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CONSIDERAGCOES GERAIS

O género Mycobacterium Lehmann e Neumann, constitui-
do por bastonetes icido-resistentes, com extremidades intumes-
cidas, cuneiformes ou ramificadas, apresenta reais afinidades
com os cogumelos inferiores.

Crescem lentamente nos meios ordinirios em aerobiose.

As duas espécies patogénicas Mycobacterium tuberculosis
e Mycobacterium leprae, representam capitulos da Microbiolo-
gia com muitos pontos a resolver.

Do agente etiolégico da lepra, nio se conhece suficiente-
mente nem o seu cultivo, nem mesmo a microbiologia hodierna
possui animal de laboratério que oferega, aos trabalhos expe-
rimentais, condigdes cientificamente completas. Tampouco és-
se germe se cultiva em série, nem mesmo se conseguiu ainda
provar, com clareza, tddas as condigbes de contégio.

Quanto ao germe de Koch, as condigdes sio bem diversas.
Animais de laboratério, cobaio e coelho, oferecem ao pesqui-
sador todas as condigdes para um estudo experimental.

Nos nossos dias, o cultivo do Mycobacterium de Koch
recebeu novo incremento com técnicas eminentemente prati-
cas, desde os trabalhos de Loewenstein e Petragnani até as ino-
vages recentes, propostas por Dubos, que abreviam sobremo-
do o crescimento do germe. Pode-se dizer que essa técnica
estd nivelada, em valor e rapidez, aos cultivos das diversas bac-
térias patogénicas.

Quanto aos estudos de microscopia, novos dados foram
ultimamente propostos para as praticas correntes: ao lado da
verificacio de alcool e acido-resisténcia, caracteristica das mi-
cobactérias, Hagemann (1937), propds estuda-las ao microscé-
pio em fluorescéncia secundaria. Para isso, ativou a fluorescén-
cia désses germes impregnados pelos fluorocromos, gracas a
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fonte de raios ultra-violetas ou, mais simplesmente, com raios
outros, vizinhos dos ultra-violetas.

Esta claro que désse sistema 6tico especial eliminou-se to-
talmente todas matérias capazes de dar essa fluorescéncia. As-
sim, na rotina, escreve-se uma nova expressio: micr6bios fluo-
rescentes, ao lado das conclusdes de alcool e 4cido-resisténcia.

Praticado ésse estudo cuidadoso de microscopia, convém
passar a realizagio das provas experimentais em cobaios, nio
esquecendo nelas pormenores técnicos que fornecam achados
mais rapidos, sem as possiveis causas de érro, que porventura
possam dificultar o diagnéstico etioldgico.

Acompanhando, ha cérca de cinco anos, os diagndsticos
laboratoriais no Hospital-Sanatério Belém, quer nos escarros,
pela microscopia direta ou pela prova indireta, quer ainda pe-
los exames dos lavados gistrico e traqueo-brénquico, bem como
pelas culturas e inoculagGes em cobaios, julgamos trazer algu-
mas contribuicdes pessoais e também juizo seguro do valor
dos processos utilizados, atualmente, nos laboratérios de pneu-
mologia.
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PRIMEIRA PARTE
CAPITULO I

Aspeto microscépico do “Mycobacterium tuberculosis”

I — MORFOLOGIA

O germe da tuberculose apresenta, nos exsudatos, morfolo-
gla caracteristica. Ora é um bastonete isolado, ora forma gru-
pos de 2 ou 3 elementos. Véem-se disposi¢des em V, X ou L,
de formas bacilares, longas, médias e curtas. Excepcionalmente
notam-se elementos filamentosos que atingem, por vézes, 10
micra de comprimento.

A coloragio dessas formas é ora uniforme, ora descontinua.
As formas curtas sio mais homogéneas, ao passo que as formas
longas sio as mais das vézes granulosas. Todavia formas lon-
gas homogéneas sdo também observadas. Nos bacilos granulo-
sos ha sucessio de cilindros vermelhos separados por espagos
incolores. Em certos exemplares o aspeto do germe assemelha-
se a curtas cadelas de estreptococos e outros casos, o bastonete
apresenta na parte central um grio mais corado de forma ar-
redondada ou ovéide com extremidades afiladas e mais claras.
A existéncia de formas ramificadas ou intumescidas, descritas por
Marpman e Craig, nio sio mais admitidas.

Meyer e Ophuls sio de opiniio que devem ser considera-
das como streptothrix.

Bezangon e Philibert nunca observaram nos escarros o My-
cobacterium de Koch sobre forma de elementos ramificados ou
em clava. Nos tecidos ao contririo o germe tuberculoso apre-
senta formas intumescidas. No pus e no liquido céfaloraquidiano
da meningite tuberculosa o aspeto do germe é em bastonete.
Nas urinas e na bilis os exemplares sio mais longos e segmen-
tados. Em lesdes tuberculosas, em via de desintegragio ca-
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seosa, as formas, o aspeto e os agrupamentos sio inteiramente
iguais aos observados nos escarros.

Sao cléssicas as observagdes de Magrou que demonstram
a possibilidade do germe de Koch dispor-se em grupos radiados.
Essa disposi¢io tdo curiosa é vista com freqiiéncia no cérebro
€ nos rins.

Corpusculos croméfilos no interior dos corpos baciliferos
sdo visiveis gragas a sua forte refringéncia, mesmo em prepa-
rados n3o corados. Quando o corplsculo é {inico, fica situado
no centro bacilar ou numa das extremidades e é de forma es-
férica ou oval. Qutras vézes, os elementos bacilares possuem
trés corpusculos, um central e dois subterminais. Quando ha
no corpo bacilar numerosos corpisculos a disposi¢do é irregular.
Nas culturas verificam-se por vézes corpisculos isolados que
possuem a mesma refringéncia que os corpisculos intracelula-
res, o que faz pensar tenham saido do interior de bacilos.

Nos escarros ao lado de germes providos de um ou de mui-
tos corpuisculos hi outros elementos sem granulagdes.

Em preparados bem corados pelo método de Ziehl Neelsen
o germe apresenta duas partes, o protoplasma central de cor
vermelho-bordeau ¢ a membrana periférica de vermelho-claro.
E facil verificar no protoplasma fragmentos primarios de di-
visio que por sua vez se subdividem em fragmentos secunda-
rios. Entre os fragmentos primirios a membrana se estrangula
ligeiramente. Nio é raro ver-se fragmento primario inteiramen-
te transformado em grinulo negro, que representa o protoplas-
ma condensado. Pela deiséncia da membrana os corpisculos
negros intrabacilares tornam-se livres; observagao comum em cul-
turas que permanecem no laboratério mais de dois anos na
temperatura ambiente. Segundo Nedelkovitch, de Belgrado, os
granulos negros livres germinam para recomegar a vida ativa:
suas propriedades entio sio muito préximas das dos esporos.
Ao contrario, os granulos negros intrabacilares alongam-se e de-
pois fragmentam-se. O grinulo negro livre alcnga-se, a mem-
brana se diferencia e o protoplasma comega logo a fragmentar-

— 12 —
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MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Imagem eletrdénica 20.000 X 1
Giutini e Brotey, Instituto Pasteur
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se, iniciando-se entdo a multiplicagdo habitual por divisio trans-
versa. Representam um ' estado irreversivel, ao passo que os
granulos negros intrabacilares evidenciam um estado reversivel.

Hauduroy, conclui que os bacilos novos nio sio 4acido-re-
sistentes adquirindo essa propriedade na maturidade. Entretan-
to Nedelkovitch nio admite a nio 4acido-resisténcia como fase
de desenvolvimento normal do germe de Koch. No material
humano véem-se balisadas de bastonetes 4cido-resistentes frag-
mentados.

O modo habitual de multiplicagio dos germes é a divisio
transversa direta. Boehm (1947), estudou ao microscépio elec-
tronico a estrutura dos micobactérios tuberculosos muito viru-
lentos, concluindo serem éles constituidos de u’a massa homo-
génea. Atenuada a viruléncia pelo envelhecimento cultural,
surgem elementos granulares. As granulagdes exteriorizadas
(granulagées de Much) sio constituidas de lipideos, céras,
fosfatides e de 4cido nucleico, parecendo conter a parte ativa
da tuberculina. Essas granulages livres das culturas velhas
sdo filtraveis e possuem poder de absorgio maximo para os raios
de um comprimento de onda de 2.537 A a 2.750 A. A técnica
de microcultura s6bre 1dmina (Pryce, 1941), permite apreciar
a morfologia dos germes em desenvolvimento. O tipo médio
humano ¢ mais longo, delgado e curvo e apresenta habitual-
mente disposi¢io granulosa. A coloragio do tipo bovino é, ao
contrério, uniforme e os elementos sio curtos, retos e grossos.
Todos &sses bacilos 4cido-resistentes sio gram-positivos.

Sordelli e Arena (1934), julgam que a propriedade de Aci-
do-resisténcia depende da existéncia de uma membrana semi-
permeavel em torno dos germes intatos, permitindo a fuscina
basica fenicada difundir-se néles, nio deixando porém, que
déles saia a fuscina 4cida

Os trabalhos de Négre demonstraram que os germes tuber-
culosos de 3 ou 4 dias tém poder patogénico muito menos pro-
nunciado que os micobactérios mais antigos. O poder patogé-
nico comega a aparecer no 6.° dia depois da semeadura. An-
drejew (1947) conclui que h4 uma relagio direta de ordem
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geral, entre as mudancgas respiratorias do germe de Koch e a
sua viruléncia. Na multiplicagio do bacilo avidrio Bretey e
Imelik (1949), verificaram uma fase inicial de multiplicagdo
por divisio rapida; segue-se uma fase de maturagio onde os
elementos divididos adquirem o seu desenvolvimento normal;
depois, surgem fendmenos de desintegragio que chegam 2 lise
microbiana e 3 formacio de corpos amorfos; por fim, a cultura
mostra nova fase de desenvolvimento que evolui da mesma
maneira que a precedente.

Dos trabalhos de Antonio Fontes sobre o “Ultra-virus
tuberculoso”, deduziu-se inicialmente:

1.0 —

20 —

30 —

4° —

a unidade viva infectante é o granulo;
o elemento regenerador da forma bastonete acido
e 4lcool-resistente é essa granulagio;
a existéncia do virus é possivel, mesmo sébre a
forma de bastonete lcool e 4cido-resistente na in-
timidade dos tecidos do animal parasitado, consti-
tuindo entdo a tuberculose latente;
os germes apresentam um ciclo de vida que se pode
esquematizar da maneira seguinte:
A.— Fase germinativa.
Poeira granular.
Granulagoes livres.
B.—Fase de crescimento.
Multiplicagio granular.
Emissdo e organizagio
granular intracelular.
Emissio e organizagao
granular extracelular.
Divisio e reprodugio celular.
C.—Fase de desintegragio.
Desintegragio celular.
Poeira granular. Granulagdes livres.
Desintegragio granular. Lise. Multiplica¢ia
granular.
Organizacio celular.

Organizagio celular
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MODOS ALTERNATIVOS DE DIVISAO DAS MICO-
BACTERIAS E DAS CORINEBACTERIAS
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1) Proiiferacio das células por simples divisdo

2) Fragmentacio em células individuais que, pelo

crescimento e divisdo, voltam & condigdo original
(Journal of General Microbiology) — THE

CYTOLOGY AND LIFE-HISTORY OF
BACTERIA, BISSET —- pg. 69
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REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA
MULTIPLICACAO DO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

SEGUNDO JEVREM NEDELKOVITCH

a) Divisdo direta

b) Formacio de granulos negros intraba-
cilares

¢) Libertagdo dos granulos negros

d) Germinacdo dos granulos negros livres
o passagem 2 divisho direta
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Vé-se, pois, que o ciclo do Mycobacterium tuberculosis é
iniciado por uma poeira germinativa cianéfila que passa depois
a forma granular-cianéfila e bacilar-cianéfila, e chegando final-
mente i forma bacilar-4cido-resistente tipica.

A existéncia dos elementos filtraveis nos produtos tuber-
culosos e nas culturas é um dos pontos mais discutidos em mi-
crobiologia. Nem todos os espécimes de Mycobacterium tuber-
culosis apresentam riqueza igual désses elementos (Calmette).

Valtis e van Deinse verificaram que as culturas de virulén-
cia mais elevada sio as mais ricas em elementos filtraveis que
diminuem, a medida que a viruléncia do germe se atenua.

E um capitulo da tuberculose que merece ainda estudos
mais completos e experimentagoes mais acuradas feitas com as
novas técnicas da pneumologia.

II — ALCOOL E ACIDO-RESISTENCIA

Caricter especifico e hereditario dos germes tuberculosos
e de outras micobactérias, a 4cido e alcool-resisténcia apresenta
variagdes que constituem o denominado ciclo tintorial depen-
dente das alteragdes profundas metabélicas nz evolugio désses
séres microbianos. Nas formas jovens e também nas formas em
via de degeneracio, as micobactérias sio descoradas, completa
OU quase completamente, pela agdo do 4lcool ou dos acidos for-
tes muito diluidos.

Hauduroy acredita que as formas jovens do micobactério
tuberculoso, desprovidas de 4cido e 4lcool-resisténcia, possuem
propriedades biolégicas bem diversas do germe no estado adulto.

Na verdade, os germes paratuberculosos apresentam o mes-
mo ciclo tintorial que os tuberculosos auténticos, porém, com
uma instabilidade nitida de sua alcool e 4cido-resisténcia.

Ferran, em 1897, conclui que, pelas passagens em: meios
pobres, transforma-se o Mycobacterium tuberculosis em sapré-
fita desprovida de tdda a sua lcool e 4cido-resisténcia.

—_ 15 —



Arloing, obteve culturas homogéneas, nas quais foi facil
verificar a presenca de bacilos nus.

Auclair (1903), afirma ter conseguido o saprofitismo do
germe de Koch auténtico.

Antdnio Fontes, por sua vez, em suas notaveis publicagdes,
admite formas saprofiticas do germe de Koch.

Vaudremer, San Felice, entre outros pesquisadores, confir-
mam a existéncia dessas formas préximas de fungos microscépi-
cos nic acido e alcool-resistentes.

Também todos os observadores estio acordes em afirmar
que nas culturas dos micobactérios tuberculosos hi elementos
nio alcool e 4cido-resistentes.

Das pesquisas memoraveis de Anderson (1929, 1938 e 1940)
€ sua escola, sébre a quimica désses germes, deduz-se que a
substancia responsavel pela 4lcool e 4cido-resisténcia é o 4cido
micélico (CuH,-0,). '

Asselineau e Lederer (1949), separam pela cromatografia
sobre alumina, dois 4cidos micélicos provavelmente isdmeros;
um, o 4cido alfa-micélico e o outro, o 4acido beta-micélico. O
primeiro tem o ponto de fusio entre 55 e 56°, e o segundo, de
71 a 730,

Em 1948, Fethke e Anderson, identificaram 4cidos micéli-
cos bovinos e aviarios, 4cido fleimicdlico e 4cido leprosimico que
sao também 4cido e 4lcool-resistentes.

Nine Choucroune (1939 e 1948), conseguiu isolar duas
fragdes, uma protéica e outra lipopolisacaridica, responsavel
pela dlcool e 4cido-resisténcia. )

Desembaragados os germes tuberculosos dessa fragio hp.o-
sacaridica, as micobactérias perdem a 4lcool e Acido-resisténcia,
tornam-se mais finas, formam entio longas cadeias e demons-
tra-se mesmo que sua carga elétrica é abaixada, gragas is ve-
rificagdes pelo electroforeno. )

Geris (1920) j4 havia concluido em suas importantes in-
vestigagdes sdbre a anilise quimica do germe de Koch que subs-

tancias bacilares céricas e o micol (CxHw) sdo acido e alcool-
resistentes.
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Kahn e Nonidez (1933), em colénias dos germes de Koch
sobre meio de 6vo observadas em cortes, descreveram uma
parte externa composta de germes e grianulos nio acido-resis-
tentes, assim como germes acido-resistentes com elementos in-
tracelulares intensamente corados. Viram ainda, na parte mé-
dia, germes 4cido-resistentes e grinulos e na parte inferior, sob
0 meio cultural, germes 4cido-resistentes com poucos elementos
nio acido-resistentes, retirados das fissuras das col6nias.

Essa existéncia de bactérias apresentando propriedades tin-
toriais idénticas a do germe da tuberculose, ja fora alids pre-
vista pelo genial Robert Koch em seu trabalho sébre a etiologia
da tuberculose, divulgado em 1884.

As pesquisas sucessivas de Alvarez e Tavel (1885) demons-
traram no smegma humano, sapréfita banal, reconhecido com
a denominagio de bacilo de Lustgarten, que foi o primeiro ba-
cilo 4cido-resistente, nio tuberculoso, individualizado.

Ha necessidade, pois, de recorrer a um método que permita
diferenciar facilmente o agente etiolégico da tuberculose das ou-
tras micobactérias,

Giusepe Penso, de Roma, introduziu o 4cido paraminosali-
cilico (PAS) na técnica laboratorial para distingnir o Myco-
bacterium tuberculosis de outros micobactérios.

- Em poucos dias consegue-se verificar se um germe isolado
¢ um verdadeiro micobactério tuberculoso ou nio.

A técnica a adotar consiste em adicionar % cc de uma
solugdo de PAS (1) em 4,5 cc do meio de Dubos.

Nesse meio semeja-se 1/10 de cc de uma suspensio de
germe a examinar (1 miligrama de germes por cc.).

Ha bloqueamento total do Mycobacterium tuberculosis pelo
PAS, que perde, totalmente, sua viruléncia.

Se quisermos verificar se micobactérios isolados da urina de
um doente devem ser considerados germes tuberculosos verda-
deiros, devemos utilizar o meio de Penso (Dubos 4 PAS).

O resultado pode ser dado em 5 ou 6 dias.

A classificagio dos micobactérios no entender de Penso po-
de ser baseada, pois, nos seguintes itens:
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1.° — Sensibilidade a doses diferentes de PAS.

2.9 — Presenca em cdr de pigmento.

3. — Temperatura maxima da cultura.

4.9 =~ Necessidade ou nio de fatores determinados para o

crescimento.

5.2 — Uulizagio dos glicideos.

6.9 — Determinacao pelos fagos.

O quadro diagnéstico é complementado pelas reagdes tu-
berculinicas, poder patogénico especifico e séro diagndstico.

(1) Solugio de PAS: dissolvida uma quantidade estechiomé-
trica de bicarbonato de sédio em solucdo aquosa, filtrada em Seitz,
de maneira a obter no meio uma concentracio de PAS de 1 v,
10 v, 100 v, 1000 v por cec.
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CAPITULO II
Fluoromicroscopia

A microscopia em fluorescéncia foi descoberta na Alema-
nha em 1911, por Heimstidt e Lehmann e aplicada, pela pri-
meira vez, ao estudo do Mycobacterium tuberculosis, por Hage-
mann em 1937,

A visibilidade dos microrganismos ou dos virus tornados fluo-
rescentes pelos fluorocromos depende da combinacio de quatro
fatdres variaveis:

1. — Espectro de absor¢do do écran destinado a selecionar
a luz excitadora;

2.° — Espectro de absor¢io do flurocromo;

3. — Seu espectro de fluorescéncia;

4.9 — Espectro de absor¢io do filtro de protegio, que,
colocado na ocular, é destinado a neutralizar os
raios da luz excitadora, transmitindo somente os
raios secundérios emitidos pelo preparado.

Para praticar-se, entio a fluoroscopia ou a pesquisa da

fluorescéncia & indispensavel:

L° — Uma fonte luminosa rica em raios ultra-violetas.

2.° — Um écran destinado a reter os raios visiveis su-
pérfluos e deixar passar somente as radiagdes ultra-
violetas excitadoras da fluorescéncia.

As fontes luminosas que fornecem raios ultra-violetas sio
numerosas: lampadas em quartzo e vapor de mercirio, limpa-
das de arco com eletrodes metalicos quase sempre em ferro es-
pecial. Atualmente, aconselham-se ampélas de vidro de Wood
que contém um tubo de quartzo e vapor de mercirio em alta
pressio.
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O écran de Wood é um vidro com éxido de niquel e deixa
passar ultra-violeta entre 3.000 a 4.000 A.

Os microscépios especiais de fluorescéncia de uso mais
freqiiente sio os de Reichert e de Zeiss, com limpada de arco
e banco 64tico, tendo um condensador e écrans sélidos e li-
quidos.

Nos fendmenos de fluorescéncia, Haitinger considera fluo-
rescéncia prépria dos objetos ou fluorescéncia primdria € ainda
fluorescéncia secunddria, resultante da impregnagio por solu-
tos diluidos de substincias fluorescentes: sio os chamados
fluorocromos de Haitinger. A fluorescéncia priméaria da um es-
pectro continuo que se estende do vermelho ao azul-esverdea-

do, ao passo que a fluorescéncia secundéria fornece espectros
de faixas.

Como material de montagem utiliza-se Unicamente a agua
destilada, a 4gua fisiolégica, a glicerina, a vaselina liquida pura.
O &leo de cedro, sendo fluorescente, é inaplicivel. Augier acon-
selha como mais conveniente o benzoato de metila neutro ou

wa mistura de éleo de vaselina e alfa-bromo- naftaleno, cuja
formula é a seguinte:

Alfa-bromo-naftaleno

........... 24 partes em volume.
Oleo de vasilina

............... . 76 partes em volume.

i

Funcionamento

1.° — Regular a posigio da ampdla, na ldmpada, de mo-
do a ter a imagem do filamento a vérios metros.

2.° — Colocar a lampada a 10 cms. do espelho do micros-
cépio.

3.° — Deitar uma gota de éleo nio fluorescente sobre o
o condensador.

4.° — Ajustar a preparagio na platina e levantar o con-
densador.

5‘() —_—

— A
Colocar uma gbta de dleo nio fluorescente sobre a
limina e depor uma laminula.
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6.° — Focalizar com uma objetiva 20 X.

7. — Regular a altura do condensador para que os obje-
tos fluorescentes do campo microscépico se tornem
tao brilhantes quanto for possivel.

Augier aconselha empregar primeiro a objetiva 40 X para
o pesquisador adquirir com mais facilidade a imagem do germe
de Koch em fluorescéncia. Somente depois de examinar muitas
liminas com essa objetiva, é que se deve empregar a objetiva
20 X.

Nio se esquega, todavia, que as lAminas e laminulas usadas
devem ser novas e cuidadosamente lavadas na mistura de bi-
cromato de potassio-acido sulfarico, depois lavadas abundan-
temente em agua pura e em alcool ndo fluorescente (4lcool de
destilagio recente).

Os preparados destinados ao exame em microscopia fluo-

rescente sio obtidos por uma das técnicas que passamos a
enumerar.

Técnicas de coloragdes

I — TECNICA DE HAUDUROY E POSTERNACK

1. — O produto a examinar ¢ distendido em camada fina
sdbre uma limina. Deixa-se secar e fixa-se ao 4l-
cool em chama.
Aquecer o soluto de auramina a 1/1000 colocado sb-
bre o esfregaco até desprendimento de vapores, du-
rante 10 minutos, até a coloragao amarela.
Lavagem em 4gua.
4.° — Tratar por um soluto 4lcool-4cido:
Acido cloridrico concentrado ..... . 4cc.
Agua destilada .............. .. 100 cc.
Alcool 2 90° ........ e vor 90cc.
durante 1 minuto e meio, para descorar o preparado.
Repetir essa operagio.
5. — Lavar abundantemente nigua corrente.

30 __
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6. — Corar o fundo, durante 3 a § segundos, com a mis-
tura seguinte:

A.— Azul de metileno .......... 1gr.
61c.ool abs?luto RERTRERRES 50 cc
Acido acético cristalizavel .

Agua destilada q. 5. q. ..... 100 cc.

B. — Cristal violeta ............. 1gr.
Alcool ..................... 10 cc.
Agua destilada ............. 300 cc

Misturar uma parte da solugio B com 3 partes
da solugdo A e diluir a mistura ao 1/10.
7.° — Lavagem em 4gua corrente. Secar.

II — TECNICA DE AUGIER (1949)
1.9 — Mergulhar a limina com o esfregago no cloroférmio
(5 minutos), depois na acetona e em seguida lavar.
Recobrir a preparagio com soluto de rhodamina B
a 0,5 por mil, durante 5 minutos.
Tratar a frio o esfregago durante 10 minutos, com
soluto aquoso de auramina 0, dissolvida a frio e fil-
trada em papel. Lavagem nagua corrente.
Praticar a diferenciagio com 4lcool a 70° adicionado
de 4 por 1000 de 4cido cloridrico, duas vézes seguidas:
a) primeira vez: 30 segundos
b) segunda vez: cerca de 1 minuto.
Lavagem nagua corrente.
Mergulhar as l4minas no soluto de permanganato

de potassio a 1 por 1000 (2 segundos) e lavar nigua
corrente.

20 —

30 —

4.0 —

6.0 —

Corar o fundo emergindo a lAmina 3 a 5 segundos
na mistura seguinte diluida ao décimo:

Sol. aq. de azul de metileno a 2% 2 partes
Violeta de genciana fenicada .... 1 parte

Lavar nagua corrente e secar.
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Justifica-se éste processo que emprega o cloroférmio, a
rhodamina B, o permanganato de potassio e o azul-violeta.

O primeiro desengordura as liminas e atenua a 4cido-re-
sisténcia dos bacilos paratuberculosos; o segundo di um tom
mais luminoso a fluorescéncia da auramina e o terceiro age
como antifluorescente sdbre todo o material que nio é acido-
resistente e o Gltimo mascara a fluorescéncia priméria dos ele-
mentos nio bacteriolégicos atenuando também a fluorescéncia
dos paratuberculosos.

Augier e Prudhomme (1948), substituem os filtros de vi-

dro por écrans liquidos mais facilmente adaptaveis a um fluo-
rocromo. ‘

Emprega-se como filtro azul, numa cuba de 5 mm. de
espessura, um soluto contendo:

Sulfato de cobre ............ .... 20gr.
Agua destilada fervida, quente ... 100 cc.
Amoniaco (9,5 N) .......... ... 30gr.

Filtrar o precipitado e adicionar 2 cc. de amoniaco concen-
trado a 13 cc. de filtrado.

Quanto aos filtros amarelos recorre-se a duas férmulas, uma

com bicromato de potassio e outra contendo sulfone-fenol-fta-
leina.

Prepara-se a solu¢io-mae de bicromato de potédssio puro
pela dissolugio de 10 gr. désse sal em agua destilada fervida.
Leva-se a uma cubeta de 2 milimetros de espessura 8,5 cc. des-
sa solugdo-mie e 11,5 cc. de agua destilada fervida.

z

O filtro preparado com sulfone-fenol-ftaleina é obtido to-
mando um soluto-mie de sulfone-fenol-ftalefna, que se obtém
dissolvendo a quente 250 miligramas désse produto em 100 cc.
de 4gua glicerinada a 50% fervida e fenicada a 1 %.

Mistura-se ésse soluto-mie (4,8cc.) com 4gua destilada
glicerinada a 50% e fenicada a 1% (11,5¢cc.). A espessura do
écran deve ser de 2 milimetros.
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HI — TECNICA ACONSELHADA POR GASTINEL

1.2 — O esfregago fixado pelo calor é corado a frio por um
soluto de auramina a 1 por 1000, durante 10 a 15

minutos.
2.° — Lavagem nigua corrente (2 a 3 minutos).
3.2 — Descoloragio com um soluto constituido por:
Alcool 2 95 ... . ... ... ..... 1000 cc.
Acido cloridrico a 249, ......... 4 cc.
Cloreto de s6dio ........... .... 4 gr.

4.° — Lavagem rapida nagua corrente. Secar.

IV — TECNICA DE HAGEMANN

1.9 — Preparar o esfregago (vidro UV).

2.° — Fixar pelo calor.

3. — Imersio durante 10 minutos na solugio:
Sol. aquosa de auramina 1:1000 . 95 cc.
Acido fénico liquido (90%) ...... § cc.

4.° — Lavar em 4gua corrente.
5.° — Diferenciagio durante 3 minutos no soluto:
Alcool (70%) .................. 97 cc.
Acido cloridrico
6. — Lavar em 4gua corrente.
7.° — Secar na temperatura ambiente.

V — TECNICA DE HAITINGER E SCHWERTNER

1.2 — Preparar o esfregaco (vidro UV).

2.° — Fixar pelo calor.

3.2 — Fluorocromar 30 segundos no soluto aqueso de ama-
relo de acridina extra 1: 500 .

4. — Lavar em 4gua corrente.

5.2 — Imersio durante 15 segundos na mistura:
Alcool (70%) ......... ... 97 cc.
Acido cloridrico ................. 3 cc.

6.° — Lavar em 4gua corrente.
7.° — Secar na temperatura ambiente.
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Emprégo e vantagens

E de real valor o emprégo da microscopia fluorescente no
laboratério de pneumologia, porque nio sb facilita o trabalho
de investigagio do germe como, também, em casos varios é
possivel fornecer i clinica esclarecimentos rapidos e seguros pa-
ra estabelecer um diagnéstico etioldgico. Ressaltam aos olhos
de todos os pesquisadores que a microscopia em campo fluo-
rescente permite a observagio de um campo maior, 0o que fa-
cilita, sobremodo, o achado do germe. Evita o cansago oriundo
de pesquisas bacterioscépicas demoradas em preparados sub-
metidos a0 método de Ziehl Neelsen.

Essa economia de trabalho e tempo deve ser considerada
principalmente nos hospitais-sanatérios onde as pesquisas la-
boratoriais muitas vézes sio feitas em casos iniciais e outras
vézes como verificador seguro, como resultados de tratamentos
instituidos ou da cura clinica de doentes. Nio se leve, entre-
tanto, a um aprégo demasiado este método a ponto de consi-
derar um germe fluorescente, mesmo com a forma bacilar, como

expressio irrefutdvel da identificagio do Mycobacterium tu-
berculosis.

Dizemos germe fluorescente como se diz germe 4lcool e
acido resistente, como atestados de propriedades valiosas das
micobactérias mas nunca eqiiivalentes 3 verificagio da virulén-
cia ou ao estudo completo dos cultivos. Entretanto, na pré-
tica corrente, fornecer i clinica essa informagio de germes fluo-
rescentes )a significa muito para se estabelecer um tratamento
precoce ou nio interromper uma medicagio apropriada.

As estatisticas dos laboratérios especializados ddo uma per-
centagem favoravel a ésse processo: hd néle uma positividade
em média superior a 20% s6bre o método de Ziehl Neelsen.

Cabe-nos citar, entre outros, Weier e Jung (1939) que se
apoiaram em resultados de mil casos, Clegg (1946) em 748 ca-
sos, Hughes (1943) em 500 casos. Todos comprovam o valor
deste método de diagnéstico.
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Serve o método de Hagemann para exames de escarros,
urina, matérias fecais, contetido gastrico, liquido cérebro-espi-
nhal, pus.

Os cortes histolégicos, no apreciar de Finke (1940), Schal-
lock (1940), Tanner (1941), Bakker e Vink (1946), também
podem ser corados pela auramina e outros fluorocromos.

Os tecidos incluidos em parafina que foram préviamente,
fixados com formol ou cortados no micrétomo de congelagio,
permitiram a Bakker e Vink, entre outros, revelar: maior se-
guranga, contraste mais evidente, facilidade do encontro dos
bacilos e economia de tempo, nessas pesquisas histo-mico-bac-
terianas.

Os fluorocromos sio substincias incolores ou pouco co-
radas a luz natural e fluorescentes da luz de Wood em solutos
muito diluidos (1 para 1000 a 1 para 5.000,000).

Podem ser usados nas coloragdes vitais. Sio mesmo su-
periores ao vermelho-neutro.
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CAPITULO I1I
MEIOS DE CULTURA

Inimeros sio os trabalhos que demonstram os elementos
considerados indispensaveis ao melhor desenvolvimento cultural
do Mycobacterium tuberculosis.

As substincias basicas devem conter nitrogénio, carbono,
oxigénio, hidrogénio, fésforo, potassio € magnésio, que nio dis-
pensam, para o desenvolvimento exuberante das culturas; a adi-
gdo de substincias outras, em pequena quantidade, tais como,
ferro, enxdfre, sédio, citratos e outros sais e 4cidos polivalentes.

Considera-se o glicerol como fonte importante para o cresci-
mento do tipo humano pelo fato de originar uma forma de car-
bono facilmente utilizada pelo germe.

Nas culturas primérias de espécimes bovinos, éste produto
exerce agdo retardante do desenvolvimento do germe, isso nas
mesmas proporg¢des empregadas.

O oxigénio livre é indispensavel para o desenvolvimento
cultural, que exige ainda temperatura variavel de acordo com
0 tipo a isolar: 42¢ para o bacilo aviirio; 40° para o bovino;
37-39° para o tipo humano.

O amonfaco e os aminoacidos sio fontes preciosas de nitro-
génio,

E’ fato ainda perfeitamente verificado que o micobactério
da tuberculose suporta variagdes do pH, mais do que muitas
bactérias; tanto é assim, que o metabolismo respiratério nio
sofre altera¢io nos limites que vio de pH 1,5 a pH 12; entre-
tanto, o fator principal de um germe patogénico, que é a vi-
ruléncia, sofre alteragdes profundas pelas mudancas de concen-
tragdes 16nicas. :
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Essa atenuagdo comega nos meios levados a pH 6. O pH
mais favoravel estd compreendido entre 6,8 e 7,2.

A proporgio 6tima de glicerol vai de 2,7 a 3,29%.

A asparagina ou acido amino-sucinamico (C, H; O, N,),
assim como o sucinato de amonio, sio os alimentos azotados
que dio os melhores resultados.

Recorde-se, em resumo, que o alimento azotado exigido
pelo germe deve ser procurado numa associagio de acidos mo-
no-aminados (glicocola) e de 4acidos di-aminados (arginina).

Para os nossos trabalhos experimentais, recorremos aos
meios de Loewenstein, Petragnani, Dubos e Long, que, na atua-
lidade, sio os mais preconizados.

I — MEIO DE PETRAGNANI-SAENZ

1 — Misturamos, em um frasco estéril, contendo 100gr.
de pérolas de yidro:

Leite de vaca frésco .............. 250cc.
Fécula de batata ................. 16gr.
Asparagina ............ e 1,50gr.

2 — Fervemos em banho-maria durante uma hora, espe-

: A o .
rando que a mistura tome consisténcia de puré. Resfriamos a
56°, adicionando oito ovos inteiros ¢ mais duas gemas.

3 — Homogeneizamos por agitag¢io, passando, logo a se-
guir, através de um funil contendo gaze estéril.
4 — Adicionamos ao filtrado:
Glicerina estéril ......... e 24gr.
Sol. aq. verde malaquita 29, ....... . 15¢c.
5 — Repartigio em tubos, préviamente esterilizados.

6 — Banho de areia a 85-88°, durante 3 dias, meia-hora
por dia.
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7 — Verificar a esterilidade, deixando os tubos 24-48 horas
na estufa, mantendo a temperatura de 37°.

II — MEIO DE LOEWENSTEIN:

1 — Preparar o seguinte soluto sintético:
Fosfato monopotassico .............. 1gr.
Asparagina .............. ...l 3gr.
Citrato de s6dio .............couun. lgr.
Sulfato de magnésio ................ 1gr.
Glicerina neutra ............. S 60gr.
Agua destilada ..................... 1 litro.

Para conservar ésse soluto sem alteragio, devemos aque-
cé-lo a 100°, durante duas horas aproximadamente.

2 — Acrescentamos, em um baldo estéril, com pérolas de
vidro, contendo 300cc do soluto acima mencionado, o gliceri-
nato de amido:

Fécula de batata .................. 12gr.
Glicerina neutra ............oo.vv.n. 24gr.

3 — Agitamos essa mistura pelo espago de vinte minutos.

4 — Durante 15 minutos aquecémo-la a 100°, para logo
apos deixa-la, 45-60 minutos, na temperatura de 56-58°.

5 — Acrescentamos, tendo o cuidado da agitagio perma-
nente, logo a seguir:

8 ovos inteiros e mais 2 gemas
Sol. aq. estéril verde malaquita a 2% .. 10 cc.

6 — Passar através de gaze estéril.
7 — Distribuir o meio em tubos estéreis, contendo cada

um 5-6¢c.
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8 — Tindalizar a 82-87° em banho de areia, no primeiro
dia, durante meia-hora e, no segundo, pelo espago de duas horas.

9 — Comprovar a esterilidade, deixando os tubos 24-48
horas na estufa, mantendo uma temperatura de 37°.

111 — MEIO DE DUBOS PARA PRODUTOS PATOLO-
GICOS:

Meio de base:

Fosfato monopotassico (K H, PO,)........... lgr.
Fosfato disédico (Na, PO, 12’H,0) .......... 6,3gr.
Asparagina ........... .o i 1-2gr.

Dissolver essas substincias a quente em 100cc de 4gua des-
tilada, adicionando a seguir:

Agua destilada ............. ... ... 850cc.
Citrato de ferro amoniacal ............ 0,005-0,05¢gr.
Hidrolizado enzimatico de caseina ...... 1-2gr.
Sulfato de magnésio (Mg SO, 7 H,0).... 00lgr.
Cloreto de calcio (Ca Cl,) ............ 0,0005gr.
Sulfato de zinco (Zn SO,) ............ 0,0001gr.
Sulfato de cobre (Cu SO,) ............ 0,0001gr.

(pH: 6,5 — 68)

Esta é a férmula do meio chamado de base, que se prepara
praticamente recorrendo aos seguintes solutos:

Caseina a 5% em sol, aquoso, autoclavado (20-40 cc ==1-2gr.)
Sulfato de magnésio em 4gua destilada a 19, — (1cc = 0,01gr.)
Cloreto de célcio em 4gua dest. a 0,05% — (lcc = 0,0005¢r.)
Sulfato de zinco em 4gua dest. a 0,01% — (lcc = 0,0001gr.)
Sulfato de cobre em agua destilada a 0,01% (lcc == 0,0001gr.).
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Meio de Tween para cultura difusa de espécimes jé isolados.

Meio de base .................. 90cc

Tween 80 (1) ..., 0,05¢gr. (soluto a 10%,
conservado na geleira a menos de um més: toma-se 0,5cc, que
contém 0,05gr. de Tween).

Levar ao autoclave a 120°, durante 15 minutos.

Resfriado ésse meio, adiciona-se, assépticamente, 0,5gr.
de albumina fragio V (2) (10cc ge soluto estéril a 5%,).

Esterilizar essa mistura por filtragio, em vela de Cham-
berland L3 (3).

Ajuntar ainda, assépticamente, 0,5gr. de glicose (lcc. de um
soluto a 50% em 4gua destilada, filtrado em vela Chamberland
L3).

Distribuir Scc déste meio em tubos com 25mm de di-
metro.

Meio de albumina para isolamento do “Mycobacterium tu-
berculosis” a partir dos produtos patolégicos.

E’ um meio wutilizado em clinica.

A asparagina é reduzida a 1 gr, assim como o hidrolizado de
caseina. De citrato de ferro, utiliza-se sdmente 0,005gr por li-
tro. O Tween é facultativo. A glicose é suprimida.

O pH é de 6,5.

Obtém-se assim meio liquido, que, semeado com algumas
gbtas de produtos patoldgicos, fornece, por vézes, culturas mui-
to ricas em germes, até mesmo em 4 dias.

Meio gelosado sélido:
Solidifica-se ésse meio de Dubos, dissolvendo néle, a quente,

gelose em pé (2%).
Filtrar em papel aquecido, dentro do autoclave aberto.

—_— 31 —



Aconselha-se adicionar penicilina a &se meio para dimi-
nuir as inquinagdes secundarias, tendo o cuidado, porém, de
substituir o Tween pelo complexo dcido oleico albumina (4),
evitando assim impedimentos das culturas do germe. A dose
de penicilina a empregar é de 5000 U I por 100cc de meio.

Meio aie Dwubos simplificado:

Asparagina ..................... 1,5gr.
Fosfato monopotéssico ........... 1gr.
Fosfato disédico ................ 9,25gr.
Citrato de sédio ................ 1,5gr.
Sulfato de magnésio ............ 0,6gr.
Tween 80 ...................... Scc sol. 10%
Hidrolizado de caseina .......... 20cc
Agua destilada q. s. p. ....... ... 1000cc

(pH = 7-7,2)

Apés repartir €sse meio em tubos e esterilizi-lo depois no
autoclave, ajuntar a fragio V de albumina de boi, de forma
que sua concentragio final seja de 0,1 a 0,3%. '

O meio sélido é obtido por ajungio de gelose a 1,5%.

IV — MEIO DE LONG: (sintético).

Asparagina  .............ccoiiiaan. z
Citrato de aménio ................ S da 5,0
Fosfato 4cido de potissio ........
Carbonato de sédio séco .......... § 3a 3,0
Cloreto de sédio ................ 2gr.
Sulfato de magnésio .............. 1gr.
Citrato de ferro amoniacal ........ 0,05¢gr.
Glicerina ...t 50gr.
Agua destilada .................. 1000cc.

Na prética didria o meio de Loewenstein, adicionado de
verde de malaquita ou de vermelho congo, gragas 2 agio bac-
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teriostatica désses corantes sobre as bactérias gram positivas,
as inquinagdes acidentais sio grandemente diminuidas.

Especialistas h4, que preferem o meio de Petragnani com
o verde de malaquita.

Os meios de batata com caldo de ovirio peptonado e gli-
cerinado permitem diferenciar o tipo bovino do tipo humano,
evitando-se também as contaminagdes acidentais pelos germes
gram positivos, recorrendo-se a adigdo do verde brilhante. Esta
pratica utilizamos para auxiliar as classificagdes dos diversos
tipos, comparativamente, com as inoculagdes em coelhos e co-
baios.

Técnicas de cultura dos escarros e dos produtos orgdnicos
contendo flora microbiana assoctada ao “Mycobactertum tu~
berculosis:”

Preferimos o método do 4cido sulfdrico, de Saenz e Costil:

1 — Verificar a riqueza de germes de infec¢io secundi-
ria em liminas com esfregagos de escarro, coradas pelo Gram
ou simplesmente, pelo azul de metileno fenicado.

2 — Homogeneizar, utilizando um gral estéril, 2cc de es-
carro, durante 5 minutos, até apresentar aspecto homogéneo:
tempo de homogeneizacio é fundamental.

3 — Adicionar 2cc de uma dilui¢io de acido sulfdrico a
15%, deixando-a agir 30 minutos.

4 — Juntar 2 gts. de soluto aquoso de vermelho neutro
a 1% (coloragdo résea) e neutralizar gdta a gbta com uma so-
lugio de soda a 30%, até a viragem ao amarelo alaranjado per-
sistente (pH de 6,8-7,2).

5 — Semear ésse material em 6 tubos (0,5cc por tubo).

(1) Tween é um derivado polioxyalilénico do monooleato de
sorbite.

(2) Pode-se obter produto eqiiivalente & fracio V do sdro-albu-
mina de boi, tratando 10cc de 80ro de boi por 1,6cc de 4cido cloridri-
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co, até obter pH = 2. Logo a seguir aquecer a mistura a 90°, durante
10 minutos. Separa-se pela ﬁltracéo'ou ainda pelo centrifugador, o
precipitado que se forma. Neutraliza-se o liquido com sgoluto de soda
normal.

fisse liquido, centrifugado novamente, apresenta aspecto claro:
pode substituir o soluto de albumina fra¢io V, produto comerciali~
zado.

(3) Ou esterilizar pelo calor em meio 4cido, adicionando 10cc
de soluto de albumina a 5%, lcc de dcido cloridrico normal, subme-
tendo depois a mistura ao aquecimento a 90", durante 10 minutos.
Termina-se pela neutralizacio com soluto estéril de soda.

(4) Prepara-se 0 complexo oleico, dissolvendo 0,12cc de acido
oleico (0,1gr) em 10cc de soda N/20, agitando depois com um movi-
mento de rotacdo num pequeno copo. Acrescentar S5cc désse soluto
a 95cc do soluto neutro da fracdo V de plasma hovino a 5%, em.
agua fisiolégica a 8,5gr por litro. Esterilizar por filtracio,
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CAPITULO IV

INOCULAGCOES EM ANIMAIS DE LABORATORIO

E’ verdade adquirida que a verificagio do poder patogé-
nico do germe de Koch é indispensivel, nio sé para diferen-
¢a-los dos 4lcool e 4cido resistentes sapréfitos, como, também,
para desvendar a natureza etiolégica de formas clinicas di-
versas com escasso niimero de germes. :

E’ o que acontece em infiltrados ou em primo-infecgdes, em
formas nodulares ou miliares.

Isso demonstra, evidentemente, o seu valor profilitico e
também, como teste valioso de cura da tuberculose, sem mais
sintomatologia clinico-radioldgica.

Recordando-se que um Gnico micobactério virulento bas-
ta para infectar o cobaio, demonstra-se a indispensabilidade des-
ta prova experimental para considerar a atividade da tubercu-
lose-doenga.

I — PRODUTOS A INOCULAR

Liquido céfalo-raquidiano e urinas, convenientemente cen-
trifugados, fornecem sedimento que deve ser diluido em 1 a 2 cc.
de agua destilada esterilizada. S

Uma urina suposta tuberculosa é submetida a prova da
densidade e a sua diluigdo em 4gua destilada deve ser contro-
lada com o aredmetro até que a mistura urina e agua destilada
tenha a densidade de 1001 a 1000, porque a densidade do My-
cobacterium de Koch varia habitualmente de 1010 a 1080. A
centrifugagio asséptica deve durar no minimo 30 minutos.

A mistura de éter e de ligroina, em partes iguais, é preciosa
para matar as bactérias de superinfecgio, tanto nos derrames
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sero-fibrinosos, como nas matérias fecais. O éter mata as bacté-
rias associadas e a camada de legroina sobrenadante, depois da
centrifugacio, permite verificar a presenga do Mycobacterium
tuberculosis nos esfregacos e fornecer produto para o desen-
volvimento cultural. Recolhe-se o liquido pleural em tubos
que contém 2cc. da mistura de éter sulfdrico e legroina, em
partes iguais, submetendo-se a mistura durante 2 minutos a
agitagio, para desfibrinar o derrame.

A técnica de Moreau, para pesquisa dos germes de Koch
nas matérias fecais, consiste em tomar 50 grs. désse produto e
dilui-las por meio de um soluto de cloreto de sédio a 25% até
obter massa semiflida num gral estéril. Filtrar depois &sse
liquido e recolhé-lo em 2 tubos de centrifugagio cheios até 2/,
de seu volume. Adicionar a cada tubo 2cc. da mistura; cen-
trifugd-la, durante 10 minutos, a 4.000 voltas por minuto. Ob-
tém-se assim um liquido que apresenta 3 camadas:

1 — uma pequena camada de éter sobrenadante;
2 — uma camada pardacenta, de 1 a 2 mm de espessura;
3 — uma camada aquosa contendo no fundo um coégulo.

Os germes especificos devem ser procurados na camada
pardacenta, nio sé para pratica dos esfregacos como também
para as inoculagdes experimentais em cobaios.

Escarros, recentemente emitidos, sio adicionados de peni-
cilina ou sulfamidas, com o fim de evitar a perda de 5 a 10%
dos animais inoculados, por infecgbes secundarias.

Convém, entretanto, lembrar que a técnica mais sensivel
consiste em injetar escarro da manhi, sem nenhum tratamento
prévio, uma vez que o exame bacterioscopico acuse, simples-
mente, germes piogénicos em pequena quantidade.

Se houver, todavia, grande nimero de bactérias de asso-
ciagdo, recorre-se ainda ao tratamento pelo 4cido sulftrico,
pela soda ou pela penicilina.
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"Os animais escolhidos devem pesar na vizinhanga de 250
gr., pelo menos, para os cobaios e preis.

Se o produto fér moderadamente infectado, faz-se inocu-
lagio subcutinea, sem nenhum tratamento prévio do material.

H4 interésse pratico de injetar, simultineamente, trés co-
baios, para obter aumento de resultados positivos.

Afasta-se assim ocorréncias desagradaveis produzidas pela
morte de cobaios, determinadas por doengas intercorrentes.

Dentro de uma a duas semanas a adenopatia inguinal cor-
respondente A perna inoculada (face interna da coxa), eviden-
cia-se com nitidez. Tratando-se de produto em aparéncia as-
séptico e pauci-bacilares, a injecio deve ser na cavidade peri-
toneal.

II — PROVAS ALERGICAS

Sdmente a intradermo-reagio tuberculinica pode nos dar
prova etiolégica acertada antes da necrépsia do animal.

Para isso, prepara-se uma diluicio de tuberculina bruta
ao 1/10, em 4gua fisiolégica estéril. ,

Injeta-se 1/10 de cc. dessa diluigio ao nivel da parede
abdominal apés depilagio e desinfecgio local, provocando-se
assim uma ligeira papula. No fim de 48 e 72 horas, faz-se a
leitura do resultado dessa reagio.

Somente terdo valor como resultados positivos as presen-
¢as de larga zona inflamatéria de infiltragio, com centro hemor-
rigico ou necrético, ficilmente visiveis nas zonas brancas da
pele.

Afirma-se, entdo, a existéncia de lesGes tuberculosas.

Intradermo-rea¢des negativas sio interpretadas como sig-
nificagio de que a alergia nio foi ainda instalada ou que o ma-
terial injetado ndo continha micobactérios virulentos.

Essa prova praticada depois do 20.° dia é segura, sensivel
e rapida, confirmando entdo a etiologia do aparecimento nodu-
lar no ponto de inoculagio ao 10.° dia e da adenopatia dura
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satélite, no final da segunda semana, antes da morte do animal,
que habitualmente ocorre num prazo variavel de 50 a 70 dias.

Controlar a temperatura retal do cobaio, que pode subir
0,5 a 1., a partir das 48 horas que seguem a execucio da picva
intradérmica.

Dentro das primeiras 24 horas, nota-se infiltracio edema-
tosa, branco-résea, com 12 a 20 mm. de didmetro.

A reacgdo atinge o seu miximo em 36 horas, para diminuir
em seguida progressivamente.

A temperatura média retal dos cobaios nas experiéncizs de
Charles Richet é de 399, 2, ao passo que nos coethos é de 35°, 5
e nas galinhas de 429, 5,

A reagdo de escolha para os coelhos inoculados com mate-
rial tuberculoso é a oftalmo-reacio com tuberculina bruta le-
vada a palpebra superior do 6lho do animal com auxilio de um
pincel.

Dentro de 5 a 6 horas, observa-se vermelhiddo conjunti-
val seguida de lacrimejamento e, depois de 24 horas, serosidade
turva que se acumula no fundo de saco conjuntival.

Tanto a intradermo-reagio no cobaio como a oftalmo-rea-
¢do no coelho podem ser repetidas no fim de 7 a 8 dias, prati-
cando-se a primeira, no outro lado do abddmen e a segunda, no
outro dlho. Esta segunda reagio positiva é conhecida como
reativacio da prova tuberculinica.

Nas provas experimentais destinadas a investigar os tipos
de micobactério tuberculoso, escolhem-se 3 cobaios, 3 coelhos
e 3 galinhas, nio esquecendo de pesar €sses animais antes de
utiliza-los, assim como de fazer a verificagdo da temperatura
de cada um déles.

Quanto as vias de inoculagio do material infectante, recor-
re-se 2 via intravenosa nos coelhos (veia marginal da oretha),
a via subcutinea na face interna da coxa nos cobaios e, nas
galinhas, 2 veia marginal axilar ou mais simplesmente nos mis-
culos peitorais. Em todos é&sses animais injeta-se 2cc. de uma

diluigio com 0,01 miligr. de micobactérios. I
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A evolugido clinica da tuberculose nesses animais, produzi-
da pelos diversos tipos micobacterianos, pode ser assim ésque—
matizada:

1 — o tipo aviario mata o coelho em 15 a 20 dias pela
produgio de uma tuberculose de forma septicémica (tubercu-
lose do tipo Yersin). A necrépsia permite verificar congestio
pulmonar, hipertrofias esplénica e hepatica, sem a presenca de
tubérculos. Os esfregacos désses 6rgios viscerais sio riquissi-
mos em bacilos alcool e 4cido-resistentes.

2 — o tipo bovino mata o coelho entre 30 a 60 dlas, reve-
lando a necrépsia numerosas adenopatias superficiais axilares,
précrurais, com lesdes viscerais difusas mais pronunciadas nos
pulmées,

3 — o tipo humano habitualmente nio mata os coelhos nos
dois primeiros meses. Sacrificado o animal, véem-se raras le-
sOes regressivas estritamente pulmonares e renais, sem adeno-
patias macroscépicas.

No cobaio a marcha da doenga produzida pelo tipo humano
segue uma evolugio progressiva que assim pode ser resumida:
invasio dos ginglios satélites inguinais, ginglios do lado opos-
to, bago, figado, ginglios viscerais e, depois do segundo més,
infecgdes dos ginglios traqueo-bronquicos e dos pulmdes.

O figado e o bago, muito hipertrofiados, apresentam tu-
bérculos caseosos e ginglios amarelos mais recentes.

Nos pulmdes, nas serosas e nos rins, notam-se finas gra-
nulagbes miliares.

Nos ginglios linfaticos, préximos do ponto da inoculagio,
vé-se produto caseoso.

Em principio, pode-se dizer que o coelho é mais sensivel
ao Mycobacterium tipo bovino, ao passo que as galinhas sdo
refratérias aos tipos humano e bovino.

Se o material inoculado em animais for muito pobre em
germes, ou se 0s animais morrerem prematuramente com lesdes
minimas ou ndo caracteristicas (hipertrofia leve dos ginglios
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lombares, inguinais ¢ do bacgo), é indispensivel reinocular os
triturados désses tecidos.

Convém também semei-los nos meios especiais.

Nunca afirmar todavia a existéncia da tuberculose sem a
evidenciagio de germes alcool e Acido-resistentes ou de micror-
ganismos fluorescentes em esfregacos de ginglios ou de érgdos
ou ainda pela cultura.

Quando se fizer a inoculag¢io intraperitoneal é indispensa-
vel examinar cuidadosamente o mesentério e o grande epiploon.

A desigualdade das respostas dos diferentes cobaios neces-
sita que se compare, em certos casos, séries de animais inocu-
lados, para tirar conclusdes irrefutaveis.

Isso com fim especial de eliminar causas de érro no dia-
gnostico da tuberculose experimental.

Nio se esquega, assim, que hd uma pseudo-tuberculose do
cobaio, revelada por granulagdes epiploicas, pelas hipertrofias
esplénica e hepitica, com nédulos brancos salientes, acompa-
nhados de ginglios mesentéricos supurados e até mesmo de noé-
dulos pulmonares.

Somente o exame microscépico permite achado precioso:
presenca de bacilo imével, gram-negativo, de granulagio bi-
polar, de crescimento ficil nos meios usuais, sem atacar, entre-
tanto, a gelatina ordinaria.

Pelo método de Ziehl Neelsen verifica-se a auséncia dos
microrganismos de Koch.

Adenites cervicais supuradas produzidas quer pelos ger-
mes piogénicos banais, quer ainda por estreptobacilos anaeré-
bios, gram negativos, sio afastados pelos exames bacteriosco-
picos da rotina. Lembre-se ainda a coccidiose do cobaio acom-
panhada de nédulos hepiticos.

Nos cobaios novos verificou-se a presenga de bacilos 4ci-
do-resistentes sapréfitos no bago, que nio determinam nenhu-
ma lesdo aparente nesses animais. S3o germes muito proximos
dos bacilos aviarios ou para-tuberculosos.

Quanto i tuberculose espontinea do cobaio, que pode apa-
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recer depois de um contato de cérca de 6 meses com cobaios tu-
berculosos, nio se manifesta por sintomas aparentes mesmo
depois de um ano.

A necrépsia revela grandes nédulos pulmonares ou mesmo
cavernas, hipertrofia dos ginglios traqueo-brénquicos e outras
adenopatias mais ou menos generalizadas.

A adenopatia regional caseosa e a evidéncia de bacilos 4l-
cool e 4cido-resistentes, com propriedades fluorescentes nos es-
fregacos permite afirmar, com seguranga, a tuberculose expe-
rimental,

As moléstias espontineas dos cobaios, provocadas por um
pneumococo ou por um paratifico B, sdo facilmente afastadas
pelos exames dos esfregagos viscerais. ,

A inoculagio do coelho é somente usada em pneumologia,
para diferenciagio dos tipos humanos e bovino.

De grande valor epidemiolégico da tuberculose é a deter-
minacdo dos dois tipos do Mycobacterium de Koch responsi-
veis pela infecgdo, o tipo humano e o tipo bovino.

O aspecto morfolégico das colénias e a verificagio da viru-
léncia dos espécimes em coclhos e cobaios permite determinar
a classificagdo segura.

No tipo humrano as colénias no meio de Loewenstein sio
eugdnicas e pigmentadas, ao passo que, as do tipo bovino, sdo
disgdnicas e nio pigmentadas.

Quanto 3 viruléncia, a inoculacio de 1/100 de miligrama
de germe tipo humano nio determina tuberculose no coelho
pela inoculagio intravenosa.

Até a inoculagio de 1 miligrama déssz germe, nas mesmas
condigBes experimentais, produz raros abcessos em regressio
nos rins e nos pulmdes. '

No cobaio, por via parenteral, observa-se a tuberculose
generalizada (10 4 10~% mgr.).

No tipo bovino é habitual a verificagio da tuberculose ge-
neralizada do coelho com a dose de 1/100 de miligrama, por
Via intravenosa.
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Se a dose fOr aumeniada para 1 miligrama, observa-se com
seguranga a tuberculose aguda generalizada.

No cobaio, 10-* miligrama, por via parenteral, origina
também tuberculose generalizada.

Convém, entretanto, lembrar que Schaeffer, demonstroun
que o tipo bovino possui antigeno proteinico especifico para és-
te tipo, enquanto que o tipo humano, nio contendo nenhum
antigeno especifico préprio, levou ésse pesquisador a opinar
que o tipo humano é talvez uma variante do tipo bovino que
perdeu seu antigeno especifico.

Descreveu-se também, ultimamente, o tipo murino do mi-
cobactério tuberculoso (1937).

Charles Elton, da Universidade de Oxford, estudou o
Mwycobacterium tuberculosis var. muris, nos roedores (Micro-
tus agrestis), nas Ilhas Britinicas.

Para o isolamento désse germe os meios de cultura nio de-
vem conter glicerina.

O meio de Dorset com 6vo é o mais conveniente.

No meio sintético de Dubos a turvagio é menos abundan-
te do que as produzidas pelos tipos humano e bovino.

E’ patogénico, em pequena dose; para os roedores.

O hamster é sensivel a infec¢do, quer por via subcutinea
quer ainda pela absor¢do por via oral.

Wells (Oxford) pensou utilizar o bacilo tuberculoso tipo
murino como agente imunizante nas condi¢des experimentais
do B. C. G.

Mencionam-se trabalhos de Griffith, Dahling, Young e
Paterson sbbre a vacinagio de bovinos com o tipo murino.

Griffith e Dahling, vio mais longe, ao concluir que os re-
sultados obtidos superam aos da calmetizagio (B. C. G.).
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SEGUNDA PARTE
CAPITULO V
CONTRIBUICAO EXPERIMENTAL

Na pratica laboratorial realizada no Hospital-Sanatério
Belém e no Instituto Pereira Filho, com o fim de precisar diag-
ndsticos ou de comprovar curas de doentes pelos diversos tra-
tamentos médicos ou cirlrgicos, seguimos os principais méto-
dos aconselhados na atualidade.

Boa pritica julgamos ser o aquecimento prévio dos es-
carros submetidos a exame, ao autoclave a 100°, durante 30
minutos, para se conseguir a inocuidade dos escarros e também
a sua homogeneizagio. Esse material assim tratado presta-se
Unicamente aos exames do primeiro turno laboratorial: bacte-
rioscopia direta, bacterioscopia indireta e exames a0 mxcroscopxo
de fluorescéncia.

Ao fazermos o exame bacterioscépico, nio se esquecen
a necessidade da riqueza consideravel de micobactérias neces-
séria para conseguir-se achado positivo. Nio havendo mais dé
100.000 germes por cm?, conforme afirmam Corper e Cohn
(1933), sio de extrema freqiiéncia os resultados negativos.
Donde se pode deduzir que a pesquisa bacterioscopica realiza-
da em muitas laminas é exaustiva ¢ muitas vézes de resuitados
discordantes da clinica e é por isso que os pesquisadores 4me=
ricanos insistem sdbre a necessidade de indicar o processo em-
pregado quando se conclui pela negatividade mlcobacml‘ﬁmé
dos escarros. S

A homogeneizagio do materlal a‘examinar e a. conceﬁtra-
¢30 dos germes, seja pela centrifugacio seja ainda -pela flutua<
¢30, marca evidentemente serisivel ‘progresso sﬁbre 08 métodoé
de bacterioscopia direta. :
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InGimeros sdo os processos propostos para facilitar a visi-
bilidade do Mwycobacterium tuberculosis, sem que se tenha
alcangado a perfei¢io desejada. Ainda mais, nunca se deve
esquecer a possivel eliminagio intermitente désses microrga-
nismos.

Dos viérios processos de homogeneizagio conhecidos, tais
como o método de Petroff (antiformina), o de Papacostas e
Gaté (4gua de javel), preferimos nas nossas investigacdes a
téenica simples de Bezancon e Philibert.

Tédas as vézes que o exame bacterioscépico positivo con-
corda com a clinica, essa prova é considerada definitiva.

Havendo, porém, discordincia désse exame com os sinais
clinico-radiolégicos, recorre-se as provas culturais ¢ também
as inoculagdes em cobaios.
~ Nos casos de insuficiéncia ou auséncia de escarro, prati-
cou-se o lavado gastrico, com o auxilio de uma seringa de
100 cc, provida de sonda duodenal tipo Escudero, cujo calibre
e orificios ddo passagem facil s mucosidades.

Com a seringa cuidadosamente esterilizada, injeta-se no
estdmago soro fisiologico (100cc) e aspua se, a seguir, €sse
material a examinar.

O liquido aspirado sofreu sempre agitagio durante 15 mi-
nutos em frasco estéril com pérolas de vidro. '

Centrifugou-se 20 cc désse homogeneizado, demoradamen-
te (2.000 voltas por minuto, durante meia-hora).

O sedimento assim obtido submeteu-se, sucessivamente, a
bacterioscopia, culturas e inoculagdes em cobaios, por via sub-
cutinea, na face interna da coxa.

- De 1945 a 1950 praticimos, nos doentes do Hospital-Sana-
tério Belém, 155 exames de lavado gastrico.

Quanto ao emprégo do lavado gistrico na tisiologia do
adulto verificimos nio ser tdo corrente ésse recurso laboratorial
como em tuberculose infantl. E é por isso, que na rotina la-
boratorial do Hospital-Sanatério Belém, com uma populacio de
520 a 550 doentes, os lavados gastricos foram realizados sdmente
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em determinados enfermos, pela dificuldade de seu emprégo de
maneira repetida em outros casos.

A tubagem géistrica em jejum, entretanto, forneceu exce-
lente resultado em alguns doentes, que nio eliminavam escarro
em quantidade necessiria aos diversos exames.

Num total de 42 casos de doentes aparentemente curados
no sentido clinico-radiolégico, empregou-se a técnica do lavado-
brénquico proposta em setembro de 1944, pelos cientistas na-
cionais, Manuel de Abreu e Fontes Magario.

Utilizou-se também em diversos casos a técnica seguida no
Hospital Pedro de Almeida Magalhies, que realiza a lavagem
brénquica pela via infra-cricoidéa.

Foram de observagio corrente, reagdes discretas, tais como,
dores toricicas, astenia, cefaléia, coriza e ascensio térmica, lem-
brando o conjunto, por vézes, a sindrome gripal, de maior ou
menor gravidade.

Os métodos de exame do lavado br6nquico foram inteira-
mente iguais aos indicados para as pesquisas mlcobactenanaq
no lavado géstrico.

Técnica aceita ficilmente pelo enférmo e de realizagdo sim-
ples para o médico, é o esfregago laringo-faringeo, realizado
com tampées de algodio, usados para o diagndstico da difteria.

Essa extensio laringéa, isto é, a colheita de secregdes bron-
co-pulmonares ao nivel do orificio superior da laringe é usada
ainda para estudar pacientes considerados abaciliferos por ou-
tros processos.

Tenta-se atingir a regido da epiglote mais profundamente
possivel. Imerge-se ésse material, apés vérios toques faringo-
laringeos em 10cc de soluto de lexivia de soda a 4% e leva-se
a estufa a 37°, durante 24 horas.

Essas secrecdes laringéas assim obtidas sdo tratadas a se-
guir como se aconselhou para os. escarros. :

Esse método complementar é realmente precioso pelo fato
de poder ser renovado vérias vézes, tanto nas criangas como

nos adultos.
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Tais exsudatos, laringo-faringeos, prestam-se particularmen-
te para os exames culturais.

Casos ha que se recorreu a broncoscopia para a colheita de
secrecoes que foram tratadas pelos métodos j4 mencionados.

Em alguns doentes sem lesdes radiologicamente percepti-
veis poem-se em evidéncia micobactérios pela cultura: sio os
tuberculosos maparentes ou casos de tuberculose oculta, de ex~
pectoragio bacilifera no denominar de Bezangon, Braun e Meyer.

Na priatica da broncoscopia identificam-se formas brén-
quicas puras de tuberculose, invisiveis pela tele-radiografia, tan-
to de frente como de perfil.

Casos outros, sio revelados somente pela planigrafia.

Nas supuragdes pulmonares é freqiiente a presenga dos mi-
cobactérios de Koch e mais ainda germes de associag3o.

No sangue das hemoptises verificamos germes de Koch
quer pelos processos de bacterioscopia indireta quer ainda pe=
las inoculacdes em cobaios.

Ao lado da pesquisa do Mycobactertum tuberculosis pcla
bacterioscopia direta demorada foi sempre Gtil averiguar a pre-
senca possivel de fibras el4sticas nos’escarros, indicadoras de
processos destrutivos do parénquima ou antes mesénquima pul-
monar. Se elas nio sdo patognomoénicas pelo fato de compro-
var-se em outros processos infecciosos (abcessos, gangrena, en-
tre outros) a sua investigacio foi sempre de utilidade incon-
teste. '

Somente o germe é o achado de certeza.

Veja-se éle sObre a forma homogénea ou sdbre forma gra-
nulosa com zonas vermelhas e claras, alternativamente situa-
das, sem nunca formar cadeias nos esfregagos corados pelo clis-
sico processo de Ziehl Neelsen.

Radiografias duvidosas com imagens anormais por vézes
traduzem lesdes de etiologia diversa.

As radiografias da doente 1. L., recolhida ao Hospital Sa-
natério Belém, sdo bastante elucidativas.

A primeira delas demonstrou a existéncia de: “sombra de
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ESTAMPA

RADIOGRAFIAS (caso I. L.)

1. — @23.X.1950) — Sombra de aspecto congestivo no térco médio e base do pulmio D
Campo pulmonar E com transparéncia congervada.
Hilos ligeiramente aumentados.

2. — (27.X.1950) — Desaparecimento da sombra de aspecto congestivo no campo pul-

monar D, restando, no seu térco médio, sombra de aspecto pleural, resultante
da congestio anteriormente verificada.

Campo pulmonar E com o mesmo aspecto da radiografia anterior.
Hilos normalizados.
Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



ESTANYP 4

LOPUS TUBERCULOSO DO NARIZ

Exame cultural ipositivo em meio de Loewenstein
(MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS)
(Tratamento pela Vitamina Do — Método de Charpy)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



aspecto congestivo no 1/3 médio e base do pulmio D; campo
pulmonar E com transparéncia conservada; hilos ligeiramente
aumentados.”

Submetida a doente ao tratamento pela penicilina, na
dose de 400.000 UI, em 24 horas, durante 4 dias, a segunda
radiografia, feita apés ésse tempo, apresentou modificagdes
notiveis que afastaram por completo a suspeita de um pro-
cesso pulmonar tuberculoso; isto foi confirmado pelas pes-
quisas direta e indireta negativas do agente especifico.

Esse caso indica que se deve ter prudéncia nas interpre-
tagdes radiograficas de infecgoes agudas febris de localizagao
pulmonar, nio acompanhadas de achados do germe de Koch.

Releva ainda salientar outro caso clinico de importincia
diagnéstica laboratorial: a doente M. E., branca, solteira, 20
anos, de Cachoeira do Sul, recolhida ao Hospital Sanatério
Belem (matricula 3.355 — 1945), apresentava lesdo ulcerosa
no nariz com bordos salientes e fundo granuloso. A secrecio
era abundante; adenopatias submaxilares. Pesquisas laborato-
niais destinadas a verificar a presenga de leishmanias ou de es-
porétricos de Schenck resultaram negativas, tanto pelos pro-
cessos diretos como pelas provas culturais.

Também foi negativa a reagio de Kahn sensibilizado: ape-
sar disso, instituiu-se medicacio bismitica sem nenhum resul-
tado.

Semeado o material retirado da tlcera em meio de Loewens-
tein observou-se o desenvolvimento de cultura com aspecto ti-
pico do Mycobacterium tuberculosis — tipo humano no fim de
35 dias.

Aconselhou-se entio, de acérdo com o método de Charpy, o
tratamento pela Vitamina D, que foi administrada na dose to-
tal de 14.400.000 UI até a cicatrizagio completa da lesdo ltpica.

Esta doente apresentava quadro pulmonar bastante grave.
Tratava-se de uma lobite esvacada superior E e enfisema da
base do mesmo lado, submetida ao tratamento pneumotérax,
em regime sanatorial.
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Esta observagio demonstra, de uma maneira irrefutavel, o
valor do processo cultural de investigagio do Mycabacterium
tuberculosis, em uma lesdo ficilmente confundida com a leish-
maniose tegumentar, com a sifilis ou com a esporotricose ulce-
rosas.

Queremos ainda da casuistica do Hospital Sanatério Be-
Iém retirar a observacio n.° 4.000, Assis O. F., de co6r mista,
com 18 anos de idade, residente no Passo da Mangueira.

Lesdes de escrofuloderma assestadas no pescogo e na pa-
rede anterior do térax forneceram. material para investigagoes
de fungos e de micobactérios tuberculosos, em especial para a
microscopia direta e ainda para as provas culturais em meio de
Sabouraud e no cultivo de Loewenstein.

As pesquisas diretas de 4acido resistentes do pus de lesdes
ainda fechadas resultaram inteiramente negativas, assim como
as semeaduras désse material em meio de Sabouraud.

Quanto a sementeira do material em meio de Loewenstein
patenteou-se no fim de 16 dias desenvolvimento cultural em
microculturas constituidas por bastonetes curtos, homogéneos
e Aacido-alcool resistentes. ' P

Estudos posteriores désse espécime isolado sdbre a batata
com caldo de ovario e também s6bre palha impregnada de cal-

do glicerinado a 4% facilitou a identificagio rigorosa do tipo
micobacteriano.

Qutra pesquisa laboratorial confirmadora das investigagGes
anteriores foi a inoculagio em 3 coelhos, por via intravenosa
(veia marginal da orelha), 0,20 gr. da cultura em caldo gli-
cosado. Morte dos animais com volumosas adenopatias gene-
ralizadas e pesquisa de 4cido-alcool resistentes positivos. Es-
ses animais morreram num perfodo varidvel de 20 a 35 dias.

METODOS DI COLORACAO DOS ESFREGACOS

No preparo dos esfregacos houve a preocupagio de fazé-los
sempre espessos ou em gdta grossa.
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ESTAMPA

BATATA-CALDO GLICERINADO (4%)

Culturas do tipo bovino, isoladas do doente Assis (Hospital
Sanatério Belém)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



ESTAMPA

Caso de tuberculose ganglionar — Isolamento do tipo bovino

(Doente Assis, do Hospital-Sanatério Belém)

Tese Inmaugural
OSCAR MAY PEREIRA
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ESTAMPA

METODO DE COOPER

Fuesina fenicada recente (100 cc.)
+ ce. de soluto de cloreto de sodio
a 10 %.

Aquecer até desprendimento de vapo-
res (4').

Deixar resfriar (precipitacdo).
Descorar no rlcool - dcido (5 % de
dcido azético) ,

Lavar no alcool a 95° (2').

Lavar nagua corrente.

Corar com sol. aquoso de verde bri-
lhante (0,10 de soda -+ 1,0 do co-
rante) por .

Lavar né4gua., Secar.

METODO DE ARENA

Coloracdo, a quente, com reativo de
zienl e sol. aquoso de cloreto de
sédio a 10 % (33 gotas de Ziehl e
3 ou 4 sol. cloruretado).

Lavar nagua.

Descorar com sol. hidro-alcodlico de
cloreto de $6dio:

Cloreto de s6dio............ 4,0
Agua desti. .....o.oeeieeens 100 ce.
Alcool a 95%.....cenacennen 100 cc

Lavar nagua.
Coloracio de fundo com sol. de ama-
relo de metile a 1/1000.

Tese Inaugural
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METODO DE

FONTES

- — Coroar, a quente, pela fucsina feni-

cadg de Ziehl (cérca de 2').

Lavar nagua.

Corar pelo cristul-violeta fenicado ou
pela violeta de genciana fenicada (du-
rante 2’).

Tratar pelo Soluto de Lugol.
Descorar pela mistura de dlcool-ace-
tona: alcool absoluto duas partes e
acetong uma parte.

Lavar.

Corar — azul de metileno a 2 % (sol.
aquoso) .

. — Lavar e secar.

>

o

METODO DE PEREIRA FILHO

Corar, a quente, pela fucsina fenicada
de Ziehl (cérca de 10’).

Lavar nagua.

Descorar no dcido azotico ao térgo
(100 cc. de acido azdtico puro -+
200 cc. de dgua destilada) — até con-
seguir alguns esfregacos com muito
leve matiz rdéseo.

Lavar nagua.

Tratar pelo soluto alcodlico de wuranin
a2% — 5.

Lavar nagua.

Secar (papel de filtro e calor).

Tese Inaugural
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METODO DE ZIEHL-NEELSEN

o Eey

{

/

Corar, a quente, pela fucsina feni-
cada de Zichl (10').

Lavar néagua.

Descorar com fcido nitrico ao t¢rgo
— (2') até obter esfregaco com leve

‘Matiz réseo.

| il

Lavar nagua.

Descorar com dlcool a 90°
Lavar négua.

Corar o fundo com sol. aquoso de
azul de metileno a 2% (2') ou pelo
reativo de Loffler.

(5') .

oo

<

METODO DE BLANCO

Corar, a quente, pela fucsina feni-
cada de Ziehl (5°).

Descorar pelo dlcool cloridrico de
Elbner-Gunther:

Acido clorfdrico ............ 3cc.
A0l aDS N R g7sce’
até a cor levemente rosea do esfre-

gaco.

Lavar nagua.

Tratar pelo sol. aquoso de tropeo-
lina 000 no 1 a 1%, durante 2’ a 5"
Lavar néagua.

Secar (papel filtro e calor).

Tese Inaugural
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Quanto aos métodos de coloragio, preferimos os de Ziehl
Neelsen, Cooper, Fontes, Pereira Filho e Blanco; por vézes,
empregou-se a técnica de Arena que descora o esfregaco por um
soluto hidroalcodlico de cloreto de sédio.

Gramulagoes — As granulagbes de Much (1907), sio acha-
das no pus de abcessos frios, bem como nos nédulos da tuber-
culose bovina e noutros produtos tuberculosos.

E habitual também a observagio de germes sem ou com
granulos negros, coraveis pelo método de Ziehl Neelsen, sem a
combinagio tintorial de Fontes.

E isso que nos leva a propor nos moldes das classificacdes
de Gaffky e de Pereira Filho, usadas para contagem dos mi-
cobactérios, um ‘processo de enumerar a riqueza dos germes
tuberculosos em grinulos negros; assim diremos:

Micobactérios sem grinulos negros .............. TIPO 1
Micobactérios com um tnico grinulo negro ...... TIPO II
Micobactérios com 2 ou 3 grinulos negros ........ TIPO III

Micobactérios com grinulos negros em rosarigp .... TIPO IV
Grinulos negros isolados ou grinulos negros com
micobactérios quase desaparecidos ........... TIPO V-
Gerhard Domagk, outubro de 1949, estudando a agio do
Tbl (4-acetilaminobenzaldeido tiosemicarbazone), s6bre o cres-
cimento do germe da tuberculose, verificou alteragdes morfolo-
gicas désse germe, assim como diferengas de tamanhos e de-
sintegragio granular, até a estrutura em forma de cocos. No-
tou, além disso, mudangas nas propriedades tintoriais: perde
o micobactério a capacidade de corar-se pelo método de Ziehl
Neelsen e também pelo processo de Gram. Somente a micros-
copia fluorescente permite desvendar a presenca de germes.
Essa documentagio tio interessante do famoso descobridor
das sulfas, confirma em t8da a plenitude os trabalhos de
Oscar Pereira divulgados-em conferéncias na Faculdade de Me-
dicina de Pérto Alegre (fevereiro, 1948) e no Quarto Con-
gresso Brasileiro de Tubereulose (Recife, novembro de 1948)
com o complexo antagdnico de germe isolado da terra: as mes-
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mas transformagées morfoldgicas, iguais alteragées, identidade
de desintegracio granular e mudangas das dimensées dos germes,

Embora alguns tisiélogos nio concordem ainda que as va-
riantes morfolégicas do germe, quando estudadas conveniente«
mente, possam fornecer dados interessantes na evolugio e prog-
néstico da tuberculose, Piery julga acertado que as formas ho-
mogéneas correspondem 2as lesdes leves, ao passo que elementos
largos moniliformes sio préprios dos surtos graves.

Também em relagio a quantidade de germes por campo
microscépico deve-se atribuir limitado valor, mesmo utilizando
as classificagbes de Gaffky ou de Matson.

Limitamo-nos aos qualificativos habituais: numerosissimos,
muitos, regular quantidade, vérios, alguns e raros germes por
campo microscopico. Evidentemente, se a quantidade de ger-
mes nao expressa estritamente a atividade e evolugio das le-
sdes o mesmo ndo acontece sob o ponto de vista profildtico; o
contagio deve ser mais facil quando o ndmero de germes for
consideravel, respeitadas, todavia, as condigées de viruléncia.

CULTURAS

Nos processos de cultura hi dois pontos essenciais:

1) a libertagio prévia dos micrébios associados sem al-
terar a vitalidade do Mycobacterium tuberculosis.

2) dissociar das malhas muco-purulentas do escarro nu-
mular o agente da tuberculose.

Além da técnica de Saenz e Costil de uso freqiiente nas
nossas pesquisas, algumas vézes recorremos a técnica de Bezan-
¢on, Braun e Meyer, que consiste em tomar 2 cc. da parte mais
purulenta do escarro, que se dilui a seguir em 12 - 15 cc. de so-
luto de lexivia de soda a 49.

Obtida a homogeneizagio désse produto na estufa a 379,
durante 24 horas, recorre-se a centrifugagio durante uma hora,
atingindo-se 6.000 voltas por minuto.

O sedimento obtido é adicionado de soluto de icido clori-
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g

Escarro. — Método de Ziehl Neelsen
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
(exemplares sem granulos negros) — (Obj. im. 1/12 —
Ocular 10 x)

Tese Inaugural
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Escarro. — Método de Ziehl Neelsen

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

(exemplares com granulos negros) — (Obj. im. 1/12 —
Ocular 10 x)
Microfotografia central — muito ampliada

Tese Inaugural
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drico a 4% até obter pH favoravel (neutralidade ao verme-
lho de fenol).

Semeia-se ésse material assim preparado em 12 tubos de
cultura de 15 cc. de comprimento e 15 mm. de didmetro.

Quando empregimos liquido pleural, liquido peritonial ou
liquido céfalo-raquidiano, fez-se primeiro atuar o icido clori-
drico e depois a alcalintzagcio secundiria de acbrdo com a va-
riante indicada por Saenz.

O meio de Petragnani, ligeiramente modificado por Be-
zangon, Braun e Meyer, que contém fécula de batata, pepto-
nas e leite, com pH oscilando entre 68 a 7,2 da resultados
bastante apreciaveis.

De ac6érdo com Saenz e Costil, visando incurtar o prazo
de espera para o desenvolvimento cultural, procurimos 'micro-
coldnias de germes icido-resistentes no fim da primeira sema-
na, pela raspagem da cultura, com o fim especial de: recolher
esfregagos para exame. ¢

Os caracteristicos culturais sio muito importantes. De
modo geral os germes paratuberculosos sio cromogénicos indo
do amarelo-laranja ao vermelho-tijolo intenso.

Todavia convém acentuar que hi isolamento de germes
paratuberculosos apresentando matiz cinzento-amarelado, in-
teiramente comparivel aos que apresentam as culturas dos
micobactérios virulentos.

Todos os autores estio de acérdo em afirmar que nunca
isolaram Mycobacterium tuberculosis possuindo poder cromo-
génico.

Semeaduras repetidas, em meios culturais, de amostras vi-
rulentas, apresentam certa pigmentagio sem, entretanto, atin-
gir a coloragio dos paratuberculosos tipicos.

Convém salientar ainda que os germes paratuberculosos exi-
gem nutrigio escassa para rapidez de seu crescimento.

Culturas com o fim de classificar os dois tipos de Mycobac-
terium tuberculosis mais encontrados nas infecgdes humanas,
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foram feitas sObre palha de milho, impregnadas com diversos
meios culturais glicerinados (5%,).

Utilizou-se a mesma técnica empregada para o preparo do
caldo simples Unicamente substituindo da carne, na mesma
proporgio pelo figado, pincreas, ovéario, testiculo, coragio e hi-
pofise-ovario. O meio de Sabouraud glicosado foi também usa-
do com o mesmo fim.

A placenta humana foi ainda empregada para a obtengio
désses caldos destinados a impregnar palhas de milho.

Nesse meio as diferengas de crescimento dos trés tipos de
Mycobacterium tuberculosis sio notérias. O tipo aviario for-
ma sObre a palha camada esbranquigada, imida, acompanha-
da da formagio de um véu sbbre a superficie liquida. O tipo
Ratti origina granulagoes salientes, sécas, ao passo que o tipo
Vallée apenas cresce sdbre a palha, onde forma pequenas gra-
nulagdes sécas, de desenvolvimento escasso.

No meio de Sabeuraud glicosado a 2%, o, tipo aviario de-
senvolve-se abundantemente em camada Umida. Quanto ao
tipo Ratti, o seu crescimento é apenas visivel. O tipo Vallée
forma granulagdes sécas, isoladas sdbre a palha: crescimento
mais abundante do que o tipo Ratti.

As diferengas entre os tipos avidrio e humano j4 se podem
observar nas culturas em palhas impregnadas pelo caldo de
carne glicosado a 5%: no tipo aviirio a cultura é cremosa e
forma véu abundantissimo na superficie do meio liquido; no
tipo humano, a cultura é luxuriante e granulosa, séca, apresen-
tando aspecto cerebriforme.

INOCULACOES:

Julgamos sempre acertado afirmar que em nenhum dos
casos ainda duvidosos devemos desprezar a inoculagio em co-
baio que permite demonstrar a viruléncia do germe e assim
sua identificagio de maneira completa.

E, além disso, o processo mais sensivel na investiga¢io do
agente da tuberculose.
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(Tipo humano)
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ESTAMPA

il 2. 3.
MEIO DE LOEWENSTEIN

1. — Tipo aviario
2. — Tipo humano
3. — Tipo bovino
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ESTANMPA

1% 2.

Culturas de 21 dias em:

1. — Batata com caldo de ovario gliceri-
nado (5%) — Tipo aviario

2. — Batata com caldo de ovario gliceri-
nado (5%) — Tipo bovino

Tese Inaugural
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ik, 2.
(17 dias) (27 dias)

Culturas em batata-caldo-ovario do MYCOBAC-
TERIUM TUBERCULOSIS — Tipo humano

Tese Inaugural
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ESTANMPA

1k, 2.

Culturas de 15 dias em:
1. — «Caldo de figado glicerinado (5%) — Tipo
humano

2. — Caldo com mocot6 glicerinado (6%) — Tipo
aviario

Tese Inaugural
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ESTAMPA

1. 20

Culturas de 15 dias
em
gelose-caldo de pancreas glicerinado (5%)

1. — Tipo humano (Ratti)
2. — Tipo aviario

Tese Inaugural
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ESTAMPA

il 28 3. 4.

Culturas de 21 dias em:

1. — (elose-caldo de hipofise — ovario glicerinado (5%) — Tipo humano.
2. — (ielose-mocot6 glicerinado (5%) — Tipo humano

3. —— (jelose-caldo de pancreas glicerinado (5%) — Tipo humano

4. —- Batata-caldo de coracido glicerinado (5%) Tipo humano

Tese Imaugural
0SCAR MAY PEREIRA
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3. 4.

o

. — Gelose-caldo de figado glicerinado (5%) — Tipo Vallée
. — Gelose-caldo de figado glicerinado (5%) — Tipo avidrio
. — Gelose-caldo de pancreas (5%) — Tipo Vallée

. — Gelose-caldo de testfculo (5%) — Tipo Vallée

e Lo 1D

Tese Inaugural

OSCAR MAY PEREIRA



ISTAMP A
FICHA TECNICA

MEIOS DE BASE

Fosfato dacido de potdssio.......................... 1 gr.
Fosfato disédico (12 HoO)........................ 6,25 gr.
ASpParagina ... SRy
Citrato de ferro amonmiacal........................ 0,05 gr
Sulfato de magnésio .....................c. ... .. 0,005 gr.
Agua bi-dest. em ap. de vidro..................... 1.000 cc.

Twen 80 (sol. 10 %)

pH: 6,8

Esterilizagio

Autoclave a 115°, durante 15’

Adicao aseptica da fracao V albumina séca de boi

Soluto da fracdo V de albumina em dgua fisioldgica 0,85
por %.. Esterilizacio por filtracdo em vela de Chamberland L.

Verificacao da esterilidade do meio

Estufa a 37°, durante 48 horas

CULTURAS EM MEIO DE DUBOS
(Gernez - Rieux, Sevin e Mlle. Spy)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



ESTAMNPA

il 2.

Culturas sdbre palha de milho impregnada
pelo caldo glicerinado (5%)

1. — Tipo avidrio
2. — Tipo humano (Ratti)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



LESTAMPYA

iy 2. 3.

Culturas do MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS em caldo de
placenta humana glicerinada (5%) — palha de milho

1. — Tipo Vallée
2. — Tipo Ratti
3. — Tipo aviario

Tese Inaugural
OSCAR MAY PERFEIRA



ESTAMPA

i 2. 4.
Culturas do MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS em meio de
Sabouraud glicosado a 2% -— palha de milho

1. — Tipo Vallée
2, — Tipo Ratti
3. — Tipo aviario

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



ESTAMPA

L L P R

INOCULACAO PERITONEAL EM COBAIO DE PUS
GANGLIONAR

(Caso do Prof. Guerra Blessmann)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



ESTAMPA

i 2. 3.
CULTURAS DO MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

1. — Tipo aviario em caldo de testiculo glicerinado (5%)
2. — Tipo Ratti em caldo de baco glicerinado (5%)
3. — Tipo Vallée em caldo glicosado e glicerinado (5%)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



Na escolha da via de inoculagio do material infectante,
devemos preferir as inoculagdes na cavidade peritonial, téda
vez que o exame direto revelar auséncia de cocos piogénicos.

Observamos séries de animais inoculados com o mesmo ma-
terial, em aparéncia asséptica, tanto pela via subcutinea como
pelas injecdes peritoniais.

Em um caso, da clinica particular do Prof. Guerra Bless-
mann, de tuberculose ganglionar, as inoculagdes subcutineas
nio infectaram os cobaios, ao passo que os métodos de inocula-
¢ao peritonial forneceram indicagdes valiosas para estabelecer
um dignéstico acertado.

Dai concluimos que nesses casos impde-se a inoculagio do
material a examinar pela via mais severa de inoculagio: a in-
trodugio do germe na cavidade peritonial de um animal hi-
persensivel ao micobactério da tuberculose, como é o cobaio.

Ocorre-nos lembrar, em face dessas demonstragdes, fatos

ocorridos nas pesquisas dos virus filtraveis em produtos tuber- -

culosos inoculados em cobaios.

Intimeros autores n3o conseguiram infectar cobaios, ino-
culando filtrados de produtos tuberculosos ou mesmo culturas
filtradas de germe virulento, utilizando a via subcutinea.

Tudo isso faz concluir que as pesquisas tdo interessantes
do ultra-virus de Fontes, merecem ainda por parte dos pesqui-
sadores investigagbes repetidas, antes de concluir-se que as
pesquisas originais de Fontes foram defeituosas, quanto a técni-
ca empregada e os resultados conclusivos. '

Para reproduzirem-se as experiéncias de Fontes, no nosso
entender, é indispensavel empregar espécimes muito virulentos,
colhidos em isolamento recente. :

Boquet e Bretey, em trabalho de 1950, demonstram que
espécimes mais ou menos atenuados foram isolados de lesdes
4sseas, articulares, ganglionares e sobretudo de lipus.

Obtiveram assim verdadeira gama de viruléncia em cole-
¢oes de amostras mais ou menos patogénicas, cujas inoculagdes
em doses judiciosamente escolhidas reproduzem experimental-
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mente, em grandes linhas, as multiplas formas da tuberculose
humana: infecgbes larvadas, simplesmente alergizantes e espon-
tineamente curaveis e até as formas mais graves, a tisica.

Ao examinarmos os cobaios inoculados nao verificAmos Uni-
camente a tuberculose clissica experimental tipo Villemin, mas
ainda a observagio da tuberculose ganglionar uinicamente ca-
racterizada por uma hipertrofia manifesta, sem lesdes caseosas
do sistema ganglionar, triqueo-brénquico, axilar, submaxilar,
lombar, reto-hepético, terminando sempre pela pesquisa cui-
dadosa de germe Aacido-resistente.

Malfatti (1949), em investigagoes efetuadas no microscod-
pio eletrdnico sbbre o Mycobacterium tuberculosis, tipo huma-
'no, notou que a maioria das granulagdes se aloja no interior
do citoplasma. Sio capazes, num momento dado, de separar-
se do micobactério comportando-se como verdadeiros milimicro-
esporos: alguns déles, com um volume suficiente para atraves-
sar facilmente as velas de Chamberland Ls e Lj, constituindo
entdo verdadeiras formas filtradveis. O problema fundamental
é que &sses granulos sio capazes de se desenvolverem forman-
do novos germes. Patenteia-se assim novamente o discutido e
negado virus filtravel de Fontes.

Ainda repetimos as experiéncias de Cabasso e Roussel
(1942), que preconizam outra via de inoculagio no cobaio, de
grande valia pritica: a inoculacio do produto suspeito adicio-
nado de 0,5 cc. de éleo de vaselina no testiculo do cobaio.

Da mesma forma utilizdmos a adig¢do das suifamidas, em
alguns dos produtos a inocular, visando as associagbes micro-
bianas, conforme Tison (1947) aconselha em sua publicagio
nos Anais do Instituto Pasteur.

Como pesquisa orientadora, — sempre Gtil —, recorremos
a intradermo-reagio a tuberculina bruta de Bhering. Na es-
tampa anexa, l&-se resultado negativo em cobaio inoculado com
sedimento urinario no qual se verificara a presenga de bacilos

acidos-resistentes, sem agao patogénica.
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ESTAamMpA

PROVA TUBERCULINICA

Inoculagao intradérmica de 0,10 do soluto de Tuberculina bruta de Bhering—/”/g

Resultado: negativo (doente C. M.)

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



ESTAMPA

PESQUISAS DO MYCOBACTERIUM
' TUBERCULOSIS

' realizadas no

HOSPITAL-SANATORIO BELEM

(1945 — 1950)
R, W—
ESCARRO
Pesquisa direta Homogeneizacio Total
[

Neg. Pos. Neg. | Pos Neg. Pos. |Tot. ger.
|
| |

2.204 4.774 421 | 68 2.625 | 4.842 7.467
%.

LAVADO GASTRICO

T
Negativo ! Positivo Total
i |

1
134 , 21 | 165

LAVADO TRAQUEO-BRONQUICO

Negativo Positivo l Total

39 3 l 42

Tese Inaugural
OSCAR MAY PEREIRA



CONCILUSOES

Julgamos acertado, ao mencionar-se o nimero de germes,
fazer alusio simultinea aos grinulos negros encontrados nos
elementos micobacterianos, e ao grau da A4cido-resisténcia dos
germes. Isso de acdérdo com a classificagio que propomes:

Micobactérios sem grinulos negros .............. . Tipo I
Micobactérios com um grinulo negro ...... e Tipo II
Micobactérios com 2 ou 3 granulos negros ........ Tipo 111
Micobactérios com grinulos riegros em rosario .... Tipo IV
Gréanulos negros isolados ou granulos negros com mi-
cobactérios quase desaparecidos ........... ... Tipo V
II

Nunca se deve afirmar a ndo existéncia do denominado ul-
travirus de Fontes num filtrado de produto. tuberculoso lnica-
mente pelas inoculagbes subcutineas em cobaios.

Quando se fizer essa verificagdo, é indispensivel que sé¢
empregue espécimes hipervirulentos, de isolamento recente.

111

As inoculagdes em cobaios por via peritonial de material
aparentemente sem germes, oferecem alto interésse pratico.

v

As pesquisas culturais feitas em meio de Loewenstein, Pe-
tragnani-Saenz e Dubos simplificado permitem, na pratica cor-
rente, a diferenciagio facil do Mycobacterium tuberculosis dos
bacilos paratuberculosos.
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Para maior seguranga, nos casos ainda duvidosos, convém
recorrer as inoculagdes peritoniais em cobaios ou em preas, e
em coelhos quando se visar o tipo bovino, que deve ser ino-
culado por via intravenosa.

VI

Nos tratamentos da tuberculose pelos antibidticos ou com-
plexos antagdnicos, cremos til nos processos de bacterioscopia
direta e indireta estudar com mindcia:

1.2 — a propriedade tintorial dos germes;
2.9 — as suas dimensdes apresentadas;
3.9 — a presenga de grinulos negros e também a sua con-
tagem;
4.° — a desintegragao granular.
VII

i

Os meios culturais contendo palhas de milho impregnadas
pelos diversos caldos glicerinados (caldo comum, caldo de ova-
rio, caldo de testiculo, caldo de figado, caldo de bago, caldo
de pancreas, caldo de coracio, caldo de hipéfise-ovario) sio
valiosos para permitir a diferenciacio dos tipos micobacterianos
e ainda obter camadas culturais isentas de particulas dos meios
solidificados pela gelose.

VIII

Nas investigacdes de rotina, a microscopia fluorescente de-
ve figurar ao lado das provas de 4cido e alcool-resisténcia.

IX

O meio de Dubos simplificado oferece alto interésse clinico-
laboratorial pelo encurtamento do prazo de desenvolvimento
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do germe: crescimento muito mais rapido do que nos meios
de Loewenstein ou Petragnani-Saenz.

X

Entretanto, a nossa experiéncia permite concluir que, nas
provas culturais, é de téda utilidade semear o material simul-
taneamente nos 3 meios atualmente mais aconselhavels Dubos,
Loewenstein e Petragnani-Saenz.

XI

No meio de Sabouraud glicosado a 2%, com palha de milho
as culturas do tipo avirio sio luxuriantes, midas, ao passo
que as do tipo Vallée sio sécas, pouco desenvolvidas e as do
tipo Ratti apenas aparentes.
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