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PRÓLOGO 

Be iodos os métodos terapêuticos preconisaãos até 
hoje para o tratamento das doenças infecciosas, ne
nhum mais do que a Sacterioterápia— ou Oacinote-
rapia como o uso consagrou, — tem agitado o espírito 
dos sciêntistas. Assentando sobre um principio teórico 
sedutor, desde Wright que vem dando as suas provas 
práticas, e hoje, pode dixer-se afoitamente que a Oa-
cinoterapia entrou definitivamente no domínio da clí
nica. Assim 6 que, 6 já de uso corrente mesmo entre 
nós, o emprego de vacinas antitíficas, antiestafdocó-
cicas, anticólicas, etc., e se se não generalisou ainda 
este uso relativamente a outros agentes microbianos, 
resulta isso, exclusivamente, da dificuldade maior em 
preparar as suas vacinas quer pela fragilidade das 
culturas, quer pela sua toxicidade que não foi ainda 
possível retirar-se-lhes em absoluto. É justamente o 
que tem sucedido com o Gonococo. Existe, ê certo, 
no mercado um bom número de Vacinas fintigonocó-
cicas da mais diversa origem. Todavia, dizem os ex
perimentadores e nós próprios, que, tendo conhecido 
uma vacina inglesa (Wellcome), a francesa de Nicolle 
e o Gonargim alemão — o constatámos, que se os 
resultados curativos se mostram quási sempre evi
dentes, não deixa isso de ser por vezes à custa de 
intensas reacções. 



Donde logicamente se conclui, que, talvex por de
ficiência de técnica, não foi ainda possível eliminar em 
absoluto a toxicidade das Vacinas jJntigonocócicas, 
quer dizer, não existe ainda uma Oacina antigonocó-
cica completamente atóxica-

O problema da preparação duma vacina atóxica 
estava, pois, em aberto. 

Tendo de apresentar um trabalho original para 
completar o nosso curso, o problema era demasiado 
palpitante para nos não tentar, a nós que desde ha 
alguns anos vimos acompanhando com interesse a 
evolução da Qacinolerápia antigonocócica. 

Não se vá, porem, julgar que uma louca vaidade 
nos tivesse cegado a ponto de não reconhecermos a 
enorme dificuldade, do assunto que nos propúnhamos 
versar, e de não sentir a modéstia dos nossos recur
sos seiêntíficos. Não. 

Logo, desde o começo reconhecemos uma e senti
mos a outra, e teríamos certamente desistido do nosso 
intento, se a nossa proposta não tivesse tido Iam be
névolo acolhimento da parte do Ex.mo Snr. Prof. Dr. 
Alberto de Aguiar, o eminente homem de sciência, 
brilho duma Faculdade e honra da nossa Terra, que 
não só pôs à nossa disposição o seu magnifico labora
tório, onde realisámos a maior parte dos nossos tra-



halhos, mas ainda os seguiu e nos valeu em mais de 
uma circunstância com o seu mui sábio conselho. 

Ao mesmo tempo obtivemos o auxílio do Br. Carlos 
Bamalhão, talentoso 1." assistente de Bacteriologia, 
que possuindo um notável conhecimento da técnica 
laboratorial, e tendo já -preparado Vacinas antiesta-
filocócicas e antitificas, nos orientou e nos guiou em 
todos os trabalhos. 

à Com tam poderosíssimo auxílio como não havía
mos de persistir e de vencer ? 

Assim é que, devemos dhê-lo, desde que iniciámos 
os nossos estudos até que os finalizámos, não tive
mos um só momento de desânimo como não tivemos 
a menor hesitação de sacrifício de tempo e de traba
lho. Bem pelo contrário, o nosso ardor foi sempre 
em crescendo, ao vermos realisada a nossa íntima 
aspiração. É que um nobre incentivo alimentava o 
fogo sagrado do nosso entusiasmo — o de contribuir, 
embora modestamente, para a preparação de rima Va
cina antigonocócica absolutamente atoxica e de reivin
dicar para a nossa terra a honra de a haver obtido 
pela primeira vex. 



Nós julgamos que, a não ser algumas notas dis
persas pelas revistas sciêntíficas estrangeiras, nada 
mais existe publicado acerca propriamente do assunto 
da nossa tese — Preparação laboratorial das vacinas 
antigonocócicas. 

Assim, é licito supor que alguma coisa de útil 
dela possa resultar. 

Todavia se tal não suceder, já nos damos por muito 
satisfeitos em ter concorrido para a preparação da /," 
Vacina yintigonocócica portuguesa, cm a ter ensaiado 
e apresentado. 

A nossa consciência exige que aqui deixemos si
gnificado o reconhecimento que devemos àqueles que 
mais directamente contribuíram para o felix resul
tado dos nossos trabalhos. 

Ao nosso ilustre Presidente, o Ex.mo Snr. Prof. 
Dr. Alberto de Aguiar, por quem temos a mais funda 
admiração pelas suas qualidades de caracter como 
homem, pela sua proficiência como professor e pelo 
seu muito saber como sciêntista, — o preito da nossa 
mais respeitosa homenagem e gratidão. 

Ao Dr. Carlos Ramalhão, o infatigável estudioso 
cujo talento só é excedido pela sua modéstia, a quem 



se deve a preparação das primeiras vacinas portu
guesas, e a quem nós devemos tudo o que de interesse 
e útil possa haver neste trabalho, o nosso imperecível 
agradecimento. 

Aos Hx.m°* Directores do Hospital Militar do 
Porto, os ilustres clínicos Drs. Júlio Cardoso e Joa
quim Valente que permitiram a nossa entrada nas 
enfermarias daquele Hospital onde fixemos princi
palmente a nossa clinica vacinai, e a todos os Ex.™» 
Clínicos do mesmo Hospital e do de Santo António 
que facilitaram as nossas Observações, os protestos da 
nossa indelével gratidão. 

Dividimos o nosso trabalho em 3 partes: 
Na i.a—O Gonococo de Neisser—estudamos os 

caracteres gerais deste agente, que mais directamente 
influem na preparação das vacinas. Compreende-se 
que, para preparar uma vacina dum certo agente 
microbiano, seja absolutamente indispensável conhecer 
de perto, familiarisarmo-nos no laboratório com os 
seus caracteres físicos e suas condições de vida. Assim, 
este capitulo não é uma mera transcrição do que di
zem os tratados, mas sim os resultados dos estudos 



que realisámos no Laboratório, com o fim de nos ha
bilitarmos a entrar na preparação prática das vacinas. 

Na 2.*parte — Vacinas Antlgonocóçlcar— mira
mos propriamente na técnica geral da preparação das 
Vacinas Antigonocócicas, indicando os métodos e pro
cessos que teem sido utilisados para réalisât as di
versas operações, descrevendo-os tal como os executá
mos, discutindo as suas vantagens e inconvenientes, 
e finalmente, apresentando aqueles que preferimos 
por mais fáceis, mais rápidos e mais exactos. 

Como é de supor, esta parte que constitui mais 
propriamente o fim que nos propuxemos atingir com 
este trabalho, foi a que nos mereceu maior desenvol
vimento. 

Na 3.a parte — Parte Clínica—apresentamos as 
Observações referentes ao emprego das nossas vacinas 
e as conclusões a que chegámos. 



PRIMEIRA PARTE 

O GONOCOGO DE NEISSER 



\ 

CAPÍTULO ÚNICO 

O Gonococo de Neisser 

ESTUDO SUMÁRIO DOS SEUS CARACTERES MORFOLÓGICOS, 

DE CULTURA E BIOLÓGICOS 

O gonococo é o agente específico das mani
festações blenorrágicas. Assim, não só o encon
tramos, puro ou associado a outros micro-or-
ganismos, nas uretrites agudas ou crónicas, mas 
em todas as suas complicações: orqui-epididi-
mites, prostatites, cistites, nefrites, vaginites, 
bartolinites, metrites, salpingites, ovarites, pé
ritonites, redites, artrites, endocardites, abces
sos piémicos,... e ainda nas conjuntivites ble
norrágicas e suas complicações: irites, quera-
tites... 

E' perfeitamente intuitivo, que quem desejar 
preparar, isolar e conservar culturas puras de 
um determinado agente, necessita absolutamente 
conhecer não só os seus caracteres morfológi
cos, mas sobretudo os seus caracteres biológicos, 
isto é, as suas condições de vida, e os seus ca
racteres de cultura. 
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Do seu estudo prático, perfeitamente indis
pensável, tiram-se os maiores ensinamentos 
para nos sabermos conduzir. 

Compreende-se, pois, que nós, antes de pro
cedermos à preparação das vacinas antigo-
nocócicas que envolve um certo número de 
delicadas operações, nos detivéssemos um pouco 
a estudar o gonococo que é, certamente, um dos 
agentes microbianos —mais difíceis de cultivar 
e conservar, e de vitalidade mais frágil. 

O nosso estudo recaiu principalmente sobre 
os caracteres morfológicos, biológicos e de cul
tura. Eis do que, em seguida, vamos tratar. 

Caracteres morfológicos 

a) FORMA — E' bem conhecida a forma clássi
ca com que se apresenta o gonococo no pus 
blenorrágico ou nas suas culturas frescas — 
como um diplococo em forma de grão de café, 
tendo a concavidade dum voltada para a con
cavidade do outro. Todavia, o micrococo de 
Neisser, facilmente degenera sobretudo quando 
é cultivado em meios impróprios, tomando en
tão variadas formas de involução, degenerativas. 

No pus e secreções blenorrágicas ainda o 
gonococo apresenta dados morfológicos que nos 
habilitam não só a indentificá-lo, mas ainda a 
reconhecer o grau da infecção: estes dizem 
respeito às relações do micróbio com os leuco-
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eitos. Assim, no começo da infecção o gonococo, 
ainda raro, é extracelular, num período agudo 
intenso torna-se intracelular, e no regresso da 
infecção ou nos casos crónicos, volta a ser ex
tracelular, mas neste caso, dispõe-se em amas 
muito característico, na proximidade dos leucó
citos ; 

b) COLORAÇÃO —O gonococo toma, como se 
sabe, intensamente as cores das soluções de 
anilina. Assim, é facilmente corado pelo azul 
de Loefler, pelo de Kuhne, pelo de Metileno, 
pelo violete de genciana, fuesina fenicada, etc. 
Todavia, o carácter mais importante e o que o 
distingue inconfundivelmente, segundo asseve
ram os tratadistas, das outras espécies simila
res, é o de não tomar o Gram. E tanto que se 
diz axiomaticamente : Todo o diplococo intrace
lular ou em amas, com a forma de grão de café, 
que não toma o Qram, é um gonococo. 

"Nós, que tivemos ocasião de fazer algumas 
centenas de exames microscópicos de secreções 
purulentas de vária origem— uretrais, vaginais, 
uterinas, oculares.. . — não só para a prepara
ção das nossas vacinas mas ainda para indicar 
e conduzir as observações cujo conjunto cons
titui a parte clínica—Terceira parte.—do pre
sente trabalho, notámos que em certos casos 
o gonococo não é descorado pelo Qram. Esta as
serção não passaria de uma audaciosa e estulta 
boutade, se não tivesse a explicá-la e a compro-
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vá-Ia, um conjunto de factos de observação pes
soal, que seguidamente apresentamos. 

Em março passado, tivemos ocasião de 
observar um adulto do sexo masculino porta
dor duma conjuntivite purulenta cuja história, 
marcha clínica e natureza indicavam claramente 
ser de origem blenorrágica. Procedendo cuida
dosamente à colheita do pus conjuntival e à 
respectiva análise bacteriológica, esta revelou a 
existência de numerosos diplococos em grão de 
café, intra e extra celulares, mas que não eram 
descorados pelo Lugol, o que nos fez pôr de 
parte a suspeitada causa etiológica da lesão. 
Nós que iniciávamos o estudo dos efeitos tera
pêuticos das vacinas que tínhamos preparado, 
perante a negatividade da análise, relativa
mente ao gonococo, abstivémo-nos de as em
pregar, do que, seja dito de passagem, nos 
viemos a arrepender. 

A obs. VII diz respeito a um indivíduo 
portador duma blenorragia crónica a quem 
tinha sido feita por um especialista a análise 
do pus que revelou gonococos. Passado pouco 
tempo este doente procurou-nos para ser tra
tado pela Bacterioterapia. 

Procedemos à colheita e análise do pus ure-
tral, como de resto fizemos sempre antes de 
iniciar o tratamento vacínico, e ficámos sur
preendidos ao encontrar numerosos diplococos 
absolutamente semelhantes ao gonococo de Neis-
ser, mas que tomavam o Qram. A bacterioterapia 
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— injecções de culturas de gonococos mortos, 
emulsionadas — mostrou-se neste doente, nota
velmente eficaz. 

Nas obs. XIV e XVI trata-se de 2 casos 
de blenorragias crónicas em que, várias aná
lises feitas revelaram sempre, como acima, a 
existência dum agente microbiano parecido ex
traordinariamente com o gonococo, mas que to
mava o Gram. Ensaiada a bacterioterapia, mais 
uma vez se mostrou eficaz no doente A. T. en
quanto que no C. T. teve como efeito melhorá-lo 
apenas. 

Finalmente, nas obs. XXX e XXXI apresen
tamos duas crianças portadoras de vulvo-vagi-
nites blenorrágicas. A natureza blenorrágica da 
lesão não pôde pôr-se em duvida, porque, tra-
tando-se dum caso médico-legal em que as duas 
crianças foram contagiadas por um indivíduo 
do sexo masculino portador dum corrimento 
purulento uretral, lhes foi feita a colheita do 
pus e respectiva análise pelo Prof. Alberto de 
Aguiar, revelando a existência de gonococos 
em todos os três casos. 

Pois bem. Estas crianças foram tratadas 
durante mais ou menos 1 mês na consulta J do 
Hospital de Santo António com lavagens de 
permanganato de potássio sem conseguirem 
curar-se. Foi então que nós nos propusemos 
empregar as nossas vacinas portuguesas, para 
o que começámos por fazer a investigação do 
gonococo no pus vaginal de cada uma das doen-
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tes. Com justificada admiração da nossa parte, 
a análise bacteriológica revelou-nos a existência 
de numerosos gonococos intra e extra celula
res, em amas, não tomando o Qram, no pus 
da A. S. J., enquanto que no da M. R. P. apa
reciam numerosos diplococos com a forma clás
sica do gonococo, em amas juxta-celulares mas 
tomando o Gram. 

Este contraste absolutamente nítido entre as 
análises de 2 amostras de pus, macroscopica
mente idênticos, fez-nos repetir por várias ve
zes o exame, mostrando-se o resultado sempre 
constante. Ensaiado o tratamento pelas inje
cções de gonococos mortos, mais uma vez os 
seus efeitos curativos se manifestaram duma 
maneira irrefutável. 

Em muitos outros casos em que o exame 
clínico indicava tratar-se dum processo blenor-
rágico, o exame bacteriológico não revelou mais 
do que diplococos suspeitos, porem, nestes, a 
bacterioterapia, embora mostrando-se activa, 
não foi dum efeito tam rápido como nos que 
apresentamos. 

Eis os resultados das nossas observações. 
4 Como explicar, porém, o caso? 
As considerações várias que a questão nos 

sugere, por qualquer ponto que a encaremos, 
levar-nos-iam longe e far-nos-iam sair fora do 
assunto que neste modesto trabalho nos pro
pusemos tratar. Entretanto, não podemos dei-
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xar de apresentar algumas reflexões que expli
quem o que mais acima deixamos dito. 

jTratar-se-á dum defeito de técnica, ao es
tender ou corar a preparação, ou da existência 
real dum agente microbiano absolutamente se
melhante nos seus caracteres morfológicos ao 
gonococo de Neisser e diferindo dele unica
mente em tomar o Qram, ou ainda duma das 
apregoadas raças do gonococo? 

Quanto à 1.* objecção é insustentável desde 
que se considere que os resultados foram abso
lutamente constantes repetindo numerosas ve
zes o mesmo exame. 

Pelo que diz respeito à 2.3, basta atentar nas 
obs. XXX e XXXI para reconhecermos que lhe 
falta fundamento seguro. Depois, temos a ajun
tar o argumento da positividade do tratamento 
pelas vacinas preparadas com gonococos. 

Isto, apesar de não ignorarmos que várias 
comunicações sobre a existência dum pseudo-
gonococo que toma o Qram, tem sido apresen
tadas às sociedades scientíficas. 

Quanto á 3.a objecção, ainda a não conside
ramos suficientemente fundamentada, para a 
aceitarmos, embora alguns autores, atendendo 
ao que se passa, por exemplo, com o estafilococo 
ou com o estreptococo, que apresentam diferen
ças de raças, indiscutíveis, escrevam que tudo 
leva a crer que com o gonococo se dê o mesmo. 

Demais, temos ainda uma razão para não 
aceitar a tam apregoada existência de diferen-
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cas de raças de gonococos e vem a ser um fa
cto da nossa experiência pessoal : —uma vacina 
monovalente (preparada com uma cultura de 
gonococos de qualquer origem) pode ter pro
priedades curativas tam notáveis como uma va
cina polivalente ou melhor, polimicrobiana. 

Relativamente ao «Sinococo» — coco toman
do o Qram e desprovido de toxicidade —que 
Nicolle e Blaizot viram acompanhar sempre o 
gonococo, temos a confessar que nunca o iden
tificamos em nenhuma das nossas culturas. 

Depois do que deixamos dito, relativamente 
à interpretação a dar à asserção, que acima 
apresentámos, não podemos deixar de emitir a 
nossa maneira pessoal de explicar o caso. 

Nós pensámos, embora isto não passe da 
teorização dum facto que não pudemos até 
agora explicar,—que o diplococo muito seme
lhante ao gonococo, mas tomando o Qram, que 
encontrámos por várias vezes, não é mais do 
que o próprio gonococo de Neisser que por cir
cunstâncias especiais que nos escapam, se tornou 
Qram-resistente ou melhor Lugol-resistente. 

Para cimentar esta maneira de pensar, exi-
giam-se, estudos muito mais aprofundados, que 
não só não estão no nosso programa, mas ne
cessitavam dum tempo de que infelizmente não 
dispomos. 

Tratando o assunto, foi nosso propósito único 
mostrar uma das indicações da vacinoterapia 
antigonocócica. 
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Caracteres biológicos 

Sabe-se dos tratados e conhece-se pela ex
periência a extrema fragilidade do gonococo de 
Neisser, à acção dos agentes físicos e químicos. 
Todavia, esta sensibilidade não exclui dum 
modo absoluto a possibilidade de o conservar. 
Não. O gonococo é susceptível, como qualquer 
outro agente, de passar por todas as operações 
necess'arias para se obter uma boa vacina, desde 
que, conhecidas as condições óptimas da sua vi
talidade, as respeitemos e favoreçamos. 

Façamos, pois, um breve estudo sobre as 
condições de vida do gonococo, dizendo aquilo 
que das nossas experiências concluímos. 

O micrococo de Neisser é sobretudo sensí
vel à acção da dessecação, do calor, do frio, do 
ar, dos antissépticos e das exotoxinas. 

a) DESSECAÇÃO — Colocâmo-la em primeiro 
lugar, porque, na verdade, o gonococo lhe é par
ticularmente sensível. A privação de humidade 
é para o gonococo absolutamente fatal. Assim, 
abandonado ao ar e às condições do meio am
biente do laboratório morre em pouco tempo (20 
a 30 minutos) e para o cultivarmos e conservar
mos exigcm-se meios de cultura mais ou menos 
húmidos. 

b) AR—Relativamente à acção do ar, dizem 
os tratados que o gonococo é exclusivamente 
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aeróbio. Sucede, porém, que tem sido possível 
cultivá-lo no vacuo em meios apropriados (') 
Assim, êle é facultativamente anaeróbio. 

c) FRIO —Pelo que diz respeito à acção de 
baixas temperaturas, também o gonococo era 
considerado incapaz de conservar a sua vitali
dade depois da permanência de 1 hora na ge
leira a 0o. Estudos recentes vieram mostrar 
que ainda neste caso a qualidade do meio influía 
duma maneira capital na sensibilidade do agente, 
pois que conseguiu-se conservar-lhe todas as suas 
propriedades, depois de uma acção de —37" C. 
durante 10 dias. (3) 

d) CALOR—O gonococo suporta muito mal 
a acção do calor. Não se desenvolve, em cultura, 
acima de 42°; e a acção da temperatura de 
45° c. durante 1 hora, é suficiente para destruir 
completamente a sua vitalidade. A 50° morre 
rapidamente, em 5 a 10 minutos. 

(i) M. M. Auguste Lumière et'Jean Chavrotier. «Quel
ques considérations nouvelles à propos fies cultures de 
gonocoques». C. R. Acad. Sciences de Paris. T. CLVIII. 
4 Mai 1914. Pg. 1287. 

«L'Avenir Medical» 11." année n.° C. Pg. 2545. 
(*) it. «Sur la résistence du Gonocoque aux basses 

températures». C. R. Acad. Sciences de Paris. T. CLXIII 
12 Janvier 1914. Pg. 139. 

«L'Avenir Médical». 11.0 année. N.° 2. Pg. 2463. 
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e) ANTISSÉPTICOS —São para o microorganis
mo que vimos estudando absolutamente fatais. 

d) EXOTOXINAS — Notava-se que as culturas 
de gonococos se conservavam mal, sendo ne
cessário para as conservar, renová-las frequen
temente por repicagens. Experiências várias 
demonstraram que a substância nociva que di
ficulta a conservação das culturas e as torna 
muitas vezes estéreis, é constituída por um 
producto de oxidação das exotoxinas segregadas 
pelo próprio agente. (l) 

Caracteres de cultura 

O gonococo é um dos microorganismos que 
mais exigentes se mostram para se cultivar em 
meios nutritivos artificiais. Não se desenvolve 
nos meios habitualmente empregados no labo
ratório, tais como caldo, gélose, gelatina, etc., 
necessita de meios mixtos, de composição muito 
complexa. 

A grande dificuldade em cultivar o gonococo 
tem incitado um grande número de microbio
logistas a procurar meios favoráveis ao seu 

(!) M. M. August Lumière et Jean Chevrotier «Sur la 
vitalité des cultures de gonocoques». C. R. Académie Scien
ces. T. cLTiii 15 Juin 1914 pag. 1820. 

«L'Avenir Medical» 11.0 année n.° 7 pag. 2567. 
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desenvolvimento. Assim, o soro humano (Wer-
theim, Bum), o soro de animais (Wassermann, 
Christmas...), serosidades orgânicas patológi
cas, tais como líquido ascítico (Kiefer), quístico 
(Menge), pleuritico (Heiman), orquitico (Kraal), 
o soro de leite (Sabouraud) a albumina do ovo 
(Besredka), o mosto de cerveja (Lumière) e mui
tas outras substâncias, cuja enumeração nos 
levaria longe, empregadas como base e asso
ciadas à gélose, à glicerina, a peptonas, açú
cares, ureia e variados caldos, tem sido até 
hoje, sucessivamente utilizadas para a cultura 
do gonococo. 

De todos estes meios, preparámos e diri
gimos particularmente o nosso estudo sobre os 
que teem como base serosidades orgânicas pa
tológicas, e ainda soro de leite, albumina do ovo 
e mosto de cerveja, tendo-nos ficado a convi
cção de que os primeiros — base-serosidades pa
tológicas, isto é, albumina orgânica são os que 
mais conveem, reconhecendo entretanto aos res
tantes, magníficas qualidades. 

De todos estes meios, uns são exclusivamente 
semi-sólidos ('), outros são facultativamente lí
quidos ou semi-sólidos segundo se lhes adiciona 
caldo ou agar-agar. 

jQuais destes, porém, semi-sólidos ou lí-

(>) Mixtos ou sólido-líquidos como lhe chamam al
guns autores (Miquel, Nicolle). 
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quidos, são mais favoráveis ao desenvolvimento 
do gonococo? 

Pelo que nós próprios tivemos ocasião de 
observar durante os nossos estudos no labora
tório, podemos tirar as ilações seguintes : 

a) 0 gonococo vive indiferentemente nos meios 
líquidos e nos semi-sóiidos, (com tanto que, bem 
entendido, a sua composição seja conveniente) 
na certeza de que nos meios líquidos se con
serva durante muito mais tempo (15 a 20 
dias) sem ser necessário repicá-lo, enquan
to que nos semi-sólidos o seu desenvolvi
mento é muito mais exuberante, mas tor-
na-se urgente repicá-lo mais a miúdo (todos 
os 3 ou é dias). 

b) Em qualquer dos casos, as condições ópti
mas em que o gonococo se desenvolve nos 
meios, são : 

presença de albumina não coagulada 
presença de ar (já vimos que não é indispen

sável) 
presença de humidade 
reacção fracamente alcalina 
temperatura de 36° a 37° C. 
c) Quando se pretende fazer o isolamento do 

agente afim de obter uma cultura pura, ou re
colher esta para a emulsionar, os meios semi-
sólidos são exclusivamente os que conveem. 

Posto isto, digamos qual o aspecto das coló
nias do gonococo nos meios de cultura. 



40 

O aspecto das colónias gonococicas é muito 
característico, mas notavelmente diferente se
gundo se desenvolvem em meio semi-sólido ou 
líquido. 

Nos meios semi-sólidos apresentam-se, nor
malmente, antes de decorridas 24 horas depois 
da sementeira, e teem os caracteres seguintes : 

MACROSCÓPICOS —do tamanho duma pequena 
cabeça de alfinete, superficiais, finamente gra-
nulosas, pouco espessas, nitidamente circuns
critas, de contornos regularmente arredonda
dos, acizentadas, translúcidas de consistência 
mucilaginosa e muito viscosas. 

MICROSCÓPICOS—de bordos ligeiramente si
nuosos. 

Nos meios líquidos, o gonococo produz uma 
ligeira turvação no líquido, e ao fim de 24 a 48 
horas, vê-se aparecer uma massa finamente 
granulosa formando um ténue veu à superfície 
do líquido, que acaba por cair no fundo do tubo 
onde constitui uma leve mancha esbranquiçada. 
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SEGUNDA PARTE 

YACINAS ANTIGONOGÓGICAS 
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I 



CAPITULO I 

Vacinas antigonocócicas 

Considerações gerais.-Técnica geral 
da preparação 

das vacinas antigonocócicas 

O P R I N C Í P I O D B W R I G H T . T E M P O S P R I N C I P A I S D A P R E P A R A Ç Ã O D A S 

VACINAS : COLHEITA DO MATERIAL, PREPARAÇÃO DAS CULTURAS, 

PREPARAÇÃO DA EMULSÃO, CONSERVAÇÃO DAS VACINAS. 

Se o nosso modesto trabalho não tivesse uma 
feição essencialmente prática, ficaria bem, neste 
lugar, fazer uma resenha histórica da evolução 
da Vacinoterapia Antigonocócica e dos proces
sos laboratoriais de preparação das vacinas 
antigonocócicas, desde Wright, que é conside
rado sem contestação o iniciador da Bacteriote-
rapia, até aos nossos dias. 

A tarefa não seria, de resto, muito árdua, 
visto como muito pouco se tem feito e ainda 
muito menos escrito, sobre o assunto. Porque, 
e pesar é dizê-lo, enquanto que a vacinoterapia 
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se tem desenvolvido e aperfeiçoado dum modo 
notabilíssimo relativamente a certos agentes 
microbianos, tais como, por exemplo, o bacilo 
tífico, o estafílococo, o pneumococo, pelo que 
diz respeito ao gonococo de Neisser, ela tem 
sido quási completamente posta de parte. 

Este abandono a que foi votada a Bacterio-
terapia antigonocócica derivava, sem dúvida, 
não só da extrema fragilidade do gonococo e da 
grande dificuldade da sua cultura e isolamento, 
mas ainda e sobretudo, da sua notável toxicidade 
que, devida à deficiência dos métodos emprega
dos, lhe não era possível retirar. 

Ultimamente, alguma coisa se tem tentado a 
este respeito. E, mercê de aturados estudos a 
que se teem dedicado alguns bacteriologistas, 
tem-se conseguido vencer, quási em absoluto, 
os obstáculos que até aqui se erguiam no cam
po da Vacinoterapia Antigonocócica. Assim, a 
vitalidade e a conservação do gonococo estão 
perfeitamente asseguradas devido à preparação 
de meios de composição apropriada, e à custa 
de processos laboratoriais de extrema delicade
za—que são artifícios, tem-se conseguido diluir, 
atenuar e até mesmo retirar a grande toxicidade 
das suas emulsões. 

E' por isso que nos últimos tempos não só a 
bibliografia scientífica regista numerosíssimos 
casos da utilização da Bacterioterapia Antigo
nocócica, mas entraram no mercado vacinas 
antigonocócicas inglesas (Wright, Wellcome), 
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francesas (Nicolle, Renaud...), americanas (Ha
milton, C. W.), alemãs (o chamado Arthingon, 
o Gonargin, que há pouco foi ensaiado entre 
nós por um aluno desta Faculdade (') e algumas 
outras, entre as quais uma de origem brasilei
ra cujo nome ignoramos. 

Todavia, nem por isso os progressos scien-
tificos da técnica da preparação das vacinas 
antigonocócicas correspondem absolutamente 
ao impulso que todos estes produtos pareceriam 
ter vindo dar-lhe, porque no 1.° caso —comu
nicações e notas publicadas em revistas scien-
tificas — a clínica é tudo e a técnica laboratorial 
quási nada, porque os experimentadores usando 
a maior parte das vezes uma vacina preparada 
duma maneira primitiva, sem estudos prévios e 
por isso mesmo, sem rigor scientífico algum, 
dirigem a sua atenção unicamente para os resul
tados terapêuticos, que diga-se de passagem, 
como se concebe, atenta a deficiência de prepa
ração das vacinas que empregam, não podem 
ser extraordinariamente lisongeiros, e no 2.° 
caso — vacinas industriais — o espírito mercantil 
que acompanha estes produtos, envolvendo-os 
no segredo, e renegando todo o espírito scientí
fico mantém inéditas as manipulações íntimas 
da sua preparação. 

(') Armando Gomes do Almeida o Silva. «Vacina An-
tigonocócica». Dissertação inaugural apresentada á Fa
culdade de Medicina do Porto. 1915. 
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# • * 

São decorridos 13 anos desde que Sir Aim. 
roth Wright, depois de ter procedido a profun
dos estudos sobre as propriedades de defesa do 
sangue, teve a ideia de, com o fim de curar 
uma doença produzida num indivíduo por um 
agente micobriano, lhe injectar uma cultura 
pura do mesmo agente, esterilizado pelo calor. 
A experiência foi coroada de êxito. —Estava es
tabelecido o princípio da bacterioterapia.—No
vos ensaios se seguiram, a técnica aperfeiçoou-
se, e em 1903, Wright exprime numa defini
ção que é um postulado, o princípio funda
mental da preparação das vacinas: «A vaccine 
is a sterilised suspension of bacteria of known 
strength». (') 

«Vacina é uma suspensão de bactérias este
rilizadas, de poder activo conhecido». 

Toda a técnica da preparação laboratorial 
das vacinas, que aliás é minuciosa e de mui de
licada execução, deriva imediatamente dessa 
definição. Assim, para preparar uma vacina 
dum certo agente microbiano, obtem-se uma cul
tura pura desse agente, emulsiona-se, doseia-se, 
isto é, deíermina-se o seu poder activo e este-
ri!iza-se. 

Compreende-se que, assentando num prin-

(*) D. W. «Introdution to therapeutic inoculation» 
Carmalt Jones. 
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cípio comum, todas as culturas vacinais tenham, 
para a sua preparação, uma técnica geral co
mum, admitindo, bem entendido, variadas mo
dificações consoante os caracteres particulares 
de cada agente microbiano. 

Pelo que diz respeito especialmente ao gono-
coco de Neisser, desde que se conhece a sua 
extrema fragilidade, dificuldades de cultura e 
de conservação, facilmente se depreende quão 
numerosos sejam os embaraços na execução 
das diversas operações necessárias para prepa
rar as respectivas vacinas. 

* * * 

A preparação laboratorial das vacinas anti-
gonocócicas compreende um certo número de 
operações que vamos em seguida enumerar, e 
que em capítulos especiais descreveremos mi
nuciosamente, tais como as praticámos. Temos 
a considerar: 

Colheita do material; seu transporte para o la
boratório. 

/ Meios : sua preparação, esteri-
Preparação das \ lização e distribuição, 

culturas i Sementeira. 
\ Isolamento. Cultura pura. 

Preparação da emulsão; seu doseamento e este-
terilização. 

Conservação das vacinas. 
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Cada uma destas operações pode ser execu
tada por diferentes métodos, a maior parte dos 
quais ensaiámos, e que por esse motivo, discu
tiremos com o fim de apreciar as suas quali
dades e defeitos, as suas vantagens e inconve
nientes, segundo a nossa própria experiência. 



CAPITULO II 

Colheita do material 
ESCOLHA DO GONOCOCO. PRINCÍPIOS ORIENTADORES DA COLHEITA. 

PRECAUÇÕES A TOMAIÍ. PUS URETRAL, VAGINAL, VESICAL, DA 

CAVIDADE UTERINA E DA MUCOSA OCULAR. 

Como se compreende, e óbvio seria dizê-lo, 
a primeira e mais essencial condição a reque
rer para a preparação duma vacina anti-gono-
cócica é a existência do gonococo comprovada 
pelo exame bacteriológico. 

jPode, porem, qualquer amostra de gonoco-
cos ser utilizada indiferentemente para a pre
paração das emulsões vacinais ? 

Eis um ponto que tem sido motivo de con
trovérsias entre os vários experimentadores, 
dos quais, uns, lhe não ligam a menor impor
tância, enquanto que outros, o consideram 
absolutamente digno de atenção. Esta diver
gência resulta, segundo cremos, unicamente do 
modo como a questão é encarada. Assim : 

a) para Wright e para os que, admitindo a 
existência de diferentes raças de gonococos, 
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são apologistas do emprego exclusivo de vaci
nas monovalentes usadas autogénicamente, isto 
é, vacinas em que os elementos microbianos 
foram obtidos a partir da lesão do próprio indi
víduo que se pretende tratar, não há hesitação 
na escolha do gonococos — é o que se colhe 'no 
próprio indivíduo, qualquer que seja a locali
zação da lesão—mucosa uretral, genital, ocu
lar etc., e quer seja recente quer antiga; 

b) para alguns autores americanos que não 
admitem a existência de diferenças de raças do 
gonococo, e, tendo comparado os efeitos cura
tivos de vacinas polimicrobianas e monomicro-
bianas, dão a preferência a estas últimas que 
empregam heterogénicamente, isto é, vacinas 
cujo gonococo foi colhido num indivíduo e são 
injectadas em outros,—a escolha do elemento 
microbiano é indiferente, podendo utilizar-se 
qualquer, desde que seja cuidadosamente culti
vado e isolado; 

c) finalmente, para aqueles que,—e são o 
maior número — admitindo ou não a existência 
de diferenças de raças do gonococo, optam 
pelo emprego de vacinas polivalentes, isto é, 
contendo gonococos de proveniências diversas, 
a escolha do agente microbiano não é indiferente. 

Como se sabe, o gonococo pode ter múlti
plas e variadas localizações; todavia, encon-
tra-se de preferência no pus das afecções ble-
norrágicas da uretra no homem, e da vagina 
na mulher. Assim é que, quando pretendemos 
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obtê-lo para o cultivar e isolar, e juntamente 
com outras amostras de diferentes origens, 
igualmente cultivadas e isoladas, preparar uma 
emulsão vacinai polimicrobiana, preferimos, co
mo é intuitivo, procurá-lo e colhê-lo nas suas 
fontes mais abundantes, tendo sempre em vista 
o seguinte princípio: «quanto mais nos aproxi
mamos do início da lesão supurativa, mais pro
babilidades temos de encontrar o gonococo em 
maior quantidade, mais virulento e mais livre de 
associações.» 

Dito isto, vamos passar a indicar como se 
procede praticamente à Colheita do material 
infectante. 

# # # 

Como dissemos, é no pus uretral e vaginal 
que mais vulgarmente se procura o gonococo. 
Pode, porém, encontrar-se na bexiga, na cavi
dade uterina, na mucosa ocular, etc., e assim, 
passaremos em revista o método especial de 
colheita para cada uma destas regiões. 

Antes, porém, diremos as condições gerais 
em que a colheita deve ser feita e quais as pre
cauções a tomar. 

a) Antes de fazermos a colheita definitiva 
para proceder às sementeiras e culturas, deve
mos fazer umas preparações com o pus que de
sejamos colher, afim de ao microscópio identificar 
o gonococo. 

b) E' necessário ter em vista que a colheita 
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deve ser feita o mais assépticamente possível, 
afim de evitar o risco de inquinações estranhas. 
Para isso emprega-se material operatório este
rilizado, como pipetas de Pasteur, cateter, al
godão.. . 

c) A colheita do pus e outras secreções faz-
se a maior parte das vezes por meio da pipeta 
de vidro de Pasteur, que como se sabe não é 
mais do que um delgado tubo de vidro tendo 
uma das extremidades arrolhada com algodão 
e a outra afunilada em ponta fechada à lâmpa
da. Estas pipetas fazem-se mesmo no laborató
rio e esterilizam-se em seguida ao calor seco. 

d) Aspira-se o pus lentamente seguindo com 
atenção a sua ascenção, tendo o cuidado de 
evitar que o pus aspirado rapidamente venha 
macular o algodão da extremidade superior da 
pipeta ou chegue mesmo à boca do operador. 

e) E' necessário que o material recolhido fi
que suficientemente distante da ponta afilada 
afim de não ser destruído pelo calor da chama 
da lâmpada quando se fecha o tubo. 

Eis como se procede : 

PUS UEETRAL 

Posta a descoberto a glande o mais possí
vel, é cuidadosamente friccionada, bem como o 
meato urinário, com alcool absoluto e enxutos 
com uma pelota de algodão esterilizado; em se
guida passam-se com soro fisiológico. Depois, 
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espreme-se a uretra suavemente, por pequenas 
massagens centrífugas feitas na face inferior do 
pénis, da raiz para a glande e com algodão es
terilizado limpa-se a primeira gota de pus que 
aflora ao meato. Toma-se agora a pipeta de 
Pasteur, flameja-se, quebra-se-lhe a extremi
dade afilada, flameja-se novamente, e enquanto 
o vidro arrefece, vai-se fazendo de novo a ex
pressão da uretra e desde que o pus aparece no 
meato, aspira-se lentamente com a pipeta, obser-
vando-se todas as precauções já indicadas, em 
seguida ao que se fecha à lâmpada com cui
dado. 

Esta colheita deve fazer-se de preferência, 
de manhã, antes de o doente urinar, ou então 
passadas algumas horas depois da micção, afim 
de que o jacto da urina não arraste o material 
purulento a colher. 

P U S VAGINAL 

Procede-se neste caso similarmente como fi
zemos para o pus uretral. Assim, com uma pe
lota de algodão embebida em alcool absoluto lim-
pam-se com cuidado os grandes e pequenos 
lábios até ao nivel da fúrcula e fosseta navicular. 
Passa-se em seguida com soro fisiológico, e en-
xuga-se com algodão esterilizado. Agora, prepa-
ra-se a pipeta como foi já dito, e entreaberta a 
vagina com os dois dedos da mão esquerda, as
pira-se o pus contido na vagina, observando to-
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dos os cuidados apontados, e por fim, fecha-se 
a pipeta à lâmpada. 

Colhe-se em qualquer ocasião. 

PUZ DA CAVIDADE UTERINA 

Quando se pretende retirar o pus directa
mente da cavidade uterina, torna-se necessário 
proceder à preparação prévia do colo do útero. 
Esta preparação não é mais do que uma cuida
da limpeza afim de assegurar quanto possível a 
ausência de contaminação do espécime a re
colher. Nós procedemos assim: na véspera do 
dia da colheita ou, não sendo possível, algumas 
horas (4 ou 5) antes, faz-se uma abundante irri
gação vaginal fracamente antisséptica, tépida, 
enxuga-se completamente a vagina —paredes, 
fundos de saco,—e a porção vaginal do útero, 
com algodão esterilizado ; em seguida introduz-
se na vagina um tampão simples, seco, de gaze 
esterilizada que se tem de antemão preparado, 
de modo que fique perfeitamente em contacto 
com o colo do útero. 

No dia seguinte de manhã ou passadas 4 a 
5 horas, retira-se o tampão que traz sempre 
alguma porção de pus que pode aproveitar-se 
para fazer algumas preparações microscópicas, 
e, em seguida, introduzindo na vagina um es
peculo ou melhor, uma ou duas valvas, pro-
cura-se pôr à vista o colo do útero. Depois do 
que, tomando a pipeta convenientemente pre-



55 

parada, se aspira lentamente o pus que aflora 
à abertura externa do canal cervical, podendo, 
em casos em que o pus é pouco abundante, fa
zer através do ventre massagens no útero. A 
pipeta é então fechada como se sabe. 

P U S CONTIDO NA URINA 

Para proceder a esta colheita é necessário 
um cateter esterilizado. Começa-se por lavar 
cuidadosamente o meato com alcool absoluto, 
e depois com soro fisiológico ou água distilada 
e pode fazer-se, mas não é indispensável, uma 
injecção fracamente antisséptica na uretra e em 
seguida uma de soro. Então introduz-se o cate
ter na uretra, e por meio dele recolhe-se a uri
na contida na bexiga, recebendo-a num reci
piente estirilizado — um balão de Erlenmeyer, v. 
g.—Este é deixado em repouso, depois retira-se 
a maior parte do líquido por meio duma pipeta 
vulgar, centrífuga-se a parte restante em tubos 
esterilizados e o sedimento é aproveitado para 
fazer a sementeira. 

SECREÇÃO OCULAR 

Lavam-se cuidadosamente o globo ocular, as 
pálpebras, as conjuntivas, com água distilada 
ou soro fisiológico. Coloca-se uma pequena com
pressa de gaze esterilizada sobre o globo ocular 
e cobre-se com uma pala. 
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Passadas 1 ou 2 horas, levanta-se a com
pressa, e mesmo sem abrir as pálpebras, pro-
cede-se à colheita do pus acumulado no ângulo 
interno do olho, usando o processo já descrito. 

Transporte do material infectante 
para o laboratório 

Colhido pois, o material infectante com to
dos os cuidados de assepsia e mais precauções, 
afim de assegurar quanto possível a ausência 
de contaminações, em uma pipeta de Pasteur que 
se fecha convenientemente à lâmpada, trata-se 
de o transportar para o laboratório. 

Houve tempo em que os bacteriologistas 
quando pretendiam obter uma cultura do gono-
coco, se colocavam e ao paciente numa câmara-
estufa, onde procediam à colheita do agente e à 
sua imediata sementeira. A insuficiência dos 
meios de cultura reclamava estes cuidados. 

Hoje, porém, depois de profundados estudos, 
verificou-se que, apesar da extrema sensibili
dade do micrococo de Neisser às diferenças de 
temperatura, se consegue facilmente entreter a 
sua vitalidade desde que a sementeira se faça 
— dentro de certos limites de tempo, em meios 
apropriados. 

Por certo, o ideal seria que a colheita do 
material infectante fosse feita no laboratório. 
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Isto, porem, não é prático, e em muitos casos 
é mesmo inexequível. Assim, é mister sujeitar-
nos à força das circunstâncias. De resto o trans
porte do gonococo para o laboratório faz-se sem 
consequências funestas para a sua vitalidade, 
debaixo de certas condições. 

A maior parte do material infectante empre
gado na preparação das nossas vacinas foi colhi
do mais ou menos longe do laboratório e trans
portado em seguida para ali, em várias condi
ções de temperatura e de acondicionamento. 

Os primeiros transportes que fizemos do 
Hospital Militar cercávamo-los de certos cuida
dos. Assim, não só fazíamos o percurso em 15 
minutos, mas colocávamos a pipeta contendo o 
pus blenorrágico dentro dum tubo de ensaio 
encerrando água mais ou menos quente. 

Algumas das sementeiras feitas com o ma
terial conduzido nestas condições ficaram esté
reis, isto é, o gonococo não resistiu. Por investi
gações feitas, concluímos que a causa da morte 
do agente era o elevado grau de temperatura 
da água em que mergulhávamos a pipeta. Ou
tras, porém, deram magníficas culturas, uma 
das quais é a amostra n." 11.241 do Laboratório 
do Prof. Alberto de Aguiar. 

Depois, começámos a experimentar conduzir 
o material sem resguardo algum, isto é, sem 
preocupações de defesa. Dum ligeiro envolvi
mento em algodão, passámos a trazer a pipeta, 
simplesmente, numa algibeira interior, até que 

s 
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por fim a transportávamos na mão, e sempre, 
nestas condições, a sementeira foi positiva. 
Pertence a este último, pelo processo de trans
porte, a amostra n.° 11.311 do Laboratório do 
Prof. Alberto de Aguiar que serviu não só 
para a preparação da vacina monovalente regis
tada com o mesmo número (11.311) e que nós 
empregámos autogénicamente (Obs. I), mas tam
bém para uma das polivalentes. 

E' para notar que os transportes se fizeram, 
a maior parte pelo menos, nos meses de Feve
reiro e Março em que a temperatura atingiu por 
vezes uma baixa cifra. Registamos por duas 
vezes, na ocasião do transporte, temperaturas 
de 11° e 14° C. Relativamente ao tempo que me
diou entre a colheita e o transporte foi variável 
com uma máxima de 45 minutos. 

De todas estas considerações resulta, duma 
maneira evidente, a superioridade dos nossos 
meios de cultura. E, como consequência prática 
que - o transporte do material infectante (pus 
blenorrágico) pode fazer-se simplesmente, sem a 
menor preocupação de defesa, a qualquer hora 
do dia, podendo gastar-se no trajecto 45 minutos 
e possivelmente mais (mas não o afirmamos 
porque o não experimentámos) —com tanto que 
a sementeira se faça em meios próprios. 

E' conveniente, sempre que se não procede 
à sementeira imediatamente após a chegada ao 
laboratório, colocar a pipeta contendo o mate
rial colhido, na estufa a 37°. 



CAPITULO III 

Preparação das culturas 

A —Meios: sua preparação, esterilização e dis
tribuição. 

B — Sementeiras. 
C — Isolamento. Cultura pura. 

A preparação da cultura é, sem dúvida, a 
operação mais delicada e mais difícil da prepa
ração das vacinas. Por isso nos mereceu o es
tudo mais minucioso, e, agora mesmo, ào des
crevê-la, nos propomos fazê-lo com a maior 
latitude e claresa possíveis, embora não desça
mos àquela minudência de detalhes que só teria 
desculpável cabimento num Manual de Labo
ratório. 

Sabe-se que, para obter uma boa emulsão 
bacteriana, se exige uma cultura exuberante em 
que o agente não só esteja absolutamente puro 
(sem a menor inquínação) mas na posse de to
das as suas propriedades biológicas e de viru
lência. E para conseguir uma cultura exube-
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rante é necessário fazer uma cuidada sementeira 
em um meio de escolha, rodeando-a de todas as 
condições óptimas do seu desenvolvimento. 

Eis o assunto que seguidamente vamos 
versar : 

MEIOS DE CULTURA: 

SUA COMPOSIÇÃO E r B E P A R A ç í o ; ESTERILIZAÇÃO E DISTRIBUIÇÃO 

EM PLACAS E TUBOS 

Quando estudámos na Primeira parte deste 
trabalho, os caracteres de cultura do Gonococo 
de Neisser, deixamos bem expressa a sua notá-

. vel fragilidade, e a grande dificuldade da sua 
cultura e conservação. No que até agora temos 
dito, procurámos sempre frisar bem que, a cir
cunstância da qual depende principalmente a 
conservação da sua vitalidade e virulência em 
culturas, é a existência dum meio apropriado 
do que se chama —um bom meio. Um bom meio 
caracteriza-se pela existência das seguintes qua
lidades principaes: 

«) dar culturas abundantes 
b) conservar durante bastante tempo a vita

lidade do micróbio, sem necessitar de passagens 
muito frequentes 

e) conservar os caracteres morfológicos ao 
agente mesmo depois de numerosas repicagens 

d) reconquistar a vitalidade do agente quan
do este sofreu a acção de condições desfavorá
veis à sua vida (secura, calor.. ) 
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ej ser económico e de fácil preparação. 
Dos nossos estudos concluímos que o gono-

coco não só se não desenvolve nos meios usual
mente empregados no laboratório, mas exige 
meios, líquidos ou semi-sólidos (excluídos os 
sólidos) duma composição muito complexa. Des
tes, vimos que os líquidos podem ser conside
rados como conservadores, por isso que neles 
as sementes se conservam durante muito tem
po em perfeito estado de vitalidade, enquanto 
que os semi-sólidos fornecem culturas mais ri
cas, mais exuberantes. Além disso, só estes úl
timos se prestam para fazer o isolamento dos 
agentes microbianos, como em breve veremos. 

Donde se conclui que os meios semi-sólidos 
são os de maior utilização na preparação das 
vacinas antigonocócicas. 

Ainda do nosso estudo concluímos que de 
todos os meios que teem sido preconizados para 
a cultura do gonococo (e segundo Dujol conhe-
cem-se quási 60 fórmulas diferentes para tal (') 
os únicos que se podem considerar como, real
mente, os de escolha são os que teem como base 
serosidades orgânicas patológicas (líquido asci
tic©, pleurítico, de hidrocele, de quisto.. • ), soro 
de leite, albumina de ôvo, mosto de cerveja, 
adicionados à glicerina, à ureia, a açúcares, à 
peptona e ao caldo ou ao agar-agar. 

í1) Dujol.—Thèse de Lyon. 1913. 



62 

Todos estes meios foram por nós preparados 
para os nossos estudos, e assim, vamos indicar 
o processo prático (') de preparação de cada 
um deles, dizendo ao mesmo tempo as conclu
sões a que, pela experiência, nós chegámos. 

O caldo-ôvo — Gelose-ôvo (a) 
MKIO DE BESUEDKA ET JUPILLB 

O caldo-ôvo (bouillon au blanc-jaune) é um 
meio constituído pela adição da clara e gema 
(blanc et jaune) do ôvo, convenientemente pre
paradas ao caldo de carne ordinário, nas se
guintes proporções: 

Clara de ôvo (sol. ao décimo). . 4 partes 
Gema » » . . 1 » 
Caldo ordinário 5 » 

(•) Como já tivemos ocasião de dizer, a nossa descri
ção pelo que se refere à preparação prática dos meios, 
não pode deixar de ser esquemática. Fazer aqui uma des
crição minuciosa de tudo quanto se faz ao executar as di
ferentes operações seria fastidioso e descabido. Assim, 
pois, apenas indicaremos os tempos principais, entrando 
apenas cm detalhes no que nos parecer absolutamente ne
cessário. 

(2) A. Besreàka et F. Jupille — «Le bouillon à l'œuf». 
Annales de l'Institut Pasteur. T. XXVII 1913. Pg. 1009. 

— It. «La Gélose à Toeuf», Ann. de l'Inst. Pasteur. 
T. xxvm. Juin 1914. Pg. 576-578. 
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A preparação de cada um destes componen
tes faz-se separadamente e do modo seguinte: 

CLARA DO ÔVO 

a) Toma-se um ou mais ovos frescos de gali
nha e depois de os ter lavado com água distila
da, procede-se à separação da clara da gema. 
A operação é muito fácil : fazendo um pequeno 
orifício em cada um dos poios do ôvo, agita-se 
este dando-lhe pequenas sacudidelas ; isto basta 
para a clara sair completamente, recolhendo-se 
em uma proveta graduada passada previamente 
por água distilada, onde se mede em volume. 

b) Em seguida a clara é batida ou simples
mente agitada com 10 volumes de água distilada 
que se lhe vai juntando a pouco e pouco. Obtêm-
se assim um líquido opalescente, tendo em sus
pensão uma grande quantidade de pequenos 
flocos brancos, de que facilmente nos desemba
raçamos fazendo 

c) passar a emulsão através dum filtro que 
pode mesmo ser constituído por uma delgada 
camada de aldodão hidrófilo entre duas lâminas 
de gaze, como nós fizemos. Depois desta filtra
ção, o líquido, embora livre dos flocos, conserva 
ainda uma certa turvação. 

d) Aquece-se em seguida no autoclave a 
100° c. afim de activar a precipitação das sub
stâncias precipitáveis, e filtra-se novamente, 
mas desta vez, empregando o papel Chardin. 
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e) Depois destas operações, o líquido que se 
obtêm, agora duma bela côr de opala, é repar
tido em balões de Erlenmeyer, conveniente
mente arrolhados, 

f) e posto a esterilizar no autoclave a 115°, 
durante 20 minutos. 

GEMA DO ôvo 

a) Depois de esvaziado completamente o ôvo 
da clara, pelo processo que indicámos, proce-
de-se â colheita da gema para o que basta con
tinuar a sacudir o ôvo, agora com mais vigor. 
Recolhida toda a gema, mede-se em volume em 
uma proveta graduada, tal como fizemos para a 
clara e, ainda, do mesmo modo se desfaz, isto é, 

b) se emulsiona, agitando-a com 10 volumes 
de água distilada, adicionada por pequenas frac
ções. 

c) A emulsão resultante apresenta-se forte
mente opaca e com o fim de a clarificar junta-
se-lhe um soluto normal de soda. Esta é a parte 
mais delicada da preparação e de que depende 
muitas vezes a inutilização do meio. A jun
ção do soluto normal de soda à gema de ôvo 
emulsionada, tem como efeito imediato clarifi
cá-la quási completamente. Todavia, porque um 
excesso de soda prejudica as qualidades nutri
tivas da gema de ôvo, há toda a conveniência 
em não atingir a sua completa solubilização : 
a emulsão deve ficar levemente opaca. Para rea-
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lizar o grau de solubilização requerido, é neces
sário adicionar a soda com todo o cuidado, ten
do presente que a quantidade de soluto de soda 
a empregar é muito diferente para cada ôvo. 

Nós obtivémo-lo gastando em geral 1 ce. de 
soluto normal de soda por cada 100 c. c. da 
emulsão. Clarificada pois a solução da gema de 
ôvo, é tratada como a clara : 

d) aquecida no autoclave a 100° 
e) filtrada no papel Chardin, repartida em ba

lões, que se arrolham convenientemente. 
fj Finalmente, esterilizada a 115° durante 

20 minutos. 

CALDO DE CARNE ORDINÁRIO 

Este caldo que é muito frequentemente em
pregado no laboratório por isso que serve de 
subtracto principal da maior parte dos meios 
nutritivos, prepara-se do seguinte modo: 

a) Põe-se a macerar dentro dum balão de 
vidro contendo 1 litro de água, 500 ou 750 gra
mas (segundo se pretende um caldo mais ou 
menos forte) de carne de vaca, livre o mais pos
sível de gordura e reduzida a pequenos fra
gmentos, adicionando-lhe ao mesmo tempo 10 a 
20 gramas de péptona Chapoteau. (') A macera-

(!) Alguns bacteriologistas entre estes o autor do 
meio, preferem a peptona Martin. Nós, porém, damos a 
preferência á peptona Chapoteau que empregámos de to
das as vezes. 
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ção é levada ao calor : primeiramente a 50° du
rante 30 minutos, depois à ebulição durante 30 
a 45 minutos. 

b) Retiram-se os pedaços de carne maiores, 
e filtra-se o macerado através dum pano mo
lhado, que retém completamente todas as partí
culas de gordura. 

c) Em seguida, neutraliza-se o caldo com 
uma solução normal de soda, ao tornesol, até 
que apresente uma reação francamente alcalina. 

d) Aquece-se de novo no autoclave a 120° 
afim de activar a formação do precipitado. 

e) Mais uma vez se filtra, porém agora no 
papel Chardin duplo, ficando o caldo com uma 
magnífica limpidez. 

f) Reparte-se em balões que se arrolham e 
esteriliza-se no autoclave a 115° durante 25 mi
nutos. 

# * # 

Preparados, pois, pelo modo como deixamos 
dito, os 3 componentes, trata-se agora de os 
juntar nas proporções indicadas, afim de obter 
o CALDO-ÔVO. 

Esta junção que não envolve técnica espe
cial, é feita a frio. Pode proceder-se assim : em 
um balão esterilizado de 1000 a 1200 c. c , con
tendo 500 c. c. do CALDO DE CARNE esterilizado 
deitam-se por meio duma pipeta esterilizada 
primeiramente 400 c. c. da CLARA DE ôvo este
rilizada (solução ao décimo) e depois 100 c. c. da 
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GEMA DE ôvo igualmente esterilizada (sol. ao 
décimo). 

O conjunto ou se conserva no próprio balão 
em que se fêz a mistura, para ulterior distri
buição, ou se distribui imediatamente em tu
bos e em caixas de Pétri, segundo o processo 
geral de distribuição dos meios que mais abaixo 
indicaremos. 

E' conveniente colocar o CALDO-ÔVO na obs
curidade e à temperatura do laboratório afim 
de conservar inalteradas as suas propriedades 
nutritivas. 

* * 

M. M. Besredka e Jupille (') experimenta
ram cultivar no CALDO-ÔVO vários agentes pato-
génicos dos mais exigentes e cuja vitalidade é 
mais exígua nos meios ordinários — entre os 
quais o gonococo. E, pelo que diz particular
mente respeito a este agente, notaram que as 
suas culturas (em forma de teia de aranha) 
além de muito abundantes, se desenvolviam ra
pidamente (em 24 horas) exigindo apenas para 
conservar a vitalidade da semente passagens 
de 22 em 22 dias. 

Nós preparámos por mais duma vez este 
caldo com o fim de servir de base à GELOSK-ÔVO. 
Abstemo-nos de fazer considerações sobre as 

jt1) Ut supra. 
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suas propriedades nutritivas, além das que os 
próprios autores lhe atribuem, porque o não en
saiámos visto que, como já dissemos, os meios 
líquidos não conveem como os semi-sólidos na 
preparação das culturas vacinais. Todavia, con
vém dizê-lo, não só a sua preparação não tem 
dificuldades, mas é bastante económica, pois que 
1 ôvo encerra pouco mais ou menos 20 ce. de 
gema e 30 ce. de clara que, diluídas ao déci
mo, dão um total de 500 ce. de líquido, e assim, 
para preparar 1000 cc. de CALDO-ÔVO, além do 
CALDO DE CARNE, bastam 2 ovos. 

Gelose-ôvo (') 

M. M. Besredka e Jupille tendo notado pela 
experiência que as culturas nos meios semi-
sólidos eram muito mais exuberantes do que 
nos líquidos, tiveram a ideia de juntar o CALDO-
ÔVO à GÉLOSE que, como se sabe, goza da pro
priedade de transformar os meios líquidos em 
meios sólidos, constituindo assim a GELOSE-ÔVO. 

Por conseguinte, a GELOSE-ÔVO, tendo como 
base o CALDO-ÔVO, não é mais do que a combi
nação deste com a GÉLOSE ORDINÁRIA. 

Do caldo-ôvo, já indicámos no capítulo ante
rior o modo como se obtém; vamos, agora di
zer como se procede para a preparação da GÉ
LOSE que tam utilizada é no laboratório. 

(i) I t . - T . XXVIII. Juin 1914. Pag. 576 578. 



69 

GEI.OSE-OKDINÁKIA 

a) A 1 litro de caldo de carne ordinário, pre
parado como acima vimos, contido em um ba
lão de vidro, juntam-se 20 gr. de agar-agar 
cortado em pequenos pedaços, e agita-se o ba
lão, afim de tornar a mistura o mais homogénia 
possível. 

b) Como o agar é difícil de se dissolver, co-
loca-se o balão no autoclave a 1203 durante 40 
a 60 minutos. 

c) Neutraliza-se a massa nutritiva com o so
luto normal de soda (a 10 %) ao tornesol ou a 
fenolftaleína. Se se juntar muito álcali, corri-
ge-se juntando-lhe algumas gotas de acido clo
rídrico. Todavia, um leve excesso de álcali não 
é prejudicial. 

d) Leva-se o balão ao autoclave afim de pre
cipitar todos os elementos que não tenham sido 
ainda precipitados. 

e) Prova-se ao tornesol, e corrige-se even
tualmente a reação do líquido. 

f) Procede-se à sua filtração. Como a gélose 
solidifica abaixo de 40°, torna-se necessário fil
trá-la a quente. Para isso usa-se um funil de 
vidro com papel Chardin, dentro do autoclave 
a temperatura superior a 65°. 

g) Corrige-se novamente a reação se fôr ne
cessário. E, se o filtrado não fôr claro, repéte-se 
a filtração. 

h) O líquido obtido é distribuído em balões 
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pequenos que se arrolham convenientemente, ou 
imediatamente em tubos e placas de Pétri, se
guindo o método de distribuição que em breve 
indicaremos, que em seguida são postos no au
toclave a 120° durante 20 minutos, e deixados 
depois a solidificar. (l) 

Tendo pois, tubos e placas de GÉLOSE solidi
ficada (nos tubos a superfície é oblíqua) e CAL-
DO-ÔVO preparados previamente, procede-se à 
junção dos dois. A operação é muito fácil, mas 
requere certos cuidados da parte do operador. 
Eis como se executa : com uma pipeta gradua
da esterilizada, toma-se uma certa quantidade 
de CALOO-ÔVO e, com segurança mas com ligei
reza afim de evitar inquinações do meio, à me
dida que se desarrolha cada tubo e se soergue 
a tampa de cada caixa de Petri, vão-se-lhe dei
tando sucessivamente 4 c. c. do caldo. Depois 
com pequenos movimentos de inclinação em to
dos os sentidos, espalha-se este a toda a super
fície da gélose. 

Esta junção que como se acaba de vêr exige 
certa delicadeza na execução, só se faz na véspe
ra do dia da sementeira, e os tubos e placas são 
em seguida colocados na estufa de 37°, onde per
manecem pelo menos 24 horas, afim de tornar 
completa a impregnação da GÉLOSE pelo CALDO. 

(i) Algumas vezes junta se ao meio, antes da ultima 
esterilização, 20 a 40 gr. de glicerina puríssima, afim de 
lhe aumentar as suas qualidades. 
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Apesar de todos os cuidados, a inquinação 
do meio é muito frequente, e por isso nós deve
mos preparar sempre 4 a 5 tubos e outras tan
tas placas, para que tendo de rejeitar alguns 
por estarem inquinados nos restem ainda os su
ficientes para a sementeira. 

* * « 

O gonococo semeado, começa rapidamente a 
desenvolver-se, dando, passadas 24 horas, cultu
ras bastante ricas, com os caracteres morfoló
gicos clássicos. 

Dos inúmeros ensaios a que os seus autores 
procederam, (') puderam concluir que a GELOSK-
ôvo pela abundância e rapidez do desenvolvi
mento das colónias, pode ser considerado como 
um meio de escolha para a cultura do gonococo. 
Nós não podemos infelizmente confirmar estas 
conclusões dos seus autores, visto que os en
saios que fizemos com a GELOSE-ÔVO e simulta
neamente com outros meios semi-sólidos, alem 
de pouco numerosos, resultaram (talvez por de
ficiência de técnica da nossa parte), pouco ani
madores sobretudo, se se estabelece o confronto 
com os resultados obtidos com alguns dos ou
tros meios. 

(') Ut supra. 



72 

Gelose-leite ou Meio de Sabouraud (') 

Este meio tem por base o soro de leite, e, 
além do agar-agar, contém l>'r "/„ de peptona e 
de glucose ou sacarose, e 0,gr30 % de ureia ou, 
em vez desta, V gotas %„ de ácido acético. 

Prepara-se do seguinte modo : 
a) Leva-se à ebulição num balão de vidro, 1 

litro de leite fresco e puro, de vaca. 
b) Adicionam-se-lhe 2 c. c. de ácido clorí

drico afim de precipitar a caseína, agita-se du
rante 2 minutos e filtra-se em seguida através 
dum pano molhado. 

c) Ao soro obtido, pouco mais ou menos 700 
c. c , junta-se metade do seu volume de água, 
de modo a completar o litro, e neutraliza-se o 
todo com o soluto normal de soda (a 10 %) ao 
tornesol. 

d) Leva-se ao autoclave a 120" durante 10 
minutos, e filtra-se de novo. 

e) Juntam-se-lhe então 
A) v gotas de ácido acético. 
B) 10 gramas de peptona Chapoteau. 
c) 10 gramas de sacarose ou glucose. 
D) 18 gramas de agar-agar finamente frac

cionado. 

(i) K. Sabourauá et H. Noire.—«Milieu rendant fa
cile la culture du gonocoque». Annales de Dermatologie 
etde Syphiligraphie.—5." série —Tomo iv-1913—Pag. 430, 
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Agita-se o balão afim de misturar o melhor 
possível o conteúdo. 

f) A mistura é levada ao autoclave a 120° 
durante 20 minutos e filtrada a quente. (') 

g) Reparte-se o meio em pequenos balões ou 
logo em tubos, (pelo processo clássico) (a) que 
são postos a esterilizar no autoclave a 110° du
rante 20 minutos, depois do que se deixam em 
repouso afim de solidificar. 

# 
* # 

O gonococo semeado largamente neste meio 
apresenta-se passadas 24 horas em colónias 
muito nítidas, com os caracteres clássicos. As 
culturas não são, porém, muito ficas, e, para 
as conservar com vitalidade, torna-se necessário 
repicá-las de 3 em 3 dias. 

O autor, como é natural, considera a GELOSE-
LEITE eminentemente própria para a cultura do 
gonococo, nós, porém, preferímos-lhe qualquer 
dos outros meios que aqui apontámos. 

(!) Já vimos como se procede a esta filtração quando 
tratámos da gelose-ôvo. V. pag. 69. 

(*) V. pag. 83. 
s 
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Gelose-cerveja Q) 
M E I O D E L U M I È R E E C H E V U O T I E H 

Este meio, como o título deixa entrever, 
tem como base essencial o mosto de cerveja, e 
é adicionado, além de agar-agar, de albumina 
de ôvo e ainda de soro de burro (10 %) m a s a 

junção deste último produto não é indispensá
vel, e nós nunca a fizemos. 

Prepara-se do seguinte modo: 
a) A 1000 cc. de mosto de cerveja (só a 

parte líquida se aproveita) contidos em um ba
lão de vidro, juntam-se 6 gr. de albumina de 
ôvo e 20 gr. de agar-agar reduzido a pequenos 
fragmentos. Agita-se o balão para homogeneizar 
o mais possível a mistura. 

6) Leva-se ao autoclave a 115° durante 30 
minutos afim de dissolver o agar-agar. 

c) Alcaliniza-se a mistura empregando o so
luto normal de soda, ao tornesol (gastam-se em 
geral, 4 cc. do soluto). 

d) Filtra-se a quente no autoclave (funil de 
vidro com papel Chardin, como já vimos). 

(!) August Lumière et J. Chevrotier. «Sur un nou
veau milieu de culture éminemment propre au dévelope-
ment du gonocoque». 

C. E. Acad. Sciences de Paris, T. CLVII 1er Dec. 1913. 
pg. 1097. 

It. «L'Avenir Médical», 4.<s an. n." 1. 1« Janvier 1914. 
pg. 2441. 
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é) Prova-se a reacção e corrige-se sendo ne
cessário. 

/ ) Leva-se novamente ao autoclave a 110° 
durante 15 minutos para esterilizar. 

g) Distribui-se em balões ou em tubos pelo 
processo clássico. 

* * # 

Para que este meio dê os resultados deseja
dos— boas culturas-—é indispensável que na 
sua preparação se satisfaçam os seguintes pre
ceitos : 

1.°—Que o mosto de cerveja empregado não 
encerre senão farinha de cevada, com ou sem 
lúpulo, mas isento de qualquer outra matéria 
amilácea ou açucarada (') ou de quaesquer ou
tros produtos químicos. 

2.°— Que o meio seja cuidadosamente alcali-
nizado, porque a sua reacção desempenha um 
importante papel. (B) 

Nós preparámos por diversas vezes este 
meio, seguindo todas as indicações e observan
do todas as precauções aconselhadas pelos au
tores. 

(') Dando-se este caso dilui-se o mosto ao J/j ou ao 
!/j afim de reduzir a percentagem dessas substâncias. 

(3) Ut supra.— «Quelques considérations nouvelles à 
propos des cultures de gonocoques.» C. E. Acad. Sciences 
de Paris. T. CLVIII 4 Maio 1914. Pag. 1289. 

— «L'Avenir Médical» 11." année n.° 6. 1er Juin 1914. 
Pg. 2545. 
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Empregámos como base, um mosto de cer
veja, cedido pela Fábrica da Piedade, que era 
constituído por uma parte sólida (farinha de 
cevada) e outra líquida, tendo um forte cheiro 
a lúpulo. Não continha substâncias açucaradas 
nem amiláceas como vimos pela reacção de 
Fehling e do iodo. No 1." ensaio, utilizámos 
uma parte do elemento sólido e outra do líqui
do. Porem, o meio ficou pouco homogéneo, de 
côr fortemente carregada, e quási opaco. 

Nas experiências seguintes aproveitámos 
apenas a parte líquida, colhida por decantação, 
e então, não só o meio se apresentava homogé
neo, mas translúcido e duma bela côr. 

* * * 
Os autores foram induzidos à utilização do 

mosto de cerveja como base de meio, pelo facto 
de observação corrente de que no decurso duma 
blenorragia em regressão ou com tendência à 
cronicidade, a ingestão de cerveja provoca uma 
exacerbação do processo. Assim, era natural 
supor que aquela bebida contivesse elementos 
que favoreçam o desenvolvimento do gonococo. 

Depois de várias experiências e tentativas, 
os autores julgaram poder concluir que, efecti
vamente, o meio tendo como base o mosto de 
cerveja era eminentemente próprio para a cul
tura do micrococo de Neisser desde que este 
fosse largamente semeado e posto em boas con
dições de temperatura e humidade. 
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Nós experimentámo-lo também, simultanea
mente com outros meios. E, do que observámos, 
resultou a impressão de que o meio GELOSE-CER-
VEJA tem boas qualidades nutritivas e é de fácil 
preparação, todavia não podemos partilhar da 
exaltação dos seus autores, que aliás muito bem 
compreendemos... 

Propositadamente deixámos para o final a 
descrição da técnica de preparação dos meios 
que teem por base serosidades orgânicas pato
lógicas. Destas, embora todas possam ser em
pregadas estando, bem entendido, absoluta
mente estéreis, são mais comummente utiliza
das e foram as que nós próprios usámos,— o li
quido ascítico, o pleurítico, o de hidrocele, e o 
de quisto, na certeza de que, contendo todas, 
albumina animal em diversa proporção, são mais 
convenientes aquelas em que a taxa deste ele
mento fôr superior. 

Na preparação destes meios, a serosidade 
orgânica ó adicionada à gélose convenientemente 
preparada, segundo uma técnica absolutamente 
idêntica, qualquer que seja o líquido orgânico 
empregado. 

Assim, a gelose-ascíte (meio de Kiefer) a ge-
lose-líquido pleurítico (meio de Heiman) a gelose-
líquido de hidrocele (meios de Kraal e de See) e 
a gelose-líquido de quisto (meio de Menge) pre-
param-se perfeitamente do mesmo modo. E' 
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por isso que, descrevendo o método de prepa
ração de um deles, o de qualquer dos outros fica 
indicado. 

Gelose-ascite 

MEIO DE KIEPER 

Na preparação deste meio entram, como dei
xámos dito, o LÍQUIDO ASCÍTICO e a GÉLOSE. Come-
çaremos por descrever a maneira como se 
obtêm ou se prepara cada um destes compo
nentes, para em seguida dizer como se juntam. 

LÍQUIDO ASCÍTICO 

Evidentemente, para se obter este líquido 
(ou o pleurítico, o de hidrocele, etc.) é ne
cessário antes de tudo, ter um doente com 
ascite (com pleurisia, com hidrocele, etc.) aon
de possamos colhê-lo. Esta colheita tem como 
1.° tempo a punção cirúrgica (paracentèse, tora-
centese, etc.) feita segundo as regras de as
sepsia. 

Segue-se agora o 2.° tempo da colheita que 
consiste em recolher directamente em recipien
tes de vidro (garrafas ou balões de Erlenmeyer) 
esterilizados, o líquido puncionado, depois do 
que se arrolham. 

Apesar de todos os cuidados de assepsia 
empregados na colheita do líquido orgânico — 
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neste caso o líquido ascítico — nunca este se 
obtêm absolutamente isento de inquinação. Tor-
na-se, pois, necessário esterilizá-lo, e para isso, 
como a albumina coagula a 70°, e o líquido não 
pode por conseguinte ser levado ao autoclave, é 
submetido, distribuído em pequenos balões, ao 
aquecimento discontínuo, durante 6 dias a 58° 
no tindalizador — quere dizer é tindalizado. 

GÉLOSE 

A gélose empregada na preparação do Kiefer 
difere um pouco da que foi utilizada na prepa
ração da GELOSE-ÔVO. 

Esta diferença está na qualidade do caldo de 
carne, empregado, na quantidade do agar-agar e 
no modo de o dissolver. Assim, a preparação 
da gélose aqui empregada, difere da da gélose 
ordinária unicamente nos dois primeiros tem
pos a) e b). 

Eis como se procede : 
a) A 1 litro de caldo de carne ordinário (500 

gr. de carne para 1 1. de água) fortemente pe-
ptonado pela adição de 50 gr. de peptona Cha-
poteau, juntam-se 35 gr. de agar-agar finamente 
reduzido. Agita-se o balão para homogeneizar 
a mistura. 

6) A dissolução da gélose é, neste caso, fei
ta a frio, e assim, a mistura é levada à geleira 
onde se conserva durante 24 horas em mace
ração. 
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e) °0 e) f) 6 9) Como na preparação da gé
lose ordinária sendo neste caso obrigatória a 
junção de 30 gr. de glicerina puríssima antes da 
última esterilização. 

Preparados, pois, os componentes do meio 
de Kiefer — líquido ascítico e gélose — pelo mo
do como acabamos de mostrar, torna-se neces
sário juntá-los afim de se poder utilizar o meio. 
Esta junção na proporção de 3 de líquido ascí
tico para 7 de gélose só é feita na véspera do 
dia em que se procede à sementeira do agente ; 
executa-se do seguinte modo : 

Temos um balão de Erlenmeyer contendo 
líquido ascítico tindalizado ; 

Temos igualmente tubos com 7 c. c. (pouco 
mais ou menos) de gélose solidificada. 

a) Começa-se por colocar estes últimos no 
autoclave a 100°, até fundir a gélose, que como 
se sabe só se liquefaz acima de 65°. 

6) Em seguida transportam-se os tubos de 
gélose, agora fundida para um banho-maria 
mantido a 57°, em que nós temos já a aquecer o 
líquido ascítico. A mistura da gélose e do lí
quido ascítico não pôde fazer-se senão a quente 
para que este não solidifique imediatamente 
aquela. 

c) Com uma pipeta esterilizada aspira-se do 
respectivo balão uma quantidade arbitrária de 
líquido ascítico, e vão-se distribuindo sucessi-
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vãmente 3 ce. em cada tubo de GÉLOSE, O que 
prefaz 10 cc. 

d) Imediatamente depois de juntos os líqui
dos e antes que a gélose solidifique, fázem-se 
pequenos movimentos de inclinação a cada tubo 
de per si, afim de tornar a mistura o mais per
feita possível. 

e) Depois disto, alguns dos tubos colocam-se 
obliquamente em repouso, para a gélose solidi
ficar, e outros são cuidadosamente esvaziados 
em caixas de Petri que se deixam igualmente 
em repouso em lugar fresco. 

Todas estas operações se conduzem de for
ma a evitar toda a inquina ção dos meios. 

Resta-nos falar das qualidades nutritivas e 
de conservação dos meios que teem como base 
uma serosidade orgânica patológica. 

Dum modo geral, podemos dizer que estes 
meios são os niais convenientes para a cultura 
e conservação do gonococo. 

As nossas experiências assim nos levam a 
crer. Pois que, tendo feito por diferentes vezes, 
sementeiras de gonococos, simultaneamente em 
GELOSE-ÔVO, GELOSE-CERVEJA, GELOSE-LEITE E GE-
LOSE-SEROSIDADES OEGANicAs, e colocados sob 
as mesmas condições, de todas as vezes estes 
últimos meios se mostraram, duma maneira 
evidente, superiores a qualquer dos outros, 
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e possuidores de todas as qualidades que 
num bom meio se exigem : culturas ricas, faci
lidade em conservar as sementes durante meses 
(embora para isso exijam passagens feitas de 3 
em 3 dias), não modificar os caracteres morfoló
gicos do agente ainda mesmo depois de numero
sas passagens e de fácil preparação. 

j Todavia, poder-se-há empregar indiferen
temente qualquer das serosidades orgânicas 
que apontámos? 

Julgamos que sim, atendendo a que qual
quer delas satisfaz dum modo semelhante ás 
condições necessárias para a boa constituição 
dum meio. 

De resto, tendo nós acentuado, ao falar das 
exigências do gonococo em cultura, a necessi
dade da existência de albumina não coagulada 
no meio, é lícito supor que a riqueza das cul
turas é proporcional à quantidade de albumina 
contida no meio. 

E, como esta quantidade é muito variável 
para cada serosidade, podemos tirar a seguinte 
ilação : o meio mais favorável para o desenvol
vimento do gonococo, será aquele em que a al
bumina existir em maior proporção. 

Na prática, porém, há um factor a que é 
preciso atender: a facilidade em obter a serosi
dade orgânica. 

De todas, são mais fáceis de obter as prove
nientes de ascite e de pleurisia com derrame, 
porque não só estas doenças são mais vulgares 
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do que o hidrocele e o quisto, mas ainda a 
quantidade de líquido fornecido por elas é maior. 

E' por isso que na prática o líquido ascííico 
é de todos o mais utilizado, e foi aquele de que 
fizemos maior uso. 

* * 

Distribuição dos meios em tubos e em placas 

Como a distribuição dos meios se executa 
segundo uma técnica de certo modo delicada e 
que exige alguns cuidados, propositadamente 
deixámos só para agora a sua descrição deta
lhada. 

Antes de proceder à distribuição dos meios, 
tornase necessário: 

1." Preparar tubos e placas de Petri — 
Para isso lavamse uns e outros, enxugamse, 
(arrolhamse os tubos) e levamse a esterilizar 
a seco na estufa a 120°, durante 30 minutos. 

2." Preparar o aparelho distribuidor — 
Este é um dispositivo ao mesmo tempo simples e 
cómodo, compreendendo um funil de vidro no 
bico do qual se adapta um pequeno tubo de 
cauchu terminado inferiormente por um tubo 
de vidro afilado na extremidade inferior. A meio 
do tubo de cauchu aplicase uma pinça con
pressiva de Mohr. E todo o aparelho se coloca 
no autoclave a 120° durante 20 minutos a este
rilizar. 

■> 
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3.° Fundir os meios sólidos — no autoclave 
a 100°. 

Depois de tudo preparado, trata-se de reali
zar a distribuição. Eis como se opera : 

a) Retira-se do autoclave o aparelho distri
buidor e coloca-se num suporte conveniente. 

b) Em seguida deita-se no funil uma quanti
dade do meio fundido, e, tomando sucessiva
mente cada um dos tubos esterilizados, 

c) desarrolha-se, adapta-se ao tubo de vidro 
afilado por que termina inferiormente o apare
lho distribuidor, e abrindo a pinça de Mohr, 
deixam-se correr pouco mais ou menos 10 c. c. 
em geral (para os tubos de Kiefer só 7 c. c.) 
do meio, tendo o cuidado de não humedecer 
a margem superior do tubo, depois do que se 
arrolha com algodão. 

d) Então os tubos e as caixas de Petri são 
deixados em repouso, num lugar fresco a soli
dificar, podendo os tubos ficar desde logo con
venientemente inclinados afim de que a gélose 
solidifique segundo um plano inclinado mais 
propício para a sementeira. 

SEMENTEIRAS 

Preparado, pois, convenientemente o meio, 
e distribuído em placas de Petri e em tubos 
que se deixaram em repouso a solidificar, e, 
por outro lado, obtida uma amostra de pus 
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blenorrágico a que previamente se tem feito 
análise microscópica e procurado identificar o 
gonococo, torna-se mister proceder à sua se
menteira. 

Como se sabe, os agentes microbianos po
dem semear-se em meios líquidos ou em meios 
semi-sólidos. Todavia, quando é necessário iso
lar o agente que, em regra, vem mais ou me
nos associado a outros, os meios líquidos são 
absolutamente excluídos, sendo os semi-sólidos 
os únicos utilizados. 

Esta conveniência dos meios semi-sólidos 
(gélose como substrato) resulta do seguinte : 

a) verifica-se melhor a pureza dos meios, 
b) evita-se a acção tóxica das peptonas dis

solvidas, (l) 
c) as culturas praticadas em gélose são mais 

diferenciais da espécie microbiana que se cul
tiva, e basta muitas vezes a simples inspecção 
para as identificar. 

* * 

As sementeiras podem praticar-se, segundo 
diversos métodos. Nós empregámos de todas as 
vezes o método por diluição e fraccionamento 

(') Charles Nioolle. «De la supression de la peptone 
dans les milieux de culture communs» C. R. Soc. Biol. 26 
oct. 1912. T. LxxLiir. Pg. 403. 

— «Biológica», n.° 24. T. n. Pg. 373. 
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que consiste em diluir previamente a amostra 
do agente a semear para que a sementeira nos 
não venha de tal modo exuberante que cubra 
completamente toda a superfície do meio, e em 
distribuir nos meios quantidades da diluição 
microbiana assim feita sucessivamente me
nores, de tal forma que nas últimas placas ou 
tubos semeados, as colónias se apresentem sufi
cientemente distintas para poderem ser exa
minadas e facilmente identificadas pelos seus 
caracteres macroscópicos. 

# # # 

Feitas estas ligeiras mas indispensáveis con
siderações, vamos passar a dizer como se exe
cuta praticamente a primeira sementeira. 

Para facilidade de exposição dividiremos a 
operação em duas partes principais : 

na l.a prepara-se o material infectante para 
poder ser semeado, 

na 2.11 procede-se propriamente à sementeira. 
l . a PARTE 

a) Toma-se a pipeta contendo o material in
fectante que depois da colheita se colocou na 
estufa a 37°, passa-se rapidamente pela chama 
do bico de Bunsen, quebra-se-lhe a extremida
de afilada, passa-se esta de novo pela chama e 

b) introduz-se num pequeno tubo de ensaio 
esterilizado contendo uma pequena quantidade 
de caldo ordinário estéril, e, por aspirações e 
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expulsões sucessivas feitas na extremidade su
perior da pipeta, procura-se desagregar e dis
solver no caldo o material contido na pipeta, 
depois do que se arrolha imediatamente o pe
queno tubo e se coloca num suporte. 

2 . a PARTE 
Dispõem-se na nossa frente de forma a po

derem ser sucessivamente semeadas as placas 
e os tubos que desde a véspera do dia da opera
ção tem estado na estufa a 37° (afim de o meio 
adquirir as propícias condições de humidade), 
numeram-se 1, 2, 3 e procede-se assim: 

— Para as placas (processo de Lindener mo
dificado). 

a) Com uma pipeta de Pasteur esterilizada 
e convenientemente preparada aspira-se um 
pouco da diluição que fizemos do material infe
ctante, e, rapidamente, afim de evitar o mais 
possível inquinações estranhas, soergue-se a 
tampa da placa 1 e deixam-se cair à sua super»-
fície II gotas (') da diluição do material infe
ctante e seguidamente, soerguendo do mesmo 
modo a tampa da placa 2, deixa-se cair ape
nas I gota da mesma diluição. 

ò) Tomando agora um sacaneador esterili
zado e soerguendo a tampa da placa 1, espa-
lham-se suave mas rapidamente em toda a 
superfície do meio as gotas da diluição do ma-

(!) Ou mais, se a concentração da diluição é pequena. 
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terial infectante que nós nele tínhamos deixado 
cair; e tomando um outro sacaneador esterili
zado executa-se na placa 2 o mesmo que fizemos 
na 1, na certeza de que, este último sacaneador, 
em vez de se rejeitar como o primeiro, é utili
zado para, com o material infectante que ainda 
contêm, fazer a sementeira e espalhá-la na 
placa 3. Compreende-se que, deste modo, as 
três placas não só fiquem suficientemente se
meadas, mas e sobretudo, sendo o material in
fectante tam fraccionado, as colónias se mos
trem com a necessária independência afim de 
serem identificadas e picadas para novos meios, 
para isolar o agente. 

— Para os tubos (Processo de Veillon e 
Roux combinados). 

a) Com a ansa de platina estéril toma-se um 
ou mais oices da diluição do material infectante e 
tendo-o mergulhado no líquido de condensação 
do tubo 1, ssmeia-se era estrias à superfície do 
meio, conservando sempre o tubo inclinado 
para evitar as inquinações. 

Do mesmo modo se procede para com o 
tubo 2, e para com o 3 em vez de tomar novo 
oice de material, utiliza-se o que resta ainda 
na ansa de platina depois da sementeira no 
tubo 2. 

Semeados, como fica indicado, as placas e 
os tubos são colocados na estufa a 37° durante 
24 horas. 
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Em regra, não há necessidade de fazer uma 
tam larga sementeira e por isso mesmo, um 
tam grande gasto de meio nutritivo, porque 
bastam algumas colónias, picadas e semeadas 
novamente, para fornecer material bastante 
para as emulsões. 

Pócle pois, reduzir-se a 3 o número de pla
cas ou tubos para proceder à 1.' sementeira, 
desde que, é claro, se esteja absolutamente se
nhor da técnica. 

jSerá indiferente empregar nesta 1," se
menteira placas ou tubos? 

No principio dos nossos trabalhos empregá
mos indiferentemente uns e outros, todavia a 
prática bem cedo nos ensinou, e permite-nos 
responder sem hesitar que neste caso as placas 
de Petri são muito mais convenientes que os 
tubos, e por isso as empregámos sempre, desde 
então, para as 1.3S sementeiras. Eis as princi
pais razões da preferência: 

a) Porque se semeiam e distribuem melhor 
e mais facilmente ; 

b) Porque são menos fáceis de se inquina
rem no momento da sementeira ; 

c) Porque nelas se reconhecem mais facil
mente por transparência, as colónias do micró
bio que se cultiva ; 

d) Porque, necessitando fazer o isolamento 
do agente, as colónias nas placas picam-se, isto 
é, tomam-se com a ansa ou com a espátula de 
platina, com mais facilidade. 

7 
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* * 

E' absolutamente raro que o gonococo se 
encontre no pus inteiramente puro, sem inqui-
nações. 

Já vimos que quanto mais no início da lesão 
nos encontramos mais facilmente se consegue 
obtê-lo menos associado, e, consequentemente, 
quanto mais afastada do inicio da doença é 
feita a colheita, mais inquinado se mostra pelas 
diferentes espécies microbianas: estafilococos, 
estreptococos, coli, cocos vários, etc. 

Compreende-se pois, que sendo condição ca
pital para a preparação duma emulsão vacinai/ 
a existência duma cultura pura do agente,— 
seja necessário proceder, depois da 1.* semen
teira do micróbio ao seu isolamento. 

E' justamente o que vamos em seguida ver
sar. 

ISOLAMENTO-CULTURA PURA 

Temos, pois, as placas de Petri (admitindo 
que só placas se utilizaram) em que fizemos a 
sementeira, na estufa a 37°. 

Em regra, só passadas 24 horas as colónias 
microbianas atingem o seu completo desenvol
vimento e se mostram com os seus caracteres 
clássicos de grandeza, de forma, de espessura, 
etc. Todavia, algumas vezes, antes mesmo de 
decorrido aquele praso de tempo, as colónias 
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apresentam-se já com caracteres que as tornam 
diferenciáveis pela simples inspecção. 

Mas isto não é muito vulgar, e não se dá 
senão excepcionalmente com o gonococo, cujas 
colónias são pouco características. 

Como quer, porém, que seja, desde que as 
colónias aparecem à superfície do meio, exami-
nam-se cuidadosamente por transparência (uma 
das conveniências das placas), com uma lente 
ou com o microscópio, para o que se coloca 
na platina do aparelho a placa com o fundo 
voltado para a objectiva que deve ser fraca, ou 
ainda, quando o simples aspecto da colónia não 
bastou para o identificar e sempre como meio 
de confirmação o mais seguro, faz-se uma pre
paração com a colónia suspeita, isto é, com um 
fio ou ansa de platina retira-se parte da colónia, 
estende-se numa lâmina e examina-se ao mi
croscópio. 

Se a colónia é do agente em estudo, e apa
rece pura, e se nada permite suspeitar da exis
tência de inquinação por um micróbio estranho, 
repica-se imediatamente para tubos frescos pre
viamente preparados, isto é, deixados desde a 
véspera na estufa a 37°. 

No caso contrário, porém, a repicagem é re
petida tantas vezes quantas forem necessárias 
para que as colónias se mostrem puras — intei
ramente livre de inquinação. Estas repicagens 
não são mais do que novas sementeiras que se 
fazem sempre com os mesmos cuidados, mas 

•> 
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agora em tubos deferindo unicamente da l.a se
menteira no material que se semeia : ali, era o 
próprio material infectante diluído, aqui é uma 
colónia ou parte dela, resultante já duma semen
teira. 

Este isolamento do gonococo é, por vezes, 
duma grande dificuldade, porque, em regra, 
embora nos tenhamos cercado de todas as pre
cauções e cuidados ao proceder à colheita do 
material infectante, à sua diluição e à sua se
menteira, a cultura mostra-se mais ou menos 
inquinada, por diversos agentes cujas colónias 
por vezes muito semelhantes às do gonococo, 
(que, como vimos, apesar de apresentarem ca
racteres bastante nítidos não são comtudo abso
lutamente características e específicas), — se 
prestam á confusão. 

Assim, para obíer uma cultura pura é neces
sário, geralmente, fazer mais do que uma pas
sagem. 

Estas, bem entendido, praticam-se sempre 
segundo a técnica que indicámos, atendendo aos 
seguintes princípios : 

1.°—Para fazer as repicagens convêm mais 
empregar tubos (em regra 3). 

2.°— Para estes estarem aptos a ser semea
dos é necessário que tenham permanecido 24 
horas antes, na estufa. 

* * * 
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j Obtida a cultura pura do agente, estará esta 
imediatamente apta a ser emulsionada? 

Outrora julgava-se que o agente microbiano 
empregado como antigénio devia ser muito vi
rulento e extraído recentemente do doente. Hoje 
alguns autores pensam diferentemente. Assim : 

Leismann, Russel, H. Vincent, (') dizem que 
é preferível escolher ura micróbio de fraca viru
lência, isolado desde muito tempo do organismo 
humano e tendo sofrido numerosas repicagens 
em meios próprios. 

Hamilton, Irons e outros autores america
nos concluem que a aplicação de material fresco 
de cultura para a preparação das vacinas é 
desfavorável e que é preciso, para a obtenção 
de preparados activos, cultivar o gonococo du
rante longo tempo em meios apropriados e só 
então fazer uso do agente para a preparação das 
emulsões a empregar terapêuticamente. (2) 

Todavia, a maioria dos experimentadores 
preferem para preparar as emulsões vacinais 

(!) O Prof. Vincent utiliza para a preparação das 
suas vacinas antitíficas, bacilos pi-imiti vãmente muito 
virulentos mas atenuados e domesticados desde alguns annos 
(plusieurs années) pela cultura laboratorial, 

J. Louis e t E . Combe— «La vaccination antityphique » 
— Le Monde Médical—22.° année n.° 451 pag. 453. 

(2) Armando Gomes de Almeida e Silva — Vacina an-
tigonocócica. Tese apresentada á Faculdade de Medicina 
do Porto. 1914. Pg. 102. 
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culturas frescas dum agente colhido pouco antes 
do indivíduo, porque pensam que, justamente, 
a actividade da vacina depende da virulência 
do agente e assim, as passagens sucessivas ten
do como resultado atenuá-la, são condenáveis. 

Apriori, pareceria razoável pensar que com 
efeito as passagens sucessivas dos micróbios 
além de lhe atenuarem a virulência,— procu
rando aclimata-lo, o alteravam, o modificavam 
nas suas propriedades, todavia na prática isto 
não sucede completamente. 

O agente microbiano cultivado longamente 
nos meios perde com efeito parte da sua viru
lência mas este facto ó até de todo o ponto favo
rável; por outro lado, porém, a vitalidade do 
micróbio, isto é, a sua aptidão a desenvolver-se 
vae aumentando, cresce rapidamente a cada no
va sementeira, e esta é uma circunstância alta
mente apreciável. 

Para a preparação das nossas vacinas, utili
zamos sempre culturas de algumas semanas,— 
colónias repicadas 3, 4 ou mais vezes,—na cer
teza de que para a preparação da emulsão se 
emprega uma cultura proveniente de uma repi-
cagem feita na véspera — 24 horas antes. 



CAPITULO IV 

Preparação da emulsão 

Emulsão propriamente dita. Doseamento. 
Esterilização. 

A preparação da emulsão vacinai não é, 
como á primeira vista se poderia julgar, uma 
operação breve e de fácil execução. Pelo con
trário, compreende um certo número de opera
ções parciais de factura por vezes muito traba
lhosa. 

Uma vacina não é mais do que, em resumo 
uma emulsão microbiana, doseada e esterilizada. 
Assim, esta parte da preparação das vacinas 
está por sua natureza dividida em 3 partes — 
PREPARAÇÃO DA EMULSÃO PROPRIAMENTE DITA.— 
SEU DOSEAMENTO.—SUA ESTERILIZAÇÃO. 

É, pois, segundo essa ordem que as vamos 
apresentar : 
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Preparação da emulsão propriamente dita 

Depois de termos obtido uma cultura pura 
do gonococo, e praticado algumas passagens 
com o fim de o adaptar ao meio diminuindo a 
sua virulência e aumentando a sua vitalidade, 
fazemos uma última repicagem para alguns tu
bos de meio que colocamos na estufa a 37". 
Passadas 24 horas as colónias mostram-se exu
berantes e próprias para serem emulsionadas. 

A operação da EMULSÃO consiste essencial
mente em dissolver em soro fisiológico o pro-
ducto das culturas, isto é, as colónias micro
bianas desenvolvidas. Em soro fisiológico, disse
mos nós, não porque seja esse o único líquido 
próprio para a emulsão, mas porque é a solu
ção clássica, a que foi usada por Wright e tem 
sido empregada pela maior parte dos prepara
dores de emulsões microbianas. Ultimamente, 
M. M. Nicolle e Blaizot (') de Tunis, tendo utili
zado em vez da solução fisiológica de cloreto de 
sódio, uma solução idêntica de fluoreto de sódio 
a 7 %<» depois de cuidados estudos, reconhece
ram nesta última a propriedade de evitar a 

(!) Charles Nicolle et L. Blaizot —«Les vaccins fluo
rures dans les vaccinations préventives et le vaccinothé-
rapie» Archives de l'Inst. Pasteur de Tunis, T IX f. 1. 1914. 
Pag. 1 a 29. 

Bul. de l'Inst. Pasteur de Paris.— N.» 2 —30. i. 1915. 
Pag. 53. 
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auíolise, conservando o agente num estado sen
sivelmente vizinho ao do micróbio vivo. Assim, 
começaram a empregar sistematicamente para 
a preparação da emulsão vacinai a solução fluo-
retada. 

Nós usámos uma e outra, comparámo-las, e 
em verdade, a solução fluoretada pareceu-nos a 
mais propícia para a conservação do agente, 
assegurando-lhe o mínimo de alteração, e por 
isso a preferimos e a aconselhamos. 

Eis como procedemos para a preparação 
prática da emulsão: 

a) Colocam-se os tubos de cultura, de que 
previamente se verificou a pureza, em um su
porte de madeira. 

b) Com uma pipeta graduada, esterilizada, 
toma-se uma porção da solução fluoretada (ou 
da cloretada) e gota a gota vão-se juntando 3 
c. c. da solução a cada um dos tubos. 

c) Toma-se agora cada tubo de per si, e com 
a ansa ou a espátula de platina estéril, procu-
ra-se destacar suavemente as colónias da su
perfície do meio. Como já dissemos, estas são 
muito viscosas e aderentes, e assim, é neces
sário usar de uma grande delicadeza afim de 
não levantar e destacar também partículas do 
meio. As colónias soltas, descem ao fundo do 
tubo onde formara uma pequena mancha es
branquiçada. 

d) Em seguida, com uma pipeta de Pasteur 
de médio calibre, esterilizada, retira-se o con-
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íeúdo líquido de cada tubo, tendo o cuidado de 
recolher todo o culot microbiano, e junta-se 
num frasco de rolha esmerilada, esterilizado. 

Para Wright e para a maior parte dos au
tores, a operação da EMULSÃO devia conside-
rar-se terminada por aqui, e, depois de uma 
agitação manual ou mecânica procediam ime
diatamente ao seu doseamento e esterilização. 
Era isso um grave defeito, donde resultavam 
notáveis inconvenientes: 1.° a grande toxicidade 
da vacina ; 2." não só a dificuldade do DOSEAMENTO, 
mas ser motivo de grandes erros; 3.° contribuir 
para a turvação da emulsão. 

iPorque era um grave defeito? 
Porque, como se compreende, por mais bem 

conduzida que tenha sido a grattage das coló
nias da superfície do meio, nunca se consegue 
deixar de levantar algumas partículas da gélose, 
que facilmente são arrastadas com o líquido. 
Deste modo, estas partículas embora finíssimas, 
alem de turvarem o líquido e dificultarem a sua 
titulagem, dada a toxicidade dos meios peptona-
dos —eram motivo, ao serem injectadas, de in
tensas reacções. Era a presença destes restos 
do meio que, para nós, mais- contribuía para a 
grande toxicidade das vacinas. 

Hoje, desde Nicolle, evitam-se facilmente 
estes inconvenientes — desde que se proceda á 
LAVAGEM DOS MICRÓBIOS, operação que tem como 
resultado eliminar toda a trace das substâncias 
do meio. 
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Esta operação, relativamente simples, reali-
sa-se assim: 

a) Distribui-se, por meio de pipetas esterili
zadas, a emulsão microbiana que obtivemos, em 
tubos de centrifugação esterilizados, e colocam-
se estes em seguida no respectivo aparelho que 
se faz accionar. Alguns minutos bastam para 
fazer a separação entre o elemento líquido inú
til e o culot microbiano. 

b) Por meio de pipetas retira-se o parte lí
quida que se rejeita, e junta-se ao culot de cada 
tubo de centrifugação alguns c. c. de soluto 
fluoretado, procurando por uma pequena agita
ção que pode ser auxiliado com uma vareta de 
vidro esterilizada, dissolver novamente o culot. 

c) Procede-se em seguida a nova centrifu
gação, rápida, podendo ainda fazer-se uma ter
ceira, na certeza de que se regeiía de todas as 
vezes a parte líquida e se aproveita só o depó
sito microbiano. 

Assim, pois, por meio de lavagens sucessi
vas se consegue — lavar o agente, e obtê-lo 
absolutamente isento de substâncias estranhas 
e nocivas. 

E' nesta ocasião que M. M. Nicolle e Blai-
zot C) procedem, para preparar as suas vacinas 

(!) It «Un vaccin antigonococique» et «Vaccins stables 
et atoxiques à propos d'un vaccin antigonococique». 

C. E. Acad. Sciences T. CLTII. 6 oct. 1913. pag. 551 et 
24 nov. 1916. pag. 1009. 
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antigonocócicas, à junção do sinococo, — ao go-
nococo, na proporção de 9 partes do primeiro 
para 1 do segundo. 

A esta associação atribuem os autores a 
pouca toxicidade das suas vacinas e as suas 
propriedades curativas. 

Nós usámos de todas as vezes para a pre
paração das nossas emulsões exclusivamente 
de culturas puras de gonococos e nem por isso 
os efeitos curativos das vacinas foram menos 
notáveis ou a sua toxicidade se mostrou maior. 

Lavados, pois, como ficou dito, os agentes 
microbianos, torna-se necessário doseá-los, e é 
agora que intervém a operação do DOSEAMENTO, 
notando que, segundo se segue um ou outro 
método para realisar esta operação, assim se 
trata diferentemente o culot microbiano. 

Doseamento (') 

Uma vacina defíne-se pelo seu poder activo. 
O poder activo de uma emulsão vacinai é defi
nido pelo seu grau de concentração em elemen
tos microbianos, isto é, pelo número de micró
bios existentes em cada unidade de volume—o 
centímetro cúbico — da mesma. O DOSEAMENTO 
das vacinas tem por fim determinar justamente 
o seu poder activo. 

(') Standardisation, wgl.; numération, dosage,/r.; va-
lutazione, Uai.. 
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Compreende-se que esta determinação não 
só seja indispensável, mas careça ainda de ser 
feita com um cuidado e rigor absolutos. 

«This research has been undertaken because 
de believe it is the duty of the bacteriologist to 
standardise and dispense his vaccines with the 
same accuracy and care as that exercised by the 
pharmacist in standardising and dispensing his 
drugs.» (') 

Com efeito. & Porque, exigindo do farmacêu
tico que nos dê os medicamentos rigorosamente 
doseados, não havemos de ter igual exigência 
para com o bacteriologista que nos prepara as 
emulsões vacinais? jNão são uns e outros em
pregados com um mesmo fim curativo, e não 
sabemos nós que é justamente na dose que re
side em grande parte a eficácia da terapêutica 
medicamentosa? 

Alguns autores e notavelmente Allen (a) con
sideram uma das mais notáveis causas de insu
cesso da Bacterioterapia — ou ineficácia absoluta, 
ou excesso de reacção - a falta de exatidão no 
DOSEAMENTO das emulsões. Os ingleses teem mes-

(i) Ernest E. Glynn, Liverpool. «Improved methods 
of standardising bacterial vaccines in haemocytometer 
chambers». 

The Lancet. April. 11. 1914. Pg. 1028. 
(2) E. N. Allen, Lond. «Vaccine Therapy. Its Theory 

and Practice» 1912. Pg. 122. 
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mo como principio — «Scientific vaccine therapy 
will be advanced by scientific exactness.» 

É por todos estes motivos que os bacteriolo-
gistas teem procurado o processo de tornar ao 
mesmo tempo rigorosa e prática a determinação 
do poder activo das vacinas, quere dizer,—de 
proceder ao seu DOSEAMENTO. 

Podem resumir-se a três os principais méto
dos empregados até hoje para o DOSEAMENTO das 
emulsões vacinais antigonocócicas : (*) 

0 método de Wright, o dos hematímetros e o das pesagens 

Método de Wright 

O método clássico por excelência, o primeiro 
e aquele que mais tem sido utilizado até hoje, é 
certamente o que Sir. Aim. Wright apresentou 
em 1902. Este autor, depois de ter procedido a 
numerosos estudos relativos ao método de con
tagem dos glóbulos sanguíneos existentes em 
uma certa quantidade de sangue, teve a ideia 
de aplicar o mesmo método à contagem dos 
microorganismos existentes numa emulsão va-

(!) O método da ansa titulada de Buchner, que se em
prega usualmente para o Doseamento das vacinas anties-
tafilocócicas, não pôde ser utilisado no nosso caso, por 
ser muito inexato. 
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cinal. Este método que exige a prévia emulsão 
do agente, consiste essencialmente em determi
nar o número relativo de microorganismos e de 
glóbulos rubros contidos em uma mistura em 
partes iguais de emulsão vacinai e de sangue 
humano. Desde que o número de glóbulos ru
bros existentes normalmente no sangue é co
nhecido—5 milhões por mm. c —o número de 
bactérias contido eml .c . c. de emulsão pôde ser 
facilmente deduzido. 

O método de Wright consiste pois, em uma 
contagem de micróbios por comparação. 

A sua execução prática compreende vários 
tempos que podemos para maior facilidade de 
exposição, dividir em 3 partes : 

1 / parte — Preparação dos elementos indis
pensáveis : 

a) A pipeta de Wright, que não é mais do 
que uma pipeta vulgar de Pasteur, terminada 
inferiormente por um tubo capilar bastante ex
tenso, e tendo adaptada na extremidade supe
rior uma tétine de cauchu. Na extremidade 
afilada marca-se, a uma pequena distância da 
ponta —1 a 2 cm.—um traço de tinta, o que 
constituirá a unidade de volume. 

6) Lâminas de vidro para preparações mi
croscópicas, perfeitamente polidas, desengordu
radas e secas. 

Para assegurar o que, se procede assim : 
a) lavam-se as lâminas em uma solução de 



104 

ácido clorídrico a 20 o/0, durante 8 minutos, era 
seguida 

6) lavam-se em agua distilada, depois dei-
xam-se durante 5 minutos em acido sulfúrico 
afim de destruir toda a substância orgânica, 

c) e conservam-se depois de as ter lavado 
com agua distilada, em uma mistura de alcool 
e éter, em partes iguaes. A perfeita e completa 
polidês das lâminas, tem uma importância má
xima, pois que é primacial condição para a dis
tribuição uniforme dos microorganismos e para 
a sua contagem exacta. 

d) Uma solução de citrato de sódio a 2 % 
para juntar ao sangue e evitar a sua precipita
ção rápida ao misturá-lo com a emulsão. 

d) Corante de Leishman que é de uso cor
rente em qualquer laboratório. 

e) Um microscópio, sendo a ocular marca
da por dois diâmetros em angulo recto. 

f) Finalmente, uma pequena quantidade de 
sangue humano que pôde ser obtido na ocasião 
por meio de picada num dedo, e um frasco es
terilizado contendo a emulsão microbiana cujo 

(l) Almroth E. "Wright—«Method of Determining 
under the Mioroscop the number of micro-organismes con
tained in a Bacterical culture». 

The Lancet. July. 5. 1902. n Pg. 11. 
R. W. Allen. (Lond.) «Vaccine Therapy its theoryand 

practice.» The stardardization of the vaccine. P. 96. 
D, W. Carmalt Jones «Therapeutic. Inoculation.» 
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DOSEAMENTO se pretende fazer. Esta emulsão não 
é mais do que o eulot microbiano obtido como 
já indicamos, adicionado de uma determinada 
quantidade de soluto de fluoreto de sódio e sub
metido em seguida a uma agitação manual ou 
mecânica durante 1 hora, afim de facilitar a ho-
mogenização. 

2." parte—Execução de mistura: 
a) Com a pipeta capilar de Wright passada 

rapidamente pelo bico de Bunsen, e exercendo 
uma ligeira pressão na tétine e descomprimin-
do-a em seguida a pouco e pouco, aspira-se, 1 
ou 2 volumes (medidos pela unidade de volume 
marcada na pipeta) do soluto de citrato de sódio, 
depois uma pequena bolha de ar, seguidamente 
1 volume de sangue, nova bolha de ar e final
mente 1 volume da emulsão. 

b) O todo é expulso sobre uma das lâminas 
de vidro, e bem homogeneizado por sucessivas 
aspirações e expulsões feitas com a pipeta. 

c) Executada o melhor possível a mistura 
dos 3 componentes, dividimo-la em 2 partes 
sensivelmente iguais, e estendêmo-las cuidado
samente em 2 lâminas, passando-as uma pela 
outra. 

d) As 2 preparações mais ou menos unifor
mes, secam-se ao ar, coram-se com o Leishman 
durante 3 minutos, e em seguida, cobrem-se com 
água distilada que se rejeita ao fim de 15 mi
nutos. 

e) As preparações são agora lavadas com 
8 
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água distilada e enxutas com papel de filtro. E 
só agora se procede à 

3.a parte — Contagem propriamente dita. 
a) Coloca-se uma das preparações na platina 

do microscópio. Como a ocular tem gravados 2 
diâmetros em ângulo recto, o campo micros
cópico aparece-nos dividido em 4 quadrantes. 
Assim, a contagem é muito simplificada. Men
talmente, divide-se a superfície da preparação 
em 9 áreas iguais como facilmente se percebe 
pela figura junta: 

1 2 3 4 

5 6 7 8 

9 10 11 12 

13 14 15 16 

Em seguida conta-se um campo microscó
pico em cada um dos ângulos indicados, e as
sim é contado um total de 16 campos. 

b) O número de glóbulos rubros contados 
em cada ângulo é apontado em uma coluna ver
tical, e o de microorganismos em outra. Soma-
se cada coluna e assim se obtém o número de 
glóbulos e de bactérias contados em 16 campos 
microscópicos. 

c) Isto mesmo é executado com a outra pre
paração e os dois resultados são somados. Es
tes 32 campos contados podem ser considerados 
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suficientes para dar uma conta bastante exa
cta. 

O cálculo faz-se assim : Suponhamos que a 
soma dos glóbulos rubros contados nos 32 cam
pos é igual a 555, e a dos gonococos contados 
nos mesmos 32 campos é igual a 60, logo 555 
glóbulos rubros correspondem a 60 gonococos. 
Mas se 1 me. c. de sangue contem 5000.000 de 
glóbulos rubros, e nós tomámos para fazer a 
preparação volumes iguais de sangue e de emul
são, a 5000.000 corresponderão X gonococos — 
X = 5 ^ ^ =540.540. por me. c , portanto a 
1 c. c. correspodem - 540.540.000, isto é, 1 c. c. 
da emulsão bacteriana examinada contem apro
ximadamente (despresando as fracções) 500 mi
lhões de gonococos. 

Como se vê, o método de Wright é muito 
engenhoso e aparentemente simples. Todavia 
na prática, torna-se por vezes de mui difícil 
execução. Entretanto, foi durante alguns anos 
o único utilizado para o doseamento das vaci
nas, porém, desde que se reconheceu a irregu
laridade dos seus resultados e os erros grossei
ros a que por vezes conduzia foi quási comple
tamente posto de parte e substituído por outros 
de mais confiança e mais simples, e hoje, ape
nas por curiosidade é empregado. 
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É sobretudo a Harrison e a Leishman (') 
que se devera os estudos sobre o método de 
Wright, e o conhecimento dos resultados ine
xactos a que o seu emprego conduz. Estes auto
res examinando a mesma preparação por dife
rentes vezes chegaram a obter diferenças de 
50 a 100%! 

Os principais factores que parecem intervir 
na inexactidão do método, são: 

1.°—A dificuldade em conseguir uma per
feita preparação, em que a relação dos glóbulos 
e dos gérmenes seja uniforme. 

2.°—A aglutinação que frequentemente ocor
re e que leva a grandes diferenças na numera
ção dos microorganismos. 

3.°—A parte representada pela acção bacte-
riolílica do fluido sanguíneo que conduz quási 
sempre a uma baixa do número de germens. 

4.°—A possibilidade de, ao proceder à cora
ção e às lavagens da preparação uma parte das 
bactérias ser arrastada, e ainda os glóbulos 
ficarem à superfície e ocultarem os micróbios. 

Por todas estas razões, o método de Wright 
não merece uma grande confiança, e por isso 
mesmo é substituído com vantagem por qualquer 
dos que vamos apresentar em seguida. 

(') W. S. Harrison. — Maj. Leishman. —«The blood 
changes following typhoid Inoculations.» 

Journal Royal Army Medical Corps. 1905. v P. 1. 
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Pelo que diz respeito ao seu emprego com o 
fim de dosear os gonococos existentes nas vaci
nas que preparámos, devemos dizer que o ten
támos, mas com tal insucesso, que renunciámos 
absolutamente a seguí-lo. 

Método dos hematímetros 

O método mais simples e mais sciêntifico de 
doseamento das emulsões vacinais é o da con
tagem directa dos microorganismos por qual
quer dos hematímetros. 

Este método é perfeitamente similar ao que 
é utilizado para a contagem dos glóbulos do 
sangue e além de se fundar nos mesmos princí
pios, emprega-se o mesmo instrumental que tão 
conhecido é. 

Por isso, não nos deteremos em supérfluas 
explicações teóricas e descritivas. Apenas dire
mos que para executar o método são necessá
rios os seguintes elementos : 

1.°—Uma solução corante para, corando os 
gérmenes, os fazer sobressair de modo a pode
rem ser contados. 

2.°—Unia pipeta capilar de vidro destinada 
a fazer os transportes dos líquidos que entram 
na operação. 

3.°-- Uma câmara de contagem com a res
pectiva lamela. 

4.°—Um microscópio completo. 
Como no MÉTODO DE WRIGHT, exige-se aqui 
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igualmente a emulsão prévia do agente. Já in
dicámos como se preparava. 

Este método foi apresentado pela l,a vez, em 
1908, por Mallory e Homer Wright que empre
garam como câmara de contagem um hematí-
metro de ~- mm. (altura da câmara), uma la
mela plana, uma ocular a seco, e sem solução 
corante. 

Também em 1908 Leth Murray usou o herna-
tímetro comum ou conta-glóbulos Thoma-Zeiss 
de ~ mm., uma lamela ordinária que apesar de 
escolhida não era opticamente plana, e uma so
lução de Giemsa fraco. 

Para diminuir os defeitos que estes proces
sos apresentavam, Glynn e Cox em 1911 utili
zaram a câmara Helber de ~~ mm., com uma la
mela especial opticamente plana e rígida, e uma 
solução fraca de carbol-tionina. 

Em 1912, os irmãos Scott (*) empregaram 
uma câmara parecida com a de Thoma-Zeiss, 
mas diferindo desta em ser de •—• mm. de altu
ra em vez de -i- mm., o objectivo de imersão e 
uma solução de Giemsa. 

Ainda em 1914 Glynn introduziu algumas 
modificações, mas estas só na espessura da la
mela e na sua distância á objectiva. 

(') T. Eodley Scott and G. Eodley Soott. «Stardardisa-
tion of Vaccines». 

The Lancet. 1.» vol. 1912. Pg. 880. 
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Como se vê, várias câmaras de contagem 
tem sido utilizadas e bem assim várias soluções 
corantes. 

Das câmaras, temos a de Toma-Zeiss de ^ 
mm., a de Helber de ~ mm. e a de Scott de 

4 Qual destas será a mais conveniente? 
Difícil será dizer porque todas elas são muito 

próprias. Glynn (x) afiança que a de Helber de ^ 
mm. deve ser a preferida pois que facilita muito a 
contagem, porque, alem de outras razões, utiliza 
menos quantidade de fluido, e devido à menor 
altura da câmara, as bactérias não só conservam 
os seus movimentos brownianos durante me
nos tempo, mas aderindo mais facilmente à face 
inferior da lamela, fixam-se, e contam-se assim 
mais facilmente. 

Todavia exige uma câmara especial, o que 
não sucede empregando, por exemplo, o conta-
glóbulos Thoma-Zeiss que existe em todos os la
boratórios, e que por isso, é muito mais eco
nómico. 

Quanto à de Scott (a) de ~ , possuindo as van
tagens da de Helber, tem ainda sobre esta a 
conveniência de facilitar os cálculos e também 
a de ser muito mais barata. 

(!) Ernest E, G-lynn. «Standardising of vaccines by 
Haemocytometer Methods». The Lancet. April-11-1914. 
Pg. 1028. 

(2) G. Eodley Scott, ut. supra. 
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Afigura-se-nos a mais conveniente de todas, 
e por isso descreveremos em breve o seu em
prego. . 

Relativamente às soluções corantes, áqual 
das que teem sido indicadas —giemsa, carbol-
tionina, violeta de genciana, azul de metileno, 
etc., devemos preferir? 

A de carbol-tionina dilui muito bem, é isenta 
de precipitado, e cora mais intensamente, mas 
determina quási sempre a aglutinação das ba
ctérias. 

A de violeta de genciana e a de azul de me
tileno são recomendadas por Allen, (') mas teem 
o defeito de precipitarem muito rapidamente e 
embaraçarem a contagem. Depois, conservam-
se mal. 

Resta-nos a de Giemsa, que, se precipita al
gumas vezes, e neste caso filtra-se, em compen
sação, não aglutina os micro-organismos. É por 
isso a que preferimos, aconselhando todavia 
também a de carbol-tionina que é igualmente 
muito útil. 

A pipeta que se utilisa é a mesma qual
quer que seja o processo empregado. 

Eis, como na prática se executa; mas antes, 
temos de considerar o material operatório: 

1.°—Uma câmara de contagem de T-- mm. 
de altura, e a respectiva lamela opticamente pla
na e rígida. 

(>) IÎ. W. Allen. Ut. supra. Pg. 99. 
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2.°—Solução corante: 
Giemsa — Giemsa 5 p. Cloreto de sódio 0, 

1 p. Formalina 4 p. Água distilada 100 p. Fil-
tra-se e esteriliza-se. 

ou Carbol-tioiíina - Sol. Mãe A —Tionina 
(Grubler) saturada em alcool absoluto. Sol. Mãe 
B—soluto a 1 % de acido carbólico em água. 

Antes de usar toma-se 1 p. da solução A 
para cerca de 40 p. da sol. B. A concentração 
varia de resto para cada agente. Para o gono-
coco é de 1/i0. 

3.°— Uma pipeta capilar ordinária de vidro, 
esterilizada, marcada com um traço de lápis a 
uma certa altura - é a unidade do volume. 

4 . ° - Dois vidros de relógio, esterilizados e 
secos. 

E' claro, todo este material absolutamente 
lavado e enxuto, e isento o mais possível de 
poeiras. 

Posto isto, passa-se à operação propriamen
te dita: 

a) Filtram-se pelo papel Chardin algumas 
gotas da solução corante para um dos vidros 
de relógio. 

b) Com a pipeta toma-se 1 vol. da emulsão 
bacteriana previamente agitada, e 1 vol. da so
lução corante e misturam-se no outro vidro de 

' relógio. 
c) Toma-se uma gota desta mistura, e colo-

ca-se na câmara de contagem, tendo o cuidado 
em que o líquido a ocupe completamente. 
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A seguir, cobre-se com a lamela que deve 
ser absolutamente pulida. 

d) Coloca-se na platina do microscópio, dei-
ta-se uma gota de óleo de cedro, foca-se com o 
objectivo de imersão e examina-se. 

e) Contam-se os gonococos existentes, por 
exemplo, em 50 quadrados. Suponhamos que a 
soma dos micróbios contados é igual a X : mul-
tiplica-se por 2 da diluição, por 40.000 da área 
do quadrado em mm. e por 1000 para referir o 
resultado ao mm. c —o total divide-se por 50. 
Assim, temos X x 2 x 40.000x1.000 T 50= 
1.600.000 X por c. c. Assim, se obtém facilmente 
o número de gonococos por c. c. 

O método é, como se vê, muito fácil e rápido 
e o resultado bastante rigoroso e uniforme. 

Todavia requere o agente microbiano absolu
tamente independente, não aglutinado, o que 
muitas vezes não sucede, por exemplo, com o 
gonococo, e assim o resultado é menos exacto. 

Entretanto é muito empregado, e sobretudo 
quando o agente se emulsiona bem e não aglu
tina, os resultados obtidos pela contagem são 
dignos de confiança. 

Pode utilizar-se também o conta-glóbulos de 
Thoma-Zeiss Ç), e a operação realisa-se simi-

(!) D. Leith Murray. «The Standardisation of Vacci
nes». British Medical Journal. 1908. I. Pg. 685 e 1933.1. 
Pg. 717. 

The Lancet. 1908.1. Pg. 790 e 915.1. 894. 
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larmente, a diferença está somente nas contas, 
mas o processo a seguir,—igual ao que se uti
liza para contar glóbulos de sangue é já sufi
cientemente conhecido, para o não repetirmos 
aqui. 

Merece ainda ser mencionado um processo 
muito seguido em Itália e devido ao Prof. Vala-
gussa (') de Roma, que utiliza uma câmara de 
contagem comum, e ao mesmo tempo uma ansa 
de platina calibrada. 

Método das pesagens (2) 

Este método de doseamento das emulsões 
vacinais, de todos o mais moderno, não exigin
do a emulsão prévia do agente, e podendo apli-
car-se a iodos os micro-organismos, foi ideado 
e empregado pela primeira vez por Wilson e 
Dickson. 

Consiste essencialmente em determinar com 
todo o rigor o peso do eulot microbiano, isto é, 
do resíduo lavado das colónias microbianas, ob
tido como a pg. 99 deixámos dito, e aplicando 
uma tabela própria que nos dá a correlação en
tre o número de microorganismos e o peso em 
miligramas do resíduo microbiano, facilmente 

(') Francesco Valagussa, «Un método di rápida valw-
tazione del contenuto in germi dei vaccini». 

II policlínico— 25 out. 1914. Fase. 43. Pg. 1605. 
(~) Gravimetric method ingl. 
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se calcula o número total de agentes microbia
nos contidos num certo peso de culoí. 

Este método tem, como vemos, por base in
dispensável uma tabela que se deve aos próprios 
autores do método, para a composição da qual 
se entregaram a delicados estudos comparando 
os resultados obtidos doseando uma mesma 
emulsão de cada microorganismo pelos 3 méto
dos de doseamento. Pelo que diz respeito ao 
gonococo de Neisser os referidos autores che
garam à conclusão de que 1 mgr. de resíduo 
seco corresponde a 4.500 milhões de gonococos, 
emquanto o mesmo peso de resíduo húmido 
corresponde apenas a 500 milhões. 

Corno dissemos determina-se o peso do culot 
microbiano. 

Ora este peso pode referir-se ao culoí hú
mido ou seco que, como vimos, apresentam di
ferenças de peso muito notáveis. 

Assim, o método de doseamento por pesa
gens tem diferente execução segundo se utiliza 
o resíduo seco ou não. 

Eis como praticamente se executam : 
1.° — CASO EM QUE SE UTILIZA O RESÍDUO SECO: 
É o método de Wilson e Dickson (') na sua 

pureza. Para a sua execução necessita-se do 
seguinte material. 

I1) W. James Wilson and Charles Dickson. «A rapid 
gravimetric method of standardising vaccines.» 

Journal of Hygiene. May 3-1912. T." 1. vol. xn. P. 56. 
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1.°) Uma lâmina de platina de forma qua
drangular, medindo 3 x 5 cm. de lado. 

2.°) Um pequeno tubo de vidro, arrolhado de 
algodão, esterilizado. 

3.") Uma câmara especial de dessecação que 
consiste em uma garrafa ou balão de larga 
abertura, a qual é obturada por uma rolha de 
cauchu atravessada por 2 tubos de vidro um 
dos quais se liga a uma bomba aspiradora 
Sprengel ou directamente, ou por intermédio 
do condensador Liebig, emquanto que o outro, 
tem uma torneira, e está ligado a uma ampula 
terminal contendo algodão hidrófilo que actua 
como filtro quando, no fim da operação, o ar é 
admitido no dessecador. 

Posto isto trata-se de operar. 
a) Por meio de pinças toma-se a lâmina de 

platina e aquecendo-a à chama de um bico de 
Bunsen, leva-se ao rubro. Depois do que se en
rola e se introduz no tubo de vidro que se 
arrolha. 

b) Em seguida pesam-se cuidadosamente 
numa balança de precisão, levando o cálculo 
até às centésimas. 

c) Passado o tempo suficiente para a lâmina 
de platina arrefecer completamente, retira-se 
do tubo de vidro, desenrola-se, e tomando com 
uma espátula de platina o eulot microbiano, 
espalha-se à superfície da lâmina de platina. 
Depois do que se enrola novamente e se intro
duz no tubo de vidro. 
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d) O tubo é então colocado no aparelho de 
dessecar e este, por sua vez coloca-se ou numa 
estufa de ar quente, ou melhor em banho maria 
a 50° c , enquanto que a bomba Sprengel é pos
ta a funcionar. 

e) A dessecação completa é obtida em me
nos de 15 minutos; então abre-se cautelosa
mente a torneira que interceptava a comuni
cação com o exterior, e o ar é admitido a pouco 
e pouco no balão de dessecação afim de arrefe
cer o tubo e a lâmina nele contidos. 

f) Estes últimos são novamente pesados com 
todo o cuidado em uma balança muito sensi-
vel, e o valor da produção bacteriana é rigoro
samente determinado pela diferença entre o peso 
agora obtido, e o que foi achado na primeira 
pesagem, (b) 

g) Depois de determinado o peso do resíduo 
microbiano, seco, a lâmina de platina é retirada 
do tubo, desenrolada, e colocada em uma pe
quena cuvette de porcelana, esterilizada. Com 
um pequeno pilão humedecido na extremidade 
inferior com água distilada, ou mesmo com 
uma simples vareta de vidro, esterilizada, fric-
ciona-se, procura-se desagregar o resíduo seco, 
e vae-se juntando a pouco e pouco soro fisio
lógico ou melhor, soluto de fluoreto de sódio 
até obter uma emulsão uniforme. Em menos 
de 5 minutos a emulsão está perfeita e com
pleta. 

A quantidade total de solução cloretada ou 
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fluoretada empregada não é arbitrária; depende 
do grau de concentração que nós queremos dar 
à emulsão vacinai mãe. Em regra, juntam-se 
primeiramente, gota à gota 5 c. c , e depois é 
que se adiciona a quantidade necessária para 
que o grau de concentração corresponda a 500 
ou 1000 milhões de gonococos por c. c. 

2.°— CASO EM QUE SE UTILIZA o RESÍDUO HÚMIDO : 
Neste caso não se necessita de material ope

ratório especial, a não ser 1 ou mais (conforme 
a quantidade do culot) pequenos e finos tubos 
de centrifugação com rolhas de cauchu. 

Inicía-se a operação a partir do culot micro
biano que obtivemos depois de sucessivas lava
gens e centrifugações. 

a) Toma-se o culot por meio de uma pipeta 
de médio calibre esterilizada, e dissolve-se mais 
uma vez em alguns c. c. fluoretada contidos no 
tubo de centrifugação de que falámos, e coloca-
se este no respectivo aparelho que se faz accio
nar. Esta centrifugação deve ser um pouco de
morada—15 minutos, afim de que a separação 
da parte líquida da sólida, se faça mais nitida
mente. 

b) Depois disto, rejeita-se por meio duma 
pipeta fina toda a parte líquida separada, auxi
liando a sua exclusão por meio de papel de 
chupar. 

c) Procede-se agora à pesagem na balança 
de precisão do tubo contendo o culot, isento o 
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mais possível de liquido, e o resultado é cuida
dosamente registado. 

d) Seguidamente, com uma pipeta de médio 
calibre esterilizada retira-se do tubo de centri
fugação todo o eulot microbiano, e dilui-se em 
uma pequena mas certa quantidade de solução 
fluoretada (5 c. c.) contida em um frasco de ro
lha esmerilada, esterilizado. 

e) Livre do culot, o tubo de centrifugação é 
agora novamente pesado com todo o cuidado, e, 
pela diferença entre o peso agora obtido e o 
que obtivemos na l.a pesagem c), se determina 
o peso em mgr. da massa microbiana e do lí
quido que ainda conserva. 

f) Em seguida, ajunta-se à emulsão obtida 
d), a quantidade de sol. fluoretada suficiente pa
ra prefazer o grau de concentração exigido. 

Nós dissemos que a 1 mgr. de culot húmido 
correspondem 500 milhões de gonococos. Admi
tindo que o peso do culot foi de 150 mgr., nós 
temos, para obter uma emulsão cujo dosea
mento seja de 500 milhões por c. c , de lhe 
juntar 150 c. c. de sol. fluoretada. 

O método das pesagens tem, como do que se 
acaba de ver, facilmente se depreende, muitas 
vantagens sobre os outros métodos. 

Eis as principais : 
a) Com uma balança sensível, obteem-se re

sultados constantes. 
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b) É mais fácil e mais rápido do que qual
quer dos outros, e não envolve esforço dos olhos. 

e) Pode ser aplicado a culturas de todas as 
bactérias desenvolvidas em meios sólidos, quer 
deem emulsões uniformes quer não. Sendo a 
precaução principal a tomar neste método a de 
retirar as colónias da superfície dos meios sem 
raspar, e depois passá-las por sucessivas la
vagens. 

d) Ele reúne na mesma linha o doseamento 
das nucleo-proteinas com os outros medica
mentos. 

jQual dos processos devemos, porem, pre
ferir — o do doseamento do resíduo seco ou 
do húmido? 

O 1.°— resíduo seco —é talvez mais rigo
roso, mas é mais difícil e demanda um instru
mental especial e mais complicado e por isso 
mesmo mais caro. 

Quanto ao 2."—resíduo húmido—os seus 
resultados são muito suficientemente regulares, 
e é muito mais fácil, mais rápido e mais eco
nómico do que o 1.° É por conseguinte o que 
mais convêm para o DOSEAMENTO das emulsões 
vacinais em geral —sobretudo em grande escala 
— e particularmente para as antigonocócicas em 
que não tem aplicação fácil os outros métodos. 
É o que a nossa experiência permite aconse
lhar. A não ser nas primeiras vacinas que pre-

9 
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parámos, e em que empregámos os outros mé-
todoa de doseamento, o de Wright e o dos 
hematímetros, somente a titulo de estudo, nas 
restantes — 2 monovalentes e 2 polivalentes, em
pregámos sempre este 2.° processo—o das pe
sagens do eulot húmido, e os resultados que 
obtivemos foram esplêndidos. 

Devemos acrescentar que somos os primei
ros a empregar este processo para o dosea
mento das vacinas antigonocócicas. 

Como se concebe a adição duma certa quan
tidade de soluto fluoretado ao ealot microbiano, 
não basta para produzir uma boa emulsão. 
Torna-se necessário homogeneizar a mistura, e 
para isso procede-se à sua agitação. 

Esta pode ser manual, mas isso é além de 
moroso, pouco prático; assim, usam-se apare
lhos especiais — agitadores, mais ou menos en
genhosos. Nós usámos o agitador pertencente 
ao Laboratório Nobre, de construção nacional. 
É muito simples e muito prático, e os resulta
dos são perfeitos pois imprime ao frasco que 
contêm a emulsão um conjunto de movimentos 
eminentemente favoráveis para produzirem uma 
boa homogenização. A duração da agitação não 
se pode fixar —mas pode dizer-se que, em ge
ral, 2 a 4 horas bastam. 
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ESTERILIZAÇÃO 

Doseada e agitada, pois, a emulsão vacinai, 
resta proceder à sua esterilização, visto que, 
em uma emulsão assim preparada os gonoco-
cos teem ficado vivos e como as únicas vaci
nas antigonocócicas empregadas com o fim cu
rativo exigem a morte ou esterilização do agente 
— torna-se necessário matá-los, isto é, esterili
zá-los. 

Por conseguinte, a operação da esterilização 
tem por fim destruir por completo a vitalidade 
do agente. 

Esta destruição, é preciso dizê-lo, limita-se 
apenas à vitalidade do agente; todas as suas 
outras propriedades celulares se devem poupar, 
pois a eias se deve sobretudo o poder curativo 
das vacinas em que o agente microbiano está 
morto. 

Ha muitíssimos processos para realisar a 
esterilização. Desde Wright que se teem preco
nizado e experimentado variadíssimos proces
sos para efectuar a esterilização e ainda hoje, é 
uma questão muito controvertida pelos bacte-
riologistas. 

Todavia, para sintetisar, podemos reunir em 
2 grandes grupos os agentes até hoje utilizados 
para esterilizar os microorganismos : 

Agentes físicos (calor, frio, electricidade...) 
e agentes químicos (antissepticos principal
mente). Vamos apresentá-los : 
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CALOR 

A esterilização pelo calor ou melhor pelas 
altas temperaturas foi o 1.° processo a ser uti
lizado, e foi Wright quem o preconisou. 

Na infância da Baeterioterapia em que a 
técnica da preparação laboratorial não estava 
mais do que em estado embrionário, para pro
duzir a ESTERILIZAÇÃO o agente era submetido a 
uma temperatura de 100° em que o agente mor
ria com certeza, mas com a vida, destruíam-se 
todas as propriedades histoquímicas em que 
residem sobretudo as propriedades curativas 
das emulsões vacinais. 

Mais cuidados estudos mostraram que é pre
judicial atingir tam elevadas temperaturas, e 
que basta elevar ligeiramente a temperatura 
além do grau a que o agente perece, para que 
a sua esterilização seja assegurada. 

Assim, o gonococo morre a 50°. Para o este
rilizar basta submetê-lo à temperatura de 58° 
durante 30 a 45 minutos. Praticamente a esteri
lização realiza-se mergulhando o frasco conten
do a emulsão em um banho maria mantido à 
dita temperatura (58°) e durante 45 minutos. 

FEIO 

A acção do frio não tem sido muito aprovei
tada para a esterilização do gonococo, o que 
está, aliás, de acordo com a sua pequena sen
sibilidade a acção, das baixas temperaturas. 
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Todavia Nicolle e Blaizot usam para a es
terilização das suas vacinas a permanência na 
geleira a 0o durante 48 horas, afirmando que 
é o suficiente para se realizar a destruição 
completa da vitalidade do gonococo. Esta asser
ção briga um pouco com o conhecido facto que 
acima apontámos — pois, em verdade, o gono
coco resiste admiravelmente às baixas tempe
raturas. 

Que nós saibamos, a acção do frio não foi 
utilizada por outros bacteriologistas. 

ELECTRICIDADE — BAIOS ULTRA-VIOLETAS 

M. Maurice Renaud (') depois de interessantes 
experiências chegou à conclusão de que as ba
ctérias expostas às radiações duma lâmpada de 
quarto com desprendimento de vapores de mer
cúrio, durante 30 minutos, ficavam privadas das 
suas propriedades biológicas, enquanto que se 
conservavam intactas as suas propriedades his-
toquímicas e em particular a sua toxicidade. 

As bactérias assim submetidas, injectadas a 
indivíduos portadores da infecção respectiva, ti
nham a propriedade de determinar a aparição 
de anticorpos em altas doses, e assim, o poder 

(!) Maurice Eenaud. Communication à lá Académie 
des Sciences. Seance du 21. TU 1913. 

La Semaine Médical, 1913. P. 383. 
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curativo de tais injecções era considerável. 
Esta constatação levou o autor a fazer subme
ter á mesma acção emulsões vacinais e os re
sultados foram, segundo afirma, admiráveis, 
muito superiores mesmo, aos que se obteem 
com as vacinas esterilizadas pelo calor. 

Em França, com efeito as vacinas irradiadas 
gozam de certa fama. 

Nós não experimentámos este processo de 
esterilização, e assim, coisa alguma afirmamos. 

ANTISSEPTICOS 

Depois da acção do calor, é a acção dos an-
tissepticos que mais tem sido utilizada para a 
esterilização das vacinas. Levar-nos-ia longe a 
enumeração de todos os produtos químicos que 
teem sido preconisados. Eis alguns : acido féni-
co, fenol, toluol, lisol, formol, cresol, timol, 
glicerina, tintura de iodo, éter sulfúrico, cloro
fórmio, benzina, várias essências, etc. 

É claro, cada substância tem os seus adeptos; 
em todo o caso, pode dizer-se que o seu empre
go tende a diminuir porque vários inconvenien
tes do seu emprego como esterilizantes, se tem 
registado. Destes, os mais notáveis são:—1.° o 
tornar muito dolorosa a injecção, e 2." atenuar 
â la longue o valor curativo da vacina. 

Compreende-se que a presença do antisse-
ptico no líquido vacinai determine os maus efei-
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tos que lhe atribuem. Estes são já evitados 
quando se emprega um antisseptico volátil, co
mo, por exemplo, o éter sulfúrico. 

Este foi utilizado com grande sucesso pelo 
Prof. Vincent para a esterilização das vacinas 
antitíficas e o seu emprego rapidamente se ge-
neralisou a outras vacinas. Nós tivemos tam
bém a ideia de o empregar para a esterilização 
das nossas emulsões e com muita vantagem, 
devemos dizê-lo. 

O éter têm, com efeito, a propriedade de es
terilizar uma emulsão bacteriana quando per
manece durante algum tempo em contacto com 
ela, depois, não só favorece a emulsão, mas é 
de emprego fácil e o que mais é, parece dar 
logar a combinações bastante estáveis, pois que, 
evaporado com cuidado, a vacina conserva 
ainda um leve odor, embora o principio antis
septico tenha desaparecido. A persistência desta 
trace de éter pareceu-nos tornar as vacinas 
particularmente assimiláveis, indolores, e asse
gurar ao mesmo tempo a conservação da va
cina. Depois, o eíer respeita integralmente as 
propriedades curativas das vacinas. Donde se vê 
que o seu emprego é muito útil. 

Praticamente a esterilização pelo éter reali-
sa-se assim : 

a) A emulsão vacinai é colocada em um 
frasco com rolha esmerilada, e provido de uma 
tubuladura lateral. 

b) Adiciona-se-lhe o seu volume de etér sul-
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fúrico puro e abandona-se a si mesmo durante 
24 horas, tendo o cuidado de agitar o frasco de 
tempos a tempos. Ao juntar o éter à emulsão, 
aquele por ser menos denso ocupa a parte su
perior do frasco, sem se misturarem. Agitando 
a mistura, os grumos microbianos que ocupa
vam o fundo do vaso antes da junção do éter, 
vêem à superfície e conservam-se na zona de li
mitação dos dois líquidos, ficando assim subme
tidos os gonococos à acção directa do antis-
septico, o que é de grande vantagem. 

c) Passadas as 21 h. retira-se por decanta
ção a maior parte do éter e o resto é evaporado 
por meio duma máquina pneumática, tendo o 
cuidado de mergulhar o frasco em água morna 
para evitar a congelação. A operação deve con-
siderar-se terminada quando se vê destacarem-
se grandes bolhas da emulsão, o que significa 
que o éter está todo evaporado e a máquina 
aspira o ar dissolvido na emulsão. É, como se 
vê, um processo muito fácil de realisar. 

De todos estes processos de esterilização, 
experimentámos o da acção do calor e o dos 
antissepticos. 

As vacinas monovalentes n.os 11.075 e 11.300 
do registo do Laboratório do Prof. Alberto de 
Aguiar, foram esterilizadas pelo calor, e bem 
assim a polivalente A, ao passo que a mono
valente registada com o n.° 11.311 e a poliva-
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lente B foram esterilizadas pelo éter. Em qual
quer dos casos o resultado foi excelente e 
comquanto não possamos afirmar que um é su
perior ao outro, porque as nossas Observações 
não poderam, infelizmente, ser mais numerosas, 
— pareceu-nos que as vacinas esterilizadas pelo 
eíer são particularmente assimiláveis, absoluta
mente isentas de reacção e perfeitamente indo
lores. 

Qualquer dos dois processos é recomendável. 
Nós, apesar de tudo, preferimos o do éter. 

O efeito da esterilização deve ser sempre 
controlado, praticando para isso uma semen
teira de algumas gotas da emulsão em um ou 
dois tubos de meio próprio, que devem ficar 
absolutamente estéreis. 



CAPITULO V 

Conservação das vacinas 

Depois de terminada a esterilização, a emul
são microbiana deve considerar-se já uma va
cina. Torna-se necessário assegurar a esta não 
só a conservação das suas propriedades, mas 
ainda preservá-las de toda a contaminação aci
dental ulterior por qualquer micróbio banal. 
É agora que as substâncias'antissepticas teem 
emprego conveniente. Assim, a emulsão vacinai 
é adicionada duma pequena quantidade ou de 
toluol, ou de lisol (Wright-Leishman) ou de 
ácido fénico (Kolle) ou de tricresol ou qualquer 
outro. 

Nós preferimos usar o lisol a 0,4 % ou o 
tricresol a 0,25 %. tendo sido este último o que 
mais empregámos. 

Depois da adição do antisseptico conserva
dor deve dar-se uma agitação manual à emul
são vacinai. Feito isto, a vacina está prepara^-
da para ser injectada na certeza de que para 
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produzir os vários graus de concentração re
quisitados para a clínica, se procede às di
luições que se fazem agora em soro fisiológico. 
A emulsão mãe é conservada em frasco de ro
lha esmerilada, na geleira. 

E de toda a conveniência distribuir desde 
logo o líquido vacinai em ampolas esterilizadas 
em vária concentração. Nós fizémo-las de 5, de 
10, 15, 25, 50, 100, 100 e 1.000 milhões por cc , 
que são as doses que vulgarmente se utilisam 
na clínica. 



TERCEIRA PARTE 

PARTE CLINICA 



CAPÍTULO VI 

Parte clínica 

Independentemente da inocuidade e da sua 
estabilidade, qualidades indispensáveis sobre 
que seria supérfluo insistir, a qualidade primor
dial de uma vacina é a sua eficácia. 

Esta qualidade só pode ser apreciada pelos 
resultados experimentais do seu emprego : é o 
único processo de julgamento capaz de nos au-
torisar a ter uma convicção definitiva. 

Foi por isso que, comquanto o nosso traba
lho tivesse uma feição essencial de estudo de 
investigação laboratorial, achámos conveniente 
fazer nós próprios a clínica das vacinas que 
preparámos. Dedicámos-lhe todo o nosso cui
dado e atenção e todo o tempo que tínhamos 
disponível. As observações pessoais foram fei
tas e redigidas com toda a minudência, todavia, 
vemo-nos obrigados para não estendermos de
masiadamente o nosso trabalho, a apresentá-las 
aqui em resumo. 



136 

—Todas as secreções dos nossos doentes 
foram cuidadosamente analisadas ou nos labo
ratórios da Faculdade de Medicina, ou no do 
Prof. Alberto de Aguiar ou ainda no do Hospi
tal Militar. Assim, não especificando o resul
tado, deve julgar-se que foi positivo, quere dizer, 
que a analise revelou a existência de gonococos. 

— Todas as injecções foram praticadas na 
região nadegueira nos pontos clássicos. 

—As vacinas foram injectadas nas diversas 
doses que vão indicadas e sem adição alguma, 
a mais, de soro fisiológico. 

— Ao mesmo tempo que se fez o tratamento 
vacinai — o tratamento interno por assim dizer, 
não deixou de fazer-se também o tratamento 
local pelos antissepticos. 

— As injecções foram praticadas com inter
valos variáveis que só o exame do doente po
dem marcar. 



OBSERVAÇÕES 
Uretrites agudas e crónicas 

OBSERVAÇÃO I 

M. A. D., 23 anos, sold. Hospital Militar. Bui. 6.798. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágicá aguda. 
Tratamento —Desde 5 a 21-IV—5 injecções de 

autovacina. (N.° 11.311. Lab. Aguiar). 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Injecções indolores. Sem reacção alguma. 

Total de gonococos injectados — 80 milhões. 

OBSERVAÇÃO II 

J. M., 22 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.355. 
Diagnóstico — Uretrite bleuorrágicá aguda. 
Tratamento — Desde 4 a 25-111 — 5 injecções da 

vacina monovalente n.° 11.075. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Injecções indolores. Cura obtida depois de 

injectados 65 milhões de gonococos. Sem reacção. 

OBSERVAÇÃO III 

K. S. M., 22 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.608. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágicá aguda. 

10 
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Tratamento — Desde 8 a 23-111 — 4 injecçOes da 
vacina monovalente n.° 11.075. 

Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Sem reacção alguma. À cura foi obtida de

pois de um total de 50 milhões de gonococos inje
ctados. 

OBSERVAÇÃO IV 

M. F. P., 21 anos, sold. H. Militar. Bui. 7.007. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento — Desde 13 a 24-IV— 4 injecções da 

vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.—Sem reacções. Soma dos gonococos injecta

dos— 55 milhões. 

OBSERVAÇÃO V 

M. B. C, 26 anos, sold. H. Militar. Bui. 7.108. 
Diagnóstico—Uretrite gonocócica aguda. 
Tratamento — Desde 22-IV a 8-V— 5 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.—Soma dos gonococos injectados —100 mi

lhões. 
OBSERVAÇÃO VI 

A. P. P., 26 anos, sold. H. Militar. Bui. 7.157. -
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento—Desde 22-IV a 3-Y—4 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.—Soma de gonococos injectados — 80 milhões. 
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OBSERVAÇÃO VH 

J. P., 26 anos, estudante. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica (?) aguda. 
Bacteriologia — Numerosos diplococos tomando 

o Gram. 
Tratamento —Desde 2 a 9-1V—3 injecções. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Soma de gonococos injectados—30 milhões. 

OBSERVAÇÃO VIII 

L. J. G. C, de 29 anos, 1.° cabo. H. Militar. Bui. 
7.214. 

Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento —Desde 30-IV a 18-V — 6 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Leve reacção geral á 7.* inj.— Soma de 

gonococos injectados — 405 milhões. 

OBSERVAÇÃO IX 

A. C, 21 anos, sold. H. Militar. Bui. 7.219. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento —Desde 29-IV a 12-Y — 5 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs. — Soma de gonococos injectados — 10& 

milhões. • 
OBSERVAÇÃO X 

M. M. O., 30 anos, sold. H. Militar. Bui. 7.322. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
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Tratamento — Desde 8 a 21-V —5 injecções da 
vacina polivalente B. 

Resultado — Completamente curado. 
Obs.—Soma de gonococos injectados —130 mi

lhões. . 
OBSERVAÇÃO XI 

A. C, 22 anos, sold. H. Militar.'Bui. 6.013. 
Diagnóstico — Ilretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento — Desde 24-11 a 4-III — 3 injecções 

da vacina monovalente n.° 11.075. 
Resultado — Completamento curado. 
Obs.— Dose total de gonococos injectados — 30 

milhões. 
OBSERVAÇÃO XII 

J. P., 27 anos. Doente e Obs. a Dr. Castro Hen
riques. 

Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica. 
Tratamento—Desde 23-IV a 6-V— 6 injecções 

da vacina polivalente A. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Soma dos gonococos injectados — 200 mi

lhões. 
OBSERVAÇÃO XIII 

J. A. G., 21 anos, sold. H. Militar. Bui. 5.662. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica. 
Tratamento — Desde 4 a 15 III — 4 injecções da 

vacina monovalente n.° 11.075. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Soma dos gonococos injectados — 50 mi

lhões. 
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OBSERVAÇÃO XIV 
A. K. C, 23 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.012. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica. 
Tratamento — Desde 9 a 19-III —3 injecções da 

vacina monovalente n." 11.075. 
Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Soma de gonococos injectados — 30 milhões. 

Cistites.Orqui-epididimites. Prostatites. 
OBSERVAÇÃO XV 

J. S., 23 anos, 1." cabo s. Hospital Militar. Bui. 
6867. 

Diagnóstico — Uretrite e cistite agudas. 
Tratamento — Desde 12 a 29-IV — 5 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Cura da cistite e da uretrite. 
Obs.—Sintomas febris cederam á 2.* iuj. A cis

tite curou primeiro que a uretrite. Total de gonoco-
eos 105 milhões. 

OBSERVAÇÃO XVI 

M. F. G., 21 anos, sold. Hospital Militar. Bui. 
7005. 

Diagnóstico — Uretrite crónica. Cistite aguda. 
Tratamento — Desde 12-IV a 4-V — 6 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Cistite e uretrite curadas. 
Obs.—A febre desceu depois da 1." inj. O estado 

geral melhorou depois da 3.a. A cistite curou depois 
da 4A Soma de gonococos injectados —120 milhões. 
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OBSEEVAÇÃO XVII 

G. T. B., 22 anos, barbeiro. Obs. do Dr. Castro 
Silva. 

Diagnóstico — Uretrite e cistite crónicas. 
Tratamento —Desde 30-IV a 20-V — 7 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Muito melhorado. 
Obs.— A 1.* inj. determinou imediatas melhoras 

que se acentuaram depois. Comtudo a cura completa 
nâo foi obtida. 

OBSERVAÇÃO XVIII 

A. L., 24 anos. Doente. Obs. do Dr. Castro Hen
riques. 

Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda e or-
qui-epididimite direita. 

Tratamento — Desde 28-IV a 27-V (orquite des
de 26) —5 injecções da vacina poli val. A—Total de 
gonococos — 65 milhões. 

Resultado — Uretrite curada e a orquite abortada. 
Obs.— A uretrite mostrou-se a principio persis

tente, depois, desde que se declarou a orquite com 
sintomas agudos, foi feita a 6.a inj. que não só curou 
a uretrite, mas abortou por completo a orquite. 

OBSERVAÇÃO XIX 

J. P. M., 20 anos, estudante. Doente. Obs. do 
Dr. R. Seixas. 

Diagnóstico — Uretrite gonocócica crónica e or-
qui-epididimite aguda unilateral. 
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Tratamento —Desde 19 a 30-111 — 6 injecções 
da vacina monovalente n.° 11.075. 

Resultado— Orqnite curada e a uretrite melhorada. 
Obs.— As 1." injecções influenciaram manifesta

mente a febre e as dores. A orquite curou depois da 
4.1 inj. Soma de gonococos injectados — 440 milhões. 

OBSERVAÇÃO XX 

A. B. M., 19 anos, emp. comercial. Doente e Obs. 
do Dr. E. Seixas. 

Diagnóstico — Blenorragia aguda e orqui-epidi-
dimite unilateral. 

Tratamento — Desde 23 a 29-III — 4 injecções 
de vacina monovalente n.° 11.075. 

Resultado — Curado da uretrite e da orquito. 
Obs.— A 1.* injecção determinou uma diminuição 

sensivel das dores que se acentuou depois da 2.a inj. 
Soma dos gonococos injectados — 220 milhões. 

OBSERVAÇÃO XXI 

M. M., 27 anos, emp. comercial. Doente e Obs. do 
Dr. R. Seixas. 

Diagnóstico — Uretrite gonocócica crónica e or-
qui-epididimite bilateral. 

Tratamento — Desde 22 a 30-V— 5 injecções da 
vacina polivalente A. 

Resultado — Cura radical da orquite e da uretrite. 
Obs.— A l.a inj. fez baixar a temperatura a 37° e 

diminuir as dores e o corrimento uretral. Em 8 dias 
o doente considera-se curado da orquite e também da 
uretrite que tinha ha 8 anos. 
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OBSERVAÇÃO XXII 

A. S. A., 23 anos, sold. H. Militar. B. 6.301. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrígica aguda e or-

qui-epididimite aguda esquerda. 
Tratamento — Desde 2 a 20-111 — 4 injecções da 

vacina monovalente n.° 11.075. 
Resultado — Orquite e uretrite curadas. 
Obs.— A extinção das dores expontâneas foi obti

da em menos de 24 li. A febre desceu a 37°. De
pois da 2.a inj. as dores á pressão diminuíram nota
velmente. A cura da orquito operou-se depois da 3.» 
inj. Total do gonococos inj. —40 milhOes. 

OBSERVAÇÃO XXIII 

C. F. 0., 23 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.478. 
Diagnóstico — Uretrite e orqui-epididimite blenor-

rágicas agudas. 
Tratamento —Desde 2 a 7 III —2 injecções da 

vacina monovalente n.° 11.075 —15 milhOes de go
nococos. 

Resultado — Orquite abortada e uretrite curada. 
Obs.— Ligeira reacção focal. Dores espontâneas e 

á pressão desaparecidas dois dias depois da 1." inj. 
Temperatura descida á normal. Cura em 8 dias. 

OBSERVAÇÃO XXIV 

M. B. g. A., 21 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.487. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica e or

qui-epididimite aguda direita. 
Tratamento - Desde 2 a 20 III — 3 injecções da 



145 

vacina monovalente n.° 11.075.— N.° de gonococôs 
inj. 30 milhões. 

Resultado — Orquite curada e uretrite melhorada. 
Obs.— A orquite foi rapidamente influenciada 

pelo tratamento vacínico. A uretrite mostrou-se mais 
rebelde. 

OBSERVAÇÃO XXV 

E., 25 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.511. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica e 

orqui-epididimite aguda direita. 
Tratamento — Desde 2 a 8-III — 2 injecções da va

cina monovalente 11.075. Gonococôs inj.—15 milhões. 
Resultados — Orquite e uretrite curadas. 
Obs.—A 1." inj. determinou a baixa da tempera

tura e o desaparecimento das dores espontâneas. Pas
sados 5 dias o testículo e epidídimo entraram em 
franca regressão. Cura obtida em 10 dias. 

OBSERVAÇÃO XXIV 

A. T., 20 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.523. 
Diagnóstico — Uretrite, cistite e orqui-epididi

mite blenorrágicas agudas. 
Tratamento — Desde 4 a 19-111 — 4 injecções da 

vacina monovalente 11.075. 
Resultado — Cura completa da uretrite, da cistite 

e da orquite. 
Obs.— A temperatura e dores cederam logo às 

primeiras injecções. A cura da orquite foi obtida em 
11 dias, a da cistite e a da uretrite em 13 dias. Soma 
de gonococôs injectados 50 milhões. 
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OBSERVAÇÃO XXVII 

A. C, 23 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.526. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica e or-

qui-epididimite aguda direita. 
Tratamento — Desde 2 a 8-III —2 injecções da 

vacina monovalente n.° 11.075.— N.° de gonococos 
inj.— 15 milhões. 

Resultado — Cura completa da uretrite e da or-
quite. 

Obs.— Neste caso a. uretrite curou primeiro do 
que a orquite, que aliás cedeu rapidamente também. 

OBSERVAÇÃO XXVIII 

A. C, 23 anos, sold. II. Militar. Bui. 6.666. 
Diagnóstico — Uretrite aguda e orqui-epididimite 

direita. 
Tratamento — Desde 13 a 26-111 —3 injecções 

da vacina polivalente B. Total de gonococos inj.— 30 
milhões. 

Resultado — Uretrite e orquite curadas. 
Obs.— Leve reacção à l.a injecção. Depois da 2.A 

a febre cedeu e as dores extinguiram-se. 

OBSERVAÇÃO XXIX 

A. T., 22 anos, sold. H. Militar. Bui. 6.914. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica e 

prostatite aguda. 
Tratamento — Desde 12 a 24-IV — 3 injecções 

da vacina polivalente B. 
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Resultado- Uretrite e prostatite completamente 
curadas. 

Obs.— A temperatura e dores baixaram depois da 
1." injecção. Soma de gonococos igual a 30 milhões. 

Vulvo-vaginites infantis 

OBSERVAÇÃO XXX 

A. S. J., 6 anos. Doente da consulta J. do H. 
Santo Antonio. 

Diagnóstico — Vuïvo-vaginite blenorrágica. 
Tratamento — Desde 3 a 42-IV — 4 injecções da 

vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curada. 
Obs.—As injecções perfeitamente toleradas. Soma 

total de gonococos injectados —180 milhões. 

OBSERVAÇÃO XXXI 

M. R. P., 8 anos. Doente da consulta J. do H. 
Santo Antonio. 

Diagnóstico — Vulvo-vaginite blenorrágica (?). 
Bacteriologia— Numerosos diplococos tomando o 

Gram. 
Tratamento — Desde 3 a 14-IV — 6 injecções da 

vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente curada. 
Obs.— Sem reacção alguma. Soma de gonococos 

injectados — 235 milhões. 
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OBSEEVAÇÃO XXXII 

M. A., 7 anos. Doente da consulta J do H. Santo 
António. 

Diagnóstico—Vulvo-vagipite blenorrágica. 
Tratamento — Desde 9 a 16-IV — 6 injecções da 

vagina polivalente B. 
Resultado — Completamente curada. 
Obs.— A ultima injecção determinou uma ligeira 

reacção. Cura obtida com 180 milhões de gouococos. 

Endometrites. Metro-anexites. 
OBSERVAÇÃO XXXIII 

A. A., 15 anos, criada de servir. Enf. 8 do H. 
Santo Antonio. 

Diagnóstico — Metro-salpingite de origem blenor
rágica. 

Tratamento — Desde 23-1V a 10-V— 9 injecções 
de vacina antigonocócica B. 

Resultado—Muito melhorada. 
Obs. — As dores desapareceram depois das pri

meiras injecções. Soma de gonococos injectados — 20 
milhões. 

OBSERVAÇÃO XXXIV 

J. de S. de 22 anos, criada de servir. Enf. 8 H. 
Santo Antonio. 

Diagnóstico — Metro-anexite blenorrágica aguda. 
Tratamento —Desde 27-III a 26-IV— 6 inje

cções da vacina polivalente B. 
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Resultado—Curada da metro-auexite. 
Obs. — Pelo Prof. Roberto Prias, foi dito que a 

doente já não necessitava de ser operada. Gonococos 
injectados — 680 milhões. 

OBSERVAÇÃO XXXV 

D. C, de 23 anos, doméstica. Enf. n.° 8 do H. S. 
António. 

Diagnóstico — Metrosalpingite esquerda. 
Tratamento — Desde 23 a 28-IV — 2 injeções. 
Resultado — Melhorada. 
Obs. —O tratamento não pôde ser completo por

que a doente desejou ter alta. 

OBSERVAÇÃO XXXVI 

M. C, 25 anos. Casada. Doente da consulta externa 
do Hospital de Santo Antonio. 

Diagnóstico — Endometrite gonocócica. 
Tratamento — Desde 3 a 21-Y—6 injecções de 

vacina poliv. B. 
Resultado — Muito melhorada. 
Obs.—Soma de gonococos injectados—7 20 milhões. 

Infecção gonocócica 

OBSERVAÇÃO XXXVII 

A. da C, 24 anos, fiandeira. Enf. n.° 12 do H. de 
Santo Antonio. 

Diagnóstico — Gonococia puerperal. 
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Tratamento—Desde 24 a 29-IV —3 injecções 
da vacina polivalente B. 

Resultado — Completamente curada. 
ObS. — A temperatura e o pulso modificaram-se 

logo após a l.a injecção. O estado gorai que era as
sustador ressentiu-se e beneficiou. A cura foi obtida á 
custa de 30 milhões de gonococos injectados. 

Artri tes 

OBSERVAÇÃO XXXVIII 

A. T., 44 anos. Doente e obs. do Dr. Couto Soa
res. 

Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda e ar
trite blenorrágica do joelho. 

Tratamento — Desde 4 a 12 — 6 injecções da va
cina poliv. A. 

Resultado — Curado da uretrite e da artrite. 
Obs.—A uretrite curada depois da 2." injecção, 

e o derrame articular estava reduzido a metade 8 dias 
depois do início do tratamento vacinai. 

APÊNDICE — Uretrites 
agudas e crónicas 

, OBSERVAÇÃO XXXIX 

C. T., 20 anos, estudante. 
Diagnóstico —Uretrite blenorrágica (?) crónica. 
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Bacteriologia — Numerosos diplococos tomando 
o Gram. 

Tratamento — Desde 10 a 26-V — 6 injecções 
da vacina polivalente B. 

Resultado — Melhorado. 
Obs.— A ardência desapareceu, porem, o corri

mento resistiu. Depois da 6.a injecção abandonou o 
tratamento. Total de gonococos injectados — 435 mi
lhões. 

OBSEEVAÇÃO XL 

J. M. B., 23 anos. Estudante. Auto-observação> 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica. 
Tratamento—Desde 25 IV" a 5 V.— 7 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado — Completamente nulo. 
Obs.— Ligeira reacção à 6." inj. 500 m.— Soma 

de gonococos injectados 1.180 milhões. 

OBSERVAÇÃO XLI 

A. T., 27 anos. Ourives. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica crónica. 
Tratamento — Desde 20-IV a 4-V— 6 injecções 

da vacina polivalente B. 
Resultado—Curado. 
Obs.—Soma de gonococos injectados—705 milhões. 

OBSERVAÇÃO XLH 

M. C. C, 20 anos. Corneteiro. H. Militar. B. 7.339. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento —Desde 12 a 17-V— 3 injecções da 

vacina poliv. B. 
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Resultado — Completamente curado. 
Obs.— Oura realisada em 6 dias. Total de gonoco-

cos injectados — 30 milhões. 

OBSERVAÇÃO XLÍII 

E. E. S., 21 ano, sold. H. Militar. Bui. 7317. 
Diagnóstico — Uretrite blenorrágica aguda. 
Tratamento — Desde 9 a 25-V — 4 injecções da 

vacina polivalente B. 
Resultado — Curado. 
Obs. —Soma dos gonoços injectados — 50 milhões. 

Quadro geral da estatística 

Resultados 
Doenças Casos 

Curados Melho
rados 

Insu
cesso 

Percentagem 
de curas 

Uretrites agudas . 20 20 100% 
Uretrites crónicas. 13 8 4 1 61,53 
Orqui-epididiuiites 11 11 100 
Cistites . . . . 4 8 1 75 
Prostatites . 1 1 100 
Endometrites . 1 1 
Metro-anexites. 3 1 2 33,33 
Vulvo-vaginites . 3 3 100 
Gonococia . 1 1 100 
Artrites . . . . 1 1 100 

58 49 8 1 

De todas as Observações que apresentámos 
em resumo, tiramos as seguintes conclusões : 

a) As vacinas que nós preparámos teem 
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propriedades curativas admiráveis que as colo
cam perfeitamente a par das melhores que no 
mercado se encontram. 

b) São absolutamente atóxicas e não deter
minam nunca reacção local o que as tornam su
periores a quasi todas as vacinas extrangeiras 
conhecidas, e as reacções geral e focal que de
terminam, alem de raras, são leves. 

c) São duma grande estabilidade pois que 
conservam durante muito tempo todas as suas 
propriedades. 

d) É sobretudo nos casos agudos e nomea
damente nas complicações da blenorragia que as 
vacinas que preparámos manifestam mais exu
berantemente as suas propriedades curativas. 

e) Os efeitos curativos manifestaram-se quer 
se empregassem as vacinas monovalentes quer 
as polivalentes. 

f) As nossas vacinas acusam um tal valor 
curativo, que se obtém curas radicais com do
ses mínimas (15 milhões). 

g) O método de esterilização utilizado na 
sua preparação, parece não influir grandemente 
nos resultados terapêuticos. 

h) Em 58 casos clínicos que tivemos, a per
centagem de curas foi de 84,48 %. 
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PROPOSIÇÕES 

1." CLASSE 

Anatomia descr i t iva .—A aponévrose próstato-
peritoneal pode ser considerada como um prolongamento 
ascendente da aponévrose profunda do períneo. 

Anatomia topográf ica .—A Anatomia topográfica 
não é mais do que a descritiva — por regiões. 
2." CLASSE 

His to log ia . — A forma pavimentosa estratificada 
que o epitélio uretral adulto apresenta, deve ser conside
rada como uma modificação estrutural consecutiva a le
sões inflamatórias. 

Pis io log ia .— A glândula intersticial do testículo é 
uma glândula de secreção interna que preside ao desen
volvimento, e assegura a manutenção dos caracteres se
xuais masculinos. 
3.* CLASSE 

Farmacologia .—No tratamento das doenças infec
ciosas, a única medicação que merece o nome de especí
fica é a bacterioterápia feita com o próprio agente da 
infecção. 
4." CLASSE 

Medicina legai .— A orquite blenorrágica não ar
rasta comsigo a supressão da espermatogenese. 

Anatomia pato lóg ica .—O parênquima pulmonar 
.raras vezes se infecta directamente por via linfática. 
V 

55." CLASSE 
/ 

C Hig iene .—A profilaxia das doenças infecciosas deve 
fà>er-se utilizando a vacinoterápia preventiva. 

Bacter io log ia .—O meio da escolha para a cultura 
do eçonococo de Neisser é o de Kiefer. 

( 
t 

( 



156 

Pato log ia gera l .—A bacterioterápia actua não só 
aumentando o poder bactericida do soro, mas favorecendo 
a produção de anticorpos específicos. 
6." CLASSE 

Obstetr íc ia .— Depois do estreptococo piogéneo, o 
agente que mais deve ser incriminado como autor das 
infecções puerperais é o gonococo. 

Ginecologia .—Não se deve intervir cirurgicamente 
em um caso de anexite gonocócica, sem ter tentado a va-
cinoterápia específica. 
7." CLASSE 

Medicina operatór ia .—A uretrotomia interna está 
para a cirurgia da uretra, assim como a laparatomia está 
para a cirurgia abdominal. 

Clínica c i rúrg ica . - U m a hemorragia hemorroi-
dária só se deve suspender quand.o por si só constitui um 
perigo iminente para o doente. 
8." CLASSE 

e i í n l c a médica.—Todas as vezes que uma afecção 
visceral não tem uma etiologia evidente e domonstra-
da, deve pensar-se na sífilis. 
ESPECIALIDADES 

Dermato log ia .—A psoriasis é uma tuberculose 
cutânea. 

—Uma lesão cutânea pruriginosa não deve fazer ex
cluir em absoluto a ideia de sífilis. 

Pediatr ia . —Justifica-se scientificamente o hábito 
popular de envolver as crianças variolosas em uma baeta 
vermelha. 

Ortoped ia .—0 método mais fácil e mais rápido d i 
consolidação de uma fractura da clavícula ó o de Coutancl. 

\ 
Visto. Imprima-ae. y ' 

O PRESIDENTE, O DIRECTOR, 

Alberto de Aguiar. Cândido de Pfaho. 
\ 
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