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(Com trés clichés)
Nota prévia

Tendo recebido, aos 25 de Maio dltimo, de Bogota, gentilmente remeti-
das pelo Dr. Guillermo Munoz Rivas, 28 culturas de bacilos acido-alccol re-
sistentes por éle isolados de varias procedéncias (sobretudo de material le-

proso), 7 das quais (25 %), provenientes de agua de esgotos (aquas ne-

gras), sendo 2 de Bogota (6 E e 27 A), 2 do Leprosario Agua de Dios (2 C
e 22 A) e 3 de Ibagué (24 A, 25 A e 19 B), resolvemos empreender, com

aguas dos elluentes das fossas dos nossos leprosarios, um estudo semelhante,

cujos primeiros resultados descrevemos nesta nota prévia, pois tais pesquisas
serao continuadas por nos em 1947.

Essas sete amostras de culturas de Mufioz Rivas. repicadas em Bogota
em 8 de Abril e aqui em Manguinhos em 17 de Julho, em agar glicerinado e
em meio de Loewenstein, sao cromogénicas, variando do amarelo ouro ao ala-
ranjado, tendo aumentado, com o correr do tempo, a sua pigmentacao.

No dia 22 de Junho dltimo um de nés (S. A.) trouxe de S. Paulo trés
amostras (duas séries de 3 tubos numerados 1, 2 e 3) de agua do efluente
do sistema de fossas OMS, do Sanatério Padre Bento, considerado como o
mais perfeito, segundo o Engenheiro-Chefe do Departamento de Profilaxia
da Lepra de S. Paulo, Dr. Adolpho de Carvalho, dos cinco leprosarios da-

* Ilecebido para publicaciio em Dezembro de 1946.



764 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 44, (4) 1946

———— e

quele Estado. (Vide Cliché I). Colhidas as 10 horas, as 11 horas nos foram
entreques no aeroporto e as 15 entraram na geladeira do Instituto Oswaldo
Cruz. Na manha de 24 de junho, uma série dessas amostras (tubos 1, 2 e 3)
foi entregue ao Dr. Gobert Araujo Costa, assistente da Seccdo de Bacterio-
logia, para analise bacteriolégica. As amostras da outra série foram tratadas
pelo método Petroff, por um de nés (C. R.) e os sedimentos semeados em
meio de Loewenstein. Os esfregacos dos sedimentos 1 e 2 revelaram alguns
bacilos a.a.r., apds coloracao pelo método de Ziehl-Neelsen. O exame do
sedimento n.® 3 foi negativo, entretanto, dois tubos de Loewenstein semeados
com este sedimento revelaram, 26 dias apés (20 de Julho), uma colénia ama-
rela, do tamanho duma cabeca de alfinete, num tubo, e noutro, uma colénia
idéntica, porém esbranquicada. O exame microscopico dessas culturas, feito
a 25 de Julho, revelou bacilos a.a.r. e Gram positivos na cultura créme e
elementos cocoides, também a.a.r., na colonia amarela. Essas culturas serdo
estudadas adiante, com varias idades.

Nesse interim o Dr. Goberto Araujo Costa nos informou que as trés amos-
tras de agua que lhe mandamos para analise se revelaram extremamente con-

taminadas por bacterias do grupo Coli aerégenes, que sao habitantes normais
dos intestinos do homem e dos animais, podendo tornar-se, em certas condi-
coes, patogeénicas.

Ao meio dia de 13 de Agosto tltimo colocamos na geladeira do 1.0.C.
quatro amostras (tubos 1, 2, 3 e 4) de agua do efluente da fossa O.M.S., do
Hospital-Colonia Curupaity, colhidas, em tubos esterilizados, uma hora antes.
Das 13,30 as 14,30 horas do mesmo dia essas amostras foram centrifugadas e
os sedimentos tratados pelo método de Petroff. e apos trés novas centrifuga-
coes e lavagens foram semeados em meio de Loewenstein. Os esfregacos
desses quatro sedimentos, corados pelo método de Ziehl-Neelsen, revelaram
raros bacilos a.a.r., em todos. O restante desses sedimentos, em quantidades
minimas, foi deixado na geladeira e no dia seguinte (14-8) emulsionados em
soro fisiolégico e injectado, por via subcutanea, na axila direita de dois ratos
brancos, que morreram dentro de 48 horas, com sinais de infeccao geral. De-
pois dum més de incubacao, a 37.° C., alguns tubos apresentaram tenue ger-
minacdo esbranquicada. Ao 1.° de Outubro a amostra 2 tinha produzido cultu-
ras puras de bacilos a.a.r. e as amostras 1, 3 e 4 culturas impuras, contendo,
entretanto, esses bacilos. Tratadas essas culturas pela soda caustica a 10%
(método de Petroff), foi possivel purificar as culturas 1 e 3, perdendo-se a 4.

Todas essas culturas de Curupaity sao esbranquicadas ou crémes, dife-
rentes, portanto, das do Sanatério Padre Bento. O seu estudo sera feito adi-
ante. Aproveitamos o ensejo para agradecer aos Drs. Lauro Souza Lima e
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Thomaz Pompeu Rossas, respectivamente directores do Sanatério Padre Bento
e do Hospital-Colonia Curupaity, pelo fornecimento da matéria prima que deu
origem a estes estudos.,

Descricao das Culturas obtidas da amostra 3 da agua do efluente da fossa OMS
do Sanatorio Padre Bento (S. Paulo)

-

Esta descricdo corresponde as fotografias 1 a 3, do cliché II, infelizmente
muito pouco demonstrativas, devido a cor e timidade das culturas.

Tubo 1 — Cultura de 1-8-46 proveniente da 2." geracio de 25-7 em Loe-
wenstein, examinada em 26-12-46 : Cobre 34 da superficie do meio, que nao
fermentou e ainda conserva agua de condensacio. Germinacdo em camada
delgada, finamente granulosa, de co6r amarelo-ouro e aspecto liso e brilhante.
O esfregaco desta cultura, corado pelo Ziehl-Neelsen, mostra bacilos curtos e
meédios (como se vé na microfoto N.° 1), granulosos na sua maioria, alguns em
clava, outros elementos constituidos dum grande nédulo com uma cauda de
protoplasma (forma em cometa) em réseo ou vermelho. Ha, também, ele-
mentos pleomorficos menos corados. parecendo ser os mais jovens. Noutro
tubo desta amostra, mais antigo (25-7-46), a germinacdo apresenta uma ca-
mada delgada, lisa e uniforme e outra sobreposta, saliente, granulosa, cobrin-
do metade da primeira. Esta cultura, de 5 meses. apresenta uma cor réseo-
pardacento. O meio esta integro. O esfregaco desta amostra, corado pelo Z-N
apresenta o aspecto acima descrito; outro, corado pelo método Oliveira Castro,
apresenta elementos granulosos bem corados em réxo, com protoplasma réseo.

Repicada em 12-12, com 14 dias ja apresenta natavel desenvolvimento,
com superficie granulosa e c¢or mais pigmentada que a original.

Tubo 2 — Cultura original da semeadura de 24-6-46. Germinacio co-
brindo quase toda a superficie do meio, que nido fermentou apés decorridos
seis meses. (Germinagdo em camada delgada, de aspecto tmido e lusidio, gra-
nulosa e de cor alaranjada. Ao exame microscopico mostra-se nitidamente co-
coide a.a.r., com poucos elementos bacilares fortemente a.a.r. e Gram po-
sitivos. Desta cultura de 24-6-46 ha dois tubos provenientes do sedimento tra-

tado pela soda, uma cultura exuberante, amarela e granulosa e outra créme,
em camada delgada e lisa.

Repicda em 12-12-46, em Loewenstein, comecam a germinar colonias cir-
culares, salientes, de cér alaranjada.

Tubo 3 — E’ outra amostra da mesma cultura do tubo 2, de 1-8-46. pro-
veniente da 2.* geragao de 25-7. Tem 4 meses e 26 dias. O meio nio fermen-
tou, apenas clareou na parte superior. Germinacio exuberante, cobrindo toda
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a superficie do meio, finamente granulosa. tendo umas colénias circulares,
salientes no centro; cor alaranjada e aspecto timido e lusidio.

O esfregaco desta cultura é idéntico ao anterior do tubo 2. Corado pelo
método Oliveira Castro os elementos se destacam lindamente pela coloracao
dos granulos. Repicada em 12-12-46, em Loewenstein, esta se desenvolvendo
bem, com o mesmo aspecto imido e lusidio e cor alaranjada.

Outro tubo da Amostra 3 (Sanatério Padre Bento): 2.* geracao em
meio de Loewenstein, de 25 de Julho de 1946. Germinacao parca, apresen-
tando o mesmo aspecto e a mesma c¢or amarela da cultura do tubo 3. O meio
apresenta, ainda, agua de condensacao e nao fermentou. O esfregaco corado
pelo Z-N apresenta massas de cocoides a.a.r. Outro esfregaco corado pelo
(Gram mostrou, em destaque, granulos Gram-positivos dentro de protoplasma

rosado-violeta.

As microfotografias 1 e 2 do Cliché IIl sao dos esfregagos das duas
amostras de culturas de germes a.a.r isolados da amostra 3 da agua da

fossa OMS do Sanatério Padre Bento (S. Paulo).

Descricao das culturas obtidas das Amostras 1, 2 e 3 da agua do efluente da
fossa oms do Hospital-Colonia Curupaity (Distrito Federal).

Esta descricdo é ilustrada com as fotografias 4. 5 e 6 do Cliche Il s a
microfoto 3 do Cliché III. O tubo 4 mostra uma cultura de 3." geragao da
amostra 1, em meio de Loewenstein, de 1-10-46, portanto com 2 meses e 20
dias. O meio esta integro, sem fermentacao, apenas pigmentado em créme no
seu térco superior. Germinacao exuberante, cobrindo téda a superficie do
meio; cor créme, cultura granulosa e de aspecto séco simulando uma cultura
de Muycobacterium tuberculosis, do tipo,eugonico. Foi inoculada em cobaios
no dia 18 de Dezembro. O exame microscopico revelou cultura pura de ba-
cilos a.a.r. homogéneos, fortemente a.a.r. e Gram positivos. A microfoto-
grafia 3 é desta amostra. Esta cultura repicada em Loewenstein em 12 de
Dezembro germinou com extrema exuberancia, afetando sempre o aspecto

eugonico das culturas do bacilo Koch.

Um outro tubo desta mesma amostra. da idade de 2 meses e 20 dias,
em Loewenstein, apresenta os mesmos caracteres da acima descrita, apenas
com uma zona de pigmentacao rosada no térg¢o superior da cultura, indi-
cando uma daquelas mutac¢des descritas por J. G. Lacorte nas culturas do
Mycobacterium tuberculosis. Esfregacos desta cultura, corados pelo Z-N,
mostram bacilos granulosos fortemente acido-alcool resistentes, com a mor-
fologia do bacilo de Koch. Esfregaco corado pelo método de Oliveira Castro
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mostra os bacilos, sob tddas as suas formas, com granulacdes nitidamente
coradas. Esses bacilos sao também Gram positivos.

Esta mesma cultura da Amostra 1, de 3.* geracao, em caldo glicerinado
a 5% (1-10-46) apresenta ténue véu branco e depésito, no fundo do tubo,
de 2 milm. de espessura, da mesma cor que o véu. O meio, em repouso,
apresenta-se perfeitamente limpido; agitado, apresenta cor leitosa. Os es-
fregagos do véu provaram tratar-se de cultura pura de bacilos a.a.r. e Gram
positivos. A germinacao desta cultura em caldo foi parca, em comparacao
com as cromogeénicas, isoladas de material leproso.

Tubo 5 — Este tubo é representado na foto do Cliché II. Trata-se,
também, de cultura de 3.* geracao, em Loewenstein, mas da agua da amos-
tra 2. Idade: 1-10-46. Germinacao exuberante, cobrindo quasi totalmente
a superficie do meio, que se apresenta integro, sem agua de condensacao.
A cultura é toda granulosa. séca (tipo eugénico da cultura do bacilo de
Koch); de cor créme, tendo no centro uma zona de mutagdao, pigmentada de

roseo.

O esfregaco corado pelo método de Oliveira Castro revelou bacilos
normais, granulosos, e outros maiores, rosados, com nodulos escuros, os
quais éle Castro identifica aos descritos em 1881 por Alberto Neisser. Tais
elementos sao Gram positivos. Esta cultura da amostra 2, semeada em caldo
glicerinado (1-10-46), produziu ténue véu e deposito esbranquicado. Es-
fregacos do véu corados pelo Z-N e pelo método Oliveira Castro revelaram
tratar-se de cultura pura de germes a.a.r., predominando a forma bacilar
nitidamente granulosa. Repicada em 12-12, estda germinando bem.

Tubo 6 — Cultura de 3.* geracao (2-10-46) do bacilo isolado da agua
amostra 3 da fossa OMS do Hospital-Colénia de Curupaity. A sua germi-
nacao em Loewenstein abrange 3/4 da superficie do meio que esta fen-
dido na parte inferior. Cultura créme, granulosa, de aspecto séco, apresen-
tando, no seu tér¢o superior, uma zona (1 c¢m2) de pigmentacdao rosada, com
tendéncia ao alaranjado. Desta amostra 3 temos dois tubos com idéntica mu-
tagdo. Quanto ao exame microscépico, os seus esfregacos corados tanto pele
Ziehl-Neelsen, como pelo Oliveira Castro ou Gram, mostram tratar-se de
cultura idéntica, sindao a mesma, das amostras 1 e 2: bacilos homogéneos,
granulosos, uns; outros com protuberancias numa ou nas duas extremidades
ou s6 no centro. No caldo glicerinado ndo ha turvacio do meio e germina
parcamente,

Tédas as culturas de Curupaity assemelham-se, macro e microscépica-
mente, com algumas das amostras de culturas de Mycobacterium tuberculosis
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Ciiché I — Aspectos das fossas sistema OMS. do Sanatério Padre Bento (Sao Paulo),

no cealro da horta desse estabelecimento, a qual é irrigada com as aguas do respectivo

etluente (localizado pela flecha na foto 1) e adubada pelo 16do, dessecado no deposito coberto,
da 10to 2. As fotos 3 e 4 mostram aspectos da horta do Sanatorio .

(IYotos Dr. Souza-Araujo, 21-6-46).
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Cliché II — Fotos 1, 2 e 3 — Culturas da amostra n.°c 3 da agua do efluente da fossa
OMS do Sanatoério Padre Bento. Cultura 1 — amarelo-ouro, humida e lisa (bacilos a.a.r.).

Culturas 2 e 3 — granulosas, humidas e de cor alaranjada (elementos a. a. r. cocoides) .

1otos 4, 5 e 6 — Culturas das amostras 1, 2 e 3 da agua do efluente da fossa OMS do

Hospital-Colonia Curupaity. Todas elas sdo créemes, granulosas, sécas (aspecto eugodnico)
Bacilos a.a.r..

(Fotos J. Pinto) ,
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que isolamos, em 1941, de escarro de leprosos supeitos de sofrerem também

de tuberculose, tanto do leprosario de Curupaity, como de outros leprosarios.
Tais culturas foram, na ocasido, examinadas pelo Dr. Saenz, do 'Instituto

Pasteur, de Paris, reconhecido como grande entendido no assunto.

SUMARIO

Sumariando éstes estudos vemos que todas as trés amostras da agua do
etluente da fossa OMS do Sanatério Padre Bento continham bacilos a.a.r.,

sendo que do tubo n.° 3 conseguimos isolar duas amostras de germens a.a.r.,
uma cocoide e outra bacilar, como sée acontecer, nas culturas raramente ob-
tidas de material de lepra humana. O Bacteriologista Gobert Araujo Costa,

do I.O. Cruz, verificou que essas aguas estavam fortemente contaminadas

de bactérias do grupo Coli aerégenes.

As quatro amostras de agua da fossa OMS do Hospital-Colénia Curu-
paity revelaram, no exame directo dos seus sedimentos tratados pelo método
de Petroff, a presenca de bacilos a.a.r. e de tédas elas obtivemos culturas

de tais baciles, sendo que trés delas ainda sobrevivem. Por serem estas
amostras idénticas, inoculamos apenas uma delas em duas cobaias. O resto
daqueles sedimentos, emulsionados juntos e inoculados em dois ratos brancos.
no dia seguinte a sua semeadura, causou a morte deles dentro de 48 horas
cem sinais de infeccdo generalizada.

CONCLUSOES
] — Confirmamos os estudos feitos na Colémbia pelo Dr. Guillermo Muifoz
Rivas.
2 — As duas amostras de culturas de germes a.a.r. obtidas da agua (tu-

bo 3) do efluente da fossa OMS do Sanatério Padre Bento (a qual
¢ utilizada para irrigar a horta désse estabelecimento), sdo idénticas
as obtidas de material leproso.

3 — As trés amostras de culturas de bacilos a.a.r. obtidas de trés amos-
tras da agua da fossa OMS do Hospital-Colénia de Curupaity, asse-
melham-se a outras por um de nés (S. A.) obtidas de escarros de le-
prosos suspeitos de sofrerem também de tuberculose pulmonar.

4 — A depuragao biolégica processada nas fossas do tipo OMS ¢ imperfeita,
pois nao destrdi siquer as bactérias banais de origem intestinal.
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Cliché III — As microfotografias 1 e 2 sao das duas amostras de germes a.a.r. isolados
da amostra 3 da 4dgua do efluente da fossa OMS yo Sanatorio Padre Bento (S. Paulo). A mi=-
crofotografia 3 é de esfregaco de uma das trés culturas de bacilos a.a.r. isolados das amostras
de agua do efluente da fossa do Hospital-Colonia Curupaity (D. F.).

(Microfotos de J. Pinto).

ADITAMENTO

Um de nos (Celso Rossell) examinando, no dia 3 de Janeiro de 1947, se-
dimentos de agua da fossa OMS do leprosario Colonia Santa Fé (Sul de
Minas), captada, no seu ultimo efluente, em tubos de ensaio esterilizados, uma
hora antes, encontrou abundantes bacilos acido-alcool resistentes, de tamanho
mediano, isolados ou em pequenos grupos, granulosos pela coloracao Ziehl-
Neelsen. Apos essa verificacdo tratamos os sedimentos das quatro amostras
da referida agua, pelo método de PETROFF e apos duas lavagens dos sedimentos
com agua destilada esterilizada, seguidas de centrifugagdes, semeamos com
eles 8 tubos de meio de LOEWENSTEIN, que foram deixados na estufa a 37°C
durante 3 semanas. Periddicamente eram inspecionados.

No dia 21 de Janeiro, apés 18 dias de incubagao, encontramos, em 5 desses
8 tubos, abundantes colonias crémes, de varios tamanhos, desde as minimas
até 1 e 2 mm. As colonias eram verrucoides e de aspecto séco. Feitos esfre-
gacos de material colhido nos 5 tubos e corados pelo Z-N revelaram, em dois,
culturas puras de bacilos a.a.r., que repicamos em 4 tubos de Loewenstein e
1 de agar glicerinado (21-1-47) . Os outros 3 tubos foram desprezados porque
estavam contaminados. Em todos éles havia, entretanto, bacilos a.a.r. No dia
21 de Fevereiro, um més apds as repicagens, verificamos que 2 dos tubos de
[Loewenstein estavam contaminados assim come um outro dos 2 tubos da cul-
tura original. Nesta data (25-II) as culturas apresentam o seguinte aspecto:
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1) Um tubo de cultura de 3-1-47 em Loewenstein (Original): A ger-
minagao cobre toda a superficie do meio, apresentando-se sob a férma de ca-
mada granulosa, de cor créme, com ligeira fermentacio no fundo do tubo.
Esfregacoes desta cultura corados pelo Ziehl-Neelsen, Oliveira Castro e Gram

revelaram bacilos a.a.r. pleomorficos, granulosos, Gram positivos.

2) Um tubo de cultura de 21-1-47 em Loewenstein (2.* geracdo com
35 dias): A germinagdo cobre totalmente a superficie do meio; colénias ver-
rucosas, de aspecto séco e cor créme. Na agua de condensacdo ha um véo
rugoso, que sobe lcm. pela parede do tubo. O exame microscopico desta cul-
tura revelou aspecto, morfologia e propriedades tinctoriais idénticos aos da

cultura original.

3) Um tubo de cultura de 21-1-47 (2. geracdo) em agar glicerinado:
A germinagdo cobre quasi totalmente a superficie do meio, com colénias dum
créme pardacento, granulosas e de aspecto himido. Esfregacos desta cultura,
corados pelos métodos de Ziehl-Neelsen, Oliveira Castro e Gram revelaram

exclusivamente bacilos a.a.r. e Gram positivos.

Nesta data foram repicadas as culturas dos trés tubos.

Manguinhos, 25 de fevereiro de 1947.



