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( Trabalho do Laboratorio do Prof. A. Fontes)

(Com 1 estampa)

Comquanto ja existam numerosos (rabalhos sobre este assunto, por
divergirem os seus resultados, resolvemos verificar a questio, tendo em
vista as conclusdes a que chegou o prof. Fonles sobre o ciclo da vida
das baclérias, em seus ultimos estudos.

Usamos a seguinle técnica para a preparacio dos sacos de co-
lodio:

Em tubo de ensaio colocimos 2 cc. de colodio a 49, pro-analysi
de « Merck » e girdmos o tubo de maneira a distribuir completamenle o
colodio pelas paredes do mesmo. Houve o cuidado de fazer a rotacio
uniforme para que a parede do saco formado conservasse espessura igual.
O tempo de rota¢io tem influencia na porosidade dos sacos, pois esla
varia com a rapidez da secagem.

Uma vez séco o colodio, descolamos o saco oblido sob agua e
montamos o mesmo provisoriamente na extremidade de um lubo de vidro,
afimi de sofrer fervura durante 10 minutos. Deve haver o cuidado de
encher o mesmo com agua afim de evilar o enrugamento do colodio,
que poderia prejudicar a resistencia da membrana.

Segundo Sanarelli (1) o emprego do autoclave deleriora a mem-
brana de colodio, recomendando este aulor, que se faca a eslerilizacio a
frio por meio de uma solu¢do de fenol e acido tartarico sob (técnica
especial.

- Como verificimos em experiencias prévias que, quer um quer
oulro meétodo davam resultados identicos, preferimos o da eslerilisacao
em auloclave por ser de mais facil execucido. O saco for montado defi-

* Recebido para publicacio a 9 de Marco de 1939 e dado a publicidade em Outubro de 1939.
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nilivamenle na extremidade ligeiramente eslrangulada do lubo de vidro
¢ amarrado forlemenle com linha de seda. A junlta for soldada com
colodio elaslico afim de evilar solucoes de continuidade entre o vidro
¢ 0 Saco.

[Ligados os sacos aos respeclivos lubos, esles ullimos foram mon-
lados por meio de algodao em rama em baldes contendo caldo simples.
A extremidade superior dos tubos foi fechada com algodao.

A monlagem de sacos duplos de que tambem nos servimos em al-
cumas das nossas experiencias obedeceu a seguinle [écnica:

F.., [ -

Um saco de menores dimensoes ¢ amarrado da maneira ja des-
crila em um {ubo semelhanle aos que servem para oS sacos simples,
mas de calibre menor. FEste tubo por sua vez ¢ fixado a outro !ubo de
maior calibre por meio de algodio em rama. Neste ultimo tubo mon-
lamos pela téenica ja mencionada o saco externo. Uma melhor idéa do
conjunto ¢ dada pelos desenhos que acompanham a presente nola.

O meio de cullura no inlerior do baldo sO6 deve alingir a me-
lade inferior do saco alim de ser evilada uma possivel comunicacao
com a soldagem.

Por meio de pipéla eslirada inlroduzimos 5 ce. de caldo no 1n-
lerior do saco e de maneira que o nivel fique ligeiramente superior
a0 nivel do caldo contido no balao. IEsle modo de proceder tem por

[im notar se o saco se acha perleilo, pois que, em caso de ruplura, ha-
veria equilibrio de niveis,

O conjunlo assim oblido ¢ eslerilizado em auloclave a 110° du-
ranle 20 minulos e guardado por 24 horas em eslufa atfim de verilicar
a completa eslerilidade ¢ inlegridade do aparelho. A inlegridade dos
sacos ¢ reconhecida pela diferenca de nivel do caldo exislenle dentlro
dos sacos ¢ no baldo.

Antes de passarmos a descrever as experiencias, achamos con-
venienle relalar a léenica usada para a wverificacao poslerior da inle-
oridade dos sacos usados, como lambem, a [¢écnica de que nos SCrVimos
para a verilicaciao dos limiles de porosidade das membranas oblidas.

O processo usado para a verilicacao poslerior da inlegridade dos
sacos servidos nas experiencias loir o de nsutlacio de ar manltendo o
saco mergulhado em agua acima de seu ponlo de soldagem com o (ubo
de vidro, de manecira a verificarmos a presenca de qualquer fenda que
se lenha formado posleriormenle a semeadura, revelada pela lormacao
de bolhas.

A delerminacao da porosidade ndo poude ser feila para cada saco
cim parlicular, pois o processo inuliliza os mesmos para o fim a quo
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nos propuzemos; mas nos foi possivel obler membranas cujos lLimiles
de porosidade eslao compreendidos enlre os seguinles valores: 20 my.
¢ 40 my. (milimicra) lanlo para sacos de 1 camada de colodio como
para os de 2 e 3 camadas respeclivamente.

I'sles valores foram determinados com solucao de hemoglobina a
100 e vermelho Congo na mesma diluicdo. (Kopaczewski) (2).

As membranas permiliam a passagem de hemoglobina ¢ relinham
o vermelho Congo.

[EXPERIENCGCIAS
I'XPERIENCIA N.° 1.

Com a (éenica ja descrila monlamos 1 baldao em cujo saco con-

lendo 5 ce. de caldo semeamos 2 cce. de uma cultura de 24 horas de
1B Coll.

Semeamos 0s sacos com 2 ce. de cullura em caldo em pleno desen-
volvimenlo, prelendendo favorecer a passagem de clementos ullra-mi-
croscopicos, em virlude de possivel presenca de prineipios lilicos na
cullura desenvolvida.

Ao cabo de 21 horas nao nolamos passagem de germens ¢ ao
fim de 18 dias de permanencia em ceslufa a 379, nao havendo desenvolvi-
menlo de culltura no baldo, demos por encerrada a experiencia.

EXPERIENCIA N.© 2.

Série de 3 baldes em que foram usados sacos com 1, 2 ¢ 3 ca-
madas de colodio, respeclivamenle para os baloes 1, 2 e 3.

Semeados por léenica idenlica a da experiencia 1, verilicamos a
passagem de germens no baldo 1 ao fim de 24 horas. Os baldes 2 o
5> nao apresentaram modificacoes ¢ ao fim de 4 dias leslamos lodos
0s sacos, conslalando a perfeila inlegridade dos mesmos.

RESULTADO
Baldo n.o 1 posilivo em 24 horas.
Balao n.o 2 ¢ 3-negalivos.
FXPERIENCIA N.© 3.

Sériec de 3 baldes com sacos de espessura crescente respeclive-
menle 1, 2 ¢ 3 camadas de colodio, Toram semeados pela léenica cilada

-
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anteriormente. Perdemos, ao semear, o balio n.c 2 cujo saco tinha
duas camadas de colodio.

10 dias apdés a semeadura verificimos a passagem de germens no
baldo com saco de 3 camadas, depois de leve agilacio.

Ao fim de 17 dias nolamos a passagem de germens no balio cujo
saco era feilo com uma s6 camada de colodio, lambem depois de li-
geira agilacao.

Os sacos lestados apés a experimentacio moslraram-se integros.
RESULTADO
Baldo n.°o 2 prejudicado.
Baldo n.°o 1 positivo ao fim de 10 dias.
Balao n.o 3 posilivo ao fim de 17 dias.
[EXPERIENCIA N.© 4.

o baldes com sacos duplos, cujas membranas correspondiam a 1
camada de colodio, foram experimentados do seguinte modo:

No saco interno foram depositados 2 cc. de caldo recem-semeado
com coli. |

Depois de uma permanencia na estufa durante 24 horas, notamos
passagem de germens do saco inlerno para o exlerno em um dos baldes.
Ndo verificAmos nada nos outros dois baldes ao fim deste lempo.

48 horas depois um oulro balio mostrava-nos a passagem de ger-
mens do saco interno para o externo, e 4 dias mais tarde verificimos
a passagem de germens do saco inlerno para o externo no ulltimo balio.

Em dois destes baldes houve passagem de germens do saco externo

para o caldo do baldo, mas nio nos foi possivel delerminar a data em
que esle fenomeno se verificou.

Resultado 2 baldes posilivos ¢ 1 negalivo.
EEXPERIENCIA N.©° 5.

Série de 7 baldes com sacos singelos de 1 camada de colodio.

Semeiados com 2 cc. de uma cultura de 24 horas de B. Coli.

Constatdimos a passagem de germens através de membranas de
colodic em 4 baldes ao cabo de 36 e 48 horas respectivamente para os
2 primeiros baldes e ao fim de 5 a 10 dias para os dois ullimos.
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Estes baldes testados segundo o processo ja descrito, nos mosira-
ram a sua perfeita integridade.

RESULTADO
7 baloes.
4 positivos e 3 negativos.
RESULTADO GERAL
Baldes positivos 13

Baldes hegativos

= g

Baldes perdidos

CONCLUSAO

Como podemos verificar pelas nossas experiencias, a passagem de
germens ¢ possivel através de membranas de colodio dentro dos limites
de 20 e 40 my. (milimicra). FEsta passagem ndo se mosirou constante

em nossas experiencias.

A passagem se verifica em tempo muito variavel, e s6 conslala-
mos a mesma quando notamos a turvacido do caldo contido no balao, '
pois, tanto preparacdes coradas como exames a Iresco nao mostraram
formas microbianas antes de ser percebida a turvacao.

- A turvacido se processa da mesma maneira da que usualmenle ob-
servamos nos desenvolvimentos normais de culturas.

Uma ligeira agitacio dos aparelhos pareceu facilitar a passagem
dos germens, sem que, todavia, se pudesse pensar em lesdo do saco
consequente 4 agitacio, pois que, os lests moslraram a perfeita integri-
dade dos mesmos.

Os elementos capazes de alravessar as membranas de colodio sao
de dimensdes menores do que as moleculas das toxinas diftérica e te-
lanica, pois, segundo Sanarelli (3) estas ultimas nao atravessam mem-
branas de colodio feitas nas condicdes acima citadas.
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Estampa 1

Saco de colodio 4 esquerda ao alto.

Tubo de vidro 4 direita ao alto.

Tubo montado 4 esquerda em baixo.

Baldes montados com sacos simples e duplos ao centro.
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