SOBRE UM MEIO DE CULTURA PARA O
HAEMOPHILUS DUCREY!

Alguns dados técnicos referenteg ao isolamento désse bacilo

Luig DE SALLES GOMES (*)

Fol sdmente apds a publicacio da memoravel “These” com que
Ducrey (1889) concorren i lvre docéneia da “Clinica demo-sifilo-
patica” da Real Universidade de Nipoles que ficon definitivamente
estabelecida a eticologia bacilar da ulcerache venérea conhecida
desde hid muito fempo com as denominagbes de cancro mole, [lecus
molle, cancréide, ete.  Pouco lembrada em algung dos seus detalhes
— possivelmente pela raridsde bibliografica do original — merece
essa notavel monografia clentifica um especial destague, sobretudo
pela precisfo com que, & falla de melos artificiais de cultura efi-
cientes, soube o autor lancar mao de métodos experimentais para
comprovay a especificidade bacilar de uma doenca venérea conta-
giosa e de tdo aslta incidéneia em todo o mundo.

Com apolo em dados fundamentais estabelecidos por anteriores
cientistas (perfeito conhecimento do eancro mole sob ¢ ponto de
vigta elinico; possibilidade, segundo Ricorp (188R), da sua auto-
inoculabilidade cuffinea; pesguisas baclerioscdpicas realizadas nas
secrecdes ulcerosag por MOrIsoN (1883), e, principalmente, por
FERRARI (1885) que nelas verificou “a presenca constanite de ba-
cilog, muite menores que o da tuberculese e o da lepra, 86 visiveis
com forte aumento — Qe. 4, obj. im. 1/12, Zeizs, os quaiz muito
possiveimente deveriam estar relacionados com o processo ecol6gi-
¢’} , orientou-se Ducrey no sentide da experimentacfio, procurando
desde logo obtfer, em série, umsa estirpe do bacile que, passada de
biagoe a braco de voluntérios, sob as naturais precauctes de assepsia
e antissepsia, viria a chegar, pura e em plenc vico, & 15.2 geracio,

Da 6.7 passagem em diante, o bacilo jA se apresentava nos
focos ulcerogos provocados nos bracos, em condicbes de absoluta
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pureza, iste é, livre de bactériag de associacio, facultando destarte
mais precizas observacbes sbbre a sua morfologia, suas resgles
corantes, sen comportamento em face dos meios artificiais de cultura
da época, e finalmente, sdbre a relacio de causa e efeito entre bacilo
¢ ulceracdo.

Muito embora falhassem, nas m&os de Duerey, os repigues do
germe, entdo puro, sObre 14 diferentes meios artificiais de culiura,
nem por isso deixamos de considerar o seu isolamento em condicdes
de absoluta pureza e a gua manufengfo em passagens sucessivas
1o propriv tecido vivo que the servia de habifal, como uma primeira
2 guténtica cultura.

Unria (1892}, examinando ao microscdpio cortes de tecido
colhido da ulceraciio venérsa, chamou a atengdo para a fase em
cadeia que o bacile descrito por Duerey podia também apresentar,
e por igsso chamou-o de estreptobacilo do canuio mole.

Alguns anocs apés essas interessantes pesquizas, comecaram a
aparecer as primeiras referéneias a culfuras do bacilo de Duecrey
cm melos sblidos e artificiais de culiura.

Em 1393, PETERSEN referiu ter obtido, de mode inconstante,
eultura do bacilo de Ducrey em meio de dgav-stro. Inoenlada neo
homem, esta cultura produzit uwma peguenz phstula que, porém,
cieatrizou espontineamente no 5.° dia. Mazis tarde, em 1888,
ISTOMANOFF & AKSPIANZ, e depois LENGLET (1801), referiram-se &
obtenclo de culturas do bacilo em meio de Agar-pele humana. Daés-
ses trabalhos, porém, nfo sio conhecidas posteriores confirmactes.

Entretanto, com a publicacdo, em 1861, do interessante e con-
vineente trabalho de BEZANCON, GrIFFoN & LE SoUsD, sdbre a
cultura de bacilo de Duerey em meio de dgar-sangue de coelho, mis-
turados na proporcdo de 2 partes de dgar e 1 parte de sangue de
coelho, novos e larges campos de pesguisa foram abertos & curiesi-
dade cientifica.

¢ trapalho de Bezancon e colaboradoeres merveceu, desde logo,
confirmacio de SiMoN (1902), de TOMASCZEWSKI (1903), de DAVIS
{1903}, e, por fim, de intdmeros ocutros pesquisadores gue, & pouco
e pouco, foram se interessando pelo isolamento do bacilo e a0 mes-
mo tempo contribuindo para o melhor conhecimento da sua biclogia.

E evidente que nfo cabem nog estreitos limites déste trabalho
a5 citacfes bibliograficas das numerosas e interessantes monogra-
fias estrangeiras e nacionais até entfio publicadas, e referentes as
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diversas modificaces introduzidas na férmula do meio de cultura
fundamental apresentado em 1901 por Bezancon e colaboradores.
Fssas modificagdes ou variantes poderiam, de um modo geral, ser
segsim diseriminadas: adic@o de substéncias de alto teor nutritivo;
subgtituicio do sangue infegral por sangue desfibrinado de coelho;
sproveitamento do sangue humano, de cavalo, de boi ou de carneiro;
e, finalmente, utilizacdo dos meios liquidos convenientemente enri-
guecidos, em proporces varidvels, seja com sbre ou plasma hemo-
globinades, seja com sangue desfibrinado dos supracitados animais.
Comeo se sabe, 8stes melos liguidos tiveram grande voga quando da
producdo industrial da vacina curativa do cancro mole, para uso
intravenoso, preconizada, em 1924, por NICOLLE & DURAND.

No interésse de obter, para nosso prépric uso, um meio de
cultura que pudesse oferecer condigdes nuiritivas méximasg para o
desenvolvimente do H. ducreyi, decidimos pela realizacdo, em meio
de dgar-nutritivo comum, das indispensivels investigacdes prelimi-
nares relativas & determinacio das percentagens de sangue de
coelho e de agar-Agar, respectivamente, mals indicadas para uma
multiplicacdo satizsfatéria do germe, A seguir, experimentamos,
separadamente, a adiclio, 2 essas bases culturaiz, dos carboidratos
soguintes, comumente wtilizados para auvmentar o teor nutritivo dos
meios de cultora em geral: dextrose, lactose, sacarose e amido.

Alids, NicoLrLr (1923) havian ja experimentado o amide em
meio gemi-gdlido (gelose mole -+ iracos de sangue desfibrinado de
eoelho) para a conservacio do bacilo; mas néo demorou a substituir
éste meio por outro melhor, sem o amido. Enfre nds, Assis (1926),
trabalhando com meio liguido, adicionou-ihe a dose de 0,5 a 1,0 por
1.000 de dextrose, com o que verificou que o aspecto da cultura nio
se alterava, enguanto que a sua vitalidade desapareeia tanto malis
rapidamente guanto maior a percentagem do carboidrato, respon-
sabilizando por tal ocorréneia o excesso de acidez desenvolvide no
meio; e CUNHA (1943), trabalhando com meijo sblido, em que o
sangue de cavalo enfrava na percentagem de 50 %, ajuntou-lhe tam-
bém 1% de dextrose (glicose). Das nossas experiéncias sbbre a
adicBo de carboidratos & bage s6lida que viria a receber, por ultimo,
o gangue desfibrinado de coelho, verificamos que ¢ amido e a dextro-
se parecem ter melhor influenciade o desenvolvimento do bacilo que
a lactose e a sacarose.  Por ditimo, ocorres-nos também experimen-
tar um alimento natural de notéria atividade energética — a batata,
uaada alids ha muito tempo nos meios destinados a germes de dificil
crescimento. A junclo, em dose substancial, ao meio de cultura,
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de uma infusio de batata glicerolada, adicionada de 29 de glicere],
foi sem divida decisiva na escotha definitiva da sua foérmula, visto
que, a partir de entdo, comecamos a ter culiuras verdadeiramente
fuxuriantes do H. ducreyi.

FORMULA E PREPARACAC DO MEIO DE CULTURA

Infusfc de batata glicerolada .......... 600,0 mi
Agua destilada ... . i 40,0 mi
Peplona ... ... i, 0,0 gr
Cloreto de so6dio .. ... ... . i, 50 gy
Extrato de carne .................... 1,0 gr
Agar (tipo japon®s) ................. 32,0 gr

Prepare a infusio de batata fervendo 1.600 gr de batatas des-
cascadas e cortadas em fatias, em 2.000 ml de agua destilada adi-
sionada de 40 ml de glicerol neutro.  Apés cozedura, mexer e passar
o todo em gase. Complete o volume primitive com agna destilada.
A 809 ml déste exirato de batata (o8 restantes 1.400 ml serdo
autoclavados ¢ guardados para uso oportuno), adicione 460 mi de
agua destilada e og demais ingredientes constanies da férmula
acima. Autoclave 20 minutos a 121° para dissolucBo. Complete o
volume com dgua destilada e ajuste ao pH 7,6, Filtre em algodao.
Distribua 7 mi em tubos 18 x 180 mm ou 140 ml em bales de 200
ml.  Autoclave 20 minuntos a 126° €. Conserve ésfe 4gar bésico
em geladeira até ser usado.

A fim de completar a preparacio do meie, ponha o dgar basico
{tubos ou balbes) em banho fervente até completa fusdo, deixando-o
o seguir & temperatura de 48.50° €, Se estiver trabalhando com
vs tubos, ajunte, a cada um, 3 m! de sangue desfibrinado de coelho,
¢, apos leves movimentos pars mistura do meio, incline-os ow, se
necessirio, ntilize-os pars preparacfo de placas. Se, porém, estiver
trabalhando ecm o balfo, ajunte-the 60 m! do sangue, agite-o para
mistura do meio e, por meio de pipetas, distribna-c em tubos ou
placas.  Apds contrdle de esterilidade durante 24-48 horas em estufa
g 37° C, o meio poderd ser ugado.

CONSERVACAO. UTILIZACAOC DO MEIO PARA
TRANSPLANTE E ISOLAMENTO DO GERME

O meio de culiura contide em tubos mantém-se em boas con-
dicbes para transplantes ou repigues durante cérea de 30 dias,
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Figs. 1 e 3 — Aspectos do crescimento do H. ducreyi em placas contendo o mein
de eullura descrilo, apés 72 hs de incubacgfo.
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hagtando para isgo que seja conservade & temperatura de 3° a 5° C,
e que se The refaca, com solucle salina, a quantidade de dgua de
condensacfo eventualmente perdida.

O meio de cultura contido em placas é, habitualmente, o mais
indicade para o isolamento do bacilo de Ducrey diretamente de uma
ulceracio venérea. Como, porém, éste meio se ressente mais rapi-
damente da falta de umidade do que 08 meios contidos em tubos,
¢ precise usi-lo logo depois da sua prepsracio, e indiretamente
hidrata-lo, apés a semeadura, por meio de algumas gotas de solucdo
salina esparsas na superficie interior da fampsa da placa, Apoéds
esta precaucdo, a placa, com a tampa voltada para baixo, serd posta
numa estiufa regulada a 32-34° C, em cujo interior, um ou dois
recipientes contendo permanentemente dgua, garantirfio, finalmente,
um perfeito grau de umidade ambiente,

Fig, 3 — Ouire aspecto da mesma cultura.

O transplante do H. ducreyi para éste meio, obedecidos o8 de-
tathes técnicos ja indicados, resulta em crescimento realmente exu-
berante do germe. As fotos coloridas gque ilustram &ste trabalho
darfio, por certo, melhor gque quaisquer palavras, uma idéia mais
justa e expressiva sdbre o assunto. Elas representam transplantes
do bacilo, tanto em tubes como em placas, dopois de 48 horas de
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permandneia em estufa regulada a 32-84° C, zob as condicles de
vmidade anteriormente descritas. Para melhor apreciacio de de-
senvolvimento do germe em superficie inclinada, tratamos primei-
ramente de retirar, cuidadosamente e por inteiro, o meio de cultura
eontido no tubo, para em seguida fotografa-lo.

I .

No que se refere & vitalidade do bacilo de Ducrey nos tubos
contendo dste melo de enltura e mantidos em estufa, podemos escla-

igs. 4~5 — Aspectos do crescimento do H. duereyi em tuboes.

recer que ela é perfeitamente vidvel durante cérea de 12 dias, uma
vez que, cada dois ou trés dias, seja a superficie do meio convenien-
temente molthada pela dgua de condensacio prépria ou adicional.
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Afualmente, porém, com ¢ advento dos modernos métodos de liofi-
lizagho, o velho problema da conservacio das amosiras baclerianag
nos préprios meioz de cultura ji estd completamente superado.
Nosgas amosgtras de H. ducreyi, liofilizadas, estlo sujeitas apenas a
um transplante anual, que jamais falhou, e poderfo ser manipuladas
duranie varios anes, sem que venham a perdsr suas caracteristicas
iniciais,

ALGUNS DADOS TECNICOS BEFERENTES AO
ISOLAMENTO DO BACILO

Resta-nos, agora, examinar o procedimento a ser seguido para
se obter o isolamento do bacilo dos focos de infeccio.

Tratando-ge de colheita de secrecio de um eancro mole secundé-
rie, provocado pela auto-inoculacio de material oriundo de um
canero mole primitive genital, o problema do isclamento do germe
niic oferece maiores dificuldades, pois, com alguns cuidados de
assepsia ohservados na técnica da auto-inoculacio, completados por
uma colheita precoce de material da lesfo inicial, j& feremos ga-
rantido, via de regra, para as semeaduras, um inéeulo apresentando
grau relativamente baixe de contaminacio gecundéaria. Ista foi,
alids, a téenica para o isclamento do germe preconizada por
REENSTIERNA (1523) e, em seguida, adotada iIntegralmente por
NICOLLE (1924). Este Gltimo autor, tratando do assunto, refere que,
entre intmeras tentalivas frustradas, conseguiu, por acaso, apenas
nma vez, o isolamento do estreptobacilo de Ducrey diretamente das
niceragbes genitais.

Na hipttese, porém, de defrontarmos com uma complicacfo
linfatica da ulceracfio vemérea (bubde inguinal, bubdnulo do corpo
peniano}, ¢ isclamento do germe em cultura pura poderd ser ten-
tado pela semeadura do pus obiido por simples puncio dessas lesbes
gsupuradas e fechadas, E sem ddvida curicsc o fato, por vézes
observado, de o material purulento colhide de complieacio linfatica
do cancro mole, nem sempre revelar a presenca do germe, sgja
em exames culturais nos meiog adequados, seja mesmo em simples
exames divetos nag preparactes coradas, A propdsito désse assun-
to, nfo serd demais lembrar agui alguns dentre os investigadores
que déle se preoccuparam, RICORD (1838), baseando-se em centenas
de auto-inoculacdes, positivas e nepgativas, de materiais oriundes
de adenifes supuradas conseqilentes a lesGes venéreas ulcerosas,
chegou & conclusfo de que devia haver dois tipos diversos de bubfes:
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um, simples, de natureza avenas inflamatéria su simpdtics, e outro,
origindrio do eancro mole ou sintomético, contendo um pus sempre
inoculave!, tal como se f6ra o da propria lesfo venérea. Hntre-
tanto DucaBy (1889), ao aplicar o mesmo méiodo experimental
em £0 pacienies, portadores também de adenites supuradas, nio
ingrou nenhum aucesso. BENZANCON e colaboradores (1801), ja
entdo apelados em seu meio de cultura, obiiveram de pus de bhubio
inguinal de 2 doentes, 2 culturas positivas, muito embora nio tives-
sem enconfrado nenhum bacile nos esfregaces de pus de um dos
doentes.  SrMoN (1902) relatou também 2 culturas positivas de 2
casos exalninados, e [avis (1903) 2 culturas positivas de 6 casos.

Das nessas observacdes sBbre ecanero mole, constam 12 casos
de bubfio supurado e integro. O pus de cada um, obtido por pun-
cdo, fol examinado do pento de vista culturzl, no nosso meio de
cultivo, e também do ponto de vista bacteriosedpico, em laminas
coradas pelo Gram. Cinco das nossas semeaduras resultaram po-
sitivas para o H. ducreyi (41,6% 7}, e 7 foram negativas.

Com relagBo sos exames haclerioscdpicos a que foram subme-
tidos os esfregacos de pus, apds coloracio pelo Gram, devemos sa-
lientar que, des B casos com culivra posiliva, apenas 1 permitin o
achado relativamente ficil de alguns baecilos esparsos e com os
caracteres morfolégicos do H. ducreyi. Nos 4 esfregacos restantes,
antretanto, os baclios, além de muite raros, apresentavam também
nma estranha morfologia, com seus corpos cfrea de 8 a5 4 vézes
mais longos e mais largos que as formas habitualmente encontradas
vas uleeragbes ou nas culturas. Como elemento caracteristico do
hacilo, essas formas involulivas revelavam, tho sdmente, uma dis-
creta hipercoloracio nas suss extremidades. Por outro lado, os
exames bacterioscépicos do pus dos 7 casos, gue, em cultura, nada
paviam revelado, foram igualmente negativos,

O estadio de evoiuciio (inieial ou finaly dos bubdes inguinais,
na totalidade dos casos, jamais se mostrou relacionado com a posi-
tividade on negatividade do germe no pus. ¥ pois de se SUpPOr gue,
tanto a presenga de bacilos vivos nos bubfes, por vézes raros e sob
formas involutivas, como a sua auséneia, por possivel lise, devam
estar relacionadas com a maior ou menor capacidade orginica do
paciente na producio de anticorpos.

Cabe-nos, finalmente, referir algo daquilo gue durante muifos
enes fomos observando e aos poucos modificande, sdbre o procedi-
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mento téenieo a se adotar sempre gue ge tenha em vista o isols-
mento do bacile, partindo-se de indculo origindric de um canero
mole primario.

08 mnesquizadores gue se tém dedicade so isolamento de
H. ducreyi dessa fonte original, ceriamente nfo desconhecenm as
mtmeras difienidades e frusivecfes a gue fleam expostos para a
consecucdo désse desiderate. Uma das principais causas dessas di-
fienldades, independe completamente da nossa vontade, e vem a
ser o fato de o doente apresentar-se sempre tardiamente para as
primeiras provas laboratoriais, do gque naturalmenie resulta a pro-
liferacfic de uma ilimitada flora bacteriana secundéria, em pleno
foco uleeroso. Ao lado dessa caussa, oubras ainda poderfio ser men-
cionadas, como a dificil manutencio, por 24 ou 48 horas, de pensos
assépticos protetores, em lesdes localizadas na maior parte das
v8zes nas mucosas, & também a excessiva sensibilidade da regiio
cnde, habitualmente, se assesta o processo infeceioszo.

(s numercses deentes porfadores de cancro mole gue, outrora,
eram encaminhades ac Laboratoric Central da Santa Casz de Mi-
sericérdia de Bdo Paule, para confirmacsio disgudstica pelo exame
bacteriosedpico do pus ou pela reacfo intradérmica de Ifto, desper-
taram, naturalmente, nosszo intersse no toeante ao isclamento do
germe, diretamente do foco ulceroso venéreo.

Valendo-nos, por um lado, do meio eolido de cultnra enfio
indicado por varios pesquisadores (dgar nutrilivo a 3% adicionado
de 30% de sangue desfibrinado de coelho) e, por outro lads, de
materiais eolhidos de lesdes wlcerosas que, 48 horas anfes, a fim
de prevenir contaminaches secunddrias, havism sido conveniente-
mente limpas e desinfetadas com Alcool iodade, e 8 seguir imper-
meabilizadas com colddio, e recobertas com esnaradrapo, pudemos
ento obter duas primeiras amosiras de bacilo de Ducrey, isoladas
diretamente de cancros moles genitais. Devemos esclarecer, neste
nagso, que LIPINSKI (1925}, sem que o soubéssemos, havia, véarios
anos antes, publieado um excelente trabalhe em gue menecionou o
uso do colédio como um vecurso adjuvante na téenica de isclamento
do gerine.

As duss amostras isoladas vieram juntar-se ouiras, inclusive
algpmas origindrias de pus de adenite inguinal. Dentre as que
contavam menor nimere de passagens, duss foram utilizadas como
indicadoras de crescimento do germe no decurso das provas que, a
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pouso e pouco, fomos realizando até chegar 3 férmula do meio de
cultara apresentada no inicie déste trabalho.

A acentuada queda verificada no nimere de cases de cancro
mole ne decorrer déste dltimo decBnio, queda essa verificada pelo
uso terapéutico intensivo das sulfonamidas e dos antibidticos, velo,
evidentamente, reflefir-se, mais acentuadamente, abbre as dificulda-
des antes j4 existentes em obler-se culturas novas, recém-iscladas,
do H. ducreyi, que sfo de tanto interésse para o perfeifo conheei-
mento de alguns aspecios ainda pouco esclarecidos da biologis do
germe, como por exemplo, o8 relacionados com as snas atividades
bloguimicas.

Nao foi outra a razdo de, retornando a0 assunto de isolamento
do germe da lesio venéren, aprovelfarmos os raros doentes de agora,
para algumas experiéneins com uma substinela capar de agir efi-
cazmente s6bre os germes habituais de coniaminacbes que consti-
tuers, ¢como ge sabe, um sério entrave ao isolamento do bacile de
Ducrey, de um canero mole primirio. Hssa substincia vem a ser
o dcido rosdlico, conhecido corante e indicador cuja acfo inibidora
ibacteriostitica) sdbre as bactériss Gram-positivas, tanto em meios
lguidos como em sdlidos, isentos de componentes de sangue fol i
referida em publicagdes feitas respectivamente por BRONFENBRENNER
g col, {1920) e por CALAZANS & PrstanNa {1932), quando do estudo
«0bre meios selefivos para o isolamenic de enterobacteridceas pa-
togbnicas.

Prepara-se & soluglo do covante inibidor, dissolvendo-se 1 g
ge dcido rosdlico (Merck) em B0 ml de &leool absoluto, completan.
do-ge o volume de 100 m! com &dgua destilada., Desta solucio mie
retira-se 0,1 ml que serd diluido em 9,9 ml de solucho saling estéril,
obtendo-ge assim uma solucdo cuia concentracio em dcido rosdlico
corresponde a 4,01 g %. Se a sgolugdo for Adcida (cdr amarela)
ajunta-se-The carbonato de sédio diluido a 1%, gbéta a gbia, até que
ela se forne levemente alealing (cbr levemente résea). Em cérea
de 1 ml degta soluglo, depositam-se entfio 8 ou 4 algas do material
{livre de sangue) colhido daguela mesma lesfo ulecercsa que, 48
noras antes, havia j4 sido convenientemente isolada pelo eolédin.
A suspensfo de pus € agitada e posta em estufs a 32-34° C, reti-
rando-se-lhe, 4, 8 ¢ 24 horas depois, parcelas do seu sedimento para
semeadura, em placas que, por sua vez, serdo incubadas de acdrdo
com as especificacdes j4 referidas.

1 clare que o tratamento prévio do indeulo nio pederd impedir
totalmente o aparecimento, nas placas, de slgumas colfnias de
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contaminacio; porém estag, por zerem raras e esparsag, nfo com-
prometerio o crescimento posterior das colénias caracteristicas do
H. ducreyi.

A freqiiéneia do canero mole, eomo j& referimos, caiu, Gltima-
mente, para indices extremamente baixos, sendo diffcil o eneontro
de casos até mesmo nos ambulatérios hospitalares. Isso nfo im-
pediu, entretanto, gqune dos pouces cazos & norsa dizposicio pudés-
semos isolar algumas novas amostras do bacilo, utilizando-nos do
meio de cultura e da téenica de colheita preconizades neste trabalho.

 obvio gue o melo de cultura de que tratamos revelou-ze igual-
mente eficiente para a proliferacfio de outras espécies filiadas ao
génerc Hoemophilus, e também para Bordzetelin pertussis, que pbde,
inclugive, ser facilmente isclada pela exposicdo das placas ac aleance
das particulag mucosas expelidas pelo doente no momenio da fosse.

Delzxamos agqul consignado nosso cordial agradecimento a D.
Filomena B. M. Jordfo ¢ a D. Maria Nydia de Castro, pelo auxilio
técnico e bibliografico gue, respectivamente, prestaram no decurso
déste trabalho.

RESUMO

S&0 recordados, inicialmente, os métodos experimentais de auto
e hetero-incculaghes humanag através das guals péde Dufrey culti-
var, no proprio foco ulcercso, da 6.* &4 15.2 geracio, ¢ em condicdes
de absoluta pureza, ¢ bacilo que é&le julgava ser o Gnico germe res-
ponsivel pelo cancro mole, e a0 qual ficou seu nome definitivamente
ligado. £ ressaltada, depois, & importidncia do aparecimento do
meio s6lido fundamental proposic por Benzancon e colaboradores
para a cullura do bacilo {dgar-sangue de coelho), e também men-
cionadas, de passagem, as prineipals modificactes néle introduzidag
por alguns pesquisadores, visando a tornd-lo mais favoravel ao de-
senvolvimente do germe.

Negse mesmo sentido resolveu o A. experimentar, também,
uma série de alimentos de alio teor mutritive, optando, afinal, por
uma formula de melo de cultura em cuja composiciio figurasse, de
modo subgtancial, uma infusfo de batata adicionada de 2% de gli-
cergl. Hssa formula, detalhadamente deserita no texto, den-lhe
cuiturag realmente luxuriantes do H. duereyl (transplanies em pia-
cas e tubes), como se pode observar nas fotos gue llustram o ira-
bathe. Depois de fazer referénciag sbébre o medo de utilizacfio e
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de econservacho do meio, o A. passa finalmente & guestdo do iscla-
mento de bacilo dos focog de infeeclo, que exple da maneira como
a seguir val sintetizado:

Se a secregio purulenfa deslinada & obfencio do baeilo provier
de um cancro mole secundidrio provocado por auto-incculacfio, ©
isolamento do germe nfo oferecerd mailores dificuldades, contanto
gue o material seja colhido precocemente da lesfio e semeado em
placas 2ob boas condicdes de umidade. A umidade das placas serd
facilmente obtida pela deposiciio, na superficie interna das respecti-
vad tampas, de algumas gbdtas esparsas de golucfo salina. As placas
serfo coloeadas, invertidas, em estufa regulada a 329 - 34° C cuja
umidade ambiente serd mantida por 2 recipientes contendo Agua.
HExame das placas 48 a 72 h depois

Por outro lado, tratando-se de pus originario de complicacfo
linfatica (bubfo inguinal), & semeadura désse material diretamente
om tubos, poderi ou nio, dar desenvolvimento ao bacilo. A éssze
propdsito, refere o A. a semeadura de pus de 12 bubles fechados,
congeglientes a cancro mole, obtendo & culturas positivas para o
H. ducreyi (41L,6%) contra 7 negativas. Examinando, porém, os
egfregacos de pus dos 5 casos pogitives nas culturas, 86 dificilmente
encontron bacilog, os quais, além de muito raros, apregentavam uma
morfologia invelutiva {comprimento e largura 3 a 4 vézes maiores
gue o normal), mantendo, porém, como Gnica caracteristieca, uma
disereta hipercoloracfic das extremidades,

A 1itima hipdtese a ser considerada — sem divida a mais com~
rvlexa, pela concorréncia dos germes de contaminacfo secundaria —
¢ ¢ igsclamento do bacilo do préprie foce uicercso primario. Frenfe
a essa oportunidade, o A. aconselha o uso da seguinte técnica gue
jhe tem facilitado a obiengBo de algumas amostras do germe: o
canero mole deveri sofrer uma Hmpeza e desinfeccio prévias com
&leool iodade, seguidas de impermeabilizacBo com colddio e espara-
drapo; apds 48 horas, 3 a 4 aleas do pus (livre de sangue) da lesdo,
serfo agitadas em tubo contendo 1 ml de uma solucho de acide
rosélico com eoncentracio igual a 8,01 g %. ({Acido rosblico Merck
1 g, aleool absclute 80 ml, Agua destilada aié completar 100 ml
Dilyir 0,1 ml desta soluclo em 9,9 ml de solucfio salina e usi-la
para o fim indicado.} A suspensfo do pus na solucdo rosodlica é
agitada e posta na estufa a 32-34° C, retirando-ge 4, 8 e 24 horas
depois, parcelas do seun sedimento para semeaduras em placas que,
Dor sua vez, serfio incubadas, de acdrdo com as especificacbes atris
mencionadas.
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Com a téenica descriia, o A. procurou adaptar a jd conhecida

pedo inibidora (bactericstatica) do corante e indieador — Acido
rosélico — para bactérias Gram-positivas em geral, guando em

meios de cultura isentes de componentes do sangue, ac isclamento
do H. ducreyi presente em secrecbes sempre contaminadas por di-
versos tipos daquelas bactérias.

B Obvio, finalmente, gue o meio de cultura gque o A. acaba de
apresentar, revelow-se igualmente eficiente para outras espécies do
género Hoaemophilus, sendo gue PBordetelln pertussis pode ser tam-
hém facilmente isolada pela exposiciic das placas ao aleance das
particulas mucosas expelidas no momento da tosse,

SUMMARY

The author examines the technigue used by Ducrey in obtaining
pure cultures of Haemoephilus duecreyl by the inoculation of in-
fectious material in humans, and notes that the culture could be
maintained pure from six to fiffeen passages. He emphasizes the
uge of blood agar as proposed by Benzancon and associates, and
describes some of the most important modification of this medium.

The author then presents a new medium for the isolation of
H. ducreyi, essentially a 2% glicerol in potato infusion, arrived at
after considerable testing of a variety of substances. He pgives
detsiled instruections for the preparation, use, and storage of the
new mediam,

For the collection of eclinical material, subseguent incubation,
and igolation, he presents the following technique:

After throughly cleaning the lesion, disinfection is achieved by
iodine diluted in alechol. The lesion is then covered with a film
of eollodion or tape for 48 hours, after which, 3 to 4 loopfuls of
pus {free of blood) are taken from the lesion and inoeulated into
tubes confaining 1 ml. of a solution of 0.01 9% rosolie acid. (Rosolic
acid Merck 1 gm.; aleohol 58 ml.; distilled water to make 100 mi.;
0.1 mb is diluted in 9.9 ml of saline.) In this preliminary pro-
cessing the rosolic acid aets bacteriostatically on Gram-positive
hacteria.

After shaking, the tubes are incubated at 32¢ - 34° C, and at
intervals of 4 - & and 24 hours, portions of the settled sediment
are seeded in the new medium, the plates of which are kept humid
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by the vse of a few drops of saline on the inside cover of the Pebri
digsh. The plates are then inverted and incubated for 48 - 72 hours
at 32 - 34° C,

The auvthor obtained a 41.6 % recovery of H. ducreyi on a
series of 12 closed infected lymph-nodes. In all cases, he noted
that on microscopic examination, the baeilli showed a distinet mor-
phology, their size being three to four times larger and broader
than the normal bacilli and that they characteristically stained
heavier at their ends. '

The new medium described provides a very luxuriant growth
of H. ducreyi, as seen in figures 4 and 5 and has proven an excellent
medium for other species of the genus Haemophilus even Bordeielly
pertussis was easily isolated in the medium by the eough plate
raethod.
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