Acao do oxigenio sob pressao sobre a acao
patogenica dos germens anaerobios *

por
Genesio Pacheco e Gobert Araujo Costa

(Com 1 figura no texto)

Estudando a influencia do O2 sob pressio sobre culturas de bacterias
anaerobias ocorreu-nos verificar a possibilidade de sobrevirem modifi-
cacOoes na patogenia desses germens.

Tecnica — Tomamos duas amostras de anaerobios, selecionadas
dentre as que se revelaram regular e forlemente patogenicas para cobaias
de cerca de 300 grs., ou para camondongos de 18-20 grs. de peso, deler-
minando préviamente a d. i. m. (dose infectante minima mortal) para
esses animais. Semeados os germens em caldo de Tarozzi, faziam-se re-
piques repetidos cada 6 horas de vegetacio, para evitar esporulacio das
baclerias. Depois de algumas passagens sucessivas no meio de Tarozzi
lomava-se uma cultura de 6 horas e disiribuia-se em tubos estereis, na
quantidade de 5 cc. para cada tubo. Os {ubos eram colocados numa
camara de pressdo, ligada a uma botija de 02 Introduzido o gaz na
camara fechada, até 2 atmosferas de pressido, fechava-se a comunicacio
com a botija e esvasiava-se o aparelho, repetindo-se a manobra duas
vezes seguidas para lavagem do ar existenle na camara. Finalmente, in-
lroduziam-se nela 3 atmosferas de 02, conservando defimitivamente fechada
a saida de descarga, acompanhando-se a constancia de pressio do gaz
pelo manometro. Apds conlacto de algumas horas eram feitas provas de
inoculacio em cobaias ou camondongos. Durante o tempo de exposicio
ao 02 uma cultura gemea era deixada a lemperalura ambiente nwara conlra-
prova.

Havia dissolucido de O2 na suspensio de baclerias pela permanencia
na camara porque ao ser retirada observava-se desprendimento de bolhas
de gaz da massa liquida para a superticie.

Camara de pressdo — O aparelho que usamos foi um cilindro de
de aco, de fundo cégo, com uma tampa adaplavel com paratusos para
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aumenlar a justaposicao e dois orilicios, um para enlrada ¢ oulro para
descarga de gaz. A indicacao da pressao cra dada pelo manomelro da
bolija de gaz, comunicando permanenlemente com o inlerior do aparelho.
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O aparelho, visto no desenho, foi calculado para suporlar alé
100 altmosferas e suas paredes foram impermeabilisadas com banhos
de estanho, tendo-se encarregado da sua construcio o Dr. Henrique Pei-
xoto de Oliveira, engenheiro do servico de Cancerologia do Prof. Alvaro
Ozorio de Almeida na Fundacio Gaffrée-Guinle. FEsle aparelho foi-nos
graciosamente oferecido pelo Dr. Guilherme Guinle que aulorisou sua fa-
bricacdo no servico do Prof. Alvaro Ozorio de Almeida, aos quais agrade-
cemos de publico a cooperacio.

EXPERIENCIAS COM CLOSTRIDIUM NOVYI

Lxp. I — Clostridium Novyi (Cl. 133). D. i. m. para cobaia 0,005 cc.
por via muscular. Apods 24 hs. de permancncia em 2 almosferas de 02, a cullura
foi injectada em 2 cobaias, uma com 0,05 cc. ¢ oulra com 0,1 cec. A primeira
morre no 8.° dia e a oulra, que recebeu maior dose, morre no 3.0 dia, ambas
com gangrena.

Exp. II — Mesmo germen da exp. I. Apés 1 horas de 2 atmosferas de
(O e mais 4 horas com 3 almosferas, sio inoculadas duas cobaias nas doses
de 0,01 e 0,005 cc. de cullura. A primeira morre no 3o dia e a outra, ino-
culada com menor dose, morre apos 10 dias, ambas com gangrena.

Lixp. T e II

Clostridium Novyi (Cl. 153)

D. 1. m. para cobaia via intra-muscular — 0,005 cc.
| Tempo de exbosiqﬁn_da | Pressdo em
Cobaia No. _ Dose injetada RESULTADO
cultura em 02 | atmosferas
1 24 horas 2 0,05 cc. -+ ¢/8 dias
2 < « 0,1 cc. + ¢/3 dias
3 4 horas mais 2
4 horas 3 0,1 cc. -+ ¢/3 dias
4 « « 0,005 cc. -+ ¢/10 dias
Exp. III — Cultura da mesma bacteria acima, submetida a 2 atmos-

feras de O2? durante 5 horas, ¢ injectada em 6 cobaias: 2 com 0,01 cc., 2 com
0,04 cc., e 2 com 0,1 cc. Morrem somente as duas ultimas, uma apos 3 dias
e oulra no 4.0 dia, ambas de gangrena. As demais, apresentam apenas ligeiro

cdema no musculo injectado.
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Exp. 1II

iy

Clostridium Novyi (Cl. 153

D. i. m. para cobaia via inlra-muscular — 0,005 cc.
B _ Tél;u;n de exﬁusiqﬁﬁ ;ia_ Pressﬁ_ﬂ er_n“ - o
Cobaia No. | Doése injetada RESULTADO
cultura em 02 atmosferas
] 5 horas 3 0,01 cc. sobrevive
2 « « & «
3 ¢ < 0,04 cc. «
4 « & « («
5 ¢ ¢ 0,1 cc. 4+ com 3 dias
6 « « « + com 4 dias

EXPERIENCIAS COM CLOSTRIDIUM WELCIHII

O Cl. Welchii, sendo mais regularmenle palogenico para camon-
dongos, loi prelerido esle animal para as provas experimentais.

Clostridium Welchii (Cl. 5) — A d. i. m. para camondongo foi
delerminada pelas vias muscular ¢ periloneal, achando-se 0,2 ¢ 0,1 cc. de
cullura, respeclivamenle. Mas, enquanlo a via muscular se nos moslrou
irregular na dose infeclanle morlal, a via periloncal malou sempre com
regularidade, denlro de 24 horas da inoculacio de uma cullura de 21
horas em caldo de Tarozzi.

Exp. IV — Cultura de 21 horas foi submelida a 3 almosleras de OF
duranle 8 horas. Inoculada, depois desse (ralamento, em 8 camondongos, de
18-20 grs. de peso: 2 com 1 cc.: 2 com 0,5; 3 com 0,25 ce.; 1 com 0,1 cc
Apenas morrem os 2 primeiros, inoculados com 1 cec., dentro de 21 horas da
inoculacao. Os demais nada aparentam.

Exp. IV

Closlridium Walchit (Gl 9

D. i. m. para camondongos via inlra-peritoncal — 0,1 cc.
_ _Ténipt; de expo;iqﬁo_ da Pressio em - | -
Camondongos No. , Dése injetada RESULTADO
cultura em (2 atmosferas

1 8 horas 3 1 ce. --- no mesmo dia

2 « « & «

3 « « 0,5 cc. sobrevive

4 « « & «

5 « « 0,25 cc. «

6 « & &

7 « « « «

8 « « 0,1 cc. ¢
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[Exp. V. — Mesmo germen e condicdes identicas da exp. IV.
prolongada por 72 horas.

Acido do 0O

Depois desse (ralamenlo siio inoculados, com a cul-

lura assim ftratada, 9 camondongos: 3 com 0,0 cc.; 3 com 0,25 cc.; 3 com

0,1 cec.

da inoculacio; sobreviveram os inoculados com 0,1 cc.

Exp. V

Clostridium Welchit (Cl. o)

Morreram os 1noculados com 0,0 cc. ¢ com 0,25 cc, no mesmo dia

D. 1. m. para camondongos via inlra-periloncal — 0,1 cec.
Tempo de exposicao da Pressio em | - -
Camondongos No. Dése injetada RESULTADO
cultura em 02 atmosferas

1 72 horas 3 0,5 cc. -+ no mesmo dia
2 &« & « «
3 &« & &« &
4 & ¢ 0,25 CC. «
5 &« &« X b
6 (4 « « «
T & & 0,1 CC. sobrevive
8 & &« &« «
0 « « « «
Exp. VI — Nesla experiencia, feila com o mesmo germen, prolongamos

o tempo de exposicio ao 02 por 6 dias.
s¢ 9 camondongos: 3 com 1 cc.; 3 com 0,0 cc.; 3 com 0,25 ce.
lodos os que receberam 1 ¢ 0,5 ce. ¢ 2 dos 3 inoculados 0,25 cc.

sobreviveram.
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Camondongos No.

—
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Depois desse lralamento inocularam-

Morreram
Os demais

<xp. VI
Clostridium  Welchit (Gl 9)
m. para camondongo via inltra-periloneal — 0,1 ce.
Tempo de exposicdao da Pressao em _-_ N S
cultura em 02 atmosferas el S R Vo D
6 dias 3 1 cc. -+ no mosmo dia
« « & &
&« X &« &«
“ « 015 CcC. «
» « « &
X &« « &«
« « 0,25 cc. «
« & « sobrevive
« & & &«
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DISCUSSA0

A literatura da acdo do O? sobre baclerias serd examinada em oulro
Irabalho. Por ora interessa saber o que existe registrado quanto A in-
fluencia desse gaz sobre a patogenia das bacterias.

Nossas experiencias revelam uma reduccio da palogenia, mais
acentuada com o prolongamento da acio do oxigenio. Nas 2 primeiras
experiencias, com o (Cl. Novyi, niao houve reducido da infecciosidade do
germen durante 4 horas de permanencia em 2-3 atmosferas de O2; apenas
a evolucdo do processo gangrenoso foi prolongada numa das cobaias, a
que recebeu dose menor. Na experiencia 3 houve reducido evidente do
poder infectante, pois s6 se infectaram e morreram as cobaias que rece-
beram 0,1 cc., isto é, dose 10 vezes maior que a dose infectante minima
mortal da cultura nio tratada pelo Oz

As experiencias com Cl. Welchii evidenciaram egualmente uma
reducio da patogenia da bacleria pela acio do O2 Na primeira cxpe-
ricncia com este germen (exp. 4), a d. i. m. foi 10 vezes maior que a
normal. Na experiencia seguinte, em que se prolongou a permanencia
dc cultura no O? por 72 horas, reduziu-se a 2,5 a d. i. m. I“xtendeundo
a permanencia do germen no oxigenio até 6 dias o resultado nao fo1 desla
vez alterado. |

Rosenthal, trabalhando com B. gracillis ethylicus, Achalme & Ros.
¢ com bacilo thylogenico (?) (bacille gracille el bacille thylogenique), anae-
robios do intestino adaplados a crescer em tubos com caldo aerobio, sem
camada de lanolina, perderam com esta circunstancia sua virulencia.

Sendo conhecida a existencia de uma acdo do oxigenio sobre hacte-
rias, previstas por Paul Bert ¢ lambem delerminada por Foa, smbora so
aparente com 4 atmosferas, tornou-se necessario verificar st a reducio
da patogenia ora observada ndo decorria de morte parcial das bacterias
submetidas 4 acdo do oxigenio. Realmenle foi o sucedido, pois encon-
tramos até mais de 909 de morte dos germens assim {ratados. I£ ne-
cessario assinalar que a reducdo da patogenia deveria ser maior em con-
sequencia de tio consideravel reducido do numero de baterias viaveis mas
os germens sobreviventes haviam esporulado em consequencia da acdo do
02, como referiremos em outro trabalho, e esta condicdo é¢ muitas vezes
favoravel a infecciosidade das bacterias.

Beveridge observara com culturas de B. necrophorus (bacilo de
Schmorl, Aclinomyces necrophurus Lehm. & Neum.), expostas ao ar em
camada delgada sobre placas de Petri, a morte de todas as bacterias ex-
perimentadas nestas condicdes, dentro de 48 horas. Tambem Fry & Dack
verificam acfdo lethal do oxigenio sobre esta bacteria quando o gaz era
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borbulhado nas culturas, ou inlroduzido em segmento de al¢a inleslinal
iIsolada, in-vivo.

No nosso caso a esporulacio pode ler lido algum papel na mleccio-
sidade ¢ permile pensar que sua exislencia deve ler mfluido na conser-
vacao da virulencia.

RESUMO

1) 02 sob pressido reduz a palogenia de baclerias anaerobias.
2) FEsla acdio do O? aumenta com o prolongamenlo da exposicio das

suspensoes bacterianas ao gaz.

3) A reducio decorre da morle da maioria das baclerias subme-
lidas a acdao do 0Oz

SUMMARY

1) O2 under pressure reduces the infecliosily of anaerobic bacleria.

2)  This action of 02 is increased wilh the lenglthening of the lime
of exposure of the baclerial suspensions to the gas.

3) The reduction in infeclivily is due lo the dealh ol Lhe grealer
part of the bacleria submitted o the action of Lhe 02
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