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A impossibilidade de obtencdo de culturas de bacilos da lepra, tanto
humana quanto murina, faz com que a Unica fonte disponivel desses germes
seja as lesbdes leprosas por esses agentes produzidas em seus hospedeiros
eletivos.

As lesoes (lepromas) sdo riquissimas em bacilos e, admitindo-se o que
parece 6bvio que, nestas circunstancias as bactérias estejam em pleno gbzo
de sua capacidade vital, éste material prestar-se-a admiravelmente ao estudo
de suas mais importantes propriedades biolégicas.

E' estranhavel mesmo que éste material sempre disponivel tenha, sido
tdo pouco aproveitado pelos pesquisadores para o estudo das propriedades
fisiolégicas do bacilo da lepra.

Embora os bacilos de Hansen e de Stefansky nao se reproduzam, a nao
ser nos tecidos que infectam, eles mantém-se vivos ao menos por algum
tempo apds a sua separacdo, o que permite verificacbes importantes sabre
varios aspectos do seu metabolismo, viabilidade, vitalidade, acdo de varias
substancias, etc.

Prudhomme 5 ja indicara esta possibilidade demonstrando que suspen-
soes de M. lepraemurium, livres de células e restos de tecidos, agem sobre
varias substancias indicadoras de 6xido-reducéo.

Hanks 4, mais recentemente, verificou uma série de fatéres que inter-
ferem com os mesmos fendémenos. Posteriormente, o mesmo autor 3.4, uti-
lizando material de lepromas de ratos infectados, estudou as relacdes entre o
M. lepraemurium e o M. phlei pela medida da capacidade de transferéncia de
hidrogénio.

No mesmo sentido realizamos uma série de experiéncias para verificar o
comportamento do M. lepraemurium frente a um sistema indicador da acao
das dehidrogenases desta bactéria.

(*) Trabalho realizado em parte no Servico de Pesquisas Cientificas do De-
partamento de Profilaxia da Lepra e, em parte, no Instituto Biolégico de Sao
Paulo.

(**) Instituto Biolégico de Sao Paulo.

(***) Servigo de Pesquisas Cientificas do D.P.L. do Estado de Sao Paulo e Fundacao
Paulista Contra a Lepra.
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MATERIAL

Utilizamos suspensbdes de M. lepraemurium preparadas a partir de
lepromas subcutaneos ou de lesdes viscerais (principalmente do figado e
nédulos peritoniais) de ratos inoculados ha 4-7 méses.

Os lepromas subcutaneos ou 6rgaos foram retirados assépticamente
ap6s a morte dos animais em camara de gas, finamente fragmentados com
tesoura e triturados em almofariz de porcelana com cerca de 1/10 do seu
volume de soéro fisiolégico e pequena quantidade de areia fina (isenta de
detritos organicos). A trituracdo se fez até que a massa de tecidos tivesse
aspecto homogéneo; a seguir juntou-se & massa triturada um volume de
soro fisiolégico equivalente a 10 vezes o seu volume. Por decantacdo durante
alguns minutos, foram separadas as particulas mais pesadas de areia e o
sobrenadante foi centrifugado a baixa rotacdo (500-1.000 r.p.m. durante 5
minutos). O sedimento foi desprezado e o sobrenadante novamente
submetido a centrifugacdo, porém a 3.500-4.500 r.p.m. durante 30 a 40
minutos. O sobrenadante foi desprezado, isento ou praticamente isento de
bacilos; a massa sedimentada foi ressuspensa em soéro fisiolégico até
perfazer o volume do sobrenadante desprezado. Essa operacdo foi repetida 3
ou 4 vezes, até que, por exame bacterioscopico, ndo foram encontrados
restos de tecido organizados. O sedimento foi entdo ressuspenso e
homogenizado em soro fisiolégico em quantidade variavel de acérdo com a
concentracdo bacilar desejada. Neste trabalho empregamos suspensoes
bacilares de concentracoes variaveis, correspondendo aproximadamente aos
tubos 6 e 3 da escala de Mac Farland.

METODO

Para os testes do azul de metileno foi utilizada a técnica de reducao do
corante de Thunberg, descrita por Cardoso e Almeidal; no entanto, no
decorrer da experiéncia verificamos que era necessario reduzir a quantidade
do indicador, tendo em vista que nao nos era possivel dispor de suspensodes
bacilares muito concentradas. Por esse motivo, em todas as experiéncias
realizadas, exceto nas preliminares, as quantidades de azul de metileno
foram reduzidas a 0,1 ml. ao em vez de 0,5 ml.

Para os testes de reducéo do sal de tetrazélio (cloreto de 2,3,5-trifenil-
tetrazolio) foi empregado o mesmo método de Thunberg, cuja técnica foi
descrita detalhadamente por Cardoso e Almeida 2 nos estudos sbébre a
vitalidade do BCG.

Das experiéncias anotadas foram feitos controles bacteriolégicos para
verificacdo da presenca de germes banais de contaminacdo (aerdbios e
anaerdbios) e somente foram consideradas as que tiveram o respectivo con-
trole bacteriol6gico negativo.
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RESULTADOS

Nas experiéncias preliminares verificamos que o tempo de descora-
mento do azul de metileno, como seria de esperar, dependeu da concen-
tracdo inicial da suspensao; assim, numa primeira série de experiéncias com
uma suspensdo rica em bacilos (correspondente a bacilos provenientes de
lepromas subcutaneos e equivalente ao tubo n° 6 da escala de Mac Farland),
verificou-se que o descoramento do azul de metileno completou-se apés 1
hora, quando se utilizou 1 ml. da suspenséo, e 0,5 ml. da solucdo de azul de
metileno. Essa mesma suspensao bacilar diluida 5 vézes (0,2 ml.) frente ao
mesmo sistema nédo provocou descoramento apreciavel durante todo o
periodo de observacao (5 a 6 horas).

Em outra série de experiéncias com material também proveniente de
lesdo subcutanea, resolvemos conservar a quantidade da suspensao bacilar
(1 ml. de suspensao correspondente aproximadamente ao tubo n° S da
escala de Mac Farland) e reduzir a quantidade da solucdo de azul de
metileno a 0,1 ml.,, o que resultou em apreciavel reducdo do tempo de
descoramento (30 minutos).

Essa modificacdo da técnica permitiu o emprégo de suspensdes baci-
lares mais diluidas, o que era importante, tendo em vista a pequena quan-
tidade de material disponivel. Désse modo, empenhamo-nos em nova série
de experiéncias, utilizando apenas 0,5 ml. de suspensdo bacilar (tubo n° 3
da escala de Mac Farland) e 0,1 ml. da solucédo de azul de metileno. Nestas
condicdes pudemos observar a reducédo do indicador em cérca de 3 horas. A
suspenséo bacilar utilizada havia sido preparada a partir de lesdes viscerais.

Com a técnica da reducdo do sal de tetrazolio foi realizada apenas uma
série de experiéncias com suspensao bacilar correspondente ao tubo n° 6 da
escala de Mac Farland e proveniente de lesdes subcutaneas.

Verificamos que o teste é positivo, isto é, o M. lepraemurium tem
capacidade de reduzir o tetrazélio, porém, o tempo necessario para que a
reacdo se processe € muito longo. Em nossos ensaios verificamos que sdo
necessarias 18 horas para que a reacéo se desenvolva, nas condicdes em que
os executamos. Além disso, foi verificado que a quantidade de formazana
produzida € proporcional a concentracdo bacilar. Executamos nossas
experiéncias com apenas 3 concentracoes bacilares, correspondentes a 0,2,
0,3 e 0,5 ml. da suspensao inicial; ao fim de 18 horas de contato em banho-
maria a 37°C., a quantidade de formazana indicada pela cor vermelha, era
apenas perceptivel no tubo contendo 0,2 ml. da suspensdo bacilar, evidente
no tubo com 0,3 ml. e muito nitida no tubo contendo 0,5 ml.

Todas as experiéncias realizadas foram feitas em duplicata, com idén-
ticas concentracoes bacilares, porém esterilizadas pelo calor (100°C. duran-
te 15 minutos) e serviram como contréle. Do mesmo modo foram feitos
controles com os liquidos de suspensdo dos bacilos para a verificacdo de
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qualquer poder redutor dos mesmos. Esses contréles (com bacilos mortos e
liquidos sobrenadantes) ndo demonstraram nenhum poder redutor, seja nos
testes do azul de metileno, seja nos testes do tetrazélio.

DISCUSSAO

Nossas experiéncias confirmaram os resultados obtidos por Prudhom-
me 5 e por Hanks 3, 4, que demonstraram claramente possuir o M. leprae-
murium dehidrogenases evidenciaveis em diversos sistemas de o6xido-re-
ducao.

Em nossos trabalhos procuramos estudar o comportamento do M. le-
praemurium através dos testes do azul de metileno e do tetrazdlio, tentando
estabelecer as condicbes mais importantes para a sua utilizacao.

As experiéncias permitiram concluir com bastante seguranca que éstes
métodos oferecem excelente meio de estudo para a biologia do bacilo de
Stefansky.

Certas dificuldades apresentam-se na padronizacado dos referidos tes-
tes e pensamos sejam necessarias novas experiéncias para sua perfeita uti-
lizacdo. Nao obstante, pelos resultados por nés obtidos, pudemos estabe-
lecer os principais fatéres que integram asses métodos. Verificamos que a
concentracdo de bacilos é fator predominante, dela dependendo o tempo de
descoramento do azul de metileno ou a formacao de formazana. A
procedéncia da suspensdo bacilar é indiferente, pois obtivemos resultados
concordantes utilizando bacilos de lesdes cutaneas e viscerais.

Dada a relativa escassez ou dificuldade na obtencdo dos bacilos, a
questdo do seu emprégo "econdémico" € muito importante, sendo éste o mo-
tivo que nos levou a reduzir a quantidade de azul de metileno. Esta medida
proporcionou testes mais rapidos e nitidos do que quando usamos
quantidades maiores do reagente.

Em nossas experiéncias tivemos a oportunidade de verificar de manei-
ra bastante significativa que a '"vitalidade" do M. lepraemurium decresce
sensivelmente apos alguns dias de conservacédo na geladeira em suspensao
fisiolégica. Em duas séries de experiéncias, uma com material colhido e tes-
tado no mesmo dia e outra com material colhido ha 10 dias e conservado
em geladeira, pudemos observar diferencas nitidas de comportamento
quanto a sua capacidade de reducao do azul de metileno; a ultima amostra
revelou menor capacidade redutora.

A utilizacao déste método oferece possibilidade de se determinar a
viabilidade dos bacilos de lepra murina em suspensao.

E' digno de mencéo o tempo relativamente longo necessario para que o
M. lepraemurium revele poder redutor do azul de metileno e capacidade de
transformar o tetrazélio em formazana, comparativamente aos resulta-
dos obtidos por outros autores, com outros germes acido-resistentes, —
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BCG, M. phlei, etc. — que proporcionalmente tém poder de descorar ou
transformar muito mais rapido.

Se a explicacdo déste fato depende realmente de um metabolismo mais
baixo do M. lepraemurium ou de condicbes particulares relativas a superficie
do bacilo, ainda € uma questao a ser resolvida.

CONCLUSOES

1. O Mycobacterium lepraemurium é dotado da capacidade de reducao
do azul de metileno e de transformacao do tetrazélio em formazana,;

2. Os testes do azul de metileno e do tetrazolio desenvolvem-se muito
lentamente;

3. Sao diretamente proporcionais a concentracdo de germes e decres-
cem com o tempo de conservacdo das suspensodes na geladeira.

SUMMARY

Using M. lepraemurium suspensions obtained from leproma of rats inoculated by
subcutaneous route or from nodules of the peritoneal cavity, the AA. have tested the
capacity of these bacilli in reduce the methylene blue and formation of formazan from
the tetrazolium.

The time or intensity of reduction of methylene blue or formation of formazan are
proportional to the concentration of bacilli in the suspensions and is increased with
the storage in the refrigerator at PC.

In comparison with tests performed upon other acid fast bacilli the ones with M.
lepraemurium are developed very slowly.

REFERENCIAS

1 — Cardoso, D. M. & Almeida, W. F. — Padronizacdo do BCG — Rev. Brasil. Tuberc.,
18:1, 1950.

2 — Cardoso, D. M., Nazario, G., Amaral, J. P., & Almeida, W. F. — Padronizacéao do
BCQG. II. Rev. Brasil. Tuberc., 20:89, 1952.

8 — Hanks, J. H. — Measurement of the hydrogen transfer capacity of mycobacteria.
J. Bact., 62:521, 1951.

4 — Hanks, J. H. — The biological significance of the hydrogen transfer capacity of
murine leprosy bacilli. J. Bact., 62:529, 1951.

5 — Prudhomme, R. O. — Moyen de réconnaitre in vitro si le bacille de Stefansky est
mort ou vivant. Ann. Inst. Pasteur, 61:513, 1938.



