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O estudo morfologico da leptospira tem apresentado resultados
sujeitos a controversias por inumeros autores.

Depois da utilizacao rotineira do microscopio eletrénico um novo
impulso foi dado as referidas investigacoes e o presente trabalho é uma
pequena contribuicao ao esclarecimento de uma questao tao debatida.

Alguns aspectos interessantes foram observados por diversos au-
tores que procuraram uma explicacao bioldgica para os seus achados.
Toop (1) e PETIT (2) evidenciaram pequenos granulos no citoplasma,
visiveis ao ultra microscopio, considerados de natureza degenerativa,
ao contrario de outros, que julgaram os mesmos granulos com funcio
no ciclo evolutivo déste espiroqueta (3).

BABUDIERI (4) analisando os trabalhos de JacoB (5) e GIESZYKIEN-
vicz (3) considerou os referidos granulos como oriundos da concentra-
cao hipertonica de cloreto de sodio.

O mesmo autor (6 e 7) em outros dois trabalhos, examinando al-
teracoes do citoplasma em culturas velhas ndo encontrou aspecto par-
ticular a nao ser quando surge fendomeno de autdlise em que o proto-
plasma se torna mais didfano assumindo aspecto reticular com raros

granulos opacos distribuidos com certa regularidade ao longo do proto-
plasma.

MATERIAL E METODO

A amostra utilizada em nossos estudos foi isolada por nés de Rattus
norvegicus, amostra 43, e caracterizada como Leptospira icterohae-
morrhagiae.

Fol cultivada em meio de Vervoort modificado, em condicoes de

aeroblose e a temperatura de 28 a 30°C. A semeadura foi feita em ba-
loes contendo 50 a 100 ml. do referido meio.
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A cultura fol mantida no laboratéorio pelo espago de 11 e 12 meses.

Antes de estudarmos a morfologia desta cultura ela foi inoculada
em cobaias jovens e feita a semeadura para observarmos vitalidade e
viruléncia.

A referida amostra continuou virulenta, fato interessante que valeu
comunicacao feita por um de nos (M.S.) a Am. Soc. of Bact.

A cultura foi examinada em campo escuro apresentando os se-
guintes caracteres: movimentos lentos, espirais dando a impressao de
solucao de continuidade e numerosos granulos fora do citoplasma.

Este material foi entao morto pelo formol na concentracao de 0.3«
e depois centrifugado a 3.600 R.P.M. durante 15 minutos para sedi-
mentar as grandes particulas em suspensio.

O liquido sobrenadante foi decantado e centrifugado novamente
a 8.500 R.P.M. durante 30 minutos.

O sedimento foi lavado 3 vezes com agua distilada formolada a
0.3% e centrifugado a 8.500 R.P.M. na temperatura —+2° durante
30 minutos apods o que foi observado ao microscépio eletrénico utilizando
a seguinte técnica.

TECNICA

Apos a fixacdo com a solucao de Formol a 0,3« em agua distilada
e lavagem com agua distilada, o material foi depositado em processo

rotineiro sobre um porta-objeto recoberto pela pelicula de Parlodion
(2% em acetato de amila) .

O sombreamento foi feito com crémo e sob angulo indicado em
cada micrografia.

O material foi examinado num Microscopio Eletronico RCA do
tipo EMU-2C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observamos corpos de leptospira com zonas de condensacao do cito-
plasma assumindo aspecto granular, Figs. 1, 3, 9, 4, 7, 12. Nas figs.
6 e 7T podemos ver com nitidez um désses granulos desmembrando-se do

corpo da leptospira e cuja imagem € semelhante a outros granulos es-
parsos.

O numero dessas formacoes € variavel parecendo depender de mui-
tas causas.

A deformacio do corpo da leptospira parece depender da perda de
consisténcia da propria membrana em virtude de alteracdo da sua
permeabilidade fenomeno que deve preceder a formacao dos granulos.

Notamos também nas mesmas condi¢oes de experiéncia, como na
fig. 3, que os referidos granulos tem dois aspectos diferentes: um é o
que ja referimos de forma irregular e opaco como se fosse uma imagem
de cromatina condensada e outro aspecto ¢ também de forma irregular,
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porem transparente como se estivesse esvaziado seu conteudo primitivo,
figs. 5, 7 e 13.

Na fig. 12 observamos o esvaziamento de uma forma destas e o
retraimento do seu conteudo, em outras, observacdo facilitada com
auxilio de lente.

A fig. 2 revela um aspecto frequente encontrado em trabalhos desta
natureza como no trabalho de CzekarLowski, J. W. & Eavas, G. (3) : Isto
¢: formacao de um granulo com posterior segmentacio do mesmo.

Finalmente a fig. 11 nos mostra granulos com a mesma densidade
que os fragmentos dos corpos da leptospira.

Coemo dissemos acima, a cultura contendo material com éste as-
pecto fol inoculada em cobaia cuja hemocultura nos forneceu de novo
0 germe reisolado, o que faz admitir constituirem ésses granulos uma
fase no ciclo vital da leptospira ou entdo elemento capaz de manter
condicoes e tatores necessarios a continuidade da espécie.

Na figura 14 observamos um aspecto normal de leptospira.
RESUMO

Os autores estudando culturas de 11 e 12 meses de Leptospira
icterohaemorrhagiae, mantidas em meio de Schiiffner modificado por
Verwoort, observaram em microscopio eletrénico, corpos de leptospira
com zcnas de condensacao do citoplasma assumindo aspecto granular
Figs. 1, 3,4,9,17, 12.

Nas Figs. 6 e 7 vemos com nitidez um désses granulos desmem-
brando-se do corpo da leptospira e cuja Imagem € semelhante a outros

granulos esparsos. O numero dessas formacdes é variavel, parecendo
depender de muitas causas.

A deformacao do corpo da leptospira parece depender da perda
de consisténcia da membrana em virtude de alteracao da sua permeabi-
llaade, fenomenos que deve preceder 4 formacio dos granulos.

Notamos também nas mesmas condicoes de experiéncia, como na
¥ig. 3, que os referidos granulos tem dois aspectos diferentes: um é
0 que ja referimos de forma irregular e opaco como se fosse uma imagem
de crcmatina condensada e outro aspecto é também de forma Irregular,
porém, tranzparente como se houvesse esvaziado seu conteudo primi-
tivo, Figs. 5, 7 e 13.

Na fig. 12, observamos o esvaziamento de uma forma destas e

o retraimento do seu contetido em outra, observacao facilitada com
auxilio de lente.

A 1ig. 2 revela um aspecto freqiiente encontrado em trabalhos
desta natureza como no de CZEKALWSKI, J. W. ¢ Eavss, G., isto é: for-

macao de um granulo com posterior segmentacao do mesmo.

Finalmente a Fig. 11 nos mostra granulos com a mesma densidade
que os fragmentos dos corpos da leptospira .
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Como dissemos acima, a cultura contendo material com éste as-
pecto foi inoculada em cobaias cuja hemocultura nos forneceu de novo
o germe reisolado, o que faz admitir constituirem ésses granulos uma
fase no ciclo vital da leptospira ou entiao elementos capazes de manter
condicoes e fatéres necessarios a continuidade da espécie.

SUMMARY

The authors observing “Leptospira icterohaemorrhagiae’s culture 11
and 12 months old, maintened in culture medium of Verwoort, modified
found interesting aspects evidenced in the electronic microscope.

The authors noticed bodies of leptospira with condensation zones
of cytoplasm assuming granular aspect (micrographs 1, 3, 4, 7, 9 and
12) .

In the micrographs 6 and 7 we see clearly one of these granules
dismembering of the leptospira body whose image looks like that of
other granules in the micrographs.

We saw, in some conditions of experience, as in micrograph 3,
that the above referred granules have 2 different aspects: one that
isn’t transparent and with irregular shape, looking like condensed
chromatin and the other which has an irregular shape too, but 1s
transparent, as if it had lost part of its primitive contents (micro-
oraphs 5. 7 and 13.

In micrograph 2 we see one frequent aspect in works of this kind
like that of CzekaLwskl, J. W. and Eaves G., the granule formation
with segmentation followlng it.

As was said above a culture with this aspect was inoculated into
guinea pigs whose hemoculture supplied again the germ isolated which

guided us to the idea that these granules are a phase in the vital cycle
of the leptospira or elements which can mantain condition and factors

necessary to the continuity of the species.

ZUSAMMENFASSUNG

Den Autoren standen fuer ihre Beobachtungen Kulturen von Lep-
tospira icterohaemorragia von 11 bis 12 Monaten Alter in einer Naehr-
loesung nach Schueffner, abgeaendert nach Verwoort, fuer ihre Beob-
achtungen im Elektronenmikroskop zur Verfuegung, die ihnen eine
grosse Zahl sehr interessanter Bilder lieferten. Sie beobachteten Koer-
per von Leptospiren mit Bereichen einer Anreicherung des Cytoplasmas,
aus der auf eine koernige Struktur gechlossen werden kann. (Abb. 1,
3,4, 7, 9 und 12) In den Aufnahmen 6 und 7 sehen wir mit Deutlichkeit
eines dieser Koernchen, das sich vom Koerper der Leptospire abloest
und das in seiner Erscheinung den anderen bereits verteilten Koern-

chen aehnlich ist.
Die Anzahl dieser Formbildungen ist unterschiedlich und scheint
von verschiedenen Ursachen abzuhaengen.
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Die Koerperdeformation der Leptospiren scheint abhaengig zu sein
von den Verlusten an Festigkeit der Koerpermembran infolge der Aen-
derung ihrer Durchlaessigkeit, eine Erscheinung, die der Bildung der
Koernchen vorausgeht.

Unter denselben Versuchsbedingungen stellten wir fest, dass die
Koernchen zwei verschiedene Erscheinungsformen aufweisen (Siehe
Bild 3) : eine, auf die wir uns schon bezogen, von unregelmaessiger Form
und undurchsichtig, als ob sie aus verdichtetem Chromatin bestuenden,
und eine zweite, auch unregelmaessiger Form; jedoch durchscheinend,
als ob es den urspruenglichen Inhalt abgestossen haette. (Bild 5, 7
und 13) Aus Elektronenbild 12 ersehen wir die Entleerung einer solchen
zwelten Form und auch das Zusammenballen des Inhalts in der Huelle.

Bild 2 zeigt eine Erscheinung, wie man sie haeufig in Arbziten dieser
Art antrifft so bei J. W. CzegkaLwskI und G. Eaves, naemlich die Bil-
dung eines Koernchen mit darauf folgender Teilung desselben.

Bild 11 zeigt uns schliesslich Koernchen der gleichen Dichte wie die
der Koerperabschnitte der Leptospiren.

Kulturen, enthaltend Material dieses Aussehens, wurden in Ver-
suchstiere emngeimpft, deren Blutkultur uns von neuem isolierte Keime
lieferten, was zu der Annahme fuehrt, dass diese Koernchen eine Zwi-
schenform im Lebenszyklus der Leptospire darstellen und damit ein
Element zur Aufrechterhaltung der Art.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden im Oktober 1951 her-
gestellt.
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