Sobre a perda daacido-resistencia e a desagregacdo granular nos

bacillos de KOCH em cul{uras antigas
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A observacio das culturas do bacillo
«da tuberculose em meios liquidos nos

mosira que a propor¢do que as cultu- !

ras envelhecem os corpos microbianos
se depositam no fundo do vaso onde
se procede a cultura.

Por observacio microscopica esses
corpos microbianos se apresentam al-
terados com aspecto mais granuloso que
nas culluras em bdas condi¢des de des-
envolvimento, ao lado de numerosas
granulacdes livres, o que deixa presumir
a aulolyse microbiana no meio cultural.

Este phenomeno que € constante
comporta diversas interpretac¢des:

10)—Serio os corpos microbianos al-
terados 4 custa do phenomeno «autoly-
se cadavericas?

20)—Serdo os corpos microbianos al-
terados 4 custa de fermentos elabora-
dos in vivo pelo microbio?

3o)—Serdo os corpos microbianos al-
terados por acto chimico nio fermenta-
tivo, derivado, porém, de substancias ela-
boradas pelo virus?

1 4o)—Exercera a composi¢io chimica
do meio ac¢do manifesta sobre esse phe-
nomeno de pseudo-autolyse?

& 5¢)—A alteracio morphologica dos
| bacillos e consequente desagregacio gra-
| nular estario ligadas 4s condigdes de
vitalidade do virus?

10)—A autolyse cadaverica € pheno-
meno de ordem geral que, considecrado
como - consequente 4 accido fermentativa
intimamente ligada ao estado physico
da materia organisada, tem sido estuda-
do na independencia de causas exteriores
que por elle possam ser responsabili-
sadas.

A autolyse aseptica dos orgdos mos-
ira que os fermentos que organisam 2a
vida como os fermentos que derivam da
morte reproduzem no microcosmo cellu-
lar a actividade da materia consubstan-
ciada na energia bio-chimica.

Com os elementos bacterianos, entre-
tanto, a observacdo parece demonstrar

' que na ausencia de causas estranhas o
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phenomeno da autolyse € excessivamente
lento.

A observacidio de culluras abandona-
das em estufa ou mesmo no meio am-
bienle, desde que se conservem sem con-
famina¢do, nos mostra que os germens,
ainda que alterados em sua forma, por
vezes mesmo nao reconheciveis morpho-
logicamente, ainda se deixam tingir pelos
corantes de anilina, indicando que, se
de facto se iniciou a desagregacio da
materia organisada, ella nido foi com-
pleta. 3

O gque se observa de um modo
geral com o cummum das baclerias mais
resalla no caso particular do bacillo de
KOCH.

As culturas do bacillo da tuberculose
em meios solidos, ainda que mortas pela
accio do tempo, deixam quando examie
nadas no microscopio que se veriflique a
integridade da grande maioria dos ger-
mens, 4s vezes com f[6rmas involulivas,
mais granulosas que nas culluras em ple-
no vico mas sempre reconheciveis, na
unidade corpo microbiano. Ao lado des-
sas [6rmas as granulagdes isoladas sio
muilo mais numerosas que nas culturas
em desenvolvimenlo.

Nas culturas antigas em meios li-
quidos a desagregacdo granular e a al-
teracio dos germens € mais notavel.

Nio se pode entretanto considerar
esse phenomeno como uma lise perlei-
ta do corpo microbiano por isso que as
granulacdes sio sempre reconheciveis em
sua férma, mesmo em culturas anligas
de mais de 2 annos.

Observa-se a alteraciio da férma dos
bacillos, verifica-se a libertagdo das gra
nulacdes mas ndo se conslala de modo
inconcusso adiluicdo e o desaparecimen-
fo das substancias preteinicas que cons-
tréem o corpo da granulagdo.

Uma longa observagio me permilte
concluir que «Na independencia de causas
extranhas que para esse fim intervcnham
as granulacies do bacillo de KOCH ndo
se diluem por autolyse cadaverica.

20— A pesquiza de fermentos ela-
borados pelas culturas da tuberculose
tem resultado quasi improficuo.

BAUDRAN (1) reconheceu a existen-
cia de uma anaeroxydase, revelavel pela
agua gayacolada operando com o alcool
absoluto sobre bacillos vivos.

CARRIERE (2) encontrou uma li-
pase analoga ou idenlica 4 lipase estu-~
dada por HENRIOT, reconhecivel por
decompor a monobutyrina.

As invesligacdes que em 1911 orien-
lei, (FONTES (3)) usada a technica de
MALFITANO (4) foram inteiramente ne-
gativas em relacio a exislencia de fer-
menlos proteolyticos, zymases e oxyda-
ses.

E de facto, a experimentacdo feita
acha-se de accordo com o que se obser-
va nas culluras antigas. Se o envelheci-
menlo das culturas torna mais abun-
dantes as granulacdes isoladas, corrobo-
ra essa observacdo a idéa de ausencia de
fermenlos capazes de as digerir. Tambem
nio se pode admittir que a desagrega-
cao das granulacdcs e a alteracio dos
bacillos se d: nas culturasem virtude da
accdo da lipase encontrada por CARIE-
RE.

Sendo a produccido da lipase um actoe
vital do germen deveria esse fermento
exercer sua accio in vivo e, por conse-
quencia os germens ndo conservariam a
sua integridade morphologica nas lesdes.

Ora, sabemos que ahi s6 a acc¢io da
lipase cellular especifica é capaz de alte-
rar a morphologia do bacillo (FONTES)
(5) FIESSINGER e MARIE (6).

Um outro argumento deriva do se-
guinle faclto. No periodo mais pujante do
desenvolvimenlo da cultura, o acmé da
vilalidade é representado pela maior ri-
queza, nos caldos das culturas, dos pro-
ductos elaborados pelo germen e enire-
tanto nesse periodo os corpos bacillares
se apresentam bem constituidos, sende
relalivamente escasso o numero de gra-
nula¢cdes desagregadas.
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«0 confrario deveria succeder se ecs-
sa desagregacdo dependesse de um fer-
menlo, elaborado pelo corpo microbiano»

3o — A terceira hypothese até certo
ponto elucida os phenomenos em gques-
tio.

A composi¢do chimica do bacillo da
tuberculose nos demonstra ser esse or-
ganismo rico em alcoos superiores, aci-
dos graxos ndo saturados e phosphatides
diversos.

In vitro ' pode-se demonstrar a accdo
clivante e mesmo litica de algumas des-
sas substancias.

A cholesterina, a lecithina e as ba-
ses qualternarias ammoniacaes sio subs-
tancias que quando, em condigdes par-
ticulares, postas em contacto com cul-
turas de tuberculose, manifestam sua ac-
¢do dissolvente, sobre os corpos micro-
bianos.

A observacio de DEYCKE e MUCH
(7) nesse sentido tem sido corroborada
por invesligacdes posteriores unanimes.
Assim nas culturas da tuberculose a li-
bertacio desses principios que, ainda que
lentamente, se diffundem no meio liqui-
do, permitte a dissolug¢io dos lipoides
microbianos e consequenle libertacdo das
granulacdes. E, de facto, é propriedade
geral dos lipoides se dissolverem mu-
tuamente (IVAR BANG (8)).

Os phosphatides e as gorduras teem
essa propriedade accentuada e os acidos
graxos nio saturados, assim como, seus
sabdes soluveis sio fortemente activos.

Ainda que a tendencia actual seja
para approximar essas reacg¢des bio-chi-
micas das reaccdes por fermentos solu
veis, devemos antes consideral-as como
reac¢des de saponificacio ou hydrolyse
chimica nio fermentativa, por isso que
sd0 acceleradas com a elevagido de tem-
peratura incompativel com a acgio dos
fermentos.

E’ o que se conclue da ac¢do da bile de
boi e de lipoides diversos do oleo de fi-
gado de bacalhau que exercem accgio de-
sagregante e algum tanto litica sobre os

bacillo de KOCH em temperatura proxi-
mas 4 de 100¢ C.

Assim pois, a «constituicdo chimica
do bacillo de KOCH, sua riqueza em al-
coos superiores, gorduras e phosphati-
lides e a diffusdo desses lipoides nes me-
ios de cultura explicam a alteracdic mor-
phologica dos bacillos e a libertacdo das
granulacdes na independencia de accdo
fermenlativa».

40o—As culturas de tuberculose se
desenvolvem em meios nutritivosdas
mais diversas origens e variada compo-
sicio chimica.

Meios de origem animal, meios ve-
getaes ou mesmo chimicamente defini-
dos, permiltem o desenvolvimento de
cultures em que os bacillos guardam as
suas principaes caracteristicas: a acido-
resislencia e a estructura granular.

Nio quer isso dizer que se nido pos-
sa obter modificacio da férma e da
estructura do bacillo desde que a compo-
sicio chimica do meio nutritivo possa
alterar as modificacdes biologicas do ger-
mem, como succede com os meios forte-
menle glycerinados ou com aquelles em
que se addicionam lipoides de varias ori-
gens. Mas, nesses casos, as culturas que
se desenvolvem, profundamente alte-
radas em suas condi¢des biologicas, nio
podem ser considaradas como -culluras
normaes. Mesmo assim, em algumas del-
las, como succede com as culturas ho-
mogeneas, desde que cesse de agir a cau-
sa perturbadora do desenvolyimento nor-
mal da cultura, volta esta ao typo origi-
nario, permittindo que sejam observadas
as formas microbianas com as suas ca-
racteristicas peculiares.

Nas culturas homoger ©3 o abandono
da cultura e a parada da agitacdo diaria
permitte a formacio ce pelle constituida
por bacillos que readquirem a sua acido
resislencia e estructura granular.

A variabilidade da reacg¢do chimica
do meio cultural que segundo decorre

da observacio de TH. SMITH (9) em
culturas do typo bovino € correlata ac
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prazo de desenvelvimento da cultura,
nio exerce accdo apreciavel sobre os
phenomenos em quesldo, pois que as
culluras de seis semanas, achando-se em
plena maturidade, tendo soffrido duas
vezes a inversio da reac¢do chimica
do meio apresenlam as formas micro-
bianas em perfeito estado de inlegridade
eslructural.

Assim «quando a cultura de tubercu-
fose é collocada em condi¢oes normaes
de desenvolvimento, nem a composicdo
chimica do meio nem a alleracdo da re-
acgdo parecem ter influencia manifesta
na produccdo da alleracdo morphologica
do bacillo e na desagregacdo das granu-
lagoes.

30—-Do estudo das culturas de tuber-
culose em meios arlificiaes € muilo diffi-
cil se poder concluir que a alteracdo
morphologica dos bacillos e a desagrega-
¢io granuiar dependem exclusivamenle
das condigdes proprias a viltalidade do
virus.

De facto nas proprias culturasho-
mogeneas, em que assislimoos ds profun-
das modificacdes da forma e da virulen-
cia do bacillo de KOCH o desenvolvi-
mento da cullura €é facilitado pelas tans-
planlacdes successivas. Enlretanto, em
condicdoes normaes de desenvolvimento
em meios artificiaes, o envelhecimento
das culturas determina o aparecimenlo
de maior numero de [ormas alleradas que
o exislenle nas culturas em pleno vigo.

‘E’ o que é notavel, seja qual for o
prazo de envelhecimenlo desde que a cul-
tura permaneca viva, ainda que se possa
constalar um certo grao de atlenuacao
do virus, ndo perde elle o seu poder in-
fectante.

Da observacdo da infeccao tubercu-
losa resalta, enlretanto, que a variabili-
dade morphologica do virus obedece alé
cerlo ponto, a resislencia que o organis-
mo oppde ao seu desenvolvimento.

Na infec¢cdo tuberculosa pulmonar
chronica aforma granular € observada

com maior frequencia que nos casos de
evolucdo aguda ou sub-aguda, e essa ve-
rificacio é mais facil nos cavitarios an-
tigos.

A constatacdo da forma granular neo
pus de origem tuberculosa, a presenca
dessa forma nos casos de lupus, a varie-
dade das formas acido-resistentes nessas
lesdes sio factos accordes em indicar
certa relacio de causa e effeito, permit-
tindo presumir ser a forma granular a
forma de resistencia do virus, que o re-
presenta na sua forma residual infectan-
te.

A acido-resistencia é caracter adqui-
rido com o cyclo de desenvolvimento vi-
tal do germen. Nas culturas recentcs comeo
nas antigas falha tal caracteristica sem
que por tanto deixem ellas de ser infec-
tantes.

As granulacbes existem sempre nes-
sas culluras. Se acase nas culturas recen-
tes as granulacdes apresentam uma es-
tructura menos condensada, parece achar-
se isso ligado a reproduccio do ba-
cillo com a produccdo de granulos me-
nores que derivam dos oulros.

O estudo da cytologia do bacillo mos-
tra que a funcciio que a granulacgdo exer-
ce na reproduccdo bacillar é essencial
(FONTES) (1)). Ora sendo a granula-
c¢io o ponto de origem da organisacio
do corpo bacillar, sendo ella eliminada
do corpo microbiano conslituindo no-
desenvolvimento cul-

vos cenlros de
lural, ndo sendo ella destruida pe-
las causas communs de destruicio

inherenles aos meios de cullura taes
como exgoltamento do meio, accio
de fermentos eloborados pela cullura, al-
teracio das condi¢des physico-chimicas
do meio nutrilivo, é logico admiltir que
«o augmento e libertacdo das granula-
cées do bacillo da tuberculose, nas cul-
turas anligas, representa o esforgo de re-
sistencia que o virus oppde ds causas
perturbadoras de sua vilalidades.
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