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The Bacteria are in no
way agroup of simple organisms,
a
high degree of morphological
differentiation coupled in many
cases with a life-cycle of consi-

but rather a group displaying

derable complexit

C. CLIFFORD BOBELL (1).

A idéa orientadora do presente estu-
do originou-se das pesquizas sobre a
cytologia do bacillo de KOCH a que
procedi em 1910 (2). Desde entdo, quan
do verifiquei a possibilidade da trans-
missdo da infec¢cdo tuberculosa pela
forma granular, obtida apds (filtracido
do pus tuberculoso, que tinha para mim
como certo ser o phenomeno estudado
de ordem geral, por parecer logicamente
inadmissivel uma excepcido de conse-
quencias 130 importantes nos dominios
da microblologia, e que aberravam de
modo flagrante dos principios classicos

estabelecidos ¢ cimentados pela expe-
rimentacio de cerca de trinta annos.

Impossibilidades multiplas fizeram-
me adiar o proseguimento desses estu-
dos, apos alguns insuccessos em verifi-
cacOes posteriores.

Retomados que foram por diversos
pesquizadores nos ultimos annos tive-
ram elles a confirmacio de KIRS-
CHENSTEIN (3) em Riga em 1922, de
VAUDREMER (4), VAUDREMER e
HAUDUROY (5). BEZANCON e PHI-
LIBERT (6), J. VALTIS (7), em Franca
em 1924, RAVETLLAT e PLA y AR-
MENGOL, de Barcelona (8) em 1924
e ALBERT PETIT (9) em Tunis em
1923.

Resolvi entdo indagar dos phenome-
nos intimos do crescimento e reproduc-
¢do das bacterias, convicto que estava



da deficiencia dos nossos conhecimen-
tos sobre o assumpto, e, € o resultado
das verificacdes a que procedi, 0 que
apresento no actual trabalho.

Escolhi para estudo, ao contrario
do que geralmente fazem os microbiolo-
gistas, bacterias pequenas, pathogenas,
que commummenie affectam o homem.

As razdes desta escolha foram as

seguintes:

a) julsar ser differente entre as di-

versas especies de bacterias € mesmo
entre bacterias da mesma especie o
modo de reproduccio;

b) julgar de maior alcance qual-
quer conclusio a que pudesse chegar
por se referir a bacterias pathogenas
para o homem,

Assim escolhi para objecto de es-

tudo entre os coccos pyogenos, o sta-
phylococco, o streptococco,. ¢ o diplo-
cocco de NEISSER e entre os bacillos,
o bacillo da diphteria, como represen-
tanle das corynobacterias, o bacillo coli
e os bacillos dysentericos, typos Shiga
e Flexner,
As observacées foram sempre feitas em
dias diversos, em preparados differen-
les, sujeitos a technicas variaveis. Tanto
quanto possivel foram estudadas amos-
tras recentemente isoladas e outras con-
servadas em laboratorio.

As observacdes feitas a fresco eram
sempre controladas por preparados fei-
tos com o mesmo material, fixados e
corados para observacdo posterior.

As observacdoes foram feitas a luz
artificial de lampada de filamento me-
tallico, com vidro cobalto, de 1/2 watt,
50 velas. Os desenhos foram feitos a
luz natural, O apparelho optico uzado
fol o microscopio ZEISS, oculares comp.
4, 6 e 12 e objectiva de 1imm. homog.
1/12.

Os methodos de investigacio em-
pregados foram os seguintes:

a) observacdo a fresco entre la-
mina e laminula de fragmentos de co-
lonias;
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b) observacdo de material analogo
apos coloracio pelo azul de methyleno
e pelo SALOMONSEN;

c) preparados fixados pelo subli-
mado-alcool e corados pela hematoxy-
[ina-alumen ferrico, DELAFIELD e
HEIDENHAIN;

d) preparados fixados pelo MAY-
GRUNWALD e supercorados pelo
GIEMSA, obtidos por esfregaco;

e) preparados de colonias fixadas
pelo MAY-GRUNWALD e supercoradas
pelo GIEMSA, obtidos pelo seguinte ar-
tificio de technica: sobre laminas per-
feitamente limpas distende-se uma ca-
mada de gelose, sufficientementé del-
gada para que a adherencia seja per-
feita e sufficientemente éspessa para
que se possam nellas desenvolver colo-
nias, sem que prejudique a transparen-
cia da lamina, que deve dar a impressao
de uma lamina com sangue destendido
em camada espessa.

Apo6s resfriamento procede-se a se-
meadura com alca de platina, em pontos
equidistantes, sem carregar a alca.

Conserva-se a lamina semeada em
placa de PETRI, com um pouco de agua
esterilisada no fundo (algumas gottas),
para manter a humidade necessaria 4
cultura e colloca-se na estufa.

Apo6s o desenvolvimento da cultura
as laminas podem ser fixadas e coradas
pelo MAY-GRUNWALD-GIEMSA, como
se se tratasse de laminas de sangue.

O preparado fechado em balsamo
se conserva muito bem.

Assim, dividirei o presente estudo
em: 1) observaclo; 2) resumo; 3) dis-
cussdo; 4) conclusdes,

OBSERVACAO
1—COCCOS PYOGENOS

Staphylococcos, Streptococcos e diplo-
coccos de NEISSER.

O estudo do staphylococcos, strep-
fococcos e do diplococcos de NEISSER

em preparados corados pelo MAY-



GRUNWALD e super corados pelo Gl-
EMSA mosirou sémente a condensa-
cio da substancia chromatica em diffe-
rentes phases de evolucio da cellula
bacteriana, delerminando um plano de
divisdo nitidamente caracterisado, dando
origem Aas bacterlas neo-geradas. A subs-
tancia agglutinante que une as bacterias
era facilmente reconhecida.

Com o diplococcus de NEISSER
tém-se a impressio de ser a sua forma
a de um cocco-baclllo grosso em que
a chromatina se condensando nos polos,

deixa ver nitidamente um espaco claro,
perfeitamente delimitado.

Imagens analogas foram obtidas em
preparados fixados pelo sublimado-al-

cool e corados pela hematoxylina HEI-
DENHAIN.

2—BACILLO DIPHTERICO.

a) Amostra isolada de um caso de
angina em creanca. Primeira
passagem em sOro apos 1isola-
mento.

Observacdo a fresco em gotta pen-
dente.

Gotta de agua de condensacido de
cultura de 18 horas em soéro.
Observacdo durante duas horas
entre 350C e 39°C em camara
aquecida. Obs. feita em' 26-VI-
1925,

Predominancia de formas curtas em
coccos, mostrando algumas um plano
claro central transverso, semeclhando
plano de divisdo. Formas granulosas
em grumos, ligadas as granulacdes por
substancia que ora parecia amorpha
ora reticular finissimamente granulosa,
de accOrdo com a variacio do plano
micrometrico.

Formas em bastonetes curtos com
substancia diffusa, sem aspecto granu-
lar, outras em que a variacio do plano
micrometrico deixava perceber conden-
sacdo de substancia nos polos € nas
paredes lateraes, guardando espacos cla-
ros entre si.
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IFormas em que essa differenciacio

era mais accentuada, mostrando-se a

substancia constituinte do corpo da bac-
teria ja nitidamente granular.

Nado me fol possivel observar niti-
damente a separacio das bacterias que
pareciam ligadas entre si.

b) Preparado fixado pelo sublima-
do-alcool e corado pela hema-
toxylina HEIDENHAIN. Cuilura
de 12 horas em séro. Primeira
passagem  apos 1solamento.
Observ, feita em 28 VI-253.

Predominancia de formas curtas que
se apresentam com aspecto que varia
desde um simples ponto até o dc basto-
netes granulosos, cujos granulos séo
nitidamente visiveis e que se mosiram
ora 1isolados no corpo do bastonete,
ora ligados por [ilamentos muitissimo
finos. Em algumas formas se vé nitida-
mente o contorno da bacteria, em ou-
tras nio.

Algumas formas se apresentam com
a substancia chromatica diffusa, mos-
trando pela variacdo do plano micro-
metrico esboco de condensacio granu-
lar. Em algumas formas mais longas
pode-se observar um reticulo finissimo
ligando uma serie de granulac¢des nitida.-
mente separadas.

c) Amostra Parkes conservada cm
laboratorio. Cullura em gelose
observada apos 6 horas. Pre-
parados fixados pelo subli-
mado-alcool, Coloracdo pela he-
matoxylina DELAFIELD. Ob-
servacio em J30-VI-25.

Formas granulares ligadas por fila-
[amentos muilissimo finos. Nota-se sem-
pre uma granulacio malor que parece
centro de origem de outras menores.

d) Preparados fixados e corados
pelo MAY-GRUNWALD e super

corados pelo GIEMSA.

As bacterias parecem se reproduzir
no seio de uma substancia agglutinante,
corada em roseo pallido. As granulacOes
sdo vislveis € parecem separadas (oc.



comp. 6). Observando com oc. comp. 12
nota-se que fazem ellas continuidade
entre si, unidas por uma substancia que
parece amorpha.

As granulac8es visiveis se mostram
coradas de modo diffuso, com tona-
lidade mais escura que o resto da subs-
tancia que as une.

Em grande numero de formas uma
das granulacées € maior que as outras.

As formas isoladas mostram-se tam-
bem granulosas com duas ou mais gra-
nulacdes, reunidas por substancia palli-
damente corada em roseo. Nos grumos
ha formas que deixam ver nitidamente
ligacdo entre granulacdes  parallelas,
Essa ligacdo ora € em linha recta, ora
em linha quebrada, formando angulo.
Em algumas formas se nota ao lado da
granulacdo grande, outra muito menor,
como se della fosse oriunda, a modo
de uma pequena gemmula.

e) Amostira recentemente isolada.

Cultura em soéro, de 48 horas.
22 passagem. Obs. em 3-VII-25.
Exame a fresco, sem coloracdo
Fragmento de colonia entre la-
mina e laminula.

Cocco-bacillos alongados mostrando
um halo nitido envolvente. Plano re-

fringente mediano simulando  scisfo.
Pontos refringentes nos polos indicando

condensacio de substancia. Por obser-
vacdo durante 45 minutos a temperatura
ambiente (220C), mostravam-se granulos
que pouco a pouco augmentavam de vo-
Jume, apresentando-se gradativamente
mals espessos € oblongos.

Formas alongadas nitidamente gra-
nulosas, com espacos claros entre as
granulacdes. Os movimentos do miéro-
metrico deixam apparecer condensacio
de substancia nos limites dos bastonetes,
lateraes e polares. Algumas formas se
mostram como filamentos com granu-
los intercalados.

Pude assistir, em uma dessas formas
em bastonete, d ruptura do filamento
unifivo das granulacées, dando origem
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a duas cellulas, semelhando uma divisdo
fransversa. Algumas formas granulares
parecendo evoluir para a forma de
coccos deixam ver um pequeno rebento
(gemmula ?) que se conserva menor
que a granulacdo geradora até a phase
que parece indicar a divisdo, represen-
tada pela presenca de um plano de re-
fringencia accentuado.

Formas que parecem de involucio,
longas, grossas, flexuosas, constituidas
por substancia refringente, nio granu-
losa,

f) Preparados fixados pelo subli-
mado-alcool e corados pela he
matoxylina DELAFIELD. Diffa-
renciacdo pelo alumen-ferrico.
Observ. em 5-VII-25.

Formas curtas predominantes, poico
granulosas. Em um outro germen mais
differenciado notam-se granulacées nio
muifo condensadas. Formas de involu-
¢cdo accentuadas, umas com granulacdes
nitidas, outras mais diffusas.

Em uma outra forma tem-se a im-
pressio de ligacdo' enire os bacillos.
Numerosas granulacdes livres.

g) Amostra Parkes. Cultura de 18

horas em gelose. Preparados fi-
xados pelo sublimado-alcool e
corados pela hemaltoxylina
HEIDENHAIN. Differenciacio
pelo alumen-ferrico. Obs. em
12-VII-25

Formas medias em bastonete leve-
mente incurvado, com uma granulacio
ceintral nitida, uma polar diffusa e ps
quena € outra em outro polo diffusa e

oblonga.
Esta ultima observada com ocular

comp. 12 mostra maior condensacio em
uma extremidade, continuando diffusa
até o limite lateral do bastonefe. Entre
as duas granulacdes menores percebe-se
uma sombra que parece corresponder
a substancia que as une.

Formas longas em bastonete com
granulacdes nitidas polares e centraes,
sendo uma das centraes oblonga maior
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que todas as outras. Pequenos movimen-
tos do micrometrico mostram granula-
¢des menores intermedias. O corpo do
bastonete mostra-se levemente curvado.

Formas gigantes flexuosas com co-
loracdo diffusa, de apparencia finamente
granulosa, umas com reticulo granuloso
visivel, a maior parte, porém, sem niti-
dez. Pequenas condensacges chromaticas
em um € outro polo do corpo da bac-
teria.

Formas curtas oblongas, semelhan-
tes a formas de pneumococcos, que va-
riam em tamanho, até se apresentarem
como um bastonete com estrangu-
lamento no centco. Estas formas se apre-
sentam coradas de modo diffuso, mos-
trando algumas d’ellas nitidamente liga-
c¢do por um pediculo. Em algumas se
nota differenciacio da substancia chro-
matica.

Formas exclusivamente granulares
com ou sem orla, de tamanho variavel,
pequenissimas, pequenas, medias @ gran-
des. As medias e grandes se mostram le-
vemente oblongas. Nestas formas ndo
se consegue ver nenhuma differenciacio
de substancia chromatica de modo ni-
tido. Em algumas formas granulares
pequenas se consegue ver um granulo
menor a ellas unido.

h) Preparado sem fixacdo, corado
pelo SALOMONSEN, de frag-
mento de culftura entre lamina
e laminula. Ob. em 9-VII-25.

Formas granulares sem differencia-
cio. Formas em coccos deixando per-
ceber um plano de divisdo central, cons-
tituidas por substancia refringente de
aspecto nao granuloso. Formas em bas-
tonete, curtas, lanceoladas, que pare-
cem ligadas lateralmente pelos polos a
outras f[ormas gemeas.

Formas em bastonete, nitidamente
granulosas, mostrando outras formas
mais curtas, tambem granulosas a ellas
appensas. Nota-se uma relativa corres-
pondencia entre as granulacdes das for-
mas menores com as das maiores.

1) Amostra Parkes. Cultura em soro
datando de 5 dias, conservada

em estufa. Coloracdo pelo SA-
LOMONSEN, Mesma technica
descripta em e). Obs. em 12-
VII-25.

IFormas em coccos, em bastonetes
curtos, medios e longos, em torulas, to-
das nitidamente granulosas. Em algumas
formas notam-se ouiras menores que
lhes estdo appensas.

Numerosas formas granulares pe-
quenissimas livres. Algumas formas gra-
nulares acoladas, mostrando correspon-
dencia e provavel lizacio das granu-
lacdes. Em certos pontos do preparado
os movimentos brownianos permittem
apreciar o deslocamento dessas formas
em forno do ponto que as liga entre
si, em movimento de vae e vem. Esta
correspondencia e ligacdo se veem niti-
damente alnda em pontos do preparado
onde n3o ha correntes liquidas e os ger-
mens ficam adherentes 4 laminula.

]) Amostra Parkes. Cultura em ge-
‘ lose, de 18 horas. Fragmento

de colonia corado pelo azul de
methyleno phenicado, sem fixa-
cdo. Obs. em 13.VII-25,

Forma granular nitidamente reco-
nhecida em granulos isolados e em mas-
sas agglutinadas por substancia inter-
mediaria.

Formas curtas com emissio de fi-
lamentos nifidamente granulosos. Esses
filamentos se prendem ora aos polos,
ora lateralmente som que a sua collo-
cacio pareca obedecer a criterio cons-
tante para as diversas formas. Formas
mails longas cujos limites se mostram
rugosos, dando a impressio de uma se-
rie de granulos que sobre ellas fazem
proeminencia.

Formas medias ligadas nitidamente
a formas mais curtas por filamentos
granulosos.

Granulos muito pequenos ligados
enfre sl dous a dous, tres a tres, ou
em malor numero, constituindo grumaos.
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3—BACILLO COLI

Amostra isolada de fezes em um

caso de enterite febril.

a) Gelose distendida em lamina pela
technica anteriormente des-
cripta. Colonias estudadas com
2 a 4 horas de desenvolvimento
a 370C. Exame a fresco. Oc
comp. 6 e 12, imm. hom. 1/12.
Obs. em 20-VII-25.

O crescimento e a reproduccdo dos
bacillos se traduz pelo apparecimento
de granulos ou manchas, mais ou menos

diffusas, ligadas entre si por filamentos
finissimos.

Assim se constituem grumos, fazen-
do-se a separacio dos bacillos pela
ruptura dos filamentos unitivos, dando
occasiio a que a divisio se mostre
transversa ou longitudinal,

Em cerfos pontos da gqelose onde
ainda ndo se veem bacterias observa-se
uma poeira granular. Nessa poeira gra-
nular se observa em pontos differentes
0 apparecimento subito de granulos niti-
damente constituidos, que dio origem a
novos granulos a elles ligados, ou liga-
dos entre si, a um bastonete ou a um
grumo de granulos.

O phenomeno se passa como se
houvesse o apparecimento de vida no
seio da materia colloidal; o fermo vida
fomado no sentido de crescimento e
reproduccdo.

Entre mela hora e 45 minutos eram
reconhecivels em esboco as formas mi-
croblanas,

b) - Preparados fixados pelo subli-
mado-alcool e corados pela he-
matoxylina HEIDENHAIN. Mes-
ma amostra. Cultura em gelose
de 24 horas. Obs. em 23-VII-25.

Nestes preparados observam-se for-
mas Imicrobianas uniformemente cora-
das, variando entre a forma de granulos
isolados (raros) e bastonetes curtos ou
um pouco alongados, sendo as formas
em bacillos as mais numerosas. Em

algumas formas em que a coloraciio se
mostra mais differenciada, nota-se a
condensacdo da substancia chromatica
nos polos, sem que sejam reconhecidas
granula¢des. Muitas vezes a condensacio
€ mais accentuada em um dos polos.
Em algumas formas em que a diffe-
renciacio chega quasi ao descoramento
completo, notam-se granulacdes finas.
mals intensamente coradas.

Os bacillos, collocados parallela-
mente em diversos sentidos, deixam per-
ceber entre si um stroma finamente gra-
nular, com granula¢des maiores bem vi-
siveis.

Em pontos do preparado, claros
por menor espessura do material, no-
ta-se essa mesma substancia pallida-
mente corada em pardo violaceo, unindo
dous peguenos bastonetes nitidamente
caracterisados. Em certos grumos a dif-
ferenciacdo permitle reconhecer bem a
substancia fundamental unindo os ba-
cillos ¢ granulos. Em formas isoladas se
nota bem a differenciacdo granular, com
espaco claro central e granulacdes bi-
polares e as vezes com outra ainda cen-
tral.

c) Mesma amostra. Preparados por
impressdo de colonias recen-
tes, de 4 a 6 horas, desenvol-
vidas em gelose. Mesma colo-
racdo acima descripta. Obs. em
25-VII-25.

Veem-se colonias iniciaes em ilhotas
constituidas por poucos Dbastonetes
(cerca de 6 a 12 em cada colonia), nas
quaes se observam granulos isolados
e granulos no interior dos bacillos que
se acham unidos.

As 1lhotas maiores apresentam um
aspecto semelhante ao de uma planta
de uma cidade microscopica com arrua-
mento e pracas. Em algumas formas
microbianas isoladas veem-se nitida-

mente granulac¢des appensas a ellas.
d) Amostra conservada em labora-

torio. Cultura de 5 dias em ge-
lose, conservada em estufa.



— 169

Fragmento de colonia, corado
pelo SALOMONSEN sem fixa-
cio. Obs. em 26.VII-25

Formas redondas, granulares, inten-
samente coradas em vermelho escuro,
com pequena orla um pouco mais
clara. Formas em bastonete curtas, co-
radas em roseo com uma granulacido
polar corada intensamente e nitidamente
visivel, Outras formas com as mesmas
caracteristicas com granulacées bi-po-
lares 4s vezes, outras com granulacio
central, Algumas formas mais longas
mostram uma granulacido intensamente
corada, ligada por filamento finamente
granuloso em zig-zag a outras granula-
¢Oes mnitidas, porém menores.

Formas longas, grossas, uniforme-
mente coradas, sem differenciacio apre-
ciavel, apresentando um contorno nitido
que faz presumir rudimento de mem-
brana.

e) Mesma amostra. Colonias em
gelose datando de 4 horas a
370C. Observacio sem colora-
cio a temperatura ambiente
(210C) feita em 1-VIII-25,

Em alguns pontos se observa uma
trama reticular finamente granulosa,
cujos filamentos se orientam parallela-
mente em diversos sentidos.

Formas granulares isoladas ou li-
gadas por filamentos finissimos cons-
tituindo grumos, nos quaes pouco a
pouco se differencam formas em basto-
nete, granulosas que permanecem liga-
das até 2 horas de observacio.

Observada separadamente uma des-
sas formas, mostrou-se como um basto-
nete com granulacio polar e conden-
sacio da substancia chromatica Ilate-
ralmente. Meia hora depois, do polo que
continha a granulacdo, observou-se a
emissio de um pequeno filamento que
15 minutos depols, tornou-se nitida-
mente visivel. Nesse einterim a substan-
cia chromatica tornou-se mais diffusa;
clareando pouco a pouco na parte cen-
tral, fol se tornando granulosa na peri-

pheria, esbocando a formacio de dous
galhos partidos da granulacdo primitiva
No filamento appenso a ella formou-se
uma nova granulacdo. Ao cabo de 2
horas ndo se havia dado ainda a separa-
cio completa.

f) Mesma amostra. Colonia de 6
horas em preparado feito por
distensdo de gelose sobre la-
mina. Desenvolvimento a 37¢C.
Fixado pelo MAY-GRUNWALD
e super-corado pelo GIEMSA.
Obs. em 8-VIII-25.

Bastoneles collocados  parallela-
mente em diversos sentidos, motrando
um espaco claro entre si e que se apré.
senta claro em toda a superficie occu-
pada pela colonia, contrastando com o
fundo roseo do preparado, constituido
pelo meio nutritivo.

Observados os bastonetes em grupos
verifica-se que fazem continuidade entré
si, unidos por substancia pallidamente
corada em azul claro.

Nas formas que se mostram sepa-
radas, o corpo da bacteria apresenta-se
corado em roxo, com substancia mais
ou menos condensada, permittindo al-
gumas dellas, em que a differenciacio
fol mais perfeita, que se reconheca uma
orla corada em azul claro em cujo inte-
rior a substancia chromatica conden-
sada sob a forma de granulos se mostra
corada em roxo. Em algumas formas
veem-se granulacdes coradas em verme-
lho, 4 custa de luz intensa. As conden-

 sacOes chromaticas guardam entre si pa-

rallelismo. Isoladamente, se observam
fora da colonia, formas em granulos sem
differenciacio. Em alguns pontos do
pre arado se notam sobre o fundo ro-
se0 do melo de cultura, manchas irre-
gulares coradas em azul arroxeado pal-
lido, ou azul claro, em cujo interior ap-
parecem collocadas parallelamente em
diversas direcc¢des, condensacdes chro-
maticas, ora granulares isoladas, ora
em forma de poelra, ora mais ou menos
oblongas, coradas em vermelho ou ver-



melho arroxeado. Em alguns pontos do
mesmo campo se notam formas nitida-
mente constituidas.

Esta imagem parece corresponder &
que fol vista em preparado a fresco e
referida anteriormenfte como substancia
finamente granulosa na qual se no-
fam ponlos refringentes que parecem dar
origem a formas bacterianas.

Em algumas formas se nota irre-
gular distribuicio da substancia chro-
matica: em outros essa substancla se
apresenta uniformemente corada, to-
mando todo o corpo da bacteria (for-
mas curtas).

Nos grumos de bacterias observa-se
a correspondencia entre ellas, collocadas
parallelamente, em angulo lateral ou
nas extremidades, indicando continui-
dade dos corpos microbianos.

Nos grumos que parecem indicar
as colonias jniciaes, a presenca da poeira
granular é constante.

4—-BACILLO DYSENTERICO

a) Typo SHIGA. Amostra conservada
em laboratorio. Observacdo de
cultura de 10 horas em gelose
distendida sobre lamina em
10-9-25, Fixac3o e coloracio
pelo MAY-GRUNWALD — GI-
EMSA. |

Formas granulares isoladas com pe-
queno appendice de coloracfo mais esba-
tida. Formas granulares maiores leve-
mente oblongas, isoladas e em grumos,
cujos appendices nitidos parecem indi-
car continuidade das formas entre si.

Os grumos observados isolada-
mente mostram essas formas collocadas
parallelamente ou formando angulos.
Formas longas, umas nitidamente gra-
nulosas, com granulacdes polares e cen-
traes, outras com a substancia chro-
matica uniformemente corada.

Em colonia, as bacterias se dis-
pSem parallelamente- € em angulo a
modo de um mosaico irregular. Em al-
guns preparados contendo formas fle-
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xuosas e cuja differenciacio foi maior,
observam-se - no interior d’ellas finas
granulacdes.

b) Mesma amostra. Fragmento de
colonia entre lamina e lami-
nula. Cultura de 4 dias conser-
vada a 37¢C. Observacio a fresco
em 12-9-25,

Formas curtas em coOCCOS € COCCO-
bacillos, muito curtos, com dous granu-
los refringentes. Formas iguaes a essas,
um pouco mais alongadas. Formas em
bastonete com| 3 € 4 granulacges nitida-
mente visiveis, collocadas parallela-
mente € com exacta correspondencia
entre as granulacdes. Formas em basto-
nete reunidas umas as outras formando
angulos agudos, rectos ou obtusos, mos-
trando relacdo entre as granulacdes de
umas e outras entre si. Formas longas,
flexuosas, nitidamente granulosas.

c) Preparado corado pelo azul de

methyleno, sem fixacdo.

Formas granulares livres, sem ap-
pendice visivel e com pequeno appén-
dice corado em azul mais claro. Nas
formas em bastonete distingue-se nitida-
mente o contorno da cellula, estando
em seu interior os granulos isolados.
Formas em bastonele que deilxam ver
nitidamente ligacio entre as suas e as
granulacées de outras formas menores
que lhes ficam appensas.

d) Preparados corados pelos me-

thodos acima descriptos.

Nada observei além do que referi

na descripcdo anterior.

Typo FLEXNER, Amostra recente-

mente isolada.

A descripcdo dos diversos prepara-
dos se superpde 4 que foi feita para o
typo SHIGA, Deixo de transcrevel-a por
nada ter encontrado que differisse do
que fol dito para aquelle typo.

RESUMO
COCCOS PYOGEN OS

Muito pouco me forneceu o estudo



dos coccos pyogéenos. O trabalho de re-
produccio se faz por divisio da subs-
tancia chromatica, que me pareceu di-
recta. Inicia-se o processo por conden-
sacio dessa substancia nos polos, acar-
retando tenue porcdo do cytoplasma,
posterior adelgacamento da parte cen-
tral, onde se esbo¢ca o plano de scisdo.
Essa divisdo se faz conservando-se os
coccos envolvidos pela substancia ag-

glutinante.

BACILLOS DIPHTERICO, COLI E DY-
SENTERICOS.

Quer nas amostras recentemente
isoladas, quer nas que eram conservadas
em laboratorio, o pleomorphismo era
constantemente observado. Em condi-
dicdes identicas de constituicio chimica
dos meios de cultura e de condi¢des eu-
genicas de observacdo, os preparados
mostravam diversidade accentuada na
morphologia das bacterias que varia-
vam desde a forma de simples granulo
a de bacterias longas e flexuosas.

Pelas observacdes feitas por tech-
nica variada, quer em preparados a
fresco sem coloracdo, quer em prepara-
. dos corados sem fixacdo, quer em oOu-
tros fixados pelo sublimado—alcool ou
pelo alcool methylico e corados pela
hematoxylina-ferrica ou - pelo MAY-
GRUNWALD-GIEMSA, foi possivel re-
conhecer nas bacterias estudadas diffe-
renciacio na substancia chromatica, in-
dicadora de um trabalho de divisdo,
expresso na maioria dos casos pela or-
ganisacio de granulos, com variavel col-
locacdo no interior da cellula bacte-
riana. NAo foi possivel estabelecer se-
quencia nitida na formacdo desses gra-
nulos. Reconheceu-se, entretanto, a pos-
sibilidade de serem uns oriundos de ou-
{ros por transfert de correntes chromi-
diaes que davam origem ao augmento
de volume das granulacdes observadas
nos preparados a fresco. Em algumas
cellulas o transporte da substancia chro-
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midial se fazia para a peéripheria do
corpo da bacleria, a modo de filamento
finissimo, granuloso e entio da granu-
lacdo visivel, novo filamento partia,
constituindo o eixo de formacdo danova
bacteria, ou de grumo de bacterias,

Essas imagens vistas a fresco, com
e sem coloracio, foram confirmadas
em preparados corados apos fixacio.
Do mesmo modo foram vistos em certfos
campos dos preparados examinados a
fresco por incidencia obliqua de forte
foco luminoso (lampada de filamento
metallico, 1/2 watt, 100 vellas, vidro
cobalto) agglomeracdes de substancia
finamente granulosa, as vezes com dis-
posicio relicular, onde se observava
o apparecimento subito em pontos diffe-
rentes de granulos cada vez mais refrin-
gentes que ao cabo de certo tempo (1/2
hora e 45 minutos) mostravam o esboco
da forma da bacteria.

Essas imagens foram ainda confir-
madas por preparados corados sem fi-
xacio (poeira granular) e por prepara-
dos corados apés fixacio.

A separacido de duas cellulas bacte-
rianas unidas lateralmente, simulando
uma divisdo longitudinal foi vista uma
unica vez. A presenca da forma granu-

" lar foi constante.

DISCUSSAO

Nio é meu proposito resumir o que
se tem feito sobre tdo debatido as-
sumpto, nem tdo pouco a critica das
observacdes e conclusdes alheias. Basta
que se lance os olhos sobre o indice
bibliographico publicado no fim do pre-
sente trabalho para que se veja que
a tarefa ndo seria facil. Reuni-o tdo so6-
mente para facilidade d’aquelles a quem
interessem taes excavacdés bibliographi.-

- cas

"Do que se sabe resulta entretanto
reinar ainda manifesta confusdo no co-
nhecimento da cytologia das bacterias e
nos processos de reproduccdo a ellas
pertinentes. -



De facto, por insufficiencia dos
actuaes methodos de investigacio ou
por incapacidade dos pesquizadores, o
que ¢ menos provavel, resulta para o
observador attento a certeza da existen-
cia de phases no trabalho de reproduc-
cado da cellula bacteriana, que para elle
passam despercebidas, fazendo presu-
mir a complexidade do cyclo da vida
desses organismos.

A ideila de serem as baclerias cellu-
las anucleadas deve ser definitivamente
posta 4 margem, rdo obstante nio ser a
morphologia desses organismos compa-
avel a que apresentam as cellulas supe-
riores, nitidamente differenciadas em
cytoplasma, nucleo, nucleolo e substan-
cias de reserva.

Na cellula bacteriana, maxime nas
baclerias de pequeno talhe, esses ele-
mentos existem de faclo em intima reu-
niao, mesclados em estructura incapaz
de ser posta em evidencia com segu-
ranca morphica, por pesquiza exacta
microchimica e corante da substancia
chromatica. Nelles ndo se pode re-
conhecer a presenca de um pequeno
nucleo typico, antes se apresentam co-
mo possuindo um nucleo dissolvido
(aufgeloste Kerne) (10), direi melhor.
como substancia nuclear poeirenta, ou
systhema chromidial equivalente ao nu-
cleo.

A observacio das granulacdes que
se mostram no interior da cellula bac-
leriana parece Indicar que umas presi-
dem ao trabalho de divisio, porque
se conservam maiores, porque nellas
se nota o transfert de substancia que
vae constituir outras:; entretanto’ nao
se encontra um reactivo ou methodo
(que permitta affirmar cathegoricamen-
le essa funccao.

Por outro lado, a genese directa
exclusiva era para mim difficil de com-
prehender, por divisio de uma cellula
em duas, em trabalho que a razdo
previa ser verliginoso e¢ que a obser-
vacao nao me mosirou senio em uma
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ou outra cellula, de tal modo lenlo que
originava em meu espirito a duvida
sobre o estado de vida do elemento fi-
gurado observado!

Seria em realidade de prever tao
intenso turbilhdo no crescimento e de-
senvolvimento das culturas bacterianas,
que fosse de extrema difficuldade, sendo
impossivel, acompanhar separadamente
a evolucio de uma cellula; a observa-
cdo, entretanto, exercida durante duas
horas sobre um unico elemento em
campo marcado, nao me deixou ver
na grande maioria dos casos, progresso
sensivel e, quando este era observado,
estabelecia-se a duvida de um estado
particular de suggestio capaz de for-
car-me a concluir erroneamente. Poder-
se-me-ia arguir nao lter observado em
todos os casos 4 temperatura eugenica
de cultura (370-380(C). Deixel de fazel-o
por falta de camara que isso me fa-
cultasse, pois a que tive em uso (ZEISS,
por circulacao de agua), de manejo pe-
sado e de 1installacio complexa, nio
era facilmente manuseavel nas condi-
coes em que o presente trabalho foi
executado.

Essa conftradicta perde comludo
grande parte de seu valor se attender-
mos a terem as observacdes sido feitas
em preparados conservados em estufa
e que eram examinados logo apos se-
rem retirados d’ella. A observacio pro-
seguia enldo a temperalura ambiente
(21 a 250(C). Por maior que pudesse ser
o relardamento do desenvolvimelo da
cullura a essas temperaturas, é razoavel
suppor nao ter sido elle nunca de tal
modo accentuado que simulasse durante
duas horas a paralisacdo de qualquer
aclo viltal; observava-se mesmo algumas
vezes o transfert da substancia chromi-
dial, o que garantia o estado de vida
do elemenlo estudado.

Acredito, pois que no cyclo da vida
das bacterias se passe uma phase ul-
{ra-microscopica, ndo revelavel pelos
actuaes methodos de investigacado.
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A observaclo que nesse sentido ori-
entel, usando a camara de REICHERT
para campo escuro, nenhuma conclusio
me forneceu, pela difficuldade de dis-
tinguir as particulas proprias ao meio
de cultura das presumiveis de origem

bacteriana.

A razido entretanto prevé a reali-
dade de tal phase. Sabe-se que a trans-
plantacio de qualquer germen bacte-
riano a novo meio de cultura determina,
até que se estabeleca a adaptacio dos
elementos transplantados 4s novas con-
cO0es de vida, a lyse de grande numero
delles e dahi a consequente libertacdo
da substancia chromidal sobre a super-.
ficie do meio. Em phase mais adeantada
a experimentacio demonstrou-me por
preparados corados que confirmam a
observacdo feita em preparados sem
fixacdo, a existencia de zonas de cultu-
ra onde elementos morphologicos se
organisam no seio da substancia fina-
mente pulverulenta, mas ja passivel de
ser reconhecida pela technica usual.

A experimentacio de TWORT em
1915 (11) demonstrando a presenca de
um principio lytico em cultura de vac-
cina glycerinada feita em gelose sim-
ples, reconhecivel pelo exame micros-
copico das colonias que se apresenta-
vam como constituidas por detrictos
microbianos, traz ainda confirmacfo 4
idea da conservacio da vida no chromi-
dio, Incompletamenle atacado pelo
agente lytico.

Essas colonias transplantadas da-
vam origem a novas colonias, algumas
alteradas e oulras com aspecto normal,
branco-opaco.

Encontra-se, assim, a chave para a
explicacdo das mutacées bactferianas,
por principios endogenos, isto é, pro-
prios d cultura, na independencia de
condicg¢oées dysgeneticas levadas por
agentes exteriores, 14 dé facto reconhe-
cidos por todos os pesquizadores.

Dahi o pleomorphismo que se ob-
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serva acompanhando 6 desenvolvimen-
lo de culturas, mesmo recentes.

Que essa variabilidade nd3o € acci-
dental € que se transmilte por heranca,
sendo ainda passivel de saltos atavicos,
resulta dos trabalhos de TAENNISSEN,
BURRI, EISENHERG, BERGSTRAND e
HANSEN, entre outros, tio bem synthe-
tisados na magnifica communicacio de
BERGSTRAND, em Stockolm (12).

O estudo da bacteriophagia ou phe-
nomeno de TWORT-&’HERELLE nos
leva pois instinctivamente ao ponto li-
mile maleria viva=colloide vivo, tanto
no que concerne ao agente da lyse como
a cellula lysada.

Agente ultramicroscopico parasiia,
fermento ou catalysador, o bacteriopha-
go lem o seu poder de accido intima-
mente ligado 4 vida, determinada pelo
equilibrio das moleculas que o consti-
tuem, facilmente rompido pela variacio
das condicdes electrolyticas do meio,
como resulta de experimentacio de
COSTA CRUZ, confirmada por LIS-
BONNE e CARRERE (13).

Em relacdo a cellula lisada, desde
que os fermentos dissociadores, aufoly-
ficos ou exogenos ndo rompam o equi-
librio intragranular, uma nova morpho-
genese permitle a reconstruccdao do ele-
mento figurado.

E o que resulta da filtrabilidade do
virus tuberculoso ¢ dysenterico e ainda
da verificacdo do estado de vida do vi-
brido cholerico, sob a forma granular,
apos ter sido submettido ao phenomeno
de PFEIFFER, como opiinam METCH.-
NIKOFF (14) e CANTACUZENE (15).

Do que acima fica exposto resulta
que a forma granular, quer seja deter-
minada por phenomeno normal ou acci-
dental, assegura 4 materia viva, pelo
menos no que concerne Aas bacterias
em que ella ioi observada, um estado
particular passivel de ulterior morpho-
genese,

Sem que constitua o processo ex-
clusivo de reproduccdo das bacterias,
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a forma granular representa uma phase
no cyclo de vida desses organismos que
em condicdes especiaes provaveimente
fraduz a forma de resistencia que o
elemento vivo nido esporulado pode op-
por as causas de destruicio que o at-

tinjam.
CONCLUSOES

1o—As bacterias estudadas sfio cel-
lulas nucleadas.

20—0 nucleo nessas cellulas se apre-
senta disperso sob a forma de
chromidio que, com a evolucdo
da bacteria para ulterior mul-
tiplicacdo, se orienta conden-
sando-se sob a forma de granu-
lacdes.

3o—A localisacdo polar dessas gra-
nula¢gdes indica um processo de
amitose cujos actos intimos nfo
podem ser seguidos por insuffi-
ciencia dos apparelhos de ob-
servacaio.

40—A distribuicfo irregular da subs-
tancia chromidial no interior
das cellulas bacterianas, do
mesmo modo que a sua distri-
buicio regular em outras cel-
lulas da mesma natureza, pare-
ce indicar que cellulas da mes-
ma especie podem se dividir
e multiplicar por processos dif-
ferentes.

50,.—(0 crescimento dessas cellulas
e a reproduccido d’ellas estio
intimamente ligados ao cres-
cimento e reproduccdo dos
corpusculos chromidiaes.

60.—0 crescimentoe areproduccio
dessas cellulas se faz pela emis-
sio de granulos no inferior do
elemento, 0s quaes se orieéntam
para ulterior divisdo da cellula,
ou por emissio de granuios
para féra do organismo estuda-
do, dando origem a novo reti-
culo que ira constituir uma cel-

lula neo-gerada.

70.—0 crescimento e a reproduccéo
dessas cellulas podem se fazer
quer no s~ntido do comprimen-
to da cellula, quer no sentido
lateral, permittindo planos de
divisdo transversa (coccos, coli
e dysenterico) ou longitudinal
semelhando esgalhamento ou ar-
borisacdo (diphterico, tu' ercu-
lose e algumas vezes 0 coli),

A presenca de pocira granular nas
colonias iniciaes (coli, diphterico, tuber-
culose) € nas culturas antigas ou lysadas
(tuberculose, dysentericos), a variabi-
lidade do tamanho das granulac¢des, a
presenca de residuo cytoplasmico envol-
vendo algumas dellas, a possibilidade
de verificar em preparados a fresco
ou fixados e corados, de culturas de
diversas idades, a presenca de formas
que podem completar os élos de uma
cadeia de crescimento, desdé a poeira
granular até a forma de bastonete, sio
razdes que fazem presumir, com grande
probabilidade de acerto, na evolugio
de granulacdes chromidiaes, desde a
phase primordial de simples granulo
até a de cellula bacteriana.

A observacdo a fresco do bacillo
diphterico e coli parecem 1sso demons-
trar e a filtrabilidade de formas gra-
nulares dando origem a sub-culturase a
infeccdo, dio a demonstracdo cabal, de
accordo com a experimentacdo com o
bacillo da tuberculose citada no prin-
cipio deste trabalho e o da dysenteria,
como foi ainda verificado por HAU-

DUROY. (16).
CONCLUSOES GERAES.

1o—As granulacdes chromidiaes que
compdem a cellula bacteriana
sdo individualmente capazes de
reproduzir a especie.

20 —A forma que caracterisa a bac-

teria na systhematica microbio-
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logica representa uma phase de terias, uma phase asseguradora
evolucdo da substancia viva da perpetuidade da especie.

. A0 — : ] 0no
correspondendo a um organis- fo—As baclerias apresentam um

cyclo de vida qgue pode ser

comprehendido em synopse nas

30.—A forma granular representa seguintes phases de aclividade
pois, no cyclo da vida das bac- nuclear:

mo complexo.

Poeira granular
A—Phase germinal
Oranulacoes livres

B—Phase do crescimento — Multiplica¢ao granular

Organisacao cellular

Emissdo e organisagao Emissdo e organisacao granular
granular-intracellular. extracellular.

Divisao e reproducc¢io cellular.

C—/Phase de desintegracido — Desintegracio cellular.

Poeira granular  Granulac¢des livres.

Desintegracio gra- Multiplicagio
nular. Lyse. granular.

Organisa¢ao cellular.




EXPLICACAO DAS ESTAMPAS 13--15.

Fig. 1==Amostras PARKES—Fragmento de colonia
em gelose (18 horas), collocado entre la-
mina e laminula, corado pelo azul de
methyleno sem fixacio.

Formas granulares em cocco-bacillo, sem bastonete
e flexuosas.

Figs. 2-3—Amostra recentemente isolada.

Fragmento de colonia em gelose (18 horas) corado
entre lamina e laminula pelo SALOMON-
SEN. |

Formas curtas mostrando a condensagio de subs-
tancia chromatica em reticulo; outras
mostrando continuidade terminal por
meio de granulos, outras mostrando
granulacdes livres e appensas lateral-
mente.

Fig. 4 —Mesmo preparado.

Grumo granular ligado por finissimos filamentos
granu;osos. .

Fig. 5—Cultura de 48 horas em soro.

Amostra recentemente isolada.

Fixacao pelo sublimedo-alcool e coloragcio pela he-
matoxylina ferrica-DELAFIELD.

Formas em bastonetes curtos e longos mostrando a
condensagao chromatica em granulos li-
gados por um fino filamento na forma
longa, que nao € visivel nas formas cur-
tas.

Fig. 6—Amostras PARKES—Cultura em gelose [18
horas).

Preparado fixado pelo sublimado-alcool e corado pe-
la hematnxylina ferrica DELAFIELD.
Formas granulares desde a forma de
pontos até a de coccos.

Cocco-bacilllos com differenciacio que permitte re-
conhecer fino reticulo em seu interior

com granulagdes. Cocco-bacillos com con-
densagcao de subsiancia chromatica nos

polos..

Formas apresentando uma e duas granulacdes appen-
sas a um dos polos.

Formas em cocco-bacillo, mais ou menos curtas, sem
differenciacao apreciavel.

Forma flexuosa longa mostrando estrnctura reticular
finamente granulosa.

Fig. 7—Mesma cultura. Fixacfo pelo sublimado-al-
cool e coloracao pela hematoxylina fer-
rea HEIDENHAIN.

Poeira granular em stroma finamente granuloso.

Formas em coccos sem differenciacio.

Formas em bastonete com condensagao da substan-
cia chromatica, sob a forma das granu-
lagGes polares e centraes.

Formas em cocco-bacillo com differenciacio chroma-
tica nitida, mostrando um estrangula-
mento central, indicador de um futuro
plano de divis3o.

Forma em cocco-bacillo com granulacio polar ap-
pénsa, '
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Formas lougas flexuosas, finamente granulosas e com
granulacoes nitidas e volumosas ligadas
por fino reticulo.

Fig. 8—Amostra recentemente isolada.

Cultura em soro [48 horas]. Fixacio pelo sublimado-
alcool. Coloragio pela hematoxylina fer-
rica HEIDENHAIN.

Farmas desde simples granulo isolado a coccos, coc-
co-bacillos, bacillos com granulacées po-
lares e centraes e filamentosas finamen-
te granulosas.

Figs. 9-21—Bacillo coli.

Fig. 9—Amostra recentemente isolada dé fezes em
um caso de enterite.

Colonia de 6 horas em gelose distendida sobre la-
mina, fixada e corada pelo MAY-GRUN-
WALD e super corada pelo GIEMSA.

Formas bacillares mostrando nitidamente a substan-
cia chomatica condensada nos polos e
no centro sob a forma de granulos vo-
lumosos e deixando ver o cytoplasma da
cellula. Observadas essas formas em pe-
quenos grupos, nota-se certa relagao ae
parallelismo entre as granulagoes. O
fundo da colonia claro com a tonajidade
rosea do meio de cultura.

Figs. 10-11— Outros campos do preparado, mostran-
do diversas formas da bacteria, desde
poeira granular, granulagoes isoladas,
coccos ate a forma de bastonetes com a
substancia chromidial nitidamente granu-
losa ou sem differenciacdo apreciavel.

Figs. 12-14—Cultura obtida em gelose distendida
sobre lamina. Observacdo a fresco 4
horas apdés a semeadura. Estufa a 379C.

Bacillos com pontos refringentes polares e centraes.
Em algumas formas nio se ve differen-
ciagdo apreciavel. Em outras formas no-
ta-se estresta relagio entre os pontos re-
fringentes polares de uns e outros ba-
cillos. Uma ou outra forma mostra um
ponto refringente parecendo a ella ap-
penso.

Fig. 15—Preparado por impressio. Fixacao pelo su-
mado-alcool. Cploragio pela hematoxy-
lina ferrica HEIDENHAINN. Mesma
cuitura. Formas em bastonete sem dif-
ferenciaciao apreciavel.

Figs. 16-17—Mesmo preparado.
Formas mostrando nitidamente algumas dellas a

condensacao da substancia chromatica
sob a forma de granulos no interior dos
bacillos e outras mostrando granulacoes
exteriores ao cOrpo bacillar parecendo
derivar d’ele.

Uma ou outra granulacido isolada
Fig. 18-19—Mesmo preparado.

Poeira granular e bacillos com granulagdes appensas.
Fig. 20—Mesma cultura. Colora¢do pelo azul de me-
thyleno sem coloragao.



Disposicao dos bacillos em colonia.

Fig. 21—Fragmento de colonia corado pelo azul de
methyleno sem fixacZo e observado em
suspensdo no liquido corante.

Formas mostrando intima relacao entre as granula-
coes do corpo de um bacillo e as de
outro.

Fig. 22—B. diphterico. Coloracio pelo

NEISSER, Contréle das cul-
turas de diphterico.

Fig. 23—B. dysenterico. Typo SHIGA."
Cultura em gelose distendida sobre
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lamina fixada c¢ corada pelo
MAY-GRUNWALD e super
corado pelo GIEMSA.
Colonia de 12 horas.
Disposicio dos bacillos em colonia,

Nota: deixo de apresentar as figu-
ras relativas aos outros preparados de

bacillos dysentericos por nada apresen-
tarem elles de interesse, que fosse diffe-

rente do que se observou com o coli.
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