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Varios autores tém procurado demonstrar a presenca, no corpo
bacteriano, de zonas de atividade enzimatica o6xido-redutora, as quais

corresponderiam as mitocondrias das células dos organismos supe-
riores.

As granulacoes individualizadas nas microbactérias, conhecidas
desde KocH (3), que as chamou de ‘“esporos’, apresentaram, segundo
os trabalhos de Mupp & CoLs. (9) e outros pesquisadores, caracteris-
ticas moriologicas, citoquimicas e tintoriais semelhantes as das mito-
condrias, o que os levou a considera-las como tal. Observacoes feitas
em germes de diversos géneros bacterianos, como Escherichia, Bacil-
lus, Mzicrococcus, Salmonella, Streptococcus, Proteus, Pneumococcus,
Corynebacterium (2, 10, 11) tém confirmado essa hipdtese. SorROURI &
Mubpp (12) estudaram bactérias do género Proteus e reconheceram,
dentro do mesmo critério experimental, que as granulacoes citoplas-
maticas possuiam as propriedades essenciais das mitocéndrias, quan-
do submetidas a tratamento com reagente de Nadi, verde Janus B e

sals de tetrazolio. Provaram, também, por meio de coloracoes especi-
ficas, o aparecimento simultineo de material nuclear.

O assunto foi bem revisto por Mubpp, em 1953 e 1954 (7, 8). Con-
tudo, interpretagoes diferentes podem surgir, quanto a serem ou nao

essas granulacoes mitocondrias, conforme assinalam WIDRA (14) e
ALEXANDER (1).

O uso dos sais de terazolio tem permitido a diversos autores, além
dos citados nos trabalhos acima referidos, evidenciar pontos de intensa
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reducdo a formazana, em muitas outras bactérias e cogumelos, con-
forme assinalaram MEeLLO & SinvA (6) ao descreverem suas observa-
coes com amostras do género Brucella.

No presente trabalho, procuramos focalizar, através da microsco-
pia eletronica, aspectos morfolog1cos de Proteus vulgaris, tratado com
cloreto de trlfemltetrazoho (TTC) . E sabido que éste composto, quan-
do reduzido por células vivas apresenta-se depositado intracelularmen-
te em zonas de atividade desidrogenasica, transformado em formaza-
na insoluvel e corada. Facilmente evidenciadas ao microscopio otico,
tais zonas apresentaram, ao microscéopio eletronico, peculiaridades in-

teressantes.
MATERIAL E METODOS

Usamos amostra de P. vulgaris (colecao da Seccao de Bacteriolo-
gia do Instituto Oswaldo Cruz), cultivada em caldo simples ou em
agua peptonada. Depois de 4 horas de incubacao a 37°C, a cultura foi
distribuida em varios tubos e a cada um juntada soluc;ao aquosa, esté-
ril, a 1 %, de cloreto de trifeniltetrazolio (‘“‘Synthetical Laboratories”,
Chicago, U.S.A.), de modo a dar a concentracao final de 0,1 %.
tubos foram colocados em banho-maria a 379C, acompanhados de tu-
bos-testemunhas contendo a cultura, sem TTC.

Em parte das provas, apos o contacto de 30 minutos com o TTC,
eram feitas centrifugacoes, lavagens e preparacoes, sem fixar. Nou-
tras, a reducao em formazana corada, pelos germes, observada macros-
copicamente nos tubos, foi estabilizada, com intervalos de 5 minutos,
por meio de duas gotas de formol, seguindo-se rapido abaixamento da
temperatura por imersao dos tubos em gélo partido. Apos 24 horas de
conservacao em geladeira, foram centrifugadas as suspensoes, despre-
zados 0s sobrenadantes e lavados os sedimentos de cada uma, duas vé-
zes, com agua destilada estéril. Posteriormente, em alguns tubos, féz-
-se a extracao da formazana do interior das células bacterianas, por
meio de acetona, seguindo-se nova centrifugacao e lavagem em agua
destilada. O material era conservado em refrigerador, dum dia para
outro, até serem feitas as preparacoes para a microscopia eletronica,
as quais consistiram na montagem do material em membrana de par-
16dio e dessecamento por meio de calor, segundo a técnica usual. Em-
pregou-se o microscopio eletronico RCA tipo EMU-2C, pertencente ao
Instituto Oswaldo Cruz. Sombreamento por meio de cromo, Sob an-

gulo de 10°.

Préviamente as preparacoes foram observadas com auxilio do mi-
croscopio otico (contraste de fase) evidenciando-se zonas coradas den-
tro dos corpos bacilares, semelhantes as escritas por SOROURI &
Mupp (12).

RESULTADOS

Pela observacao ao microscopio eletronico verificamos, aléem da
permanéncia dos cilios em todos os preparados, apesar das diversas
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manifestacoes sofridas pelos germes (tratamento com TTC, formol e
acetona, centrifugacoes, lavagens, etc.), o seguinte:

1.0) TESTEMUNHAS

a) Germes nao fixados com formol. Examinados com sombrea-
mento, viam-se corpos bacilares isolados e em pequenas cadeias, bem
definidos; retracao da massa citoplasmatica deixando perceber, em
alguns pontos, a parede celular e a membrana citoplasmatica; aspecto
heterogéneo de conteudo celular e presenga de zonas claras, provavel-
mente vacuolos, com localizagdo central e periférica (Figs. 1 a 3). Sem
0 sombreamento, os vacuolos eram mais nitidos (Figs. 4 e 5). Conden-
sacoes do citoplasma freqilientes e presenca de pontos mais escuros, as
vezes salientes, com distribuicdo polar, subpolar e periférica (Figs. 1
e 2) mas sem deformarem muito o contérno celular.

b) Germes fixados com formol. Por meio do sombreamento,
viam-se 0s corpos bacilares bem definidos e em curtas cadeias (F'ig. 6).
Nao se individualizavam a parede celular e a membrana citoplasmati-
ca, talvez por falta e retracdo do citoplasma. Rste apresentava aspec-
to mais homogéneo e opaco deixando entrever zonas ainda mais den-
sas, que se refletiam na linha sinuosa formada pela ‘“sombra”; essas
granulacoes, porém, nao deformavam muito o contérno da célula.

- 2.9) PROVAS

a) Germes tratados com TTC, durante 5 minutos e fizrados com
formal. Dentro do citoplasma tenso e homogéneo, notavam-se granu-
lagOes mais escuras (Fig. 7), que se destacavam na sombra, semelhan-
tes as das testemunhas (Fig. 6). Se os germes, apds essa exposicio de
o minutos ao TTC eram lavados com acetona, o conteudo citoplasma-
tico perdia a homogeneidade surgindo pontos claros intercalados com
zonas escuras (Fig. 8). Observou-se, também, que o corpo bacilar con-

servava, ainda, o seu aspecto geral semelhante ao da testemunha
(Fig. 6) .

b) Germes tratados com TTC, durante 10 minutos e fixados com
formol. Aumentando o tempo de contacto das bactérias com o TTC,
surgiram alteragoes morfoldgicas. Verificou-se, pelo sombreamento,
que muitas celulas perderam a uniformidade do contdrno e o conteti-
do celular apresentava-se desorganizado (Fif. 9). Sem o sombreamen-
to, percebiam-se zonas de condensacdo, intercaladas com espacos que

lembravam vacuolos, porém maiores e mais nitidos, situados, em ge-
ral, perifericamente (Fig. 10).

c) Germes tratados com TTC, durante 20 minutos e fixados com

formol. As modificacbes no corpo bacilar acentuaram-se, aparecendo
granulos grosseiros, ressaltados pelo sombreamento, entremeados de

citoplasma irregular. A parede celular perdeu sua uniformidade (Figs.



