Podera o carrapato ftransmitir a lepra? *

Mais quatro amostras de culturas de bacilos acido-alcool
resistentes obtidas de carrapatos (2 de “Amblyomma cajennense”
e 2 de “Boophilus microplus”) infectados em leprosos do Parana

3.> Nota

Pelos Drs.

H. C. de Souza-Araujo
Chefe do Laboratéorio de Leprologia do Instituto Oswaldo Cruz

e

—_uy Noronmha Miranda

Diretor do Hospital-Colénia Sdo Roque, Parana.

(Com 23 figuras no texto)

Iniroducdo — Tendo sido designado pelo Diretor do Instituto Oswaldo
Cruz para prosseguir as minhas pesquisas sobre a etiopatogenia da lepra no
leprosario do Estado do Parana, encontrei ali, da parte das autoridades
sanitarias, todas as facilidades necessarias, e na pessoa do Diretor do Hos-
pital-Colénia Sao Roque, o Dr. Ruy Noronha Miranda, o mais esclarecido
e eliciente colaborador. Trabalhamos juntos de 25 de maio a 5 de junho,
quando regressei a Manguinhos, trazendo os carrapatos infectados em le-
prosos para prosseguir aqui os estudos experimentais, enquanto ele conti-
nuava ali nas observagbes clinicas, cujos protocolos redigiu e constituem a
primeira parte desta nota. As suas conclusées, fruto da sua experiéncia
pessoal, vieram contirmar hipoteses e esclarecer duvidas constantes das
minhas notas anteriores, merecendo, portanto, ser publicadas sob sua exclu-
siva autoria. Na 2.2 parte relatarei os resultados das minhas experiéncias
pessoais, sob a minha exclusiva responsabilidade.

Manguinhos, 20 de agosto de 1942.
SouzA ARAUJO

* Recebido para publicacio a 22 de agosto e dado a publicidade em setembro de 1942,



392 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 37, (3) 1942

—— = —

I PARTE

Protocolos dos trabalhos realizados no Hospital-Colonia Sao Roque,
pelo seu Diretor, Dr. Ruy Noronha Miranda

Dia 25 de maio de 1942.

Colheita e identificacdo de carrapatos em Bovideos do Hospital-Colonia
Sao Roque. Espécie : Boophilus microplus.

Foram capturados exemplares adultos e ninfas, todos com escassa quan-
tidade de sangue do Bovideo.

Os hematéfagos foram colocados em uma turma de doentes internados.
com o auxilio de um aparelho protetor, de invencao do Dr. Souza-Araujo,
que, posteriormente, foi por ele moditicado, fornecendo, entao, melhores re-

sultados (Vide tigs. 1 a 4).

Este grupo de doentes constituiu a Primeira Turma, cujo prosseguir
nos experimentos, vai abaixo descriminado.

Primeira Turma (25/5/1942)

Doente 1 — Marins Dominico. & possuia um carrapato, localizado na
perna direita, onde se instalou espontaneamente.

Doente 2 — José de Sa, branco, com cerca de 35 anos, de forma clinica
[L2-N1. Em 25, recebeu 6 adultos sobre o peito, com apa-
relho; ha dias estava com 3 ninlas presas ao umbigo, sem
aparelho. Resultado : Todos os carrapatos colocados mor-
reram sem parasitar, ou presos ao leucoplasto ou por trauma-
tismo exercidos pelo doente em seus movimentos. Das ninfas
localizadas no umbigo, uma continucu presa por mais seis
dias, e foi retirada para exame, repleta. Em 29, colocou
mais 10 adultos sobre o peito, com aparelho e, estes, parasi-
taram perfeitamente o doente, do qual foram tiradas duas
fotografias (fligs. 4 e 5).

Doente 3 — Rodolfo Lueders, branco, cerca de 34 anos, forma L3-N2.
Em 25, foram colocados 2 adultos no umbigo, sem aparelho.
Resultado : Negativo.

Doente 4 — José Moreira Sobrinho, branco, cerca de 28 anos, forma LI.
Em 25, recebeu 6 adultos, no ventre, com aparelho. Em 26,
2 haviam pegado; em 27, forneceu 1 adulto cheio. Todos os
outros morreram pregados ao leucoplasto.
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Fotos Dr. Souza-Avraiujo

Fig. 1-2 — O enfermeiro Roberto, do Leprosario Sio Roque, ao lado de 2 leprosos para-
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sitados por carrapatos, mediante aparelho de contencao : coador de cha preso
a pele com faixas de esparadrapo.

Outro leproso com carrapatos. Vé-se no seu abdome o aparelho de contencao,
através do qual se cbserva a atividade dos ixodidas. Fste feitio do aparelho,

com largas faixas de leucoplasto. nio deu bom resultado.

O doente José Sa com carrapatos presos a pele e protegidos por meio do apa-
relho inventado pelo Dr. Souza-Araujo : pequeno coador de cha circundado
por uma larga faixa de esparadrapo aparada em forma de roseta: resultado

Ootimo.
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Resultado : pelo que foi dito acima, 1, apenas, pegou, porem,
de maneira efetiva, enchendo-se do sangue humano.

Pesquisa de Laboratério : O carrapato capturado em 27 (es-
tava cheio e solto sobre a pele), foi examinado em 28. Tri-
turado em agua distilada, emulsionado e centrifugado, for-
neceu regular sedimento que foi examinado em esfregacos e
corado pelo Ziehl, em nimero de dois. O exame bacterio-
scopico foi negativo.

Observacdo 1 — A quase totalidade dos carrapatos que ndo se fixavam
a pele humana e que morriam, deviam o fato a ficarem pregados ao leuco-
plasto, no seu desejo de penetrar entre a pele e aquela substancia.

Observacdo 2 — Os fracos resultados de laboratério, obtidos no Hos-
pital, sao devidos, certamente, ao inadequado material utilisado, que era o

existente.

Doente 5 —

Doente 6 —~—

Doente 7 —

Doente 8 —

Doente 9 —

Doente 10 —

José Mariano Dondeo, branco, 48 anos, forma L3-N2, em RI1.
Em 25, toram colocados 6 adultos, sobre a coxa, com aparelho.

Resultado : 3 pegaram e sugaram durante dois dias, ficando
repletos de sangue. Em 27, foram recolhidos 2, cheios.

Joao Antonio de Oliveira, pardo, cerca de 32 anos, forma
L3. Em 25, colocacdo de 6 adultos, sobre o ventre, com

aparelho.
Resultado : Negativo.

Carmo Coprolato, branco, cerca de 28 anos, forma L3-N3.
Em 25, foram colocados 6 adultos, sobre o ventre. com

aparelho.

Resultado : Negativo.

Jorge Rodrigues, pardo, 33 anos, forma L3-N1, Tub. pul-
monar. Em 25, 6 adultos, sobre o ventre, com aparelho.
Resultado : Negativo.

Alfredo de Oliveira, branco, cerca de 32 anos, forma L2.
Em 25, 9 adultos, ventre, com aparelho.

Resultado : Negativo.

Firmo Pereira, preto, 34 anos, forma L3. Em 25, 7 adultos,
ventre, com aparelho.

Resultado : Negativo.
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Doente 11 — Jodo Leinecker, branco, 35 anos, forma, L1-N1. Tem., ha

dias, 8 ninfas sobre o peito, sem aparelho. Em 27, foram
as mesmas retiradas para exame.

Pesquisas de Laboratério : Em 28, estas ninfas foram exami-
nadas. Apds trituracdo com agua destilada, emulsio e cen-
trifugacao, foi obtido o sedimento (escasso) que, ao exame
bacterioscépico, resultou negativo.

Segunda Turma (26/5/1942)

Em 26 de maio, prosseguiram as experimentagdes e, devido a que “Boo-
philus microplus” nao forneceu, com a primeira turma, resultados muito
bons, procedeu-se a uma pesquisa pelos arredores do Hospital, com o fim

de procurar Ixodideos de outras espécies ; no leprosario sé6 foram encontrados
daquela espécie referida. Na Fazenda Palmeira, situada a 4 kms. do Hos-

pital, foi feita uma captura de Ixodideos, em cavalos e bois, porem, todos

da mesma espécie. Com este material, foi experimentada uma segunda

turma de doentes, com o auxilio do aparelho do Dr. Souza-Araujo, aper-
teicoado, como se vé na fig. 4.

Doente

Doente

Doente

Doente

Doente

1

— Jodo Severiano, pardo, cerca de 30 anos, forma L2. Em 26

varios adultos e ninfas, procedentes de cavalo, colocadas no
ventre, com aparelho. Resultado: Em 28, tinha 3 ninfas
presas. Posteriormente, cairam.

Oscar Araujo, branco, 38 anos, forma L3-N1. Apresenta,
ja, uma ninfa, presa ao ventre, sem aparelho. Depois de mais
trés dias, foi retirada.

Amadeo Alves Cabral, branco, 23 anos, forma L2-N1. Em

26, colocados 7 adultos e ninfas, sobre o ventre, sem aparelho.
Resultado : Em 27, tinha 2 adultos e 2 ninfas presos. Pos-
teriormente, largaram.

Joaquim Rosa, branco, 29 anos, forma L2-N1. Em 26, varios
adultos, sobre o peito, com aparelho. Resultado: Em 27,
3 presos. Em 28, dois foram retirados para exame.

Eugenio Cremonezzi, branco, 48 anos, forma L3-N1. Em
26, colocados varios adultos, ventre, com aparelho. Resul-
tado : Em 27, quatro presos; em 28, uma ninfa presa, so-
mente, que caiu, depois.
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Francisco Antonio Ferreira, branco, 49 anos, forma L3-N1.

Em 26. recebeu varios adultos, sobre o peito, com aparelho.

Resultado : Em 27, um adulto preso; em 28, nenhum preso.

Jos¢ Mariano Dondeo, branco, 48 anos, forma L3-N2, em
R. leprotica. Em 26, recebeu varios adultos, na coxa, com
aparelho. Resultado: em 27, todos haviam pegado e for-
neceu um que, apos as 24 horas de sucgdo, ja estava quasc
repleto. Em 28, ainda tinha 5 adultos sugando na coxa. Em
29 dois estavam repletos, um dos quais solto; estes foram
colhidos. Dermatite : neste dia, a coxa do paciente apre-
sentava-se, no local parasitado, com varias pustulas, sobre
papulas congestivas, que eram a expressdo do local onde

havia picado o Ixodideo.

Em 2/6, ainda tinha 3 pegados na coxa, ainda nao repletos.
Em 27, forneceu mais um carrapato, cheio, que o estava para-
sitando ha quatro dias, colocado espontaneamente antes do

inicio das experiéncias.

Pesquisas de Laboratério : Em 28/5, foram examinados, bac-
terioscopicamente, pelo mesmo método usado anteriormente,
os dois adultos fornecidos em 27, um tendo sugado 24 horas,
outro 4 dias. O abundante sedimento obtido, esfregado e
corado em duas laminas, resultou negativo para o bacilo de
Hansen. Em 2/6, foram examinados os dois grandes carra-
patos colhidos em 29/5 cheios e que sugaram durante 3 dias.
Na data do exame, ainda estavam vivos no labératorio. A
técnica foi — lavagem com agua distilada, trituragao de am-
bos com o mesmo liquido, emulsdo, centrifugacdo durante 25
minutos ; o abundante sedimento foi examinado pelo método
de Ziehl, ndo revelando bacilo de Hansen. No dia seguinte,
o mesmo sedimento foi examinado, nao revelando, ainda,
bacilos de Hansen (*) e, sim, abundantes bacilos acido-

Sensivels.

Pesquisas realizadas no Rio — Os parasitos que ainda fica-
ram no paciente, tanto da primeira como da sengunda turma,
foram retirados em 4/6, em niimero de cinco e levados pelo

Nota : ainda aqui, foram empregados os utensilios inadequados existentes

no Hospital.
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Dr. Souza-Araujo para Manguinhos. Segundo o resultado

de la recebido, temos o seguinte :

“José Dondeo, 2 ninfas Boophilus, sugou 10 dias. Esfre-
gaco conteudo intestinal. 1. ex. positivo raros. O mesmo,

3Boophilus pequenos. Sugaram 10 d. Retirados a 4/6.

1.° ex. positivo raros’ .

Doente 8 ~—~ Haroldo Soares, branco, 17 anos, forma L2-N2. Em 16, rece-
beu adultos e ninfas, em nimero de 10, no peito, com aparelho.

Resultado : em 27, um apenas preso; em 29, o carrapato
fugiu do aparelho e localizou-se no ventre ; os restantes 1nor-

reram. Em 31, aquele hematéfago largou, cheio e vivo.

Doente 9 — Paulo Holiestuko, branco, 32 anos forma L2-Ni1. Em 26,
recebeu varios adultos scbre o peito, com aparelho. Resul-
tado : no dia seguinte, tinha 3 presos, que posteriormente

foram perdidos por descuido do paciente.

Doente 10 — Jodo Ant. Oliveira, pardo, 29a., forma L3-N1. Em 26, re-
cebeu adultos e ninfas, no peito, com aparelho. Resultado :

em 27, 2 adultos e 1 ninfa presos; foram retirados a 28.

Doente 11 — José Soares Gongalves, branco, cerca de 28 anos, ftorma ?.
Em 26, adultos e ninfas, sem aparelho. Resultado: em 27

e 28, dois presos ; em 29, uma ninfa presa apenas.

Terceira Turma (27/5/1942)

Em 27 de maio, procedeu-se a nova colheita e identificacdo de carrapatos

em gado do Hospital, para serem iniciadas as experiéncias com uma terceira

turma de doentes ; na mesma data.

Espécie : Boophilus microplus. (9 )

Doente 1 — Jodo Teixeira, branco, 37 anos, forma L3-N1.
Em 27, recebeu 7 adultos, sobre placa lepromatosa do abdome

com aparelho e a 28, varias vezes, sem aparelho.

Resultado : Negativo.

Doente 2 — Antonio Santos, branco, 27 anos, forma L3-N1. Em 27,
6 adultos e 1 ninfa sobre o abdome, com aparelho. Resultado :
em 28, 1 adulto e 1 ninfa presos; em 29, idem, apresentando
sinais de intimeras picadas. Cairam, depois, 'por descuido.
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Doente

Doente 4 —

Doente

3 —

5 —

Frederico Ramtunn, branco, 45 anos, forma L3-NI. Em 27,
recebeu 9 adultos e 1 ninfa no abdome, com aparelho, desde
25/5, tem mais trés, no escroto, sem aparelho.

Resultado : em 28, trés adultos presos, ainda pequenos; em
29, idem. Revela, o doente, que os parasitos mordem muito,
durante a noite. Em 28, foi retirado um adulto e, a 2/6,
foram retirados os cinco restantes.

Pesquisa de Laboratorio : Dos cinco adultos colhidos a 2/6,
trés foram examinados no Laboratério do Hospital. Eram
6timo material, pois haviam sugado o doente durante sete
dias; os esfregacos do sedimento foram, porem, negativos.
Entusiasmados com o espléndido resultado do exame do con-
teudo intestinal de um outro Ixodideo, foram feitos esfre-
gacos deste material, procedente de dois dos carrapados; os
esfregacos foram inutilizados durante a preparacdo. Estes
exames foram feitos a 3/6.

Pesquisas realizadas em Manguinhos, pelo Prof. Souza-Araujo:
os restantes trés carrapados, procedentes deste doente, deram
resultado positivo.

Benedito Cardoso, pardo, 32 anos, forma L3-Ni1. Em 27,

recebeu 7 adultos e 3 nintas. sobre o abdome, com aparelho.
Resultado : em 28, tinha 4 adultos e 1 ninfa presos ; um adulto
ja estava repleto e foi retirado (despregado). Em 29, foi
retirado mais um adulto, cheio, e mais dois adultos, um cheio
e outro semi~cheio.

Pesquisas de Laboratério: Em 3/6, foi examinado um dos
adultos colhidos em 29/5; o animal estava vivo no Labora-
torio. Fez-se um esfregaco do conteudo abdominal que foi
fixado pelo alcool absoluto e corado pelo Ziehl; resultou
negativo.

Pesquisas realizadas em Manguinhos : dois dos adultos re-
colhidos em 29/5 e um outro carrapato que sugou apenas
22 horas (colocado fora do grupo de experiéncia), foram exa-
minados no Rio, pelo Dr. Souza-Araujo com resultados
POSIitivos.

Salvador Levinski, branco, 48 anos, forma N3-I.2. Em 27

recebeu 8 adultos e 1 ninfa, sobre o abdome, com aparelho.
Resultado : em 28, tinha 4 adultos vivos, os restantes mortos.
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Doente 6 —

100.213 — 17,

Trés daqueles, estavam presos, um solto, cheio ja, em 29/5;
este e outro, cheio mas preso, foram colhidos. Em 2/6, foram
retirados os dois restantes que estavam semi-cheios e mortos
no leucoplasto.

Alcebiades Pereira, branco, 32 anos, forma L3-N1. Em 27,
recebeu 8 adultos, sobre o peito, com aparelho.

Resultado : em 28, tinha 4 adultos pegados, um dos quais, ja
repleto, que foi retirado para exame (despregado). Em 29,
foi retirado mais um adulto, repleto, para exame. Dos dois
carrapatos restantes nao ha anotacgdes a respeito.

Pesquisa de Laboratério : O Ixodideo retirado a 28 e que,
com 24 horas de parasitismo, estava repleto, foi examinado no
Laboratério do Hospital, em 29. O método empregado, foi
o mesmo anterior. Fizeram-se sete laminas do sedimento,
sendo negativas as cinco primeiras. No dia sequinte, mais
duas laminas feitas revelaram : uma, quatro bacilos a. a.r.,
outra, nenhum ; ambas, muitos bacilos acido-sensiveis. O
adulto retirado em 29, foi conservado no Laboratério e exa-
minado a 2/6, quando ainda vivo. Técnica: a mesma em-
pregada anteriormente, sendo que, antes da emulsido e tritu-
racao com agua destilada, foi colhida uma porcao do con-
teudo intestinal, fazendo-~se com ela um esfregaco. Resultado:
O esfregaco do conteudo intestinal, corado pelo Ziehl, deu um
resultado fortemente positivo (acrescente-se que foi fixado
pelo alcool absoluto). Foram encontrados varios feixes de
bacilos, uma massa, muitos bacilos isolados e uma globia bem
nitida, com bacilos integros e bacilos digeridos.

Os resultados obtidos com o sedimento da trituracao do mesmo
carrapato, e que deveriam ser ainda mais ricos, foram com-
pletamente negativos! No dia seguinte, outras laminas feitas
com o mesmo sedimento, resultaram, igualmente negativas ve-
rificando-se, apenas, a presenca dos mesmos bacilos acido-
sensiveis, ja referidos. Quer fixando-se o material pelo calor
ou alcool absoluto, foram sempre negativos os resultados.
Comentario : Certamente, aqui, incidiram as mesmas causas
desconhecidas que vinham tornando sempre -negativas as pes-
quisas, possivelmente ligadas ao fato de se estar utilizando um
vasilhame inadequado. Isto leva a que, ndao se dé completa
fé a negatividade de todas as pesquisas anteriores, negativi-

15
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dade esta, ainda, em desacordo com os resultados obtidos no
Rio, pelo Prof. Souza-Araujo.

Lesbes Cutaneas : A instalacao dos hematdéfagos sobre a pele
deste paciente, provocou uma intensa reacdo local, expressa
por papulas congestivas e algo hemorragicas e, mesmo, he-
morragias liliformes do local picado pelo aparelho de succgéo
do parasito. Conforme verificacdo posterior, no local picado,
havia formacao de pustulas.

Doente 7 — Oscar Hoisio, japonés, 17 anos, forma L3-N1. Em 27, re-
cebeu 3 adultos e 3 nintas, sobre o abdome, com aparelho.

Resultado : Negativo.

Doente 8 — Arlindo Peres de Castro, branco, 39 anos, forma L3-N2.
Em 27, recebeu 4 adultos e 2 ninfas, sobre o peito, com apa-
relho. Resultado : em 29, tinha 2 adultos e 2 ninfas presos.
Retirada de 1 adulto cheio para exame. Outro adulto cheio
foi retirado em 2/6.

Pesquisa de Laboratorio: Realizada em Manguinhos pelo
Dr. Souza~Araujo, com resultado positivo.

Fora das turmas, outros doentes forneceram carrapatos, todos exami-
nados em Manguinhos pelo Dr. Souza-Araujo. Estes resultados vao dis-
criminados, abaixo.

“José de Sa, Boophilus. Sugou 10 dias no umbigo. Retirado
a 4/6. 1.° ex. positivo raros .

“José de Sa. 2 Boos adultos. Sugaram 50 horas. Retirades
a 2/6. 1.° ex. positivo raros .

Joaquim Rosa. 2 Boos que lhe sugaram 48 horas. Retirados
a 2/6. 1.° ex. positivo : bacilos isolados e um feixe’ .

Quarta Turma (2/6/1942)

As experiéncias com a quarta turma de doentes foram feitas com Am-
blyomme cajennense, trazidos do Norte do Estado pelo Dr. Souza-Araujo,
em viagem feita no intervalo dos trabalhos.

Espécie : A. cajennense.

Origem : cavalo.

Doente 1 — Alcebiades Pereira, branco, 32 anos, forma L3-Nl. Em
2/6, recebeu 6 adultos, com aparelho, sobre placa leproma-
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— Os doentes José Sa e Alcebiades Pcreira (este deu cultura) ao serem retirados

deles os carrapatos : Boophilus microplus.

/ ~—~ O mesmo doente Alcebiades mostrando em 1) a lesdo produzida por um grupo

de 5 Beophilus que sugavam no mesmo local, que ficou sangrando e inflamou.
Em 2) vé-se um grande Amblyomma cajennense que se encheu em 42 horas e
2 exemplares pequenos que continuaram sugando. 5

8§ — O leproso japonés Hoisio, repudiado varias vezes pclo Boophilus, ficou para-

sitado pelo Amblyomma cajennense, vm grande qgite se encheu em 42 hs. e outros
menores que continuaram parasitando.
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Doente 2 —~

Doente 3 —

Doente 4 —

tosa do peito. Resultado: 24 horas depois, apresentava, um
semi-cheio, outros dois presos, pequenos e trés mortos (foto-
grafia 6). Em 4/6, foi retirado 1 adulto cheio, bem como os
dois outros, ainda pequenos, que foram fransferidos para outro
doente.

LesGes cutaneas : presentes.

Pesquisa de Laboratério (em Manguinhos) : em 5/6, com o
grande carrapato ; resultado positivo.

Oscar Hoisio, amarelo, 17 anos, forma L3-N!1. Em 2/6,
recebeu 3 adultos, com aparelho, sobre placa lepromatosa do

peito. Resultado : em 3/6, um adulto repleto, 2 pequenos,
todos presos (ftotogratia 8) (4/6 — 1 grande, solto, repleto,
foi capturado, ficam 2 pequenos presos. Em 6/6, os dois res-
tantes estavam soltos e secos. Nao sugaram.

lesGes cutaneas : presentes.

Pesquisa de Laboratorio : em Manguinhos. Em 5/6, com o
grande adulto — resultado : positivo.

Jodao Teixeira da Silva, branco, 37 anos, forma L3-N1. Em
2/6, recebeu 6 adultos, com aparelho, sobre placa leproma-
tosa do ventre. Resultado: 3/6 ~— todos pegados, aumen-
tados de tamanho; 4/6 — retirada de um, repleto, ficam 5 ;
5/6 — 5 presos, um semi-cheio; &8/6 — 1 repleto, solto
ficam 4; 12/6 — ainda 4 presos, presenca de Dermatite local.
(Figura 11). Posteriormente, os carrapatos restantes, come-
caram a mudar de lugar sobre a pele do doente e terminaram
pela morte, secos.

Pesquisa de Laboratério : em Manguinhos. O 1.° carrapato
recolhido em 4/6 e examinado em 5/6 deu resultado posi-
tivo. O seqgundo carrapato, enviado para o Rio, forneceu
resultados grandemente positivos, conforme carta do Dr. Souza-
Araujo.

Oscar Araujo, branco, 32 anos, forma L3-Ni. Em 2/6, re-
cebeu 5 adultos, com aparelho, em pele aparentemente sa,.

peito. Resultado : em 3/6, todos presos, 1 bastante crescido ;
em 4/6, idem, retirada de um grande e de outro pequeno.

que foi transferido para outro paciente, ficam 3; em 8/6,
tinha dois presos, apenas, em lugares outros que os escolhidos,
antes e, um dos parasitos, desapareceu; em 10/6, ainda dois
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ig.

ig.

Fotos Dr. R. N. Miranda

9 — Joao Leinecker, parasitado por 8 ninfas de Boophilus microplus que lhe produ-
ziram uma dermatite (1." verificacao deste fato).

10 — S. Levinski : "Apoés 10 dias de parasitado por A. cajennense. Presenca de um
hematoma, encimado por uma pustula (a pastula é o fendmeno dominante na
dermatite em todos os doentes) ; deste local desprendeu-se uma fémea comnleta-

mente cheia’.

Il — Jodo Teixeira mostrando a dermatite pustulosa produzida pela picada do

A. cajennense, 10 dias apos colocados os ixodidas, havendo ainda entre as
lesGes

12 — O doente O. Araujo mostrando extensa lesdo tipo de dermatite pustulosa, 10
dias apos a colocagao de varios exemplares de Amblyomma cajennense.
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presos, pequenos ; posteriormente, um dos carrapatos morreu
seco e o restante foi retirado porque néo se fixava em lugar
certo, continuando magro. O carrapato desaparecido, antes,

foi encontrado morto no leucoplasto.

LesGes cutaneas : presenca de uma Dermatite, constituida por
pequenas papulas, encimadas por uma pistula em cujo centro
havia um ponto escuro, deprimido, expressao do local per-
furado pelo orgdo de succao. (Fig. 12). O esfregaco deste
pus, ndo revelou bacilo de Hansen.

Pesquisa de Laboratério : (em Manguinhos). Realizada em
5/6, com o carrapato retirado em 4/6; resultado : negativo
(3 laminas) .

Doente 5 -- Salvador Levinski, branco, 48 anos, forma N3-L2. Em 2/6,

recebeu 4 adultos com aparelho, em pele lepromatosa do peito.
Resultado : 3/6 — 2 presos, pequenos; 2 mortos no leuco-

plasto; 4/6 — 1 preso, apenas; 5/6 — um, cheio, preso; em
8/6 — um repleto, solto que foi retirado e enviado para o
Dr. Souza-Araujo, ja& no Rio.

LesGes cutaneas : presenca da Dermatite, com todos os seus
caracteres descritos.

Pesquisa de Laboratério : (em Manguinhos). Feita depois
de 8/6, com o carrapato retirado neste dia; resultado : muito
bom, segundo noticias recebidas.

Doente 6 — José Augusto Messias, branco, cerca de 42 anos, forma L3-NI1.
Em 2/6, recebeu 4 adultos, com aparelho, sobre placa leproma-
tosa, ventre. Resulfado: — em 3/6 e 4/6 — trés presos,
pouco crescidos ; em 5/6 trés presos um bastante aumentado ;
em 8/6 — um enorme, dois pequenos ; em 9/6 — um, grande,
desprendeu, os dois pequenos fugiram (7).

Pesquisa de Laboratério (realizada em Manguinhos com o
carrapato retirado em 9/6 e enviado para o Rio). O resultado
foi excelente, sequndo noticias recebidas do Dr. Souza~Araujo.

Doente 7 — José Mariano Dondeo, branco, 48 anos, L3-N2, em reacao
leprotica. Em 3/6, recebeu, 2 adultos e 1 ninfa, com apa-
relho sobre placa reacional na coxa direita. Resultado : em

(*) Posteriormente, os dois carrapatos foram vistos, perambulando na sup. cutanea
do paciente. sem parada, e sem sugarem, pois continuavam com o porte que tinham quando
colocados. |
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5/6, aparece 1, ja grande; em 10/6 — dois presos, 1 enorme,
1 pequenino, o terceiro morreu, solto e seco. Em 12/6 —
idem ; 13/6 — o grande largou, o pequeno fugiu do aparelho,
delgado como quando deposto na pele, desaparecendo.

LesGes cutaneas : presentes sob a torma de papulas pigmen-

tadas, pigmentac¢do esta, resultante da decomposicdo da he-
moglobina, consequente a hemorragia intersticial.

Pesquisa de Laboratério (realizada em Manguinhos, com o
carrapato retirado a 13/6 e enviado para o Rio). Resultou,
o exame, fortemente positivo, conforme noticias enviadas pelo
Dr. Souza-Araujo.

Apéndice a Quarta Turma

Lesées cuténeas de Salvador Levinski : Apresentava, no local de picada
de um Amblyomma, um grande hematoma, saliente, encimado por uma pus-
tula, que dava saida, por seu centro, a liquido sanguino-purulento. Deste
caso foi tirada uma fotografia.

Bacterioscopia : negativa, com material da lesdo.

Transferéncia de Carrapatos de um doente para outro.

Em 4/6, o paciente Otavio Veiga, branco, cerca de 30 anos, forma L3-
N2, recebeu 3 carrapatos (A. caj), pequenos, retirados dos doentes 1 e 4
da quarta tfurma, na mesma ocasiao.

Resultado : em 5/6, dois estavam pegados, um morto( este, quando co-
locado, ja estava semi-morto) ; em 8/6, estavam ainda vivos e picando o
doente, porem, em varios sitios da pele, circunscrita pelo aparelho de pro-
tecao ; no local das picadas, ja estava presente o conjunto de lesdes da der-
matite. Em 10/6, os dois estavam algo aumentados de tamanho. Nos dias
seguintes, os dois hematéfagos continuaram picando o paciente, porem em
sitios diversos, fora mesmo do espaco do aparelho, causando lesbes cutaneas
aqui e ali. Aacabaram por fugir a observacgao.

LesGes cutaneas : presentes sob a forma descrita para a Dermatite. A
pesquisa bacterioscOpica com o pus das lesdes, revelou alguns bacilos de
Hansen, isolados.

Conclusao : Os carrapatos (Amblyomma), transferidos de um individuo
para outro, picaram abundantemente o segundo paciente, em muitos sitios de
sua superficie cutdnea, a ponto, mesmo, de provocar a formacao dé'erupgées
cutaneas. Do segundo individuo, retiraram uma pequena porcao de sangue.
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Quinta Turma

Em 29/6/1942, foram iniciados os trabalhos de experimentos com uma
quinta turma de doentes, feitas com Boophilus microplus, colhidos, na vés-
pera, em gado vaccum do Hospital.

Espécie : Boophilus microplus (2 ).

Origem : boi.

Os trabalhos com esta turma dedicaram-se, mais especialmente, ds expe-
riéncias de transferéncia dos parasitos, de um doente para outro.

Primeiro turno

Doente 1 — Laudelino Andrade, pardo, 43 anos, forma L3-NI1.
Em 29/6, recebeu, 6 adultos, ventre, com aparelho.

Resultado : em 1.°/7 — mortos no leucoplasto, trés soltos ;
sinais de que estes trés picaram. Dos trés soltos, um estava
cheio, ja, e foi capturado para exame, os outros dois, (*)
foram capturados e transteridos para outro individuo.

Nota — os carrapatos recolhidos, foram enviados para o Rio.

Doente 2 — Joao Teixeira da Silva, branco, 327 anos, forma L3-N2.
Em 29/6, recebeu, 6 adultos, ventre, com aparelho.

Resultado : 20 horas apds, dois carrapatos ja estavam cheios
soltos (dia seguinte, 30/6) e foram retirados; os outros 4
estavam presos mas foram despregados e passados para Lau-
delino de Andrade. (ver segundo turno).

Doente 3 — José Augusto Messias, branco, 42 anos, forma L3-NI.
Em 29/6, recebeu 6 adultos, ventre, com aparelho.

Resultado : todos morreram.

Doente 5 — José Siebert, branco, 23 anos, forma L3-N2.
Em 29/6, recebeu 6 adultos, ventre, com aparelho.
Resultado : todos morreram no esparadrapo.

LesGes cutneas : presentes, sob a forma de erupcdo papulo-
pigmentar.

Doente 5 — José Siebert, branco, 23 anos, forma L3-N2.
Em 29/6, recebeu, 6 adultos, ventre, com aparelho.
Resultado : em 1.°/7 —~ trés, cheios, soltos; dois pequenos,

(*) LesGes cutaneas em Laudelino Andrade : presentes sob a forma de erupgdo
papulo-pustulosa (Dermatite) .
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presos ; um pequeno, solto. Os trés cheios foram recolhidos
os trés restantes, transferidos para Pedro Rudan (ver segundo

" furno) .

Doente 6 —

Doente 7 —

Doente & —

Doente 9 —

Doente 10 —

LesGes cutaneas : presentes (Dermatite).

Alcebiades Pereira, branco, 32 anos, forma L3-N1.

Em 29/6, recebeu, 6 adultos, com aparelho, sobre Inf. Leprom.
Resultado : Antes de passadas 24 horas, ja tinha dois, cheios
e soltos ; trés morreram no leucoplasto, fica 1. Os dois soltos
foram capturados para ser enviados ao Rio.

Lesées cutaneas : erupgao papulo-pigmentar.

Valentim Fagundes, branco, 13 anos, forma L3-NI.

Em 29/6, recebeu, 6 adultos, coxa, com aparelho.
Resultado : em 1.°/7, ja tinha trés cheios, dois dos quais
soltos ; os trés foram capturados para ser examinados no Rio.
Os outros trés carrapatos estavam presos, mas pequenos ;
foram arrancados e passados para Salvador Levinski (segundo
furno) .

LesGes cutaneas : erupcao papulo-pigmentar.

Silvério Ferreira Marcondes, branco, 40 anos, forma L3-N2.
Em 29/6, recebeu 6 adultos, com aparelho, sobre o ventre.
Resultado : em 1.°/7, tinha um grande, ja solto, que foi re-
colhido ; trés mortos no leucoplasto e dois presos, levemente
aumentados de porte, os quais foram arrancados e transfe-
ridos para o doente Valentim Fagundes (segundo turno).
Lesdes cutdneas : presentes (erupcdo papulo-pustulosa).

Estefano Novacoski, branco, 48 anos, forma L3-N3.

Em 29/6, recebeu 4 adultos com aparelho, no ventre.
Resultado : em 1.°/7, tinha um cheio, que foi recolhido, outro
preso, um pouco aumentado; os quatro restantes desapare-
ceram. O carrapato que estava preso foi arrancado e passado
para o doente Primo Bomfatti (segundo turno).

Lesées cutaneas : Erupcdo papulo-pigmentar, leve.

Primo Bomfatti, branco, 45 anos, forma L3-N2.

Em 29/6, recebeu 6 adultos, ventre, com aparelho.
Resultado: em 1.°/, tinha, ja, dois repletos e soltos que foram
capturados para exame posterior; os quatro restantes mor-
reram presos ao leucoplasto (ver segundo turno).

LesGes cutaneas : presente uma erupgao papulo-pigmentar.

Doente 11 — Pedro Rudan, (pertence & turma do segundo turno).
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Segundo Turno

Todos os carrapatos procedentes do pessoal do turno primeiro e que néo
foram capturados para exame posterior, foram transferidos para um sequndo
paciente, aproveitando-se os do mesmo grupo em observacdo. Importante :
Os carrapatos capturados do primeiro turno foram enviados para o Rio, em
aviao. em 6/7/42. Os resultados do exame estdo com o Dr. Souza-Araujo.

Doente 1 — Laudelino de Andrade.

Recebeu, em 1.9/7, quatro semi-cheios de Jodo Teixeira.
Resultado : o doente abandonou as experiéncias.

Doente 2 — Salvador Levinski.
Recebeu, em 1.°/7, trés carrapatos procedentes de Valentim
Fagundes.

Resultado : todos pegaram, sugando durante dois dias, lar-
gando, apds, cheios de sangue.

Doente 3 — Pedro Rudan, branco, 26 anos, forma L3-N1.

Em 1.°/7, recebeu trés carrapatos pequenos, procedentes de
José Siebert.

Resultado : em 3/7, tinha um, cheio e solto, dois mortos no
esparadrapo.

Doente 4 — Valentim Fagundes.
Recebeu, em 1.°/7, dois carrapatos de Silvério Marcondes.
Resultado : sugaram, durante dois dias, largando semi-cheios.

Doente 5 — Primo Bomffatti.
Em 1.°/7, um carrapato, procedente de Estefano Novacoski.

Resultado : o aracnideo morret.

Nota :Os carrapatos capturados dos pacientes do segundo turno foram
enviados para o Rio, em 10/7/42, por via aérea.

Observacdo : Decididamente, os “Boophilus” sugaram dois doentes em
um mesmo periodo de seu desenvolvimento. Os primeiros doentes foram su-
gados, cerca de 40 horas; os segundos, outro periodo de tempo aproximado
a0 primeiro.

Conclusoes

Das experiéncias feitas no Hospital Colénia Sao Roque, em doentes 1n-
ternados, utilizando carrapados dos géneros Boophilus e Amblyomma pode-se
extrair o seguinte.
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conclusao

conclusao

conclusao

conclusao

conclusao

conclusao

conclusao

conclusao

conclusao

Os carrapatos dos géneros Boophilus e Amblyomma, co-
locados propositadamente sobre os doentes, com aparelho
de protecdo ou n3o, parasitaram positivamente estes indi-
viduos, com maior facilidade os do género Amblyomma,
e quando protegidos com aparelho.

Interessante foi a obtencao do parasitismo, francamente
consequido, com Boophilus microplus sobre o homem por-
que espontaneamente, este parasitismo no homem ¢é raro
no Hospital (onde existe abundante gado vaccum) ; tendo

sido assinalado, quando espontdneo, apenas duas vezes.

Quase 100 % dos “Boophilus” colocados picavam o
homem.

No homem, o Boophilus pode ficar repleto em 24 ou menos
horas. Quando cheios, largam a pele parasitada. Outros
levam 2, 3 ou mais dias para o repasto e, quando nao
ficam cheios neste espag¢o de tempo, ndo largam a pele,
mesmo depois de 10 dias. Estas divergéncias estdao, cer-
tamente condicionadas ao estado da pele do doente e aos
traumatismos exercidos sobre o aparelho de succ¢do do pa-
rasito na captura do animal de origem.

O Boophilus pica o paciente em varios sitios, especialmente
quando nao fica cheio, logo. Segundo a afirmativa de um
doente, pica com mais intensidade de noite.

Depois de retirados dos doentes, quando cheios, os Boo-
philus resistem vivos a temperatura ambiente e invernosa
(chegando até 0°C). durante 4, 5 dias.

Tambem os Amblyomma, picaram cerca de 100 % os
doentes, e com maior fixidez de lugar que os Boophilus.

As fémeas de Boophilus foram as que melhor se prestaram
3s experiéncias e, alem das ninfas, foram o sexo utilizado
nos trabalhos.

Tambem os Amblyomma podiam ficar repletos em 24 h,
sobre os doentes. Deve-se esta rapidez na replegdo talvez
a dois fatores : um, ligado a diferenca de estrutura e es-
pessura entre a pele humana e a do animal de origem dos
parasitos (boi ¢ cavalo), sendo mais tacil, portanto, picar
a pele humana ; outro, ligado, com toda a certeza, a abun-
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10.2 conclusao ~

11.2 conclusao ~

12.2 conclusao —

13.2 conclusao —

dante circulacdo da pele leprosa em consequéncia mesmo
do processo leprético (foram escolhidas sempre placas le-
promatosas), pois um dos caracteristicos do leproma é a
sua riqueza em vasos (Hansen e Looft).

Tal como no género Boophilus, os Amblyomma, quando
se nao enchiam nos primeiros dias, mudavam de lugar e
ficavam perambulando sobre a pele do doente, picando
aqui e ali, até conseguirem algum sangue ou secarem.

A pesquisa bacterioscopica em conteudo abdominal dos
carrapatos que sugaram os leprosos foi positiva no Hos-
pital, duas vezes e, muitas vezes, quando efetuada em
Manguinhos. Positiva tanto para os Amblyomma como

para os Boophilus.

Foi possivel, com pleno éxito, a transferéncia de carrapu-
tos que sugaram um doente, para outro doente, continuando
o Aracnideo, a sugar e picar em muitos sitios o sequndo
individuo. A passagem efetivou-se tanto com o género
Amblyomma (uma vez que foi tentada com 3 exemplares),
como com o género Boophilus (trés vezes em cinco ten-
tativas) .

Observou-se, pela instalagdo de Boophilus ou Ambly-
omma, sobre a pele dos leprosos, a producao de fendmenos
reacionais de duas ordens, todos locais. Na primeira or-
dem estdo os fenémenos hemorragicos, sob a forma de he-
morragia externa, pelo orificio da picada ou hemorragia
intersticial em redor deste orificio ; na sequnda ordem, est3o
os fenomenos inflamatérios, representados pela formacio
de maculas congestivas (associadas, entdo, & hemorragia
intersticial), formacdo de papulas, vesiculas e, ainda, pus-
tulas tudo sobre o sitio das picadas do parasito. Este con-
junto de erupgoes, foi de tal forma constante e definido, que
nos permitiu a descricdio de uma “Dermatite por Ixodi-
deos’’, feita mais adiante.

De uma maneira estatistica, a observacdo sobre 8 doentes
parasitados por Amblyomma, revelou 7, com a erupcio ;
sobre 9, parasitados por Boophilus, revelou 8 com a
erupgao.
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APENDICE

Reacbes Cutaneas da pele dos Hansenianos as picadas de Ixodideos.

Da observacdo feita com os géneros Amblyomma e Boophilus, parasitando
os leprosos, constatou-se a presenca de reagbes cutaneas de duas ordens :

rF

hemorragicas e inflamatérias. E, como indica o raciocinio, natural uma rea-

=

cdo, por parte dos tegumentos, a incidéncia de agentes estranhos a pele, nao
s6 com o seu poder traumatico, como tambem, e este é o nosso caso, com o
seu poder toéxico. Sao descritos ja, os fenémenos reacionais consequentes
as picaduras por Ixodes ricinus, sob o nome de Ixodismo, tratando-se, mais,
de reacdes urticariformes. Sdo descritos, tambem, os fendmenos reacionais
as picaduras de Argas persicus, quer locais como gerais; porem os autores
todos consultados, referem erup¢des papulosas e pruriginosas ; quando muito,
citam a formacdo de vesiculas. Em relacdo a este altimo parasito, J. D.
Tholozan, citado por Kaposi, a pag. 922 da traducao francesa do seu tratado,
refere, ainda, acidentes gerais, graves, tifoides e coleriformes, muitas vezes
mortais, em consequéncia das picadas do hematéfago. Segundo Brocg o
Leptus autumnalis produz uma ligeira inflamacido na pele, caracterizada por
eritema, edema, prurido e as vezes vesiculas e pustulas. As lesdes produ-
zidas pelo mucuim, segundo Salounie-Ipin, podem terminar numa erupcio
de pustulas comparavel ao ectima. Em relacdo a outras espécies, varios auto-
res referem pequenos fendédmenos reacionais, predominando o prurido e ca-
racterizados pela fugacidade, bem como a tebre por mordeduras de carra-

patos, de natureza desconhecida a sua etiologia.

Nas nossas observagdes, entretanto, a frequéncia e a intensidade dos
tendmenos de reacdo, tratando-se sempre de leprosos, foi tdo marcante que
nos levou a buscar a literatura sobre o assunto e a dar uma especial atencao
aos fatos. A verdade é que, de todos os autores consultados, tirou-se a con-
clusdo que, reagbes tais eram estranhas, ndo sabemos se ligadas a condicdo
de doenca dos individuos observados ou a alguma particularidade dos
parasitos.

Alem dos fenémenos hemorragicos, intensos, que foram observados, sob
a forma de hemorragias filiformes pelos orificios de picada dos carrapatos
e hemorragias intersticiais, tornando, de certo modo, purpiiricas as erupgdes,
o mais interessante foi o conjunto das reac¢des inflamatoérias.

As simples picadas, passageiras dos parasitos, a pele reagia com a for-
macao de pequenas maculas ou papulas pruriginosas; mas, depois da ins-
talacdo dos hematéfagos, permanentemente, por mais de um dia sobre um
determinado local da pele dos leprosos, produziam-se fendémenos intensos e
constantes que julgamos até que deviamos designa-los sob o nome de “Der-

matite por Ixodideos em doentes de Lepra’.
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Esta Dermatite era constituida por pustulas, do tamanho daquelas das
febres eruptivas, com um ponto negro e deprimido no centro, indicando o local
de perfuracdo, pustulas estas assentadas sobre papulas ou maculas conges-
tivo-hemorragicas, pouco maiores que a superficie das puastulas. A erupcao
era pruriginosa, persistindo alguns dias apés a retirada dos parasitos, quando
se dava a dessecacdo e descamacao. Os fenémenos prurido e pigmento, con-
tinuavam presentes muitos dias depcis de cessados cs caracteristicos in-
tlamatorios.

Em um dos casos, deu-se a tormacdo de um hematoma sob a piistula, ou

=

melhor, a ptstula que sempre era secundaria a congestacdo e hemorragia,
assentou-se sobre um pequeno tumor hemorragico.

As fotografias que ilustram os trabalhos, podem dar uma idéia objetiva
da intensidade destas reacdes.

A pesquisa bacterioscopica destas piistulas, feita 3 vezes, revelou, uma
vez, bacilos de Hansen, isolados e poucos.
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II PARTE

Estudos e pesquisas realizados no Instituto Oswaldo Cruz com carrapatos

infectados em leprosos do Parana

pelo
Dr. H. C. de Souza-Araujo

No dia 5 de junho ultimo regressei do Parana, trazendo em avido, comigo,
dois lotes de ixodideos infectados experimentalmente em leprosos, conforme
consta dos protocolos da primeira parte deste trabalho. Um desses lotes

compunha-se de exemplares adultos, e raras ninfas, de Boophilus microplus
e o outro de exemplares adultos de Amblyomma cajennense, que capturei em
cavalos e muares de Caeté, no Norte do Parana, para as experiéncias, visando
confirmar os estudos que fiz anteriormente. As experiéncias com essas duas
espécies de ixddidas serdo descritas separadamente, para maior clareza.

Estudos com o “Boophilus microplus”

Os exemplares de Boophilus chegaram todos vivos e foram, no dia 6 de

junho, lavados com soluto a 10 % de soda caustica e duas vezes com agua
distilada esteril, nos préprios tubos de hemolise em que vieram, e depois
triturados em tubos especiais, um para os exemplares de cada doente. Os
triturados foram emulsionados num pouco de agua distilada esteril, para
lisar os eritrocitos, em seguida centrifugados durante 40 minutos, ccm duas
mudangas do liquido.

Os exames microscopicos desses sedimentos deram os sequintes resul-
tados : fracamente positivos, raros bacilos a.a.r., para os ixodidas dos
doentes J. Sa, J. Dondeu, F. Ramtun (2 lotes), A. Péres e B. Cardoso.
Ostros lotes dos mesmos doentes J. S4 e B. Cardoso e mais os de J. Rosa,
revelaram abundantes bacilos, isolados e em feixes.

Culturas — No mesmo dia 6 de junho semeei os sedimentos dos carra-
patos dos 9 tubos, referentes aos doentes acima, em 72 tubos de meio de
Loewenstein, a razdo de 8 para cada amostra. O meio estava um poucc
velho e raros tubos com aqua de condensacio.

Resultado — A 28 de julho um dos 8 tubos semeados com sedimentos
dos carrapatos de F. Ramtun apresentou o desenvolvimento duma cultura
alaranjada, pura de bacilos a. a.r., adiante estudada. Os demais tubos, em
nimero de 71, até 19 de agosto continuavam estereis. Nesse dia foram des-
cartados 0s que secaram. |
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Inoculacdo — Com o resto dos sedimentos, reunidos e emulsionados em
soro fisioldgico, inoculei 5 ratos brancos (Lote 39), que continuam em obser-
vacdo, desde 6 de junho. Cada murideo recebeu 1 cc da emulsao, por via
subcutanea, na axila direita, método que venho adotando para as passagens
da doenca de Stetansky.

No dia 9 de julho recebi de Curitiba os carrapatos de bovideos rete-
rentes a4 5.* turma de enfermos submetidos a experiéncia. Esta turma foi
parasitada pelo Dr. R. N. Miranda, que me diz em sua nota acompanhante :
“Carrapatos (B. m.) colhidos de sobre leprosos apdés 20 e 34 horas de repasto,
apenas !” Esses carrapatos, em ntimero de 14, vieram em 8 tubos de hemdlise,

com os nomes dos doentes abaixo relacionados, todos casos L3, sequndo o

Dr. Ruy Noronha.

Apds o tratamento preliminar, como loi descrito acima, esses ixodidas

toram triturados e examinados no mesmo dia 9 de julho, com os seguintes
vesultados :

O sedimento dos 2 carrapatos de L. Andrade revelaram alguns bacilos
isolados e um feixe; o dos dois de Joao Teixeira estava bastante rico; um
2.° exame do mesmo revelou 6 feixes de bacilos e uma globia; o sedimento
do exemplar de J. Sibert foi negativo; o dos dois exemplares de Alcebiades
Pereira foi negativo no 1.° exame e no 2.° exame foram descobertos alguns
bacilos isolados e dois feixes ; o sedimento dos trés parasitos de V. Fagundes
foi positivo (raros bacilos) no 1.° exame e negativo no 2.°; o sedimento dos
dois parasitos de S. Marcondes revelou raros bacilos no 1.° exame e nenhum
no 2.°; o sedimento do tinico exemplar de E. Novacoski revelou raros bacilos,
assim como o do parasito de P. Bonfati.

Culturas — (Cada sedimento destes & lotes de Boophilus foi semeado em
9 tubos de Loewenstein. Total 72. Estereis até 19 de agosto.

Inoculacao — O resto dos 14 sedimentos foi emuisionado e misturado

ruma mesma seringa e inoculado, na dose de 1 cc, em 10 ratos brancos, no
mesmo dia 9 de julho (Lote n. 45).

A 18 de agosto (5 semanas apds a inoculagdo) morreu um desses 10
ratos, cuja autdpsia revelou hipertrofia dos ganglios axilares do lado 1ino-
culado e os estregacos do figado, pulmao, baco e rim foram positivos para
bacilos a. a.r., sendo que o esfregaco do rim foi surpreendentemente rico.
As emulsdes dos ganglios e do baco foram semeadas em 12 tubos de Loe-
wenstein fresco. Essas emulsdes foram positivas ao exame microscopico,
porem com menor riqueza que os esfregacos dos orgaos.

Os 9 ratos restantes continuam bem.
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Qutros 6 exemplares adultos de Boophilus toram recebidos de Curitiba,
por avido, a 13 de julho e conservados vivos, na temperatura ambiente, ate
o dia 17, enquanto se preparava o meio de Loewenstein. Nesse dia foram
triturados, apos as lavagens acima descritas. Os seus triturados nao toram

hemolisados nem centrifugados.

O exame do triturado dos 3 exemplares de S. Levinski revelou abun-
dantes bacilos isolados e raras globias. Esse triturado foi semeado, in na-
tura, em 15 tubos de Loewenstein. O exame do triturado do parasito de
Pedro Rudan revelou abundantes bacilos isolados, uma globia e uma massa
compacta de bacilos, semelhando esfregaco de cultura. Esse triturado
tambem foi semeado em 15 tubos de Loewenstein. O exame do triturado dos
dois parasitos de V. Fagundes revelou tambem abundantes elementos a.a.r.

sob a forma de bacilos homogéneos e fragmentados, cocoides ou em globias.
Como era pobre o triturado, fez-se dele uma emulsdo, que foi semeada em

5 tubos de Loewenstein.
O material deste lote foi insuficiente para inoculagoes.

Culturas — Os repetidos exames macroscdpicos das semeaduras me re-~
velaram, a 5 de agosto, a germinacdo duma cultura amarela, de aspecto tumido
e espalhada na parte inferior do meio, num sé dos 15 tubos semeados com o
material de Pedro Rudan. Os 5 tubos de Fagundes se contaminaram no
3. dia e foram desprezados. Até 19 de agosto continuavam estereis os
demais 14 tubos de Rudan e os 15 de Levinski. A cultura de Rudan vai

descrita adiante.

Estudos com o “Amblyomma cajennense”

Os exemplares de Amblyomma cajennense que obtive em (aeté foram
por nds. Ruy e eu, colocados, a 2 de junho, em varios leprosos do Hospital
Coldénia de Piraquara, e apds os terem sugado durante 42 horas, foram por
mim retirados dos doentes, depois de té-los fotografado in loco. Trazidos
para o Rio, foram triturados, 4 dias depois, a 8/6, emulsionados e centri-
fugados. 'Iratava-se de grandes exemplares completamente repletos de
sangue dos doentes. Os exames microscopicos dos seus sedimentos deram
os seguintes resultados : positivos, sem grande rigqueza, para os exemplares
de A. Pereira, O. Hoisio e Jodo Teixeira e negativo para o de O. Araujo.

Joao Teixeira e o japonés Hoisio ja tinham sido submetidos a reiteradas
tentativas de parasitismo pelo Boophilus, intormou-me o enfermeiro Roberto,
sem nenhum sucesso, e, entretanto, foram parasitados imediatamente pelos

exemplares de Amblyomma, com resultados positivos.

1o, 218 — K. 16
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Culturas — Cada sedimento destas quatro amostras de material leprosoc
toi semeado a 8 de junho em 9 tubos de meio de Loewenstein. Os resultados
que seguem sao os mais encorajadores até hoje obtidos no meu laboratério.
A 29 de junho (21.° dia da semeadura) 3 dos 9 tubos de Loewenstein se-
meados com o sedimento dos Amblyommz infectados no enfermo Alcebiades

Pereira apresentavam germinac¢io sob a forma de pequenas coldnias circulares,
de aspecto rugoso e cor alaranjada.

A 15 cde julho (5. semana) um dos 9 tubos do dito meio semeado com
o sedimento dos ixddidas infectados em Joao Teixeira apresentava 7 col6-
nias isoladas, circulares, de aspecto e cor das acima citadas. O exame mi-
croscopico dessas culturas provaram estarem elas puras e serem de germes
acido-alcool resistentes. A 18 de julho foram repicadas.

Os restantes 32 tubos desta série de semeaduras continuavam esterecis
até 19 de agosto.

Inoculacgdo — O restante dos sedimentos desses carrapatos foi emulsio-

nado e inoculado no mesmo dia 8 de junho em 5 ratos brancos, que continuam
sob constante observacao.

Com mais um lote de Amblyomm=z recebi a 19 de junho, o seguinte
bilhete do Dr. R. N. Miranda : “Viao 4 carrapatos cheios. Todos de doentes
lepromatosos da 4.* turma. Todos, tambem, largaram espontaneamente’ .
Eram 4 dos carrapatos “estrela’” que fui buscar no Norte do Parana e que
colocamos pessoalmente, no dia 2 de junho, sobre a pele dos leprosos abaixo
nomeados, protegidos com o aparelho de contencdo que inventei.

Foram eles triturados e examinados no dia que aqui chegaram, 19/6,
com os seguintes resultados, muito instrutivos. O de ]J. Dondeu, que ihe

sugou durante 11 dias, de 2 a 13/6, e triturado 6 dias apds ter terminado o
seu repasto, deu esfregagos muito ricos em germes a. a. r.

O preparado do triturado era rico em bacilos isolados e em globias ;
entretanto, o estregaco do sedimento, apds duas centrifugacées e duas la-
vagens do sedimento com agua distilada esteril, se mostrou paupérrimo em
bacilos e com auséncia de globias, o que parece paradoxal. O exemplar de
José Messias sugou-lhe durante 7 dias (2 a 9/6) e, triturado e examinado O
dias apds a sua captura, revelou, no esfregaco do triturado, um campo micros-
copico com 9 teixes de bacilos e, no esfregaco do sedimento, muitos bacilos

isolados e 3 massas compactas de bacilos semelhando uma preparacao densa
de cultura.

O exemplar de José Teixeira, que lhe sugou durante 6 dias (2 a 8/6)
e examinado 11 dias apds a captura, revelou, no esfregaco do triturado, abun-
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Microfotos de J. Pinto

Esfrega¢o do sedimento do A. cajennense que sugou durante 11 dias o doente
José Dondeu (colocado a 2/6 largou-o a 13/6) e foi triturado a 19/6. Massa
de bacilos igual as da est. 1, figs. 6 a 12 de 2." Nota, material de Boophilus
microplus.

Varias globias adultas e outras jovens de um s6 campo microscopico de esfre-
gaco do mesmo carrapato de Dondeu. Globias e massas indicam multiplicacao
do bacilo no organismo do carrapato.

Estregacos de A. cajennense que sugou durante 6 dias o doente José Teixeira
(colocado a 2/6 largou-o a 8/6 e foi triturado a 19/6. Presenca de muitos
bacilos isolados, em feixes e globias jovens.

Figs, 16-17 — Dois campos dum esfregaco do triturado duma ninfa de A. cajennense reti-

rada pelo Dr. Soares (Colonia de Itanhenga) do doente P. A. Amaral, caso
lepromatoso mas o ixodida sugou em pele aparentemente sa. Foi triturado
3 dias apos a captura. Em 16 vé-se um fragmento de mucosa intestinal incrus-
tado de globias, feixes e bacilos isolados.
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dantes bacilos da lepra sob todas as suas formas : isolados, em f[eixes, em
globias e em massas compactas como se vé na ftigura 13.

O esfregaco do sedimento foi, entretanto, negativo.

O exemplar de S. Levinski, que lhe sugou durante 6 dias (2 a 8/6).
examinado tambem 11 dias apds terminado o seu repasto, revelou no esfre-
gaco do triturado abundantes bacilos e muito poucos no esfregago do se-
dimento da centrifugagao.

Culturas — Cada sedimento desses parasitos foi semeado em 8 tubos de
Loewenstein, os quais, até o dia 19 de agosto, continuavam estereis.

Inoculacdo — O resto dos 4 sedimentos foi misturado e emulsionado em
soro fisiolégico e inoculado em 5 ratos brancos, pelo mesmo processo acima
descrito (Lote n. 41), os quais continuam em observacao.

No dia 3 de agosto recebi de Vitéria, remetida pelo Dr. J. A. Soares,
uma ninfa, que o Dr. H. Aragao determinou como sendo de Amblyomma ca-
jennense, capturada no dia 31/7 no leproso P. A. Amaral, internado da
Colénia de Itanhenga, doente esse com exames de muco, pele e ganglios for-
temente positivos. Tratava-se dum caso de parasitismo espontaneo, em pele
aparentemente sa, informa aquele ilustre colega. Essa ninfa foi triturada
no mesmo dia 3, isto é, no 3.° dia da interrup¢do do seu repasto. Os esfre-
gagos do seu triturado revelaram abundantes bacilos isolados, em feixes e
em globias redondas e ovalares, de varios tamanhos (vide figs. 16 e 17).
Na figura 16 vé-se um fragmento de mucosa intestinal desse carrapato in-
crustado de inumeros bacilos e globias jovens, com aspecto de franca mul-
tiplicacdo. O triturado foi emulsionado e semeado em 10 tubos de meio de

Loewenstein, que continuam na estufa a 37° C.

Noétula sobre as Culturas

Pela ordem cronologica em que foram sendo obtidas, passo a descrever,
em brevissima nota prévia, as culturas que consegui, semeando, em meio de
Loewenstein, sedimentos de carrapatos infectados em leprosos do Parana.

Culturas de Amblyomma cajennense — Amostra ~Alcebiades”. O sedi-
mento dum carrapato dessa espécie, que sugou o doente Alcebiades Pereira,
sobre lesdo lepromatosa do peito, durante 42 horas, tendo sido arrancado a
forca por mim, para exame, foi semeado a §/6 em 9 tubos de Loewenstein, e
a 29/6 (21.° dia) 3 deles apresentavam inicio de germinagao, sob a forma de
pequenas colénias circulares, de cor alaranjada. O exame microscépico duma
dessas colonias revelou tratar-se duma cultura pura de bacilos a.a.r. Foi
entao repicada noutros tubos do mesmo meio. A figura 18 mostra o aspecto
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Figs. 18 e 19 — Aspecto macro e microscopico da cultura dum bacilo a.a.r. obtida da
cedimento dum Amblyomma cajennense que sugou 42 horas no doente Alcebiades

Pereira (L3-N1) e foi sacriticado 4 dias apos a captura. Inicio de germinacao
no 21.° dia.

Figs. 20 e 21 — Aspectos macro e microscopico da cultura dum bacilo a.a.r. obtida do
cedimento dum A. cajennense que sugou 42 hs., no doente Jodo Teixeira (caso

[L3-N1), sacriticado 4 dias apos a captura. A germinacdao teve inicio no
33.° dia.

Fig. 22 — Micrototogratia da cultura dum bacilo a.a.r. obtida do sedimento dum Boophi-
lus microplus que sugou o doente Pedro Rudan, e foi triturado a 17/7 e a

germinagao teve inicio a 5/8. Cultura amarela cor de gema de ovo, enquanto
as outras trés sao de cor alaranjada.

Fig. 23 — Esfrega¢o da cultura dum bacilo a.a.r. obtida do sedimentc dum Boophilus
microplus que sugou 7 dias no doente Fred Ramtun. Retirado do doente a 2/6

foi triturado a 6/6 e a germinacao estava exuberante no 52.° dia. Cultura
cromogénica semelhante a da amostra José'.
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macroscopico da cultura, 2.* geracdo, sob a forma duma aglomeracdo de co-
I6nias circulares do tamanho de grandes cabecas de alfinetes, que se fun-
diram para formar uma espécie de inducto elevado, seco, irreqular e de cor
alaranjada. A fig. 19 é uma microfotogratia dessa cultura : bacilos longos
e curtos, todos a.a.r. A 20/8 a cultura original, um tubo que nunca foi
aberto, apresenta 13 colbnias circulares, umas isoladas e a maioria con-
glomerada. A cultura de 2.* geragao cobre quase totalmente o meio, sob a
forma dum inducto elevado, preqgueado, granuloso, de aspecto luzidio e cor
alaranjada.

Amostra “Teixeira’ — O sedimento dum exemplar adulto do A. ca-
jennense que tinha sugado numa placa lepromatosa do abdome do doente Joao
Teixeira, e arrancado da pele 42 horas apés, foi semeado a 8/6 em 9 tubos
de meio de Loewenstein. A 11/7 (33.¢ dia) um deles apresentava 7 colénias
circulares, umbilicadas e de cor alaranjada. Pescada um dessas coldnias
a 18/7 para repicagens, o seu exame microscopico revelou tratar-se duma
cultura pura de bacilos a.a.r. A ftigura 20 mostra o aspecto macroscopico
dessa cultura, ja em 2.* geracdo (pois o tubo de 1.* geracdo o fotografo
I. Pinto quebrou ao fotografa-lo), ainda nao cobrindo toda a superficie do
meio como atualmente acontece. O seu aspecto é granuloso ou verrucoso,
fundindo-se os seus elementos para constituir um inducto irregular, elevado
e de cor alaranjada. A microfotografia 21 mostra bacilos de forma idéntica
aos da amostra “Alcebiades”, todos a. a.r. As amostras da 3.> geracao (re-
picagem de 6/8) germinaram com mais exuberancia, sob a forma dum in-
ducto amarelo, camada delgada abrangendo quase toda a superficie do meio

e intermeada de granulcs redondos, de cor mais intensa.

Culturas de Boophilus microplus — Amostra “Ramtun”™ — Dois ix6-
didas adultos desta espécie postos a sugar no leproso Frederico Ramtun foram
dele retirados a 2/6, ap6és um repasto de 7 dias. Triturados 4 dias depois,
a 6/6, o seu sedimento foi semeado em 8 tubos de Loewenstein. Um desses
tubos a 28/7 (52.° dia) apresentava germinag¢do duma colénia circular, ele-

vada, cromogénica, que a 10/8 tinha o tamanho duma lentilha. Foi nesse
dia repicada, e examinada se mostrou pura : elementos bacilares maiores que
os habituais, bastante acido-alcool resistentes. A microfotografia, aumentada
de cerca de 1.800 vezes, mosta essa cultura na figura 23.

A 20/8 a cultura original apresenta germinacao sob a forma de delgada
camada cor de ouro na superficie do meio e nas suas bordas subindo as pa-
redes do tubo como raios. A 2.* geracdo desta cultura, hoje 20/8 com 10
dias, estd germinando lentamente em 4 tubos de Loewenstein, por enquanto
sob a torma de ténue camada amarelada.
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Amostra “Rudan” — O sedimento dum Boophilus adulto, que se infectou
no leproso Pedro Rudan e foi triturado a 17/7, foi semeado em 15 tubos de
Loewenstein. Um destes tubos apresentou, a 5/8 (19.° dia), inicio de ger-
minagao duma cultura em delgada camada amarela cor de gema de ovo, de
aspecto tumido, que foi repicada a 10/8. O seu esfregago, feito nessa ocasido,
revelou tratar-se de uma cultura de germes acido-alcool resistentes, pleomor-
ficos, representados na microfotografia da figura 22. A 20/8 a cultura
original apresenta-se sob a forma duma delgada camada amarela e brilhante,
cobrindo toda a superticie do meio, camada essa superposta por outra, elevada,
constituida por coldénias circulares que se fundiram, as quais sdo de cor
amarela, com tendéncia para o alaranjado. A 2.* geracdo desta cultura com

10 dias (repicagem de 10/8), cobre 2/3 da superficie do meio, sob a forma
dum inducto amarelo vivo, de aspecto luzidio e brilhante.

Estas quatro novas culturas vio ser agora reexaminadas e, se continua-
rem puras, serdo repicadas nos varios meios proprios para germes acido-alcool
resistentes e inoculadas em cobaias e ratos brancos.

COMENTARIOS

A 3.* conclusao da minha primeira nota sobre o assunto deste trabalho
diz : “Se o Amblyomma trocar de hospedeiros durante os seus repastos de
sangue, que necessita para a sua evolucao, podera ser um vector ocasional
da lepra’. Lendo essa conclusdao o biologista Dr. Fabio Werneck, meu ilustre
colega do Instituto Oswaldo Cruz, apressou-se em me informar que, nas suas
cacadas de antas (Tapirus americanus) em Mato Grosso, para colheita de
parasitos, emquanto ele necropsiava esses animais, era assaltado por milhares
de exemplares de Amblyomma cajennense, que abandonavam o hospedador
morto e procuravam parasitar outro, vivo. Eis ai uma prova cabal de que
esse carrapato, o mais disseminado na zona rural de todo o Brasil, troca de
hospedador durante a sua hematofagia. Alias eu fiquei propenso a admitir
isso, quando, em agosto de 1941, voltei da Colonia Santa Isabel (Minas
Gerais), parasitado por 3 ninfas daquele ixédida, uma das quais com ba-
ctlos a. a. r., a que me sugava na face interna do punho esquerdo, e que pro-

vavelmente se transferiu dum doente qualquer enquanto eu puncionava os
seus ganglios inguinais.

Em maio deste ano verifiquei na Coldénia de Itanhenga (Espirito Santo),
outro tato interessante. O Dr. |J. A. Soares encontrando preso a sua perna
um carrapato, arrancou-o e colocou-o na coxa dum leproso acamado. 50
heras apds eu arranquei esse parasito do doente, com muita diticuldade, e o
(rouxe para examinar em Manguinhos. Tratava-se duma fémea de A. ca-
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jennense, a qual tentei fazer picar um hamster (Cricetus auratus), sem

SUCesSs0.

Durante essa experiéncia o carrapato defecou na palma da minha mao es-
querda, e as suas fezes, uma gota de matéria leitosa que eu colhi com um vaci-
nostilete e esfrequei numa lamina nova. (Para estudos experimentais, assim
como para o diagnéstico da lepra, s6 uso laminas novas e absolutamente
limpas e corantes frescos e filtrados). O exame desse material revelou-se
rico em bacilos a.a.r. No 3." dia da sua captura no doente leproso, triturei
esse ixddida e o seu sedimento mostrou-se ainda mais rico em bacilos e glo-

biaz que as fezes.

Eis aqui, portanto, outro modo pelo qual o carrapato poderé veicular o
bacilo de Hansen : — depondo as suas fezes no rosto de qualquer pessoa,
o que deve ocorrer ftrequentemente entre os habitantes da zona rural, du-

rante o0 sono, fezes essas que poderdo ser arrastadas mecanicamente 4 mu-
cosa ocular. Esta provado que a infeccdo pelo Trypanosoma cruzi se da fre-
quentemente pelas fezes dos barbeiros, depositadas na face das pessoas,
durante o sono. Nao é heresia, portanto, admitir-se fato idéntico para o
carrapato, cujas fezes poderdo tambem infectar quaisquer solucdes de con-

tinuidade da pele humana.

No Instituto Butantan, recentemente, Travassos e Vallejo infectaram

dois exemplares de Amblyomma cajennense com wirus da febre maculosa,
fazendo-os sugar no pavilhao da orelha duma capivara (Hydrochoerus ca-
pybara), enterma desse mal. Seis dias apds o seu repasto, tempo considerado

bastante para a digestao do sangue ingerido e multiplicacao in vivo das ri-
ckettsias, esses pesquisadores colocaram os dois ixédidas sobre uma cobaia

-

que, sugada, durante quatro dias, ficou infectada. s autores chegaram a

seguinte conclusao:

"Amblyomma cajennense pode, alimentando-se em Hydro-
choerus capybara intectar-se e, posteriormente, transmitir a

infec¢do por picada a outros animais ou possivelmente ac

homem .

Com esta experiéncia se confirma que o A. cajennense pode interromper
o seu repasto e continua-lo, dias apds, noutro hospedador e fica-se sabendo
que ele ao sugar o 2.° hospedador pode injectar-lhe um virus qualquer. Haja
vista o que ocorre tambem com o Boophilus microplus quando transmite as
piroplasmose, babesiose e anaplasmose bovinas e até a rickettsiose brasileira.
Vale a pena, ainda, lembrar que a geografia da lepra na Argentina coincide
com a do Boophilus microplus.
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Para liquidar-se esta qusstdo do carrapato se transferir dum hospedador
para outro, durante um dos seus trés repastos de sangue, apenas hipotese na
minha !.* nota, quero referir ¢ que verificAmos nas nossas experiéncias rea-
lizadas em maio e junho ultimos, no Parana, e tao bem descritas no trabalho
do Dr. Ruy Noronha Miranda, que o Boophilus microplus é muito incons-
tante na sua sucg¢do, mudando frequentemente de local tanto no 1.° como no
2. hospedador, durante o mesmo repasto. Quanto ao Amblyomma cajen-
nense, predendo-se muito mais depressa que o Boophiius na pele humana, e
mais constante na sua sucgao, porem, transterido, mesmo no fim do 2.° dia, nao
demora para prender-se no outro hospedador. Nas nossas experiéncias no
Parana verificAmos que o referido Amblyomma sugou durante 2 dias num
doente e transferido para outro, fixou-se nele imediatamente e permaneceu
17 dias sugando (No 1.° de 2 a 4/6 e no 2.° de 4 a 21/6).

Agora, o que concerne com a multiplicacao do bacilo da lepra in vivo,
nos carrapatos : Nao posso conceber que estes parasitos tenham aspirado do
sangue periférico dos leprosos as grandes massas bacilares vistas na estampa
], da minha 2.* nota, nem tambem as inimeras globias e massas das ilustra-
¢Oes desta 3.* nota. A meu ver esses conglomerados bacilares representam
colénias do bacilo de Hansen produzidas no tubo digestivo dos ixédidas.
Tanto mais longos os periodos da sucgdo e do intervalo entre a captura e o
exame microscopico do carrapato, tanto maior nele o nuimero de glebias e
massas microbianas. Esta minha verificacdo encontra apoio nos estudos
feitos nos Estados Unidos por Denney e Eddy, cultivando os bacilos de
Hansen e Stefansky em suspensdo de leucécitos frescos de coelho, em so-
lug¢dc de Tyrode. Esses pesquisadores verificaram que os bacilos isolados
sdo fagocitados pelos leucécitos dentro de 1/2 hora, processando-se no
seu interior a multiplicacadc dos germes até a formacdo das globias, que en-
topem os leucécitos entre 24 e 48 horas. As globias sdo, para eles, a fase
terminal, estatica, do ciclo vital desses bacilos. Com a adicdo de novos
leucécitos da-se a ruptura das globias e a repeticio do fenémeno.

A hipétese constante da 2.* conclusdo da minha primeira nota, no con-
cernente a vitalidade e viruléncia dos bacilos encontrados nos carrapatos,
ja teve confirmagdo quase satisfatoria, pois, ja& obtive cinco vezes culturas
desse bacilo assim como consegui infectar ratos brancos com os sedimentos
de carrapatos infectados em leprosos, com uma incubacio de 7 meses e mais,
enquanto que por passagem a incubacdo se reduziu a cerca de metade desse
tempo, em ambos os casos com produgdo dos granulomas tipicos.

O material destas experiéncias sera objeto de um futuro trabalho.

E de alta conveniéncia agora a inspecgdo de alguns focos virgens de lepra,
na zona rural, afim de se capturarem carrapatos em doentes e seus comuni-
cantes, no seu habitat, para os estudos complementares.
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O Dr. Orestes Diniz, diretor do Servico de Profilaxia da Lepra de Minas
(Gerais, ja me designou alguns focos inexplorados e se prontificou a cooperar
nessas pesquisas. Por sugestdo minha o Dr. Nelson Souza Campos, diretor
do Departamento de Profilaxia da Lepra de Sdo Paulo, tambem resolveu
colaborar nestes estudos, que, pela sua gravidade e importdncia estdo a me-
recer pronta e delinitva solucao.

May leprosy be transmitted by ticks ?

Abstract

The AA. carried out experiments in the leprosarium Siao Roque, State
of Parana, South Brazil, to verity if the cattle tick Boophilus microplus could
be experimentally infected in lepers, which was true.

The AA. tried also to be ascertained if Boophilus microplus and Am-
blyomma cajennense could change of hosts during their feedings which was
true, both ticks continue leeding, the last species for many days, after being
transferred from one to another leper. |

The junior A. describes in full their experiments and also a dermatites
caused by tick bites.

The senior A. brought to Rio de Janeiro most of the infected ticks for
examination, which revealed a very high positivity. He smeared the sedi-
ments of lots of both species of ticks in Loewenstein medium and after a
variable periode of incubation at 37° C. he obtained four new samples of
cultures of acid-fast organisms, two from Amblyomma cajennense and two
from Boophilus microplus. These cultures are being studied and will be
inoculated into laboratory animals.

The senior A. inoculated new batches of white rats with sediments of
many ticks infected in lepers. Various hypotheses of both previous notes
upon the subject now are verified facts. The A. is accumulating facts to
draw the conclusions in the future. He also suggested the leprosy workers
in the interior of the country to cooperate with him in such important studies,
specially in the habitat of lepers in the rural zones of various States.
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