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Formas desde simples granulo izolado a cocos, coco-baci-
los, bacilos com granulagbes polares e ecntrais e filamentozas
finamente granulozas.

Figs. 9-21 — Bacilo coli.

Fig. 9 — Amostra recentemente izolada de fezes em um
cazo de enterite.

Colonia de 6 horas em geloze distendida sobre lamina,
fixada e corada pelo May-GrRUNwALD e supercorada pelo
Giemsa.

Formas bacilares mostrando nitidamente a substancia ero-
matica condensada nos polos e no centro sob a forma de
granulos 1 e dei do ver o citopl da celula,
Observadas essas formas em pequenos grupos, nota-se certa
relagio de paralclismo entre as granulagdes. O fundo da co-
lonia claro com a tonalidade rozea do meio de cultura.

Figs. 10-11 — Outros campos do preparado, mostrando
diversas formas da bacteria, desde poeira granular, granula-
goes izoladas, cocos até a forma de bastcnetes com a substan-
cia cromidial nitid s 1 ou sem diferenciagio
apreciavel .

Yigs. 12-14 — Cultura obtida em geloze distendida sobre
lam'na. Observagio a fresco 4 horas apez a semeadura. Estufa
a 37° C . <

Bacilos com pontos refrinjentes polares ‘e centrais. Em al-
gumas formase nio se vé diferenciagio apreciavel. Em outras
formas nota-se estreita relagio entre os pontos refrinjentes
polares de uns e outros bacilos. Uma ou outra forma mostra
um ponto refrinjente parecendo a ela apenso,

lig. 15— Preparado por impressio. Fixagio pelo subli-

mado-alcool. Coloragio pela hematoxilina-ferrica HEIDENHATY,
"Mesma cultura. Formas em bastonete sem diferenciagio apre-
ciavel.

Figs. 16-17 — Mesmo preparado.

Formas mostrando nitidamente algumas delas a conden-
sagio da substancia cromatica sob a forma de granulos no
interior dos bacilos e outras mostrando granulagdes exteriores
ao corpo bacilar parecendo derivar dele,

Uma ou outra granulagio izolada.

. Figs. 18-19 — Mesmo preparado, G

Poeira granular e bacilos com granulagGes apensas,

Fig. 20 — Mesma cultura. Coloragio pelo azul' de metileno
sam_coloragio. v

Dispozi¢io dos bacilos em colonia.

Fig. 21-— Fragmento de colonia corado pelo azul de me-
tileno sem fixagdo e observado em suspensio no liquido co-
rante.

Formas mostrando intima relagio entre as granulagdes do
corpo de- um bacilo e as de outro.

Fig. 22 — B. difterico, Coloragio pelo NErisser. Contrile
das culturas de difterico.

Fig. 23 — B. dizenterico. Tipo Smica. Cultura em ge-
loze distendida sobre lamina fixada e corada pelo May-
GRUNWALD ¢ supercorado pelo Gieasa.

Colonia de 12 horas.

Dispozigio dos bacilo sem colonia.

Nota: deixo de aprezentar as figuras relativas aos ‘outros
preparados de baciles dizentericos por nada aprezentarem de
interesse, que fosse diferente do que.se observou com o coli.

SOBRE A FORMA FILTRAVEL DA TUBERCULOZE (%)

Sr. Prezidente.
Minhas senhoras.
Meus senhores.

O Sr. Prof. Kraus teve a bondade de
convidar-me para trazer ao conhecimento
desta sociedade as investigacdes que orien-
tei no estudo da “Tuberculoze” e que me
conduziram 4 crenga na existencia de
uma faze filtrante do virus.

Estes rezultados, por se afastarem das
nogoes classicas admitidas, dificilmente
serio reconhecidos como exatos.

Entretanto, como derivaram da experi-
mentacio, tenho-os como certos e espero
ve-los confirmados por todos.

Para ser claro na expozi¢ao, devo re-
montar ao inicio das minhas pesquizas,
demonstrando assim que as idéas, por
mim hoje admitidas, se orijinaram de fa-
tos experimentais e deles decorreram como
concluzoes forgadas.

Historico

Os trabalhos de METALNIKOFF, sobre a
infecgio da Galleria melonella pelo bacilo
de KocH, traziam novas esperancas a
soroterapia antituberculoza. A verificacio
que esse autor havia feito da destrui-
¢io do bacilo no interior do tubo dijestivo
daquele inseto em consequencia da sapo-
nificagio das ceras e gorduras do corpo

(1) Conferencia realizada na Wiener Ge-
sellschafi fiir Mikrobiologie, em sessio de 22
de junho de 1926.

bacilar, permitia supor ser possivel, por
qualquer artificio de tecnica, obter a re-
absorcao dos bacilos de KocH, e assim

ser conseguida a produgdo de anticorpos

especificos aproveitaveis em soroterapia.

Meu saudozo Mestre, OswaLpo Cruz,
orientara entdo seus primeiros estudos
em caminho paralelo, investigando a re-
absorcio das gorduras vejetais e ani-
mais, por via linfatica.

Em 1906 incumbiu-me do estudo dos
problemas concernentes 4 “Tuberculoze”
no Instituto que havia fundado.

Tive como meu primeiro cuidado o es-
tudo da natureza quimica do corpo baci-
lar, e desse estudo rezultou a nocio da
complexidade da estrutura do bastonete,
em cujo interior, fortemente granulozo,
havia granulagGes de vario tamanho que,
a meu ver, reprezentavam papel impor-
tante e essencial na biolojia da bacteria.

O metodo de coloragio que por essa
ocazido propuzera para o diagnostico di-
ferencial microscopico entre o bacilo de
KocH e os pseudo-tuberculozos, prestava-se
magnificamente ao estudo da estrutura
do bastonete, revelando no interior dele
granula¢es intensamente coraveis pelo
GraM, variaveis em tamanho, em coloca-
¢d0, mesmo em forma, e (que por sua cons-
tancia me davam a. certeza de serem ne-
cessarias ao metabolismo da bacteria.

Dai a idéa de proceder no seu estudo
citolojico. Com esse cbjeto, servi-me de di-
versos metodos de coloragio, da observa-
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¢io a fresco, e, em meu trabalho publi-
cado em 1910 nas Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz, eu concluia: que as granu-
lagdes do bacilo da tuberculoze sdo consti-
tuidas por substancias de natureza croma-
tica, e que FIZIOLOJICAMENTE e ndo
MORFOLOJICAMENTE: (porque nio pude
acompanhar as fazes do processo intimo
de divizio da granulagdo), reprezentam
elas o mesmo papel dos nucleos poliener-
jeticos na reprodugdo dos protozoarios.

Afirmava eu entdo: ainda fiziolojica-
mente o papel das granulacdes reproduto-
ras na tuberculoze, é analogo ao papel dos
conidios dos cogumelos; em ambos os ca-
zos trata-se do elemento gerador do orga-
nismo primitivo; no cazo particular do ba-
cilo da tuberculoze elas orijinam granula-
¢des menores (ue se conservam ligadas
por delgados filamentos, como si houvesse
um eshboco de organizacio de micelio.
A identificacio com o micelio dos cogu-
melos nido poude, contudo, ser feita, por
nio se observar a formac¢io de septos, nem
ter sido possivel acompanhar o fenomeno
intimo .da organiza¢io granular.

O estudo da infeccdo tuberculoza mos-
trava ainda pelos trabalhos de MucH e pe-
los meus, contemporaneamente feitos, que
a forma granular deveria ser responsabi-
lizada pela natureza infectuoza da bacte-
ria em estudo; deveria ela reprezentar o
verdadeiro wirus tuberculozo. Considerada
entdio como forma de dezagregacio baci-
lar, como demonstrara pela ac¢do do fer-
mento lipolitico existénte no puz tuber-
culozo, contemporaneamente ainda com as
investigacoes de BERGEL e de FIESSINGER, a
granula¢ao deveria ainda ser responsabili-
zada como o elemento gerador dos basto-
netes, mais tarde -caracterizaveis pela
acido-alcool-rezistencia.

Para verificar biolojicamente a con-
cepcio que o estudo morfolojico do ba-
cilo me havia sujerido, tornava-se neces-
sario obter as granulagdes separadas dos
bacilos acido-rezistentes, e pela inoculacio
desse material realizar a‘infec¢do do animal.

Para esse fim tomei cinco -centimetros
cubicos de puz de ganglio cazeificado de
cobaia, infectada com bacilo de orijem hu-
mana e dilui em vinte centimetros cubicos
de agua fiziolojica.

Procedi a filtracio em vela BERKEFELD,
modelo NORDMEYER, 4 pressao de 760 em
trompa dagua. Empreguei trez velas, pre-
viamente experimentadas com emulsao di-
luida em agua fiziolojica do vibrio-colera,
sarcina lutea e colera gallinarum e que se
mostraram desta sorte impermeaveis a
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passajem desses germens, por verificagdo
em culturas.

O liquido obtido pela filtracdo da emul-
sio do puz tuberculozo foi dividido em
duas porcdes eguais: uma foi centrifugada
e o sedimento obtido mostrou em prepa-
rado microscopico corado pelo metodo de
GraM a existencia de granulacgoes e de de-
tritos de bacilos que ndo eram revelados
pelo ZieHL, acido azotico ao tergo.

A outra porcdo foi inoculada sob a pele
de uma cobaia. Ndo se formou cancro no
ponto de inoculagdo; o material inoculado
tinha se reabsorvido todo sem reacgdo apa-
rente quando, 15 dias apoz d inoculagdo,
comegou a esbogar-se sinal de reagdo gan-
glionar que se traduzia por aumento de
volume e endurecimento dos ganglios in-
guinais correspondentes ao ponto onde
féra praticada a inoculagdo.

O animal, sacrificado um mez depois,
mostrou por autopsia ganglios inguinais
aumentados de volume, duros e hiperemia-
dos. Os frottis feitos com esse material
nio mostraram a existencia de bacilos da
tuberculoze; encontravam-se somente gra-
nulacdes incluidas nos linfocitos, reconhe-
civeis por serem GraM pozitivas. O baco
aumentado de volume e conjesto, mostrou,
por cortes, infiltragdo linfocitaria, hemor-
rajias intersticiais, prezen¢a de granula-
coes incluidas em celulas embrionarias e
auzencia de bacilos.

Uma quarta parte do baco desse animal
foi finamente dividida e emulsionada em
agua fiziolojica, e inoculada sob a pele
de uma outra cobaia. Oito dias depois for-
mou-se um nodulo duro no ponto da ino-
culacio; permanecendo ainda um mez de-
pois e havendo pequeno aumento de vo-
lume dos ganglios da rejido correspon-
dente, foram essas duas lezdes retiradas
para biopsia.

Examinadas por cortes em serie nio
mostraram reac¢do tuberculoza; de anor-
mal nelas sé se encontrou pigmento he-
matico.

Essa cobaia conservou-se com saude
aparente durante cinco mezes, prazo du-
rante o qual ela permaneceu em obser-
vacdo. Ao cabo desse tempo foi sacrificada.
A autopsia ndo mostrava alteracio ma-
eroscopica dos orgams, a nio ser diminu-
tos focos hiperemiaveis na baze do pulmao
e pequeno aumento de volume do baco.
Foram retirados fragmentos dos ganglios,
baco e pulmdes para exame microscopico.

“QOs cortes dos ganglios e pulmoes mos-
traram bacilos da tuberculoze em numero
muito pequeno, caracterizaveis pela hemu-
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toxilina e pelo ZieHL, acido azotico ao
terco, e pelo ZieHL-GrRAM (alcool acetona
ao tergo).”

Nio se observou reacdo tuberculoza
constituida nitidamente. Observou-se so-
mente grande infiltra¢ao linfocitaria.

A analize deste fato experimental nos
conduz a observagdes interessantes. Du-
rante cinco mezes o animal nio reajiu por
nenhum sinal macroscopico. Nio houve
constituicio de cancro no ponto de ino-
culacao, nao houve formac¢do de puz no
interior dos ganglios, o volume destes era
normal. Nada indicava haver bacilos nos
ganglios, nem nas viceras. O exame dos
orgams desse animal, por cortes, mostrou,
entretanto que nessa cobaia que viveu du-
rante cinco mezes, sem sinal de molestia,
sem reag¢do alguma que fizesse prezumir
tuberculoze e que sendo sacrificada ndo
mostrou lezdo mais notavel que a infiltra-
¢do linfocitaria, encontravam-se em seus
ganglios e pulmaoes bacilos acido-rezisten-
tes com as caracteristicas morfolojicas ‘e
tintoriais do bacilo de KocH.

Conclui eu entdo que, tratando-se de um

animal sensivel 4 tuberculoze como a co- |

baia, esses fatos indicavam que no ho-
mem, em que os cazos de tuberculoze la-
tente sdo previstos pela clinica, a nogio de

terreno tuberculizavel deveria ser substi- |

tuida pela noc¢do de terreno com tuber-
culoze em potencial. :

Essas experiencias tinham para mim
bastante importancia, conduzindo-me por
uma via de experimentacdo inteiramente
nova, para que eu pudesse abandona-la.
Tratei pois de repeti-las. Em uma nova se-
rie de seis animais, empregando niao mais
o puz cazeozo de cobaia mas o puz pro-
veniente de um escarro cavernozo, so-~
mente em um animal que viveu seis mezes
em aparencia de saude, sacrificando-o ao
cabo desse tempo, encontrei bacilos nos
pulmdes, caracterizaveis em cértes desses
orgams. Todas as pesquizas feitas nos ou-
tros animais foram negativas. Repeti no-
vamente a experimentacdo sem que pu-
desse obter novos rezultados pozitivos.

Naceu entio a duvida no meu espirito

sobre g, exatidio da tecnica seguida, ape-’

zar do rigor que eu havia empregado na
experimentag¢ido e que me deveria assegu-
rar a veracidade de minhas concluzdes.
Aprezentei esses trabalhos entio ao Con-
gresso de Tuberculoze reunido em Roma
em abril de 1912 e por minha volta ao
Brazil razoes de ordem diversa orientaram
minha atividade na investiga¢io de outros
problemas.

Estado atual da questdo

Em 1912 PHILIBERT retoma as minhas
experiencias. Utilizando-se de 10 amostras
de puz provenientes de lezoes diversas (co-
xaljia, tumor branco, ganglios etc.) veri-
fica que todas elas aprezentam bacilos,
umas por exame direto, outras apoz homo-
jenizacao. Certifica-se da virulencia desse
material inoculando cobaias que morrem
todas com tuberculoze generalizada. Filtra
o material em experiencia com grandes di-
ficuldades. A inoculac¢io do filtrado em co-
baias nao determina um s6 cazo de tuber-
culoze, salvo em um animal, no qual Pxi-
LIBERT acredita ter sido possivel uma con-
taminacio acidental, ou que o filtro utili-
zado tenha sido permeavel a4 passajem dos
bacilos. PHILIBERT, em rezumo, contesta as
minhas experiencias.

Passaram-se 12 anos apoz as minhas ve-
ficagcbes sem que o assunto tenha desper-
tado maior atencao. Em maio de 1922,
VAUDREMER que vinha ha tempos proce-
dendo ao estudo do dezenvolvimento do
bacilo da tuberculoze em meios pobres, em
artigo no jornal La Médecine, e em sessdes
da Sociedade de Biologia (9 de junho e
22 de dezembro de 1923), assinalou a pos-
sibilidade da passajem atravez a vela
CHaMBERLAND L#, de formas atipicas ndo
acido-rezistentes.

O filtrato semeado em PETROFF dava ori-
jem a colonias de bacilos acido-rezistentes
ao cabo de oito dias. VAUDREMER conclue
que o bacilo da tuberculoze possue formas
filtrantes.

BezaANgoN e Haubpuroy retomam os es-
tudos de VAUDREMER e confirmam-nos in-
teiramente. BEzANGON e PHILIBERT assi-
nam a mesma concluzdo.

PrLA y ArMENGOL filtrando uma emulsio
de puz tuberculozo em vela BERKEFELD,
inoculando a parte que ndo atravessa o
filtro, obtem uma tuberculoze tipica com
bacilos de KocH, e inoculando a- porg¢io
que atravessa a vela obtem lezdes atipicas,
sem bacilos que reinoculadas, porem, de-
terminam a evolucio de uma tuberculoze
tipica, com bacilos acido-rezistentes.

ARLOING, DUFOURT e MALARTE obteem
ainda rezultados pozitivos filtrando cultu-
ras de bacilos de KocH, recentemente izo-
lados. ARI0OING e DUFOURT renovam suas
experiencias utilizando-se ndo mais.de cul-
turas e sim de lezdes tuberculozas, em eca-
zos de tuberculoze infantil (gomas, gan-

| glios, liquido celafo-raqueano de menin-

jite, puz de piotorax). Em 30 ensaios con-
seguiram obter 16 vezes filtratos que in-
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sous la peau du cobaye
10 cc. ont déterminé, |
d’expériences, des phéno
dont voici une bref desc
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fectavam as cobaias. Esses animais sacri-
ficados apoz trez mezes nao haviam apre-
zentado cancro no ponto de inoculacio; os
ganglios correspondentes nio estavam au-
mentados de volume, as viceras pareciam
sds. Os ganglios traqueo-bronquicos e cer-
vicais normais ou levemente hipertrofia-
dos. O exame histolojico ndo mostrou le-
zoes, mas o suco dos ganglios mostrou ba-
cilos acido-alcool-rezistentes tuberculozos
tipicos.

Estas constatacdes concordam absoluta-
mente com as verificagdes que eu havia
feito em 1910.

Em abril de 1923, CALMETTE confia a
VALTIS 0o encargo de repetir as minhas
experiencias. Assim se exprimem esses
dois autores em trabalho ainda inedito
“Les éléments virulents filtrables du ba-
cille tuberculeux”, i

“Nous avons d’abord cherché A obtenir
les éléments filtrables du bacille de Kocu
en nous adressant i des crachats tuber-
culeux autolysés a I'autoclave 4 38° pen-
dant trois jours, selon le procédé indiqué
par F. BEZANGON, MATHIEU et PHILIBERT.
Dans de tels autolysats, nous avions déja
constaté. I'existence de nombreuses granu-
lations. Celles-ci, accumulées dans le culot
de centrifugation, étaient émulsionées dans
Peau physiologique stérile et passées a
travers un filtre CHAMBERLAND L2 dont
Pimperméabilité aux microbes était préala-
blement contrélée.

Dans ces filtrats, de méme que dans
leurs  ‘culots de centrifugation, nous
n’avons pu découvrir. aucun élément visi-
ble. Leur ensémencement sur PETROFF, sur
le milieu 4 I'ceuf de BESREDKA et JurPILLE
et sur pomme de terre, bouillon glyceringé,
est resté constamment stérile.

Cependant ces mémes filtrats, inoculés
sous la peau du cobaye a4 la dose de 5 a
10 cc. ont déterminé, dans trois séries
d’expériences, des phénomeénes identiques
dont voici une bref description:

Les ganglions voisins du point inoculé
se tuméfiaient légérement du 10éme au
15éme jour, puis semblaient redévenir
normaux. La plupart des cobayes injectés

mouraient entre le 3é¢me et lé 4éme mois. |

A leur autopsie on ne trouvait aucune lé-
sion ganglionaire, mais tout le systhéme

lymphatique, et surtout les ganglions tra- -

chéo-bronchiques, étaient un peu hyper-
trophiés. Quelques animaux présentaient
de petits foyers d’hépatisation pulmo-
naire. Ceux-ci.et les ganglions tuméfiés
contenaient toujours des bacilles acido-
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| résistants caractéristiques, en petits amas

-~

et rares. Il
guement.

Dans une autre série d’expériences nous
avons encore pu mettre en évidence des
éléments filtrables dans le pus d’un gan-
glion mésentérique caséeux d’un singe
mort de tuberculose. Le filtrat de ce pus,
comme celui des produits d’expéctoration .
étudiés précédemment, ne renfermait au-
cune granulation visible & Pexamen mi-
croscopique du culot de centrifugation, et
son ensémencement sur les divers milieux,
est toujours resté stérile.

Inoculé sous la peau des cobayes, il a
déterminé des lésions analogues a celles
produites par le filtrai de crachats auto-
lysés et en plus, de petits tubercules pul-
monaires typiques, contenant des bacilles.

Aprés nous DURAND et VAUDREMER, puis
DuranD, inoculant dans le péritoine d’un
cobaye le filtrat sur bougie L3 d’un pus tu-
berculeux d’origine humaine, ont trouvé
chez cet animal, quatre mois plus tard, des
lésions tuberculeuses contenant des bacilles.

Enfin, dans une troisiéme série d’expé-
riences, nous avons filtré des cultures en
milieux glycérinés, agées de trois 2 huit
sémaines et nous en avons obtenu des fil-
trats ne contenant aucune granulation vi-
sible au microscope, aucun germe cultiva-
ble, mais qui, inoculé aux cobayes, pro-
duisaient constamment des lésions analo-
gues a celles que nous avions précédem-
ment décrites.

Les faits enoncés en 1910 par FONTEs se
trouvaient donc pleinement confirmés et
nos expériences avaient permis d’établir
que les filtrats de cultures de crachats et
de pus tuberculeux renferment des élé-
ments qui, quoique invisibles et non cul-
tivables dans les milieux que nous avons
utilisés, sont virulents et tuberculigénes.”

Esses mesmos autores levam adiante a
sua experimenta¢io. Com BouQuET e NE-
GRE conseguem a infecciio de ganglios tra-
queo-bronquicos e do carrefour hepatico
de fetos de cobaias injectadas em periodo
de gestacgiio, sob a pele com produtos fil-
trados de natureza tuberculoza. Rezulta-
dos semelhantes foram - obtidos tambem
por ARLOING e DUFoURT.

E’ de notar que nenhum desses experi-
mentadores obteve culturas com o mate-
rial filtrado, 4 excecio de VAUDREMER,
BEzANGgoN e Haubpuroy.

DURAND e CHARCHASKI obteem a infecc¢do
de uma cobaia com 1 ce. de um filtrado
de exsudato pleural tuberculozo, por via
subcutanea. Trez semanas depois o ani-

fallait les rechercher lon-
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mal sendo sacrificado mostrou uma lin-
fadenite com bacilos de tuberculoze.

Vanucct estudando si com os produtos
tuberculozos, nos quais a pesquiza do ba-
cilo pelo exame microscopico fora nega-
tivo, mas em que a prava biolojica havia
sido pozitiva, seria possivel obter aindzll a
prova biolojica apoz filtracdo .do material

. atravez vela BERKEFELD LILIPUT W, em
trez cazos sobre 10, obteve com o filtrado
injetado no peritoneo de cobaias um qua-
droanatomo-patolojico experimental com-
pleto de tuberculoze, o que fez com que
esse autor admitisse uma forma filtravel
do bacilo de KocH.

VEBER -demonstrou que em um derrame
de pneumotorax artificial rico em baci-
los, filtrado em vela CHAMBERLAND e ino-
culado em uma cobaia, podia determinar
uma tuberculoze experimental caracteri-
zada pela auzencia de ulcera de inocula-
¢io e pela prezenca de notavel tumefaegio
dos ganglios traqueo-bronquicos nos quais
demonstrou a prezenca de bacilos de
KocH.

VERDINA, em magnifico trabalho, forte-
mente documentado, refere que filtrando
material tuberculozo de diversas prove-
niencias (puz, excreta, culturas e bacilo
de KocH) em repetidos exames obteve re-
zultados pozitivos, os quais o autorizam a
concluir pela existencia de uma forma fil-
frante ultra-microscopica para o virus tu-
berculozo. 5

VasiLiu e IriMinoiu filtram culturas de
tuberculoze dezenvolvidas em meio de Pg-
TROFF, obtidas por semeadura de escar-
ros. As cobaias inoculadas com o produto
da filtracio mostram bacilos nos ganglios
abdominais.

Os mesmos rezultados obteem com pro-
dutos tuberculozos humanos. Experimen-
tando em um cazo de linfogranulomatoze
obteem . material filtrante que, passando
atravez a vela L 3 e inoculado sob a pele
e no peritoneo. de cobaias, determinou ao
cabo de dois mezes uma hipertrofia gan-
glionar traqueo-bronquica e abdominal,
com a prezen¢a de bacilos acido-rezisten-
tes caracteristicos.

Das experiencias contrarias eu sé tenho
conhecimento exato das que foram feitas
aqui em Viena por FESsLER e das feitas
por MONTEMARTINI.

FrssLER, 'em seu esplendido trabaiho,
feito com um notavel espirito cientifico,

conclue pela negatividade das -experien-
cias

de VAUDREMER e de seus colabora-
dores. .
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MONTEMARTINI, experimentando em 8¢
cobaias, contesta as experiencias de Va.
Nuccl e considera os pequenos fécos ne-
croticos no tecido sub-cutaneo, nos gan-
glios e no bago como devidos & ag¢io dos
produtos toxicos tuberculozos. :

¢

Critica

Até aqui os fatos experimentais. Proce-
damos agora 4 sua critica

Do que expuz rezulta o conheciménto
de diversos fenomenos de ordem biolojiea
verdadeiramente notaveis e que deman-
dam um estudo aprofundado para a sua
completa elucidagio. : -

1.» E’ possivel separando em uma cultura
tuberculoza, in vitro ou in vivo,
as formas bacilares acido-rezistentes
das formas granulares, obter. com
estas a reprodugio do bacilo com gs
suas caracteristicas classicas?

Penso ter dado resposta com 'a experi-
mentacio que aprezentei em 1910. A veri-
ficacdo de bacilos ‘acido-alcool-rezistentes
em animais infectados em serie com ma-
terial tuberculozo filtrado, nao deixa du-
vida de que as granulagdes sejam organis-
mos geradores de bacilos. Considerei-as
mesmo como unidade vital infectante.
A experimentacio posterior de todos os
autores acima citados e que confirmam o
meu modo de ver demonstra ainda que o
virus tuberculozo é um virus filtravel.

2. As formas geradoras do bacilo serio
as formas granulares viziveis (gra-
nulos de MucH, granulacoes de Fon-
TES, splitter de SPENGLER), ou serio
elementos inviziveis ndo revelaveis
sinio por. culturas posteriores, ou
por inoculagées em animais sensi-
veis?

Até 1922 acreditava eu serem as formas
granulares viziveis as unicas capazes de
rejenerarem o bastonete acido rezistente.
Observacdes posteriores feitas com o bac-
teriofago em culturas de coli e de dizen-
teria, levaram-me ao estudo dessas bacte-
rias, por considerar ja entio o fenomeno
observado com a tuberculoze como feno-
meno de ordem -geral, ligado ao grande
capitulo dos ultra-virus. Do estudo a que
entdo procedi e o qual referirei no final
da minha conferencia, estabeleceu-se-me a
seguranca de que em todas as bacterias ha
uma faze ultra-vizivel e, por consequencia,
filtravel ligada ao ciclo da vida desses mi-
cro-organismos. E’ essa aliaz a corrente na-
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E’ uma questido de |
Acreditava eu em 1910 qu
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0s filtros. Ainda hoje pt
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As experiencias de VaLTI
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Acredito que por for¢a d
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rente. E’ fato por todos
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tural do pensamento daqueles que

teem dedicado a esses e

confirmado as minhas investigacoes:

3.0 A inouculacio de filtrados de natyre
tuberculoza pode determinar
zenca do germen em
sensivel sem determin

I ar lezoes ap
rentes?

As minhas experiencias,
MER, as de VALTIS, as de
FOURT respondem a esta d

as de Vaupr

uvida.

4. Porque motivo nao se obtem sempr

rulento se atenuav
os filtros. Ainda
neira com algumas
As experiencias de A%
a possibilidade de um
zada pde em cheque
meu primeiro
entretanto aind
vizivel ou na f

restrigées, porem

o
modo de p

aze invizivel se acha o
gredo do material vacinante. Sou levado a
essa idéa bazeado na observacio cliniea,
€m que os cazos de tuberculoze latente, de
-tuberculoze” Jocal, mostram grande rezis-
tencia 3 evolugdo da infec¢dio sob a forma
viceral ou generalizada.
5.° O aparecimento de formas bacilares
acido-alcool rezistentes nos animais
experimentados corre por conta de
defeito de tecnica, pela existencia de
tuberculoze espontanea - nesses anj-
mais, ou de fato reprezenta o creci-

se-

mento de wuma forma microbiana
que se aprezenta em seu aspeto
adulto ja conhecido?

Nido posso compreender
tdo variados Pesquiza
erros de tecnica, e de
trabalhando em labor
orientagdes difer
cheg

como tantos e
wdores  incidam em
observacio, quando
atorios diversos, com
entes em suas pesquizas
am a concluzdes identicas. E as expe-

riencias contrarias como as de FESSLER,
feitas com tecnica rigoroza, contrariam

concluzées pozitivas obtidas pelos outros
autores,

Acredito que por

for¢a deva have
quer cauza

r qual-
que nos

escape que possa
explicar essa contradi¢io para mim apa-
rente. E’ fato por todos conhecido que

mesmo naque

les virus filtr
versalmente g

aveis hoje uni-
dmitidos nem

todas as veri-
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studos e que teem

a pre-
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ARLOING ¢ Duy-

2 por passajem atravez
hoje penso dessa ma-

ALTIS demonstrando
a infec¢do generali-
absolutismo do
ensar. Acredito
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se | ficagGes sdo pozitivas. E mesmo em tu-
| berculoze, nas maos de todos os experi-
mentadores incluzive nas minhas pro-
prias, as experiencias pozitivas alternam
com experiencias negativas.

Ha uma incognita que preciza ser elu-
cidada. Cuidar-se-a da falha do determi-
nismo experimental nas condi¢ées conhe-
cidas relativas quer as velas filtrantes,
quer & pressdo ou, o que para mim é mais
brovavel, haverd necessidade de se surpre-
ender a faze filtrante em periodo desco-
nhecido - do ciclo da vida desses orga-

Za

a-

E-

e

a infecgdo experimental classica, | TSmos )
guando Sé emyp rega Lom(; material Faze ultra—mlcroscoplca integrante do ciclo
infectante o virus filtrado? A
N e, vital das bacterias
E’ uma questio de dificil resposta. : ‘
Acreditava eu em 1910 que o material vi-

Dos estudos que eu hav;
forma granular do virus
conhecendo o papel
granulacdes na citoloji
€ principalmente reco
lidade de produzir a
no organismo da
material obti
berculozo atr.

ia feito sobre a
tuberculozo re-
preponderante das
a do bacilo, e ainda
nhecendo a possibi-
pPrezenga de bacilos
cobaia, utilizando-me de
do por filtracdo do puz tu-
avez um filtro de porcelana
poroza, rezultou-me g nog¢ao de ser ¢
forma granular um fenomeno geral naq
biolojia das bacterias. Retomei entdo em
1922 estes estudos e das observacées fej-
tas com o bacilo difterico, com o bacilo coli
€ com os dizentericos em trabalho publi-
cado em 1925 ey concluia pela prezenca
da forma granular nessas bacterias em
uma faze vizipel verificada morfolojica-
mente e na existenciq de uma faze inpizi-
vel presentida no dezenvolvimento das co-
lonias.
Escrevi entio:
“Acredito, pois,
bacterias se passe
copica, nao revelay
de investigacao.”
A razdo prevé a realidade de tal fage.
Sabe-se que a transplantacio de qualquer
germen a novo meio de cultura deter-
mina, até que se estabeleca a adaptacio
dos elementos transplantados 4s novas
condigdes de vida, a lize de grande nu-
mero deles. Esta lize produz a libertagdo
da substancia cromidial sobre g2 superfi-
cie do meio. Em faze mais adiantada 2
observagio de preparados corados que
confirmam ag observagdes dog preparados
feitos sem fixacdo, mostrou-me nas colo-
nias em geloze, zonas de cultura onde os

que no ciclo da vida das
uma faze ultra-micros-
el pelos atuais metodos

elementos morfolojicos se organizam no
seio  de substancia finamente pulveru-
lenta, mas que pode ser r

econhecida pela
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tecnica uzual. Concluia eu ainda no es-
tudo do fenomeno de HERELLE que em re-
lagio a celula lizada “desde que os fer-
mentos dissociadores autoliticos, ou exoje-
nos ndo rompam O equilibrio intragranu-
Jar, uma nova morfojeneze permite a
reconstrucio do elemento figurado.” .
Cheguei assim as seguintes concluzdes
gerais: .
1> As granulagoes cromidiais que com-
poem a celula bacteriana sdo indivi-

dualmente capazes de reproduzir a |

22 A forma que caracteriza a bacteria na
sistematica microbiolojica reprezenta
uma faze de evolugdo da substancia
viva, que corresponde @ um orga-
nismo complexo.

. 32 A forma granular reprezenta no cicto

da vida das bacterias uma faze asse-
guradora da perpetuidade da especie.
4° As bacterias aprezentam um ciclo de
vida que pode ser compreendido em
sinopse nas seguintes fazes de ativi-
dade nuclear: )

fultiplicacao granular.

—K

Organizacao celular.
g, G

!

Emissao ¢ organizacdo .
8
granul;n'-cxlrucc!ular.

especie.
. inal Pocira granular
A — Faze germindil cunylaces livres
B — Faze de erecimento — M
Emissao e organizacao
g granular-intracelular

N
v
|

Divizio e reproducio celular.

C — Faze de dezintegragio — D(;:Lin[cgran_-ﬁu celular.

Poeira granular

Dezintegre

\ Lize.

Um pouco de teoria

Vemos assim sob um aspeto esquema-
tico relativamente simples toda.a comple-
xidade do ciclo da vida desses micro-orga-
nismos. A poeira granular por sua ex-
trema pequenez atinje a um limite otimo
da vizibilidade, confundindo-se com a ma-
teria viva em estado coloidal. Nesse es-
tado essas particulas de vida melhor se
denunciam por seus efeitos que por suas
massas.

Na enerjia vital das celulas os fermen-
tos dezintegrantes ajem concomitante-
mente com o0s fermentos organizadores, e
nem de outro modo pode ser compreen-

dido o metabolismo nutritivo. ‘Ora esses

atos, quer digam respeito 4 dezintegracio

da materia, quer a sua organizagdo, sdo

reprezentados objetivamente pela forma
granular, ultima reprezentagao morfica

, da materia viva.

1 [

Granulacoes livres.

o granular Multiplicacdo granular,
Organizacao celular.

Como dissociar o ato bio-quimico da re-
prezentacio morfica si ambos se confun-
dem no turbilhdo dos mols pelas reagoes
coloidais, na sinteze ou dezintegragio da
materia viva pelas acoes fermentativas
que se apoiam na imaterialidade da ca-
talize.

A nocdo dos virus se aproxima assim
da nocdo dos fermentos e das toxinas.

A separacio das celulas das particulas
da vida que as constituem e que pode ser
obtida empiricamente por meio de filtros,
conduz-nos ao estudo dos ultra-virus.

Nestes a divizibilidade da materia viva
atinje a limites que vio muito alem da
nossa compreensio, e por vezes Vemos que
a virulencia se acha ligada a4 extrema di-
vizio da materia viva como. sucede com
o fenomeno descrito por NICOLLE na in-
fecciio experimental produzida pelos’ espi-
roquetas da febre recorrente.
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A literatura da protozoolojia esta cheia
de indicios desta natureza. O capitulo da
imunolojia se abre em novos caminhos
que devem ser perlustrados nestas inves-
tigacoes. Na propria infec¢do tuberculoza
74 o genio de BEHRING havia previsto no
Restbacillus ou TC “um ajente dotado de
um grande numero de qualidades extra-
ordinarias”,

Este ajente exerce no bacilo a funcao
de substancias formativas. Alem disto
Possue 'qualidades fermentativas e espe-
cialmente cataliticas. Este ajente. pode
fixar de um modo eletivo, por contato, ou-
tras substancias (fenomeno que se deno-
minou adsor¢do); ainda mais, em certas
condig¢bes, possue qualidades assimilado-
ras. Em uma palavra, reprezenta o prin-
cipio, quazi vital, dos bacilos. Era a esta
substancia que Von BEHRING atribuia o
papel preponderante na imunizacdo, acre-
ditando que exercia uma acdo simbiotica
no interior das celulas organicas, em par-
ticular dos elementos celulares que deri-

1
J
!

vam dos centros germinativos do tecido
linfatico.

Assim eu penso qué a forma granular
vizivel, sé ou acompanhada da faze invi-
zivel, por nido podermos separa-la com in-
teira seguranca; pelos atuais metodos de
investigacdo, é a forma do virus que a
observagdo clinica e experimental mostra
ser aquela, que se aprezenta com virulen-
cia atenuada nas lezoes especificas, ou au-
.mentada na infec¢io dos organismos sen-
siveis, ndo permitindo o estabelecimento
dessas lezdes por ocazionarem a morte so-
matica antes que a reacao de defeza ce-
lular se produza. :

A forma acido-alcool-rezistente do ba-
cilo de KocH é um epifenomeno no curso
da evolugdo do parazita. ]

A forma granular vizivel e a faze invi-
zivel reprezentam o elemento virulento.

Eu ACREDITO QUE A INCOGNITA DA IMUNI-

ZAGAO REZIDA NO ENTRETENIMENTO DA FORMA
GRANULAR COMO FORMA ATENUADA DO VIRUS.

BIBLIOGRAFIA DE A. FONTES

TRABALHOS ORIJINAIS

1. Vaccinacgio ¢ sorotherapia antipestosas —
Teze (1903). .

2. Tratamento da tuberculose pela Tubercu-
lina T. 0. A.

" Brazil-Medico — Ano 21, n. 41, paji-
nas 399 e 411 (1907). :

3. Sobre a existencia nos ganglios tuberculo-
sos de uma substancia capaz de destruir

- os bacilos da tuberculose. Nota preliminar.
Brazil-Medico — 1908, Ano 22, n. 40,
p- 391.

4. Diagnostico microscopico differencial en-
tre “os bacillos da tuberculose e 0s ou-
tros acido-resistentes.

Brazil-Medico — 1908, Ano 22, n, 41,

. p. 401,

5. Untersuchungen ueb, die chemische Natur

* der den Tuberkelbacillen cigenen Fett-
und Wachsarten, und ueb das. Phino-
men der Siureresistenz. Differentialdia-
gnose der Tuberkel- und Pseudotuberkel-
bacillen. Tuberkelbacillengranulationen.
*- Central bl. Baki. Orig. — Bd. 49, 1909, -

n. 3, pj. 317.

6. A »b'ropos de la communication de M. Eb.

HAWTHORN sur les "Bacilles de Kocu” en
émulsion dans la glycérine. Effets de ces

émulsions sur le cobaye.
C. R. Soc. Biologie — 1909, t. 66, n..15.

7. Ueb eine in den tuberkuloesem Lymph-

! druesen vorhandene

.toetennde Substanz.
Central bl. Bakt, Orig. — 1909, Bd. 50,p. 78.

Tuberkelbacillen-

8. Estudos sobre a tuberculose.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz — 1909, t. I,
n. 1, pp. 51 e 68.
9. Relatorio ao D. G. S. P. sobre o appare-
lho Clayton — 1906, P
10. Relatorio  sobre a analyse de aguas do
Maranhdo —1906. -
11. Algumas consideracdes sobre a infeccdo
tuberculosa e o seu respectivo virus,
Mm. Inst. Oswaldo Cruz —T. II, n. 1,
pp- 141-6.
12. Estudos sobre tuberculose. =
Mem. Inst. Oswaldo Cruz — 1910, t. 11,
n. 2, pp. 186-205.

13. Estudos sobre tuberculose.

Mem. Inst. Oswaldo Cruz—1911, t. 111,
n. 2, p. 195,

14. Sobre a applicacdo do bi-iodureto de co-

bre em therapeutica (Indicagdes desse
sal nas infeccées de natureza mycosica
e especialmente na tuberculose). (Nota
prévia).
Brazi1~Medico—19]2, ano 26, n. 31
p- 317,

’

15. Communicacio apresentada -ao Congresso

61

Internacional contra a Tuberculose, re-
unido em Roma sobre a influencia dos
extractos. de ganglios tuberculosos sobre
a morphologia do bacillo de Kocu e so.
bre a evolucio da respectiva infeccio.
1912, abril (Premiado com diploma de
honra). :




16.

30.

. Estudos sobre tuberculose.

."Sobre a

31. Soro de leite ¢ PETRUSCKY.

. Sobre a questao

. Relatorio apresentado ao Exmo.

Sobre um novo methodo de
¢do de escarros.
Brazil-Medico — 1913, ano
. 213,

homogeneisa-

27, n. 22,

. Sobre o bi-iodureto de cobre. Ensaios de

pharmacodynamica.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz—1913, t. V;
n. 3, p. 239.

. Therapeutica da tuberculose.

- Archivos Bras. de Med. — 1914, ano 4,
n. 5, p. 345. -
Variacoes do
poder catalasico' do. sangue na infeccao
tuberculosa e relacoes que esse poder
manteni com a crase corphologica san-
guinea (com PiNTO jnr., A
Mem. Inst. Oswaldo Cruz—1914, t. VI,
n. 3, p. 192.
pesquisa do bacillo da tuber-
culose nos escarros, contagem de bacil-
los referindo a um determinado peso de
material.
Mem: Inst. Oswaldo Cruz—1914, t. VI,
n. 3, p. 22
Simplificacao
da technica para preparo desse meio de
cultura.
Mem. Inst. Oswaldo Cruz—1914, t. VI,
n. 3, p. 250.
das vaccinas polyvalentes.
Brazil-Medico — 1915, ano 29, n. 30,
p. 153.
Snr. Dr.
Ocrtavio CARNEIKO, Prefeito de Nictheroy,
sobre o estudo comparativo de trata-
mento biologico e electrolytico das aguas
de esgoto. ’ : -
Relator A. FoNTEs (com o DR. ALCIDES
GopoY) . :

. Estudos sobre tuberculose.

Mem. Inst. Oswaldo Cruz—T. IX, n. 15
p. 143, 1917.

.‘Um novo modelo de tubos para culturas

de tuberculoze.
A Patolojia Geral — 1917, n. 5, setem-
bro.

. Acdo exercida pelos lipoides sobre o Vi-

rus da tuberculoze * e seu aproveita-
mento na tuberculino-terapia. Comuni-
cagdo aprezentada a 2¢ Conferencia Sul-
Americana de Hygiene, Microbiologia e
Pathologia.
A 1Pnlolojia Geral — 1918, n. 6, novem-
hro.

. Tuberculino-therapia.

1918 (opusculo em separado).

. Relatorio apresentado 4 Commissdo Exe-

cutiva do Congresso de Pecuaria sobre
tuberculose bovina.
1918.

. Rélatorio. do servico de Saude Municipal,

Dgr. Oscar
Petropolis.

apresentado ao Exm.’ SNR.
WEINCHENCEK, Prefeito de
. 1919,
Do bocio endemico em Petropolis. Nota
preliminar (Directoria de Saude da Pre-
feitura de Pelropolis).

31.

32.

35.

38.

39.

40,

41.

42,

. Propriedade impediente

. Morbilidade

. Prophylaxia da tuberculose.
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A Patolojia Geral--1919, novembro n. 6.
Tuberculinoterapia. (O que se pode dedu-
zir da aplicacdo da T. 0. B. 2 durante
o periodo de trez anos na clinica de tu-
berculcze).
A Patolojia Geral — 1920,
outubro, ns. 5 ¢ 6. "

Tuberculose e tuberculinothcrapia.  Con-
ferencia realizada em 25 de janeiro de
1920, na Faculdade de Medicina.de Por-
to Alegre. '

Sobre a infeccdo da tuberculose. Confe-
rencia realizada no Instituto de Hygiene
da Faculdade de Medicina de S. Paulo,
em fevereiro de 1921.

setembro e

de determinados

oleos sobre as culturas de acido-resis-
tentes.

Brazil-Medico — 1921, ano 35, n. 8.

Prophylaxia da Tuberculose. Conferencias
realizadas na Sociedade de Medicina e
Cirurgia, em sessoes de junho e julho
de 1921,

Brazil-Medico — 1921, ns. de 2
julho, e de 3 de setembro. .
da tuberculose. Communica-
¢do apresentada 4 Sociedade de Med. e
Cir. do Rio de Janeiro, em sessdo de 23
de agosto de 1921, em resposta aos
Drs. Pracio BarBosa, Gu.TAVO LESSA €
LEeEONEL GONZAGA.

Contribuicado
apresentada ao 1° Congresso dos Prati-
cos, reunido na cidade do Rio de Ja-
neiro em setembro de 1921.

A Patolojia Geral — N. 6 Novembro,
1922.

Sobre a estructura e o modo. de desenvol-

vimento do bacillo tuberculoso.
Brazil-Medico — 1922, ano 36, vol. 2,
n. 31, p. 1. .

Fonction exercée par les granulations du
bacille de Kocu dans la structure du
méme bacille. Passage des granulations
A travers les filtres suffisamment po-
reux. Infection latente.

A Patolojia Geral —1923, ano 8, n. 5,
setembro.
Sobre a perda da
desagregacdo granular nos
Koci em outras culturas.
Mem. Inst.. Oswaldo Cruz — 1912,

t. XV, n. 1, pp. 181-185.

Tuberculinotherapia. Applica¢do da tuber-

_culina T. O. B. 2. Noticia sobre alguns
casos clinicos.

Jornal dos Clinicos — 1924, 15 de ja-
neiro. N
Sobre a vaceinagdo anti-tuberculosa.
Jornal dos Clinicos—1924, 30 de junho.

acido-resistencia e a
bacillos de

. Sobre o “cyclo. vital” das bacterias.. Con-

tribuicdo ao estudo da forma granular.
No prélo.. (Memorias- do. Inst. Oswaldo
Cruz).

. Uber Filtrierbare Formen des tuberkulose.

Conferencia realizada- na -Wiener Ge-
sellschaft fiir Mikrobiologie, sessdo de
22 de junho de 1926.
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ARTIGOS ORIJINAIS

. : DETERMINACJO DE MASSAS MOLECULARES PELO METODO
REFRACTOMETRICO (%)

A .orientagdo atual da fizico-quimica,
.vinculando fenomenos ainda interpreta-
dos sob condi¢des de excluzivismo expe-
rimental, libertou a apreciacdo de fatos
e investigacGes das conveniencias doutri-
narias, permitindo realizar o avango a
que assiste a ciencia contemporanea.

. () Na opinido de alguns, o processo, em
uestdo, teria a denominacio de verificagdo
a férmula estrutural pela refractometria. A
dezignacdo dada acompanha uzo generaliza-
do.  Em apoio ao criterio por mim adotado,
cumpre citar o livro do Papre Epuarpo Vi-
TORIA que, alem de ser uma autoridade de va-
lor reconhecido em quimica, é um especia-
lista consumado versando o problema das mas-
* .sas moleculares. O trabalho referido intitula.
se Los Pesos Moleculares — Madrid — 1929,

4

Entre os problemas da quimica mo-
derna, estudados com vantajem sob o
impulso dessas ideias dominantes, a de-
terminacdo de massas moleculares pelo
metodo refractometrico presta-se a uma
exemplificagdo concreta,

A importancia crecente das medidas
fizico-quimicas -que tornam muito expe-
dita a pesquiza quimica vence ja as difi-
culdades naturais de quimicos apenas
iniciados na pratica de metodos mais co-
nhecidos a custa de especulacées teoricas.
. 8i, na realidade, a determinacdo de
massas moleculares ¢, essencialmente,
um problema abordavel & luz da fizico-
quimica, com maior evidencia, acentua




