SAPROPRYTISMO DO BACILLO TUBERCULOSO (')

Pelo Dr. A. FONTES

Chefe de Servico do Instituto Oswaldo Cruz

A nog¢do de saprophytismo deve ser encarada sob diversos aspectos
no estudo do bacillo de tuberculose: sob o aspecto classicamente admitti-
do, nogao microbiologica, sob o aspecto de avirulencia para o hospedeiro,
nocao pathogenica, sob o aspecto de reversibilidade de caracteres que per-
mitta classificar o agente da infeccido tuberculosa como originario de uma
fonte unica, ponto de partida de typos apathogenos, symbioticos, ou viru-
lentos, nocao phylogenetica.

i

Existe o bacillo da tuberculose em vida saprophytica no meio exterior ?

A tendencia natural do espirito é crer que as especies actualmente
pathogenicas ter-se-iam adaptado a vida parasitaria; umas incompletamente,
podendo ainda exercer a funccdao ordinaria e sé vivendo como parasita
occasionalmente; outras que, por se terem de tal sorte adaptado 4 vida
parasitaria, perderam a faculdade de viverem nas condicoes do meio exte-
rior, sendo completamente, ao menos, quasi que por completo. Estas espe-
cies sO em condicOes especiaes podem viver em condicoes de vida sapro-
phytica, no sentido micro biologico, isto é, sujeitas 4s vicissitudes do meio
exterior.

O estudo da flora microbiana saprophyiica revelou a existencia de
uma classe de microorganismos, morphologicamente semelhanes ao bacil-
lo de KOCH e como elle caracterisados pela estructura particular que lhes
confere a propriedade de acido-resistencia.

Esta classe, conhecida ainda como a de germes para-tuberculosos,
mostra representantes no solo, nos vegetaes, em productos animaes diver-
S0s; € se, acaso ficasse demonstrada a capacidade tuberculigena, de qual-
quer d’essas especies, nio s6 o problema microbiologico como o medico e
0 hygienico, referentes a infec¢ao tuberculosa, muito se csclareceria.

As veriticacdes orientadas neste sentido por contraditorias ainda nio
fizeram praca.

As experiencias de KOLLE, SCHLOSSBERG ¢ PFANNESTIEL 1)
que inoculando bacillos saprophytas acido-resistentes e bacillos tuberculosos
de animaes de sangue frio, conseguem em inoculacio intra-peritoneal em
cobayas, por passagens successivas, determinar a infeccao tuberculosa ge-
neralisada, as de JOSEF IGERSHEIMER e H. SCHLOSSBERGER (2) que
inoculando bacillos para-tuberculosos na camara anterior do olho em coba-
yas obtiveram lesdes graves, semelhando is produzidas por bacillos tuber-
culosos; as de SAN FELICE (3) que conseguiu infecgoes tuberculosas ty-

———

(1) Memoria apresentada ao 20. Congresso Pan-Americano de Tuberculose, reunido no
Rio de Janeiro de 30 de Junho a 7 de Julho de 1929,
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picas, partindo de um streptotryx acido-resistente, isolado de um rato, acham
contradicta nas experiencias de BRUNO LANGE (4) com acido-resistente
dos instrumentos de sopro, de BRUNO HEYMANN e WALTER STRAUSS
(4) e de DAL COLLO (0).

MAHER (7) refere entretanto ter isolado de um abscesso traumatico
do escroto um bacillo acido-resistente com os caracteres do bacillo de
smegma que, por passagem em batata caldo glycerinado em estufa, ao
cabo de 3 semanas originava pequenas colonias com aspecto de colonias
do bacillo da fuberculose do typo humano.

Essas colonias deram por infeccdo da cobaya por via intra-peritonial
o quadro de tuberculose generalisada, transmissivel em serie.

O caso clinico terminou 6 mezes depois por morte em virtude de
tuberculose pulmonar, activa, inexistente clinicamente, por occasiao de in-
feccdo do escroto.

CALMETTE (8) com BOQUET e NEGRE nio conseguiram mesmo
depois de 10 passagens em cobayas e coelhos, augmento de virulencia de
uma amostra de phléole, de MOELLER, nem tampouco a capacidade de
determinar a formacao de tuberculos; verificaram entretanto, que, apos as
passagens pelo organismo animal, a amostra em questdo se cultivava mais
facilmente a temperatura de 370C. e que determinava o phenomeno de
KOCH em cobayas tuherculosas, apezar de n3o exercer nenhuni poder
protector em relagio 4s inoculacoes subsequentes do bacillo tuberculeso.

Resulta entretanto ainda da observacao de orande numero de ob-
servadores que a condicao de pathogeneidade pode ser, ainda que acci-
dentalmente, apresentada pelos acido-resistentes banaes, ou para-tuberculo-
se. Assim cnncluent PHILIBERT, COURMONT, CANTACUZENE, BE-
ZANCON (9), e mesmo reaccdes biologicas tem sido evidenciadas que
aproximam o0s para-tuberculose dos bacillos tuberculosos verdadeiros.

A para tuberculina de IRIMESCO (10), a funccido antigenica eviden-
ciada por OGAWA (11), o estudo da biologia de differentes amostras
(COURMONT, CANTACUZENE, DESCOS, RODET e GALAVIELLE (12)
fallam sobre a possivel ligacao de parentesco entre as bacterias acido-re-
sistentes banaes e o bacillo de KOCH. !

Se em verdade nao poude ser ainda evidénciaqa nitidamente a func-
¢ao pathogena tuberculigena de acido-resistentes saprophytfas, de sorte a
permittir ligacao phylogenetica clara entre elles e 0s bacillos da fuberculo-
se, pode-se entretanto affirmar que: condicoes especiaes podem aoir sobre
estes ultimos transformando-0s em typos cada vez mais proximos ao dos
acidos-resistentes banaes, por modificacoes profundas de sua biologia tornan-
do-as avirulentas, aterando-lhes o bio-chinismo de sorte a perderem as prin-
cipaes caracteristicas dos bacillos pathogenos, em estreita relacio com a vida
do parasitismo obrigatorio.

As antigas verificacoes de AUCLAIR (13) fallam ainda em favor
desta these.

Observa¢des muito interessantes acabam de ser communicadas por
LEON KARVACKI (14) a Sociedade Poloneza de Biologia. Possue KAR-
VACKI dez amostras de bacillos tuberculosos que germinam e se desen-
volvem em culturas a temperatura ordinaria. Quatro realisam o quadro
saprophytico completo: facil desenvolvimento em meios communs, a tem-
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peratura ordinaria, avirulencia por os animaes de laboratorio, funccio
chromogena accentuada. Estas amostras de origem humana e de origem
equina apresentam ainda profundas modificacdes do seu metabolismo eul-
tural; alteracdo e enfraquecimento em algumas de poder fermentivo, cheiro
pronunciado de trimetnylamina, produccdo de tuberculina fraca. As outras
O amostras apresentam ainda lacunas em seu saprophytismo.

Apezar de se desenvolverem a temperatura ordinaria, o seu desen-
volvimento € lento e s6 se faz em meios p roprios 4 tuberculose. Algumas
dellas sdo ja apathogenas para a cobaya.

As observacdes que desde 1923 venho fazendo nesta ordem de idéas
fallam eloquentemente em favor do possivel saprophytismo do bacillo da
tuberculose. Nao me furto a transcrever o que com BARBOSA DA
CUNHA (15) publiquei, para melhor entendimento das conclusdes.

“Culturas de tuberculose aviaria, e bovina, antigas no laboratorio,
com 5 mezes de desenvolvimento em gelose glycerinada 4 5 o/o, foram
transplantadas em 5-VII-23, para meios de SABOURAUD-maltosado e meio
de SABOURAUD-maltosado-glycerinado 4 5 o/o. As culturas se desenvol-
veram abundantemente nos tubos com o meio glycerinado e foram pouco
abundantes nos tubos isemptos de glycerina. As amostras semeadas se com-
portaram igualmente, ndao sendo possivel estabelecer differenca apreciavel
no desenvolvimento das respectivas colonias, quando comparadas nos mes-
mos meios de cultura. (Observaciao feita em 11-X1-923),

N’esta ultima data se procedeu a uma nova passagem nos mesmos
melios, tendo sido observado um mez depois cuituras mais abundantes que
da primeira passagem. Estas culturas foram conservadas até Abril de 1024,
quando iniciamos a verificacao por novas series utilisando-nos das amos-
tras mais antigas da colleccao do Instituto. Dentre estas sobreleva notar a
amostra T. M. 1 (typo humano) que nessa occasiio contava cerca de 25
annos de passagens successiva em meios artificiaes, sem passagem em ani-
mal e que conservava toda a virulencia e caracteres morphologicos e cul-
turaes classicos.

Nao s6 essa amostra como ainda outra do typo humano (T. M. 4) e
outras do typo .bovino foram mantidas por passagens successivas em meios
de SABOURAUD-maltosado, glycerinado-glycosado-maltosado, glycerina-
do-glycosado, conservacao, conserva¢io-glycerinado e gelose-glycerinada, até
Outubro de 1924, sem que fossem notadas differencas accentuadas no de-
senvolvimento das culturas, nem na virulencia das amostras.

Pelos exames repetidos essas amostras conservaram sempre sua mor-
phologia em bastonetes mais ou menos granulosos, sua acido-resistencia
mais ou menos accentuada e sua virulencia sem modificacio apreciavel. O
mesmo succedeu em culturas mantidas por passagens repetidas em meios
liquidos de composi¢do identica ao SABOURAUD (com exclusao de ge-
lose) e no meio usado para o preparo da vaccina do carbunclo Ssymptoma-
tico, immensamente favoravel 4 attenuagdo desse germem, e que é consti-
tuido pelo caldo de carne, soro de cavallo e glycose.
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Ainda ahi as amostras de tuberculose semeiadas se desenvolveram
sem attenuacido apreciavel de sua virulencia e sem modificagdo sensivel na
sua morphologia e caracteres culturacs. (Observacdes feitas em 8 de Se-
tembro de 1924).

Alguns dos tubos de cultura em SABOURAUD-maltosado, glyceri-
nado-maltosado e glycosade-maltosado foram deixados fora da estufa em
exposicdo 4 luz diffusa, arrolhados com rolha de cortica, sem nenhuma
repicagem. Assim de Agosto de 1924 a Novembro de 1926 permanecerar:
essas culturas, quando foram entdo repicadas para novos tubos de SABOLJ-
RAUD. A semente nao se desenvolveu nos tubos repicados, que foram conser-
vados na estufa durante 45 dias.

Addicionou-se entio 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-VIII-24, re-
picada novamente deu desenvolvimento a culturas pujantes de bacillos de
tuberculose, alcool-acido-resistentes.

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

A vitalidade da semente no meio de SABOURAUD- glycosado se man-
tinha ainda, apos 3 annos e 5 mezes. As outras amostras ndo mais se de-
senvolveram.

As experiencias acima referidas demonstram « possibilidade do bacillo
da tuberculose manter-se em estcdo de vida latente em culturas atrtificiaes du-
rante o praso de 2 annos e 7 mezes, recobrando a sua virulencia (na acepgao
da capacidade de reproduccdo) sem perder os seus caracteres morphologicos
e culturaes, bastando para isso encontrar elementos favoraveis ao seu desen-

volvimento : CALOR, ELEMENTO NUTRITIVO E HUMIDADE.

Essas experiencias conduziram 0 nosso espirito a verificacdo da pos-
sibilidade de vida do bacillo da tuberculose em condi¢dGes 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 baldes de caldo glyceri-
nado a 5 o/o em superficie com cultura em pelle de T. M. R. (amostra
isolada de urina de homem, typo humano); 2 baldes com cultura em pelle
de T. H. A. (typo humano, isolado de escarro).

Os baldoes foram conservados a temperatura ambiente e expostos 3
accdo da luz diffusa.

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

5-5-027—Em um dos baldes semeados com T. M. R. (baldo 1) a se-
mente que fora ao fundo serviu de nucleo ao desenvolvimento de uma cul-
tura de cogumelo (observacao feita 48 dias depois da semeadura).

22-6-927 — Nessa data um fragmento da semente do baldo 1, que ac-
carretava comsigo uma particula de cultura do cogumelo, emulsionado em
um pouco dagua physiologica, foi inoculado em 2 cobayas.
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Estas cobayas apresentaram cancro e ganglios correspondentes in-
fartados no prazo communmni.

22-8-927—Nessa data foi extrahido um ganglio inguinal de uma das
cobayas. Esfregacos do ganglio mostraram numerosos bacillos acido-alcool-
resistentes, e mycelio. Com pis do ganglio foram semeados tubos de ba-
tata-glycerinada, PETROFF, e gelose-glycerinada em SABOURAUD.

11-10-927—As culturas se desenvolveram bem em batata e em PE-
TROFF e em gelose-glycerinada e no meio de conszrva;ao de SABOU-
RAUD. .
' Nos esfregacos teitos com o inaterial retirado dos tubos de PETROFF
e conservacao de SABOURAUD, foram vistos abundantes mycelios, ao lado
de bacillos acido-alcool-resistentes, com bastonetes GRAM positivos.

Nesta data procedeu-se a4 repicagem desses tubos para meios pro-
prios 4 tuberculose, assim como tambem para meio de SABOURAUD.
Neste ultimo meio desenvolveu-se uma cultura de actinomy ces.

30-11-927—As sementes depostas nos baldes em 21-3-027, foram refi-
radas e inoculadas em 8 cobayas, obedecendo a seguinte serie:

Balao n. 1. Tuberculose renal 4~ cogumelo actiaromyces: 2 cobayas.

Balao n. 2. Tubzrciulos2 renal + cozrum:(0 nao caracterisado: 2 co-
bayas. .
Baldes III. IV. V e VI-com T. M. 1 e T. H. A.—caldo esteril
limpidos : 2 cobayas para cada balao.

Durante o mez de Dezembro morreram as cobayas correspondentes
aos baldes Il e IV, semn lesdes tuberculosas. As outras se conservaram Vi-
vas sem manifestacoes de doenca até a data actual.

Dessas experiencias decorre que o bacillo da tuberculose foi capaz de
viver em latencia no interior do caldo de culfura, a temperatura ambiente e
exposto d luz, diffusa, sem se desenvolver, e snpportando a concurrencia Vi-
tal com o desenvolvimento de uma cultura de cogumelo durante o prazo mi-
nimo de 45 dias e maximo de 90 dias (até onde chegou a nossa observacao),
sem modificacdo de sua virulencia.

Por outro lado fol elle acompanhado em symbiose pelo actinomyces
que tambem foi isolado da lesdo da animal.

Restava verificar se poderia ser tambem attribuida qualquer acgio
pathogenica a esse actinomyces.

Com esse fim procedeu-se a inoculagdo de uma cobaya com frag-
meuto da cultura em SABOURAUD-conservagao (lo repique do tubo de
PETROFF, onde fora semeado o pus da cobaya primitivamente infectada).

No animal infectado com o actinomyces houve desenvolvimento de
tuberculose. Nos ganglios inguinaes foram encontrados numerosos bacillos
de ‘'KOCH. Nao foi encontrada nenhuma férma attribuivel ao actinomyces.

Uma verifica¢do da cultura do actinomyces (20 repique) feita poste-
riormente mostrou a existencia de raros bastonetes acido-alcool-resistentes.
Tratava-se por consequencia de resto da semente do tubo de PETROFF,
passado para o meio de SABOURAUD. Uma cultura de actinomyces se-
meada em SABOURAUD (3¢ repique) n3o infectou a cobaya quando expe-
rimentada.

Assim, pois, o actinomyces nao apresentou poder pathogenico para a
cobaya.
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A repicagem do baldo “I”’ feita em 7-XI1I-927 para SABOURAUD
deu desenvolvimento 4 uma cultura identica 4 que fora obtida apds a pas-
sagem desse cogumelo pelo organismo da cobaya.

Verificou-se assim experimentalmente a concurrencia vital de um germen
nao pathogenico com um germem pathogenico em symbiose nas condigoes nHor-
maes do melo exterior, symbiose que se manteve por passagem no 0rganismo
antmal, conservando-se ambos os germens com 0s seus caracteristicos physio-
pathologicos, isto ¢ um o seu poder pathogeno intacto (bacillo da tubercu-
lose), o outro a sua ndo pathogenidade (actinomyces saprophyta).

As sementes mantidas nos baldes de caldo até Novembro foram
nessa data inoculadas em cobayas que se mostraram sem alteracio de
saiide, nenhuma dellas se Infectando.

Os tubos semeados com o pis da cobaya infectada por essa amos-
tra de tuberculose deram desenvolvimento a magnificas culturas luxurian-
tes, todas, porém, dotadas de forte poder chromogeno. Quer os tubos de
PETROFF, quer os de batata-glycerinada ou os de gelose-glycerinada,
mostraram culturas coradas em rdéseo salmao mais ou menos aceenfuado,
ate a cor de vermelho tijolo, entremeado com coloracio créme.

E digno de nota e se deve accentuar que a propriedade chromogena
mostrou-se neste caso independente da constituicio chimica, do meio. Do mes-
mo modo, na@o esteve ella ligada d edade da cultura do laboratorio, por isso
que fol verificada nessa amostra immediatamente depois da passagem pelo
organismo da cobaya, quando anteriormente essa amostra nio tinha poder
chromogeno accentuado e que tambem nio se manifestou nas culturas sub-
sequentes aquellas obtidas apds isolamento do germen do piis tuberculoso.

Os preparados microscopicos dessas culturas sao tambem muito in-
teressantes.

Nelles se observou a predominancia de férmas em streptothrix .

DISCUSSAO

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 addic¢do de elementos nutritivos que asseguravam ainda a con-
servacdo da vida da cultura original ao cabo de 3 annos e 5 mezes, falla
muito alto em favor da grande resistencia do virus tuberculoso 4s causas
dysgeneticas do meio exterior.

Esta condicdo de resistencia ‘e de vida latente ainda se tornou mais
patente na serie experimental III. -

Desta serie se conclue que a contaminacio accidental por um actino-
Imyces.nao se o»poz a vida symbiotica desse cogumelo com o bacillo de
KOCH, conservando cada especie suas caracteristicas biologicas, a saber:
nao pathogeneidade do actinomyces e a pathogeneidade e virulencia do ba-
cillo da tuberculose. Essas experiencias nos mostrarant, pois, que devemos
ma nter grandes reservas Sobre a destruicdo do virus tuberculoso, pelas condi-
coes dysgeneticas do imelo exterior, e nos fazem pensar na possSibilidade de
infecgoes originarias de meios infectados’’.

o
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Ao mesmo pensar conduz a experimentacio de SOPARKAR (16) que
meverificou a virulencia de bacillos em escarros dessecados mantidos
obscuridade niesmo apés 309 dias.

Do exposto se deduz pois que o virus da tuberculose pode se man-
ter em latencia de vida por prazo superior a 2 annos e 7 mezes, e Viver
em symbiose com um cogumelo nao pathogeno por prazo de 90 dias,
sujeitos as condicdes normaes do mein ambiente (ac¢do da temperatura e
da luz). Neste ultimo caso o virus nao perdeu a sua virulencia nem a sua
pathogeneidade.

Nao ha entretanto na litteratura sobre o assumpto documentac@o con-
cludente que permitta affirmar a condicd@o de vida normal saprophytica ao
bacillo da tuber culose.

11

Pode o bacillo da fuberculose viver em coudicdo saprophytica no orga-
nismo animal?

-~

E o caso do saprophytismo parasitario tantas vezes encontrado em
clinica € que as seguintes observacoes esclarecem.

1 —Doente de idade avancada. com bronchite chronica, sem bacillos
de KOCH na expectoracio ao exame microscopico.

A inoculacao do escarro determinou na cobaya a tormac¢ido do can-
cro da inoculacao e a adenite classica com bacillos acido-resistentes.

O piis do ganglio reinoculado nao daterminou doenca em s2gunda
passagem, sendo reabsorvido. '

2—Adolescente com tuberculose renal desde idade de 7 annos, com-
provada por bacterioscopica e inoculacio de urina.

O animal inoculado morreu por tuberculose generalisada no prazo
de 2 mezes.

O adolescente que mantem permanente eliminagao de bacillos tu-
berculosoe pela urina deseavolve-se normalmeite e se encontra com 20
annos de idade.

A primeira destas observacoes mostra a possibilidade de existencia
do germem em estado quasi saprophyta, incapaz ja de determinar lesdes
lethaes no animal de experiencia emjuanto que enfretem o estado mor-
bido em seu hospedador.

A segunda observacdo nos mostra a existencia de um germem tu-
berculigeno de virulencia grandem :nte attenuada para o seu portador, man-
tendo-se entretanto seu poder virulento e agressivo intacto para o animal
de experiencia.

A seguinte obszrvacao d: MOENKEBERG e ONETO (17) é aind a
muito suggestiva.

Féto de mae tuberculosa, extrahido por cesareana, sem lesdes tu-
berculosas placentarias, revela por inoculacao do sangue do cordao a pre-
senca do virus que determinou a infeccdo classica da cobava.—Q féto se de-
senvolveu normalmente e até a idade de anno e meio nada aparentou que
revelasse doenca.

As observacoes clinicas acima transcriptas mostram claram:nte uma
condigio especial de vida ao bacillo di tubz2rculose compative! com man 1-
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festacdes de virulencia as mais diversas, que se objectivam na maior ou
menor receptividade de organismo infectado.

Amostras quasi que apathogenas para os seus hospedadores conser-
vam integralmente sua virulencia para animaes de laboratorio; amostras
quasi avirulentas para os animaes de laboratorio, entreteem condi¢dés mor-
bidas no organismo hospedador.

Em qualquer dos casos, entretanto é certo que condigcoes de sapro-
phytismo ainda que incompletas mostram a possibilidade que tal funcedo
biologica se estabeleca por condicoes normaes.

Um outro ponto a abordar no estudo do saprophytismo parasitario
€ o da existencia possivel do bacillo da tuberculose, na intimidade dos te-
cidos, sem determinar lesoes anatomicas, conservando ou nao a sua patho-
genidade para os animaes de laboratorio. As verificacdes experimentaes de
todos os que se veim occupando coim o estudo dos elementos filtraveis do
virus tuberculoso, dao forte testemunho do phenomeno referido.

Do exposto se deduz pois qgue o bacillo da tuberculose em condicoes
especiaes de parasitismo pode soffrer modificacoes em sua virulencia de sorte
a mostrar um estado particular de saprophytismo relativo.

i1

Deriva o bacillo de KOCH de uma fonte saprophytica ?

A resposta experimental a este conceito sO pode ser dada pela veri-
ficacio do augmento de virulencia progressivamente obtido por adaptacio
parasitaria dos saprophytas bamnaes, ou pela constatacio da reversibilidade
dos typos de tuberculose conhecidos, que attinja a4 criacdo de especies
apathogenas.

A documentacao experimental apresentada em resposta a 1a questdo
do presente trabalho attende ainda a questao que estudamos.

Nio tem sido possivel crear, partindo de saprophytas banaes, um ty-
po de acido-resistentes com o0s caracteres integraes, morphologicos, cultu-
raes e pathogenicos attribuiveis aos bacillos da tuberculose.

Mostra entretanto a lilteratura sobre o assumpto, experimentacio,
ainda que contraditada, tendente a evidenciar a reversibilidade dos typos
de tuberculose.

DUBARD, BATAILLON, TERRE, BERTARELLI, e BOCCHIA,
DIEUDONNE, SAN FELICE, KLEBS, SCHROEDER (18) fallam sobre a
possibilidade de adaptacao de bacillos tuberculosos de mammiferos a orga-
nismos de animaes dec sangue frio, ou vice-versa. permittindo uma verda-
deira transformacao de um typo em outro typo.

RAMON et RAVAUT, LUBARSCK e MAYER, AUCHE e HOBBS,
LEDOUX-LEBARD, MOELLER, A. WEBER e TANTE, VON BETEGH (19)
CALMETITE nao conseguem obter a adaptacido do virus tuberculoso hu-
mano ou bovino aos animaes de sangue frio. :

Si acaso nada de concludente resulta da experimentacao que acaba
~ de referir, € entretanto possivel demonstrar experimentalmente modifica-
¢Oes impressas a amostras de tuberculose typicas, que, transitorias, permit-
tem a regressao ao typo original, ou, permanentes, ddo origem 4 constitui-
¢do de uma nova racga.



213

TATSO BURO, YABE, MASONA SHIBATO, JOSHITO KABA-
- YASHI (20) em 17 amostras do bacillo de KOCH observam duas varieda-
des anomalas isoladas directamente de dois casos de tuberculose pulnio-
nar, pelo methodo de PETROFF.

Estas duas variedades T. Y. 1 e T. Y. 2, apresentavam os seguinies
caracteres: nao eram acido-resistentes, coravam-se facilmenté pelas cores
. basicas de anilina e eram GRAM positivas, morphologicamente semelhantes
a um stretothrix, desenvolviam-se egualmente bem em meios communs e
glycerinados a temperatura de 370C. em 24 4 48 horas.

Mostravam fraco poder pathogeno para a cobaya cujas lesdes nio
apresentavam nenhuma semelhanca com lestes de tuberculose verdadeira.

~ As provas de fixagio de complemento, com o sbro de cobayas ino-
culadas com essas amostras, quando utilisado o antigeno de BESREDKA na
majoria dos casos foram negativas, emquanto que foram sempre positivas
com o soro de cobaya inoculada com tuberculose, quando utilisado como
antigeno emulsdes de T. Y. 1, e T. Y. 2

Passando essas amostras novamente por meio PETROFF ou de BES-
REDKA com ovo, ao cabo de 3 a 8 geracdes readquiriam a acido-resis-
tencia e a morphologia do verdadeiro bacillo da tuberculose, assim como o
seu poder pathogenico para as cobayas que morriam com tuberculose
generalisada.

CALMETTE (21) com a B. C. G. realisou a segunda affirmacio. Foi
a CALMETTE possivel com GUERIN obter por artificio de culturas (me-
i0s biliados) uma raca de bacillo que n3o produz tuberculose no organis-
mo dos animaes sensiveis, mas que conserva sua aptidio a secrelar tuber-
culina, e a servir de antigeno; ella permanece toxica e niao se desenvolve
senao as proximidades de 380C.

Em intima correlacao com o estudo do saprophytismo se acha o pro-
blema da mutacio bacteriana.

Cabe a FERRAN (21 ter sido o genio pioneiro que abriu o caminho
ao estudo das anomalias observadas no desenvolvimento do cyclo da vida
do bacillo de KOCH.

Em memoravel communicacio 4 Acad. de Sciencias e a4 Sociedade
de Biologia de Paris em 1897 langcou FERRAN as bases de sua doutrina
que desde entao empolga os biologistas no afan das confirmacdes e das
contradictas.

A demonstracao dada por este sabio do pleomorphismo e da profun-
da modificag@o biologica determinadas a biologia do bacillo de KOCH por
(nfluencias exteriores; perda de acido-resistencia, acquisi¢io de mobilidade,
desznvolvimento emn anaerobia, perda de virulencia, como se encontra nas
racas artificiaes creadas nas culturas homogeneas, sio acquisicoes definiti-
vas, confirmadas pela experiencia universal.

Acreditando assim em verdadeira mutacio FERRAN confere o carac-
ter saprophyto ao elemento pathogenico. Foi esta a base orientadora do
theoria que FERRAN defende com a pertinacia sémente possivel na defe-
za dos principios que se creem exactos.

Se possivel foi obter por modificacdes tdo profundas da biologia do
bacillo de KOCH uma raca avirulenta, condi¢des favoraveis podem reinte-
gral-o em sua func¢do pathogenica, por nova adaptacio parasitaria, e reco-
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nhecendo no meio exterior a origem da vida em qualquer das suas mani-
festagdes, synthetisa FERRAN a sua doutrina denominando alpha (o) a
todas as bacterias nao acido-resistentes, de procedencia diversas, capazes
de, quando em culturas puras, determinar nos animaes injectados a forma-
cao de tuberculos e a presenca de bacillos de KOCH .

A esse bacillo, termo final da evolucio do saprophita ao parasita
pathogeno, denominou FERRAN gamma (7).

Entre a bacteria alpha e a bacteria camma ha um grupo de bacte-
rias que mostra racas distinctas, mais ou menos proximas por seus carac-
teres biologicos, das bacterias a/pha ou das bacterias gamma. A este grupo
FERRAN denominou bacterias &éta ().

As bacterias gamma quando em caldos artificiaes de cultura perde
algumas de suas propriedades, originando uma sub-raca n3ao acido-resis-
tente, que elle denominou egpsilon (¢). Entre as bacterias gamma e epsilon
figura a variedade acido-resistente emmulsionavel designada pelo nome de
bacterias delta (9).

A doutrina de FERRAN, ainda que nao universalmente comprovada
encontra fortes argumentos em factos de observacio experimeotal. O ple-
omorphismo do bacillo do KOCH nao soffreImais contestacio. A verifica-
cao de formas culturaes anomalas vem dia a dia sendo comprovadas por
varios pesquizadores.

ARLOING et COURMONT (23) DOSTAL (24)° VAUDREMER (25)
REENSTIERNA (26), PLA y ARMENGOL (27), KIRCHNER (28), ainda
que sob pontos de vista diversos, conifrmam o pleomorphismo em culturas.

MELLON e ELISABETH JOST (29) verificaram lesdes de natureza
tuberculosa capazes de determinar a tuberculose verdadeira quando rein-
jectadas, e devidas um micro-organismo GRAM-negativo, semelhante aos para-
typhicos.

PETROFF, BRANCH and STEENKEN, ]Jr. (30) obteram a dissociacio
da B. C. G. em colonias avirulentas “R” e colonias virulentas ¢S”.

SWEANY (31) obteve formas de degeneragdio em condicido nao
acido-resistente, granulares, cocoides, bacillares que revertem 4 férma ty-
pica apos passagem por animal. Algumas destas formas nao podem ser
regeneradas em fornias acido-resistentes.

Em minhas experiencias partindo de amostras do {ypo humano, an-
tigas em laboratorio, sem passagem por animal, obtive em sub-culturas em
caldo-glycerinado e em caldo simples um bacillo GRAM-negativo se de-
senvolvendo em profundidade.

A primeira cultura feita mostrava filamentos agrantlosos acido-resis-
tentes em cujas pontas terminaes de ramificacio se apresentavam ‘peque-
nas particulas nao acido-resistentes appensas, sob a f6rma de bastonetes. Em
campos diversos dos preparados se viam essas mesmas férmas reunidas
em abundancia em estado puro. :

Foram obtidas culturas dessas formas em estado puro em duas  ge-
racoes successivas, entre o 52 e 10 dias apds a sementeira. Nio 'se desen-
volveram em gelose inclinada e se extinguiram apés a 2a passagem em
caldo, onde nao eraml mais vistas estas férmas apds a 3a passagen, perma-
necendo entretanto o caldo levemente turvo.
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Por menos cocludentes que sejam as observacdes acima declaradas
deixam ellas entrever a possibilidade de uma mutag¢io bacteriana no typo
dos elementos previstos por FERRAN, e s6 a continuidade e repeticao das
experiencias permittirda um iuizo definitivo .

Assim concluiremos:

E possivel a mutacio do bacilio de KOCH em typos pleomorphicos e
avirulentos, mas, apezar da grande serie de factos experimentaes accumulados,
tendentes a julgar da possibilidade da transformacdo por caracteres adguiri-
dos hereditariamente, ou por mutacdo das bacterias saprophytas acido-resis-
tentes ou nao, em verdadeiros bacillos de KOCH, ndo se poude ainda obter a
demonstracao peremptoria desse phenomeno.
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