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Algumas observacoes sobre .0 bacillo da tuberculose
collocado em condi¢Oes experimentaes proximas
as condigcoes saprophyticas

" “'“Pelos 'Drs. A. FONTES e J. BARBOSA DA CUNHA.

iiivDesde 1923 ‘que um de nés se vem oecupando com o estudo ‘do
desenvolvimento do bacillo da tuberculose, adaptando-o a meios de cultir-
ra: artificiaes, com o ‘'objectivo de obter a cultura do viriis sob a forma ‘gra-
nuiar, e ainda verificar a possibilidade da conservacdo do virus tuberculoso
cont suas‘ propriedades 'morbigenas, mesmo quando collocado’ em condi-
¢Oes proximas'as do saprophytismio. |

l

_Culturas de tuberculose aviaria, papagaio e bovma antigas no labo-
ratorlo com 5 mezes de desenvolwmento em gelose g]ycermada a 5010,
foram tran5plantadas em 5—VI[—23, para meio de SABOURAUD maltosa-
do € meio de. SABOURAUD maltosado-glycerinado a 59/0. As culturas se
desenvolveram abundantemente nos tubos com o meio glycermado e foram
pouco abundantes nos fubos 1Isemptos de glycerina. As amostras semeadas
S€ comportaram igualmente, n3o sendo possivel estabelecer dlffereng:a apre-
ciavel 1no desenvolwmento das respeclwas colomas, quando comparadas
nos mesmos meios de cultura. (Observacao teita em 11— XI1-—1923).

s 1 N’esta ultima data se proceden a uma nova passagem nos Mmesmos
melos tendo SldO obsewado um mez depois culturas mais abundantes que
da pmneu'a passagem Estas culturas foram conservadas até Abril de 1924
quando iniciamos a verificacio por novas series utilisando-nos das amos-
tras mais anhgas da colleccao do Instituto. Dentre estas sobreleva notar a
amostra T. M. 1. (Typo humano) que nessa occasiao contava cerca de 25
annos de passagens successivas em meios artificiaes, sem passagem em ani-
mal e que conservava todaa sua v:rulencm e caracteres morphologlcoq e
culturaes classicos. i |

Nao s6 essa amostra como ainda outra do typo humano (T. M. 3),
outras do typo bovino foram mantidas por passagens successivas em meios
de SABOURAUD maltosado glycerinado-maltosado-glycosado, glycerinado-
glycosado, Conservacao, conservac¢io-glycerinado e gelose glycerinada, até
Outubro de 1924, sem que fossem mnotadas differencas accentuadas no de-
senvolvnmento das culturas nem na'virulencia das amostras.

| ""Pelos ‘exames 'repetidos 'essas amiostras conservaram sempre sua
morphologla em bastonetes mais ou menos granulosos, sua acido-resistefi-
cia mais ou ‘menos accentuada e sua virulencia sem mordlflcaqao apreciavel.
O ‘mesmo’ succedeu emi culturas mantidas por passagens repetidas em
meios llqmdos de dompos:c;ao identica ao SABOURAUD (com exclusao de
gelose) ‘¢ ‘fio mieio usado para 0 preparo da vaccina do carbunculo s}'mpt‘o-
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matico, immensaniente favoravel a attenuacido desse germen, e que é cons-
tituido pelo caldo de carne, soro de cavallo e glycose.

Ainda ahi as amostras de tuberculose semeiadas se desenvolveram
sem attenuagdo apreciavel de sua virulencia e sem modificacio sensivel na
sua morphologia e caracteres' culturaes. (Observaqﬁes feitas em 8 'de Setem-
bro de 1924). .

§

Alguns dos tubos de cultura em SABOURAUD maltosado, glyceri-
nado-maltosado e glycosado-maltosado foram deixados fora da estufa em
exposicao a luz diffusa, arrolhados com rolha de cortica, sem nenhuma re-
picageni. Assim de Agosto de 1924 a Novembro de 1926 permaneceram
essas culturas, quando foram entdo repicadas para novos tubos de SA-
BOURAUD., A semente nao se desenvolveu nos tubos repicados, que foram
conservados na estufa durante 45 dias. | |

Addicionou-se entdo um pouco de caldo simples aos tubos origina-
rios e foram elles mantidos em estufa até Fevereiro de 1927. Nessa data
a amostra T. M. 1., semeada em SABOURAUD-glycosado em 29— VI1II—24,
repicada novamente deu desenvolvimento a culturas pujantes de bacillos
de tuberculose alcool-acido-resistentes.

Em 6 de Janeiro de 1928, procedeu-se a uma nova transplantagao
da semente do tubo original T. M. 1., semeado em Agosto de 1924, tendo
havido abundante desenvolvimento em todos os tubos semeados. |

A vitalidade da semente no meio de SABOURAUD-ﬁchosa(Za* se
mantinha ainda, apés 3 annos e 5 mezes. As outras amostras ndo mais se
desenvolveram. | SRV

As experiencias acima referidas demonstram a posstb:ltdade do bacz!-
lo da mbermlose manter-se em estado de vida latente em culturas artzflczaes
durante o praso de 2 annos e 7 mezes recobrando a sua virulencia (na accep-
€ao da capacidade de reproduccao) sem perder 0s seus caracteres marpho[o-
01c0S e culturaes, bastando para isso encontrar elementos favoravezs ao Sseu

desenvolvimento : CALOR, ELEMENTO NUTRITIVO 2 HUMI'D__A,DEF' |
111 ‘

Fssas experiencias conduziram o nosso espirito a verificagao da pos-
sibilidade de vida do bacillo da tuberculose em condicOes proximas ao
saprophytismo natural. Para esse fim estabelecemos a seguinte serie expe-
rimental, cujo protocollo damos a seguir.

21 de Marco de 1927—Foram semeados 2 balfﬁes de caldo glycen-
nado. a 5 9/o em superficie com cultura em pelle de T, M, R. . (amostra
isolada de urina de homem, typo humano); 2 baldes com cultura em pel-
le. de T H. A. (typo humano, proveniente da Argentma) e 2 balGes de
T. M. 1. (typo humano, isolado de escarro). | T 0w

Os balGes foram conservados a temperatura amblente e expostos a
accao da luz diffusa. | | | .

Na la, semana todas as pelles semeadas foram ao fundo dos balbes.

~  5-5-927—Em um dos baloes semeados com T. M. R. (balao 1) a
semente que fora ao fundo serviu de nucleo ao desenvolwmento de uma
Cllltl.ll'n de cogumelo (observacdo feita 45 dias depois da seme:adura)
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22.6+-927 - Nessa data um fragmento da semente 'do baldo 1 que
accarretava comsigo uma particula de cultura do cogumelo emulsionada
em um pouco dagua physiologica foi inoculado em 2 cobayas.

Estas cobayas apresentaram cancro ‘e ganglios correspondentes- in-
fartados no prazo commuimi. (i i1¢ - AR

22-8-—-927—Nessa: data foi extrahido um  ganglio inguinal de uma
das cobayas. Esfregacos doiganglio mostraram numerosos  bacillos acido-
alcool-resistentes, e mycelio.*Com piis do ganglio foram 'semeados tubos
de batata glycerinada, PETROFF, e gelose glycerinada em' SABOURAUD.
| 11—10—-027—As culturas se desenvolveram bem em batata e em
PETROFF e em gelﬂse g]ycermada € no meio de consg:rvagao de SABOU-
RAUD. = | bl
- " Nos 'esfr'egat;os feitos com o matenal retirado dos tubos de PETROFF
e conservacio de SABOURAUD, foram vistos abundantes mycelios ao lado
de bacillos acido-alcool-resistentes com' bastonetes' GRAM positivos.

Nesta data procedeii-se 4 repicagem desses 'tubos” para meios' pro-
prios ‘4 tuberculose assim' como tambem para meio de’ SABOURAUD
Neste ultimo meio desenvolveu-se uma cultura de’ actinomyces. | |

30-—11—-027--As sementes depostas nos baldes em 21—3-+-927, fo—
ram retiradas e inoculadas em 8'cobayas, obedecendo a seguinte serie:

Balao n. 1. Tuberculose renal'+~"cdgumelo actinomyces:—2 cobayas.
Baldo ' n.""2.*" Tuberculose renal ~ 'cogumelo nao caracteri'sado:——;z
cobayas. - | - |
Baloes III. IV. V ¢ VI—com'T. M. 1e T H A —caldos esterew
limpidos:—2 cobayas para cada balae." ' | |

Durante o mez de Dezembro motrreram as cobayas correspondentes
aos baldes II1 e 1V, sem lesdes tuberculosas. As’ otitras se conservaram
vivas sem manifestacoes de doenca até a data actual. !

Dessas experiencias decorre que o' bacillo da tubereulose foi capaz de
viver em latencia no interior do caldo de cultura, d temperatura ambiente:e
exposta @ luz diffasa, sem se desenvolver, e supportando a concorrencia vital
com o desenvolvimento de uma cultura de cogumelo durante o prazo minimo
de 45 dias e maximo ide 90 dias (até onde cheoou a nossa observa¢ao), Sem
modificacao de sua virulencia. AR .

Por outro lado foi elle acompanhado em symb:ase pe!o actmomyces
que fambem foi isolado da lesdo do animal. _ |

Restava verificar se- poderia ser tambem attrlbulda qualquer accao
pathogemca a esse actinomyces: , |

Com esse fim procedeu-se a. moculac;ao de uma cobaya com frag-
mento da cultura em SABOURAUD conservacao (19 repique do tubo de
PETROFF, onde fora semeado o piis da cobaya primitivamente infectada).

No animal infectado com o actinomyces houve desenvolvimento de
tuberculose.” Nos ganglios inguinaes foram'encontrados numerosos bacillos
de KOCH. Nio foi encontrada menhuma forma attribuivel ao actimomyces.

' 'Uma verificacdo da cultura do actinomyces (20 repique) feita poste-
riormente mostrou a existencia de raros bastonetes acido-alcool-resisten-
tes. Tratava-se por consequencia de resto. de semente «do tubo. de; PE-
TROFF, passado para o meio de SABOURAUD. :Uma cultura de  actirio-
myces semeada em SABOURAUD:. (3¢ repique) ndo infectou a cobaya
quando experimentada.
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Assini, pois, o actinomyces ndo apresenton poder pathogenico para a
cobaya.

A repicagem do baido “1”’ fetta em 7—XI1—027 para SABOURAUD
deu desenvolvimento a uma cultura identica 4 que fora obtida ap6s a pas-
sagem desse cogumelo pelo organismo da cobaya, o

Verificou-se assim experimentalmente a concorrencia vital de um ger-
men ndo pathogenico com um germen. pathogenico em symbiose nas condigoes
normaes do meio exterior, symbiose que se manteve por passagen no organismo
animal, conservando-se ambos os germens com 0s Seus caracteristicos physio-
pathologicos, isto é, um o seu poder pathogeno intacto (bacillo da tuberculose),
0 outro a sua ndao pathogenidade (actinomyces saprophyta). |

As sementes mantidas nos baldes de caldo até Novembro foram nes-
sa data inoculadas em cobayas que se mostraram sem alteracdo de saude,
nenhuma dellas se infectando. | |

Os tubos semeados com o pus da cobaya infectada por essa amos-
tra de tuberculose deram desenvolvimento a magnificas culturas luxurian-
tes, todas porem dotadas de forte poder chromogeno. Quer o0s tubos de
PETROFF, quer os de batata glycerinada ou os de gelose . glycerinada,
mostraram culturas coradas em réseo salmiao mais ou menos & accentuado,
até a cor de vermelho tijolo, entremeiado com coloracao creme.

E digno de nota e se deve accentuar que a propriedade chromagena
mostrou-se neste caso independente do constituiga@o chimica do meig. Do mes-
mo modo, ndo esteve ella ligada d edade da cultura do laboratorio, por, iSso
gue foi verificada nessa amostra immediatamente depois da passagem pelo or-
ganismo da cobaya, quando anteriormente essa amostra ndo tinha poder
chromogeno accentuado e que tambem niao se manifestou nas culturas
subsequentes  dquellas obtidas apds. isolamento do germem do pus tu-
berculoso. -

Os preparados microscopicos dessas culturas sao tambem multo inte-

ressantes. . |
Nelles se observou a predominancia de formas em streptothrlx.

DISCUSSAOQ.

As experiencias acima relatadas nos suggerem consideracdes de va-
lor pratico. |

A possibilidade do bacillo da tuberculose se manter em estado de
vida latente durante o prazo de 2 annos e 7 mezes,; recobrando sua vitali-
dade pela addig@o de elementos nutritivos que asseguravam ainda a con-
servacio da vida da cultura original ao cabo de 3 annos e 5 mezes, falla
muito alto ‘'em favor da grande resistencia do virus tuberculoso as causas
dysgeneticas do meio exterior. |5 .

Esta condicio de resistencia e de vida latente ainda se tomou mais
patente na serie experimental IlI- |

Desta serie se conclue que a contaminag¢do accidental por' um acti-
nomyces ndo se oppoz 4 vida symbiotica desse cogumelo com o bacillo de
KOCH, conservando cada especie suas caracteristicas blologicas; a saber:
nido pathogenidade do actinomyces e a pathogenidade e virulencia do ba-
cillo da tuberculose. Essas experiencias nos mostraram,: pots, que deyemos
manter grandes reservas sobre a destruicdo do virus tuberculoso pelas condi-
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Fig. 1—Actinomyces nao pathogeno para a cobaya. Cultura de 3 mezes em meio de
conservacao SABOURAUD.

Fig. 2 —-Microphotographia ae um esfregaco desta cultura. Col. Methodo de GRAM.

Fig. 3—Actinomyces e bacillo da Tuberculose -Esfregaco de cultura mixta em
PETROFF—Col. pelo Methodo de FONTES.

Fig. 4 1d. idem em batata glycerinada. Formas actincmycosicas acido-al cool-resistentes
fortemente granulosas

Fig, 1-—Strahklenpilz nicht pathogen fuer Meerschweinchen. Kultur in SABOURAUD’'s
Konservierungsnaehrboden, Kultur von 3 Monaten.,

Fig. 2—Mikrophotographie eines Ausstriches dieser Kultur. Faerbung: GRAM’s-Methode,

Fig. 3—Strahlenpilz und Tuberkelbacillus. Ausstrich einer gemischten Knltur in PE-
TROFF. Faerbung: Durch FONTES Methode.

Fig, 4--1d. id. in glycerinierter Kartoffel. Saeure-alkoholfeste Strahlenpilzformen stark
granulose,



Phots. ]J. Pinto.
Fig. 5—Esfregaco de cultura em PETROFF do bacillo acido-alcool-resistente isolado de
pus do ganglio de cobaya que succumbiu por tuberculose generalizada —Bac. acido-alcool-resis-
tente fortemente granuloso. Pelo Methodo de FONTES.

Fig. 6—Id. id. Cultura em batata glycerinada.
Fig. 5—Ausstrich einer Kultur in PETROFF von saeure-alkoholfesten Bacillus, isoliert

von Ganglien-Eiter eines an generalisierle Tuberkulose gestorbenen Meerschweinchens. Saeure-
alkoholfester Bacillus stark granulose. Durch FONTES’-Methode.
Fig. 6—Id. id. Kultur auf glycerinierter Kartoffel



At RN
| -
B e

ﬂ"“ﬁr:l—_w .
AP

N

et %

T ———

L e i

i
el
:'II !
=55 |
-,
|§
-

Fig. 7 Fig. 8 Castro Silva, del.

Fig 7--Cultura de tuberculose chromogena, isolada de pius de cobaya—Meio de PETROFF.
Fig. 8 - A mesma cultura em batata glycerinada.

Fig. 7—Kultur von chromogener Tuberkulose, isoliert aus dem Eiter eines Meerschweinchens.—

PETROFF’sches Medium.
Fig. 8 —Dieselbe Kultur auf Glyzerin-Kartoffel.
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coes dysgeneticas do meio exterior, e nos fazem pensar na possibilida de de
infecgoes originarias de meiss infectados.

CONCLUSOES

o) wrus da tuberculose pode se manter em latencia de vida por pra-
zo superior a 2 annos e 7 mezes, e viver em symbiose com um cogumelo
ndo pathogeno por prazo de 90 dias, sujeito 4s condi¢des normaes do meio

ambiente (ac¢do da temperatura e da luz). Neste ultimo caso o virus ndo
perdeu a sua virulencia nem a sua pathogenidade.
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