de HANSEN do muco nasal de Leprosos. Na vasta biblio-
orafia sumariada por WoLBacH e HoNEJ (1914), encontram-se apenas
referéncias as culturas de microrganismos acido-resistentes facultativos,
obtidas dessa classe de material por CzapLEwsKI (1898), F. W. TWORT
(1910) e E. MarcHOUX (1911), tédas de duracao efémera.

Merece especial mencao a tentativa posterior de ERNEST LINDWOOD
WALKER (1929), feita em larga escala na California, sem resultado sa-
tisfatorio. No Instituto Oswaldo Cruz fiz, de 1928 a 1950, reiteradas
tentativas nésse sentido, também sem sucesso. Somente em 1951 obtive
uma cultura nao-cromogénica e patogénica de bacilo acido-alcool re-
sistente do muco nasal de uma jovem leprosa carioca, de 20 anos de
idade, caso L3, virgem de tratamento antileprético. Descrevi essa cul-
tura numa comunicacao lida a 14 de Dezembro de 1951, em Buenos
Aires, perante a III Conferéncia Panamericana de Leprologia (1, 2).
De 1952 para 1953 tive a boa sorte de obter duas novas culturas deésse
material, que passo a descrever.

Primeira enferma:. — Layse S., rapariga branca, de 16 anos, nascida
no Estado do Para, onde parece ter-se infectado, e vivendo no Rio de
Janeiro desde os 4 anos de idade. Ao meu 1.9 exame, em 17 de Setembro

de 1952, era um caso L3. Apresentava a face infiltrada e cianoética, lesoes
difusas sObre todo o tegumento, alguns lepromas esparsos nos membros
inferiores e pés edemaciados e cianéticas, com varios lepromas chatos.
Esfregacos do seu muco nasal, de suco cutaneo dos lobulos auriculares
e infiltracoes, e da linfa subcutanea das pernas e dos pés revelaram

* Apresentado no VI Congresso Internacional de Leprologia, Madrid, 3-10
de Outubro de 1953.
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abundantes bacilos de Hansen. Ndo tendo ela sido sumetida a qualquer
tratamento antileprotico, aproveitei-a para varias pesquisas bacteriolo-
gicas.

Bacteriologia: — De 18-9-52 a 9-4-53 fiz dez séries de semeaduras,
em meios proprios para a germinacio de bacilos acido-alcool resistentes,
dos seguintes materiais desta paciente: Muco nasal trés vézes: exsudato
de lepromas trés vézes, e linfa cutinea, colhida pelo método de LLERAS
nas infiltracoes, quatro vézes. Todos ésses materiais, que eram muito
baciliferos, foram préviamente tratados pelo método de PETROFF. Das
dez tentativas somente uma foi bem sucedida. O muco nasal colhido
com curéta, dos dois lados do septo, a 16 de Dezembro, e triturado com
agua destilada, foi examinado pelo método de ZIEHL-NEELSEN, mostran-
do-se rico em bacilos da lepra. Parte da suspensao bacilar foi entregue
a0 Dr. Hans MUTH para microscopia electrénica e o resto tratado pelo
meétodo de PETROFF, lavado trés vézes por centrifugacao e o seu sedimento
semeado em trés tubos do meio de LOEWENSTEIN ¢ um de caldo gliceri-
nado, éste sobretudo para verificar si o material estava puro ou con-
taminado.

Apos duas semanas de incubac¢ido a 37°C (29 de Dezembro), os trés
tubos de LOEWENSTEIN apresentavam intmeras colonias amarelas, punc-
tiformes ou do tamanho de pequenas cabecas de alfinetes. Esfregacos
de algumas dessas colonias, de um dos trés tubos, foram corados pelo
Ziehl-Neelsen e pelo Gram, revelando exclusivamente bacilos acido-al-
cool resistentes e gram-positivos, na sua maioria pleomorficos, como é
a regra nas primeiras geracoes de culturas de micobactérias. Outro es-
fregaco corado pelo método de FoNTES mostrou as formas classicas das
micobacteérias patogénicas: bacilos rosados com granulos réxo-azulados,
sendo um grande nodulo no centro do bacilo, ou dois nas suas extremi-
dades afetando a férma em haltére, ou trés ou mais granulos menores,
dispostos em rosario, formando os cocétrices descritos em 1886 por
AporLrFo LuTz no bacilo da lepra.

A cultura foi repicada nos meios de LOEWENSTEIN € DUBOS e Nos
glicerinados (batata, agar e caldo). Apds alguns dias de incubacéo a
37°C os tubos de LOEWENSTEIN apresentavam germinacao franca, sob a
forma de colonias redondas, amarelas, que, com o0 correr do tempo
confluiram, formando uma delgada camada uniforme, cobrindo 3 ‘4 da
superficie do meio. Neste estado tendia para o tipo S, enquanto que a
cultura obtida em 1951, amostra “Dalva”, é do tipo R. Nos meios li-
quidos — Dubos, caldo glicerinado e agua glicerinada da batata — o
bacilo germinou lentamente, produzindo véus e depoésitos, sem turvar
os liquidos, prova de pureza.

Patogenia: — A 19 de Fevereiro de 1953 inoculei com suspensio
dessa cultura em soro fisioldgico, por via subcutinea, trés ratos e trés
camondongos brancos. No 35.9 dia da inoculacado (25/3) foi sacrificado
um camondongo, que apresentava um tumor relativamente grande, na
virilha, cuja baciloscopia foi fortemente positiva. Triturado e emulsio-
nado ésse tumorzinho, parte da emulsio foi inoculada em 3 camondon-
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gos, 2 brancos e 1 preto e o resto tratado pela soda e semeado. O exame
histopatologico désse animal, feito pela Dra. Rita Carposo (P. C. 18.444,
de 11-6-53) revelou:

“Fragmento de pele e o0rgaos dum camondongo branco inoculado
a 19-2-53 com cultura “Layse” e sacrificado em 25-3-53: Pele: No derma,
infiltracao inflamatoria, predominando células mononucleares volu-
mosas, com citoplasma abundante. Em foco circunscrito, vé-se aglome-
rado de leucocitos polimorfonucleares. Nao foram encontrados bacilos
a.a.r. (Entretanto o esfregaco do tumor foi fortemente positivo para
tais bacilos). Figado, Pulmao e Rim: Hiperemia. No pulmao atelectasia.
Baco, Pancreas e coracao: Sem alterag¢oes importantes.” Os esfregacos
do baco, figado, pulmoes e rins foram positivos a baciloscopia.

A 11 de abril, sabado, morreu um rato que se perdeu por displi-
céncia do servente de laboratorio. No 55.° dia da inoculacdo (15/4) sa-
crifiquei os outros dois ratos, ambos apresentando pequenos tumores
Inguinais que, dada a sua riqueza bacilar, serviram para bacteriologia .
O exame histopatologico de um déles, feito pela Dra. Rita CARDOSO
(P. C. 18.462, de 11-6-53), deu o seguinte resultado:

“Rato branco inoculado a 19/2 com cultura amostra “Layse” de
muco nasal e sacrificado a 14/4. O material consta de fragmento de
pele, e de ganglio linfatico subcutidneo. No derma e no tecido adiposo
subcutaneo vé-se uma intensa infiltracdo inflamatoéria por células pre-
dominantemente mononucleares, envolvendo uma grande cavidade que
encerra tecido necrosado. Nas paredes dessa cavidade, nota-se prolife-
racao de fibrocitos. Grande nimero das células mononucleares encerra
bacilos acido-alcool resistentes, curtos, granulosos e vacuolados.”

Faltou o resultado do exame do ganglio linfatico.

As semeaduras das emulsdes dos tumores do camondongo e dos
ratos, em meio de LOEWENSTEIN, produziram retroculturas idénticas as
originais.

Tentada a passagem da infeccao do camondongo sacrificado a 25/3
em tres outros, dois déstes morreram em 12 e 23/6, ndo apresentando
tumores nem bacilos nas visceras. O camondongo preto, sacrificado a

27/6, também nao tinha tumor mas apresentava bacilos a.a.r. no pul-
mao € nos rins.

Segunda cultura: — No dia 9 de Abril colhi de novo, por curetagem
do septo, muco nasal da paciente Layse, o qual apds trituracdo em so-
luto de soda a 109, centrifugado com agua destilada esterilizada trés
vézes para lavagem, foi o seu sedimento semeado em trés tubos de
Loewenstein e noutros meios. Apos duas semanas de incubacao a 37°C
apareceu, nos trés tubos de LOEWENSTEIN, uma delgada camada amare-
lada de pequenas colonias granulosas, como fina areia, semelhantes as
da primeira amostra. Esfregacos de algumas dessas colénias, corados
pelos métodos de ZieHL-NEELSEN e . FoNTES, confirmaram se tratar de
cultura de bacilos a.a.r. e gram-positivos.

Este fato é muito importante porque prova que tais bacilos nao
provieram duma contaminag¢ao do meio de cultura nem do meio am-
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biente. Ambas as amostras foram obtidas do mesmo tipo de material
— 0 muco nasal —, da mesma paciente, no intervalo de quatro meses,
antes d’ela apresentar melhoras com o tratamento sulfonico. Esta se-
cunda amostra também foi inoculada em murideos, que estao em ob-
servacao. Essas duas culturas entraram para a Colecao de Micobate-
riaceas do Instituto Oswaldo Cruz, a cargo do Dr. LAERTE DE ANDRADE,
com a designacao de Amostra “Layse I e II” (Souza-Araujo, 1933) .

Segunda enferma. — Uma moca branca (Maria N.), de 19 anos de
idade, natural de Portugal, donde veiu com 4 anos e desde entao vive em
Cascadura (D.F.), na companhia dos pais e dois irmaos menores, todos
sadios. Tudo indica que ela se infectou no Rio de Janeiro. Examinei-a
pela 1.2 vez a 29-1-1951, quando apresentava moderada infiltracao na
face, orelhas lepromatosas, tronco coberto de maculas escuras, Joelhos
com placas lepromatosas e extensas ulceras lazarinzas, de 2 anos de du-
raciao, nas pernas, e pés edemaciados e cianoticos. Classifiquei-a como
lepromatosa (L3), que a histopatologia confirmou (P. C. 17.291, do
I. O. Cruz). Os esfregacos do muco nasal, dos ganglios inguinais, de
suco cutineo e linfa sub-cutanea, reveiaram abundantes bacilos de
HansEN. Institui-lhe o tratamento sulfonico: Promin por via intrave-
nosa e Diasone per o0s. A sua tolerancia nao foi muito satisfatoria.

Bacteriologia: — De 6 de Abril de 1251 a 26 de Fevereiro de 1933 {1z
com materiais colhidos nesta enferma reiteradas semeaduras com o fito
de isolar o bacilo de HANSEN, inclusive leucécitos do seu sangue tratado
pelo método de Crow e de sangue obtido por picada de Triatoma infes-
tans, sempre com resultados negativos.

Finalmente, a 26 de Fevereiro de 1953, apds uma reacao leprotica
da paciente, controlada com o Cortone Merck, colhi o seu muco nasal
bilateral do septo, o qual, depois de verificada a sua riqueza bacilar
tratei pelo método de PETROFF e semeei em varios tubos de melo de
LOEWENSTEIN. ApoOs 25 dias de incubacao a 37°C apenas num désses
tubos apareceu uma colonia circular, elevada, esbranquicada, que se
tornou créme no fim de trés meses. A 30 de Marco quando o tubo fol
retirado da estufa para ser conservado a temperatura ambiente, estando
0 meio séco, adicionei-lhe algumas gotas de agua de condensacao de
meio fresco. Deixando o tubo deitado, éste liquido foi banhando a co-
lonia e espraiando o bacilo, que germinou formando delgada camada
esbranquicada cobrindo téda a superficie do meio. No 57.0 dia da se-
meadura (25/4) fiz os primeiros esfregacos da camada delgada e par-
dacenta da cultura, nao tocando na colonia original. Tails esiregacos
corados pelos métodos de ZIEHL-NEELSEN, GRAM e FONTES mostraram
exclusivamente bacilos a.a.r. e gram-positivos. Feitas as primeiras re-
picagens estas germinaram lentamente. Novas repicagens de 30 de Abril
germinaram mais rapidamente, produzindo no Loewenstein uma delgada
camada créme, intermeada de colonias granulosas. A 29 de Mailo, com
emulsao do repique de 2.2 geracao inoculei quatro camondongos brancos
e pretos que estdo em observacdo. A 3.2 geracao, em Loewenstein, ger-
minou mais depressa, cobrindo a superficie do meio com uma delgada
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camada granulosa sObre outra mucoide, esbranquicada. Esta amostra
ainda nao formou véu no meio de DuBos e no caldo glicerinado. Parece
nao se tratar de uma bactéria banal.

Biologia: — As culturas ‘“Layse I e II”, sua retrocultura de rato
e a amostra “Maria N.” deram resultados positivos (4 -4) a fluoroscopia.
A amostra “Maria N.” revelou intensa fluorescéncia tanto para os ba-
cillos como para os granulos livres. Submetidas a reacédo cito-quimica
de DuBos para viruléncia (Dr. LAERTE DE ANDRADE) deram resultado

positivo (+) dentro de 30 minutos e negativo no fim de 24 horas, na
2.2 ]eitura.

Com os Drs. HaAns MuTH e Luiz Pauro pE OLIVEIRA, assistente do
Prot. J. C. CARrposo, chefe da Seccao de Bio-Fisica do I. O. C., usando o
microscopio Zeiss 20 com o equipamento completo para a microscopia
de contraste de fases, examinamos emulsoOes frescas dessas culturas a
400x e 1000x. Com o aumento de 400x a morfologia é mais nitida. Pre-
dominam os granulos livres ou em diplococos, com halos e intenso mo-
vimento rotatorio, mais acentuado e diferente do browniano. Quanto
a forma bacilar, predominam os elementos com 2 e 3 granulos, se des-
locando em rotacado ora para a direita ora para a esquerda, ou em
cambalhotas, ou por deslocamento dos granulos no seu interior. Estas
verificacoes estao sendo continuadas comparativamente com o exame
de linfa subcutanea de lesdes lepromatsoas.

Conclusoes: — 1) Dada a grande dificuldade em se obter culturas
puras de bacilos acido-alcool resistentes permanentes de material le-

proso, sobretudo de muco nasal, estas amostras ora descritas merecem
especial estudo.

2) A minha experiéncia mostra que as culturas de bacilos a.a.r.
que germinam lentamente, sio mais patogénicas e portanto mais pré-
prias para estudos experimentais.

3) Insisto na necessidade de um estudo da bacteriologia da lepra

em muilto maior escala da que eu posso realizar no Instituto Oswaldo
Cruz.

4) Os medicos que trabalham nos leprocémios, dispondo de grande
numero de doentes lepromatosos, estao em condicoes de dar um grande

Impulso a éste ramo da leprologia, erradamente relegado a um segundo
plano.

Manguinhos, 14-7-53.
H. C. pE Souza-ARAUJO
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SUMMARY

The A. described on December 14, 1951, his first culture of acid-
fast bacillus isolated from nasal mucus of a leprous girl.

In this paper the A. describes two new strains of acid-fast bacilli
gotten also from nasal mucus of other two leprous girls, L3 cases. The
first patient (Layse S) had her mucus treated by Petroff’s method on
December 16, 1952 and sown onto three tubes of Loewenstein medium
and in glycerin broth. After two weeks incubation at 37°C all three
tubes of Loewenstein showed many punctiforme and pin-head yellowish
colonies, whose microscopic examination proved to be of a pure acid-fast
bacillus culture. This sample inoculated in rats and mice produced,
after 55 days incubation, small tumors from which the culture was
easily recovered. On April 9, 1953 a new sample of nasal mucus of the
same patient was sown in three tubes of Loewenstein. After two weeks
incubation at 37°C all 3 tubes showed germination of small yellowish
colonies of acid-fast bacilli. Within four months being gotten two
samples of 1dentical cultures in all smeared tubes of Loewenstein
medium sown, proved that such cultures were not an ordinary ambient
contamination.

Second patient. — Maria N. After various sowing of different
kKinds of material from her, February 26, 1953 her nasal mucus treated
by soda and sown onto Loewenstein medium, after 25 days incubation
showed in only one tube, one small round colony, at first white, becom-
ing creamy after three months. Transplants in various media grew at
first slowly and after 2 or 3 generations grew faster. The “Layse’ strain
produced pellicle in glycerin broth and Dubos medium; the ‘“Maria N.”
strain did not produce as yet.

Both strains (Layse I and II, and Maria N.) gave weak positive
Dubos test in half-an-hour and negative after 24 hours reading. Both
were strongly positive when stained by Gram, Ziehl-Neelsen and Fontes
methods. Both strains gave also positive fluoroscopy.

These cultures are being studied.

The A. concludes that, according to his experience, the slower
orowing cultures of acid-fast bacilli isolated from leprosy material, are
the more suitable for experimental work.

Aknowledgement. The A. thanks to Miss MARIA DE LLOURDES SAN-
TANA for her valuable collaboration in the studies of the described

cultures.




Mem. Inst. Oswaldo Cruz - ESTAMPA 1
Tomo 32 (1), 1954 _ ,

Isolamento e estudo experimental de duas novas culturas
de bacilos acido-alcool resistentes de muco nasal de
leprosos pelo Dr. H. C. de Souza-Araujo (Brasil) .

| oA Ziga
1 — Culturs ‘Layse I', 2. geracfo, lLoewenstein, 6-1-53. -
2 — Cultura “Layse I" repique do véu em Dubos: 26-2-53.
3 — Cultura “Layse II". Original. Loewenstein, 9-4-53.
4 — Retroclutura .de “Layse I" de pus in natura de rato inoculado
em 19-2-53; sacrificado a 15-4-. Original, Loewenstein, 19-4-53.
5 — ‘;;:stregafo corado pelo Ziehl-Neelsen, da cultura de 6-1-53, da
6 — Esfregaco de linfa subcutinea da perna de Layse, colhida a
2-3-53 e corada pelo método de Fontes.
7 — Esfrega¢o de tumor de Camondongo branco inoculado com a
. cultura ‘‘Layse 1" em 19-2 e sacrificado a 25-3-53. Ziehl-Neelsen.
8 — Cultura original do muco de ‘“Maria N.”, Loewenstein, 26-2-53.
9 — Cultura ‘“‘Maria N.” 2.2 geragfio. Loewenstein, 15-5-83.
10 — Esfregago da cultura “Maria N.” de 60 dias, corado pelo Ziehl.
. 11 — Esfregaco da cultura “Maria N.” da 2. geracfo. Loewenstein,
30-4-53. Corado pelo Fontes. Desenhos de A. Pugas, 20-6-53.
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Fotos A, B e C. — Cultura amostra “Layse I": Tubo A) Cultura amarela e granulossa,
transplante de véu do meio de Dubos de 27-12-52. Loewenstein, 26-2-53. Fotos 7-7-53.

Tubo B) Retrocultura de tumor de rato branco, inoculado a 19-2 e sacrificado a 15-4-53.
Cultura amarela, granulosa, semelhante a inoculada. Loewenstein, 21-5-53. Fotos T7-7-53.

Tubo C) Cultura amostra ‘“Layse II”, obtida também do seu muco nasal, semeado a
9-4-53. 2.» geracdo. Loewenstein, 22-5-53. Macro e microscopicamente semelhante a amostra

“Layse 1. Fotos 7-7-33.
Fotos a, b e ¢. — Cultura amostra ‘‘Maria N.” isolada do muco nasal.

Tubo a) Cultura original de 26-2-53. Loewenstein. Uma uUnica colonia redonda, es-
branquigada (assinalada pela flecha), da qual o bacllo se espraiou em delgada camada lisa.

Tubo b) 2.» geracdo em Loewenstein, de 30-4-53. Cultura exuberante, formando camada

rugosa, esbranquigada, muito aderente ao meio, na qual surgiram 30 dias apés 2 coldnias
amarelas: associagido ou mutacao?

Tubo ¢) 2.» geragdo emn Loewenstein, de 11-5-53. Germinacdo em delgada camada ligel-
ramente rugosa, de cor créme. Fotos 7-7-53.



