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CONTRIBUICAO PARA O ESTUDO DAS BACTERIAS
LACTICAS ESPECIFICAS (Syn. vulgar «Fermentos lacticosn)

NA SUA APLICAGCAO EM MEDICINA

Prof. AD. BATISTA RAMIRES

da Academia das Sciéncias de Lishoa

DIrECTOR DO LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA « FERREIRA LAPA»

Merece particular aten¢do o estudo de algumas especies mi-
crobianas de que, ha muito ja, na medicina e na indtstria se tira
rial proveito, podendo éle elevar-se a maior valor, pelo conheci-
mento mais perfeito da extensao da sua actividade e das diversas
influencias que a orientam. Referimo-nos ds bacterias lacticas,
que hoje desempenham um papel importante, pela acg¢io das
suas diastases, ndo s6 como instrumentos de transformacio de
conhecida importancia, pela maior actividade que conferem ao
trabalho de oulras especies a que se associam, mas, e muilo prin-
cipalmente, pela sua accdo contra a actividade de muitos proteo-
Iytas. Logar bem saliente, na verdade, merecem estes séres, pelo
valor rial de um recurso que a bacteriologia entregou ha anos a
medicina e 4 industria, em notaveis estudos assinados pelos no-
mes ilustres de Melchnikoff e de Massol, que simultaneamente,
pode dizer-se, um em Franca, outro na Suissa, chegaram sobre
o seu valor rial, a conclusdes definitivas.

Nesse capitulo da protegdo que conferem contra a actividade
dos proteolytas, a sua accdo 1til resulta de um estado de anti-
biose microbiana, ou seja de uma incompatibilidade cultural entre
estes e outros séres, influindo portanto no resultado final, ndo s6
a desproporgdo inicial em que estdo uns e outros, mas sobretudo
as condicoes da sua actividade celular ; ora, esta lem-se avaliado
menos pelo grau de multiplicagdo e orienta¢do zimogénica que
pela cifra da acidez acusada nas culturas.



Tem sido sempre esse o indicador do valor utilario de uma
cultura dessas bacterias no campo das suas aplicagdes priticas,
— indicador bem falivel, como adeante mostraremos. Numa pe-
quena memoria, erradamente indiciAmos ha anos esse indicador
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como meio rapido de apreciacio, determinando pela soda — 7= a

acidez total das culturas, acred tando nés, como ainda hoje geral-
mente em Portugal e no esirangeiro se acredita, que nas suas
cualturas a acidez traduz toda a actividade celular, e que ela é
o instrumento tinico das bact. lacticas no combate dos protéoly-
tas ; e assim, nds tinhamos estabelecido para uma acidez regular,
expressa em acido lactico, o limite minimo de 1,5 "/, nas cultu-
ras de 36 a 48 horas de estufa.

Mas, observacdes posteriores mostraram-nos que tinhamos
dado uma indicag¢do errada, — e o pior é que o erro ficou, come-
tendo-o hoje quem a segue dentro ou féra do laboratério, o que
entre nds como la féra é geral, cumprindo-nos rectifica-la. Antes
disso, porém, queremos apontar dquéles a quem interesse este
ramo da bacteriologia ou dele faca aplicacdo, a observaciao de
que os bacilos lacticos ndo possuem no leile integral, ndo obstante
ser este o seu meio natural, aquilo a que podemos chamar a sua
maior actividade antiputrida, em que — ver-se-ha adiante —
a accdo da acidez é secunddria. Retirados do seu meio natural
para meio extranho, de outra constituicdo ou habitado por espe-
cies diferentes, desde que a éle se adaptem, ai adquirem maior
actividade em frente de muitos anaerobios. Comega a notar-se
em culturas feitas em caldo de peptona e caldo de malte, e mais
se nota em culturas em que se semeiam bacterias que atacam a
materia proteica (B. subtilis, Pseudom fluorescens), algumas es-
pecies do genero Tyrothriz, e outras.

Marshall e Koning foram os primeiros a notar essa influencia,
embora observada sob outro aspecto, que depois veio a confir-
mar-se, — nao sendo isso coisa que a nossa razao nao veja, a luz
da biologia experimental, como um resultado natural da reacgio
especifica da celula viva, vinda da mesma capacidade potencial,
pensamos nés, de onde, por mecanismo semelhante ou outro,
vém todas essas diastases electivas e vém os anticorpos, etc.

E aqui estd uma das razdes talvez porque Tissier, cujos
trabalhos — de exclusiva aplicagio em medicina — Metchni-
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koff poz tanlo em relévo, prefere sempre as culturas em que néo
entra o leite, a mesma razdo porque, empregando culturas em
leite, tem de se recorrer a maiores doses.

Neste ponto, o que nos tem dado melhor resultado sdo as
culturas feitas em caldo de malte com soro de leite, segundo
as necessidades destes bacilos, que sdo as que podem efectiva-
mente prestar em todos os casos melhor servico. E, para mais,
sucede o facto, a notar, pouco frequente mas rial, com algumas
especies lacticas, de na mesma cullura baixar a acidés depois
de atingir um certo limite. Pareceria & primeira visla, vai em
parenthesis, tratar-se de um caso de reversibilidade enzymatica,
mas seria absurdo admiti-la, dada a diferenca de estructura este-
reoquimica entre a molecula-acido e a molecula-assucar ().

No estudo das bacterias lacticas, essas variagoes da acidés
tém sido objecto de divergencias que a todos interessa conhe-
cer, e que aqui merecem referencia Para certo autor (?), que
uma vez entrou nesta questio, vendo em tudo erros, essas
variagoes nao exislem, desde que os individuos e condigdes
de cultura sejam os mesmos, nio admitindo em individuos da
mesma origem trabalho acidogeneo diferente. Comentando éle
o estudo do prof. Charles Richet, que pds essas variagdes bem em
evidencia, tentou demonstrar que aquéle eminente professor errou
por imperfeicdo de tecnica, e que por egual erraram todos os
bactereologistas que as consignaram.

Teremos errado todos. Mas, o autor daguela memoria, preten-
dende corrigir o erro, ainda erro maior cometeu. Ao lado de re-
flexdes justas, no decorrer da sua critica notamos faltas, inadmis-
siveis hoje em quem cultiva a Biologia. A primeira é recusar a
estas especies microbianas a influéncia da individualidade, ja de
bem longe reconhecida em todos os séres, — e impossivel nao ser
assim sem ir contra os principios geraes que regem a vida. Fazendo

(1) Notando o facto, comunicimo-lo para fora, havendo quem o atribua
a um mecanismo semelhante ao que ha anos mostrimos (4 amphibiose na
fementagdo alcoolica — 1913) explicando o aparecimento do alcool na vida anae-
robia da levedura, faltando na vida aerobia, — alcool que, nesta, a propria leve-
dura utilisa, combustando-o, como meio natural de ter em calorias a energia de
que carece. Em verdade, niio ha duvida, di-se aqui fenomeno semelhante,

(*) A. Lumiére. — «Anais do Instituto Pasteur» n.» 11, pag. 999,



ponto de apoio nas palavras juslas de Claude Bernard, de que
«os fenomenos da vida tém tanta regularidade como os fenome-
nos fisico-quimicos, quando se pdem em condi¢des identicas»,
ndo deu, a esta expressio certa, uma interpretagio exacta. Pois,
que sdo, tratando-se de seres vivos, condicoes identicas? Apenas
0 conjunto de factores que formam o meio externo, aqueles que
estdo sob a nossa directa observacao? Ao lado dessas condigdes
externas temos de contar as condigoes intracelulares, e, nessas,
2 identidade ou igualdade perfeita ndo existe. A diferenca s6
podemos reconhecel-a, quando podemos, colocando os individuos
em identicas condigdes culturaes, mas sujeitos 4 accio de uma
influéncia extranha, e vendo depois como eles reagem. A indivi-
dualidade fisiologica ndo é mais que uma maneira de reagir den-
tro da especie. Nos estamos a vé-la a cada momento, notando no
mesmo caldo de cultura bacterias que se desenvolvem melhor
que outras; notando nos pequenos animais de experiéncia, da
mesma geracao, sensibilidade diferente quando sdo injectados de
certa dose de subs. toxica; e é essa desconcertante maneira indi-
vidual de reagir, tantas vezes tdo diferente, uma das grandes difi-
culdades que se topam na pratica experimental, a mesma que o
medico a cada passo encontra no exercicio da sua dificil missdo.

Outro érro atribuido ao prof. Richel pelo mesmo auctor, é o
das variacoes de actividade dos bacilos lacticos em meio adicio-
nado de substancias toxicas, — afirmacdo aquela que contestamos,
porque, sendo contriria & verdade por nésreconhecida, tdo solida-
mente como a reconheceu o prof. Richet, e com éle tantos inves-
tigadores, sdbre essa verdade assenta o método que adeante pro-
pomos na cultura dos «fermentos lacticos» para fins terapéuticos
ou industriais. Estas variacoes sdo um faclo rial, e o autor que nao
as admite esquece esse fenomeno interessante, descoberto na vida
de muitas especies microbianas, e a que Naegeli deu 0 nome de
acedo oligodyndmica, hoje bem conhecida e escrupulosamente
verificada. Importa recorda-la em dois tracos rapidos:

Um grande ntiimero de seres microbianos, cultivados em meio
proprio a que se adicionou um antiséplico (o permanganato de
potassio, o sulfato de cobre, o bichloreto de mercurio etc.) revelam
éste interessante fenémeno : levada a dilui¢do do antiséplico muito
alem da sua accdo téxica, chega-se a uma dose com a qual se ma-
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nifesta o surpreendente resultado de uma muito maior actividade
vital. Exemplificando: o bichloretlo, que acima de 1/20.000, néo
determinando a morte, pelo menos suspende a actividade multipli-
cadora da levedura de cerveja, em solugdes mais diluidas, mais
que 1/100.000, essa actividade cresce, atingindo a levedura na dose
de 1/300.000 de bichloreto, o seu maximo desenvolvimento. Quere
dizer : ésle sacharomyceta em presenca déste toxico naquela dose,
aparece-nos com uma actividade notavelmente mais elevada,
revelada na formacdo de um maior nimero de celulas. Nessa
dose infinitesimal, a substincia toxica actia, como se vé, como
um excitante.

Esta acg¢do, bem marcada por Naegeli, e hoje mais que sufi-
cientemente verificada, observou-a o prof. Richet nos bacilos
lacticos, onde nés a notdmos também. E, se ela ndo é mais que o
resultado de um érro de técnica, feitos centenas de ensaios com
diluicoes diversas de Loxico, como se explica que todos encon-
lrem esta acc¢ao oligodynamica sempre a mesma, sempre repetin-
do-se com a mesma regularidade, a volta da mesma diluigdo de
1/300.000? Se ndo considerassemos de boa-fé, sem duvida, quem
chegou a tais resullados nas suas experiéncias, contra tudo até
hoje observado e tudo que se pode prever, em frente de todos
esses numeros de acidez, todos, até na casa decimal, matemali-
camente eguais, poder-se-ia pensar serem nimeros de fantasia.
A matematica ndo enlra assim néstes fenomenos da vida, e, por
certo, ha ai um érro de analyse maior do que aquele que se atri-
bue ao prof. Richet e a todos que, como nds, aos mesmos resul-
tados tém chegado.

Sd@o surpreendentes estas variagdes, como é tudo que freqiién-
temente chamamos «anomaliasy, nome que damos a certos feno-
menos Unicamente porque ndo conhecemos ainda o seu ponto
de equilibrio dentro das leis naturais. Mas, na vida microbiana
ha outras ndo menos estranhas, e que nem por isso deixam de
ser factos inconlestaveis, por exemplo, 0 que se passa com a
maior parle das bacterias, se ndo com todas, em frente do alcool,
cujaace¢ao antiséptica—anomalia ja muito conhecida — é maior no
alcool fraco e menor no alcool forte, diminuindo sempre, @ medida
que se eleva a graduacdo, e de tal forma que aquilo que ordina-
riamente chamamos caguardente» pode ter uma accéo imobilisante



aproveitavel, ao passo que o alcool que trivialmente empregamos
marcando 90' a 959, acusa valor antiséptico despresivel, e mais
ainda o alcool absoluto, que s6 da algum efeito qtil para muitas
especies, ao fim de 24 horas.

Em resumo do que atraz se disse: as variacoes de acidés,
por vezes consideraveis, que o prof. Charles Richet achou na
actividade das bacterias lacticas, sdéo um facto rial, e esse elemento
acidés ndo tem maior valor que aquele que éste ilustre fisiolo-
gista lhe da.

Nio entrando agora em delalhes desse fendmeno de energe-
tica microbiana, que ndo cabem aqui, o que importa é por de
parte essa indicacdo, ainda errada, visla por outro lado, pois que
em contraro do que se tem admitido, a acidés das culturas ou o
poder acidogenec das suas baclerias, pouco tem que vér com a
accao imobilisante que elas exercem.

E’ bem certo que o 4cido lactico é desfavoravel a um grande
niimero de germes, sobretudo anaerobios, e ldo certo isso é
que a medicina o aproveita no combate de individucs auctores de
alguns desarranjos intestinais. Mas... é precisamente isso que
nos tem iludido, seguindo o critério simplista de admitirmos
sempre como causa tnica de um efeito a primeira em que repara-
mos ; e assim, tem-se acreditado que as bacterias lacticas acluam
fundamentalmente e exclusivamente pelo acido lactico que pro-
duzem. Ora, embora isso vd contra a opinido geral e contra o
que tdo claro parece — esse claro algumas vezes nos engana — nds
vamos mostrar que na accéo desses individuos n@o é o acido lactico
que desempenha o principal papel, em frente dos anaerobios da
putrefacdo, e que a sua agdo imobilisante, suficiente em micro-
bioses de pequeno fundo, nio tem em outras sendo uma fungio
muito indirecta, bem diferente da que todos ainda lhe atribuem.

Antes de mais, convem lembrar que em meio anaerobio,
ninguem o ignora, a mesma espécie lactica pode, mudando as
condigoes, dar uma fermentacdo butyrica— estd isso bem obser-
vado — seguindo-se-lhe outras fermentacoes; e ao mesmo tempo
importa ainda notar que a acc¢do do acido lactico ndo se estende
sendo a um limitado niimero de especies. Algumas ha, e nao
poucas, que em meio marcando uma ja notavel dose de acidés
lactica, ai vivem perfeitamente, e ndo raro tomam o campo, multi-



plicando-se a4 vontade. Haja em vista, por exemplo, o que sucede
com diversas espécies estudadas por Winkler, entre outras as
do genero Tyrothrix, que tdo notavelmente nos deu a conhecer
Duclaux: — o T. tenuis, T. scaber, F. geniculalus, etc., — que,
sendo alguns fortes agentes de putrefagio da materia animal, no
entanto vivem perfeitamente ao lado das bacterias lacticas; o
mesmo com 0 B. fluorescens liquefaciens, B. feelidus, etc., etc.

Haja ainda em vista o que se passa no leite abandonado ao
tempo, em que a fermentagdo laclica termina sempre por uma
fermentac@o putrida, rompendo alravés de tudo, de nada valendo
a acidés do meio.

Haja mais em vista que especies bem assignaladas em muitas
fermentacoes putridas, elas proprias sio productoras de acido
lactico — o DBact. coli por exemplo, hoje até classificado no
grupo das especies lacticas; outro exemplo temos no «bacilo de
Welch», anaerobio da pulrefagdo, e que, ndo obstante, é grande
productor de acido lactico. Oulros se poderiam citar.

No entanto, ndo damcs ndés maior péso a isso. Damol-o0 a
outros factores experimentais que tém sem duvida valor de
grande destaque. Assim, notamos que culturas revelando grande
acidés dao nos ensaios de laboratorio, em frente dos anaerobios,
resultado por vezes bem visivelmente inferior ao de outras cul-
turas de egual multiplicacdo, mas de muito menor producao acida.

Notamos que fora do laboratorio, em certas aplicacoes de
que temos conhecimento — dentro da medicina, segundo infor-
macdes que alguns medicos nos forneceram — vemos bem cul-
turas que acusam uma insignificante, pode dizer-se despresivel
acidés, quasi extincto esse tdo conceituado «poder acidogeneo»,
darem na sua aplicacdo os mais satisfatérios resultados, suspen-
dendo a actividade das bacterias patogenicas do intestino (!).

Isto ja merece nota. Mas observamos mais que algumas espe-

(1) Entre outros, temos presente, destacando-os por terem o relévo de
observagdes por assim dizer oficiais, os casos registados nc Hospital Militar
da Estrela, sobre doentes tratados, uns com desinfectantes quimicos, outros
com preparacoes de ofermentos lacticoss, como usam dizer — éstes todos
com perleito sucesso, segundo nos informaram, revelando-se éste trata-
mento iniludivelmente superior ao outro, No entanto, as culturas ai emprega-
das —sabemol-o, porque foram por nés preparadas — tendo excelente multipli-



cies lacticas, quando passam do leite, seu meio natural, para
meio diferente, como é o caldo de peptona glucosado, a sua
acidés desce a nimeros que nao raro atingem apenas alguns
decimos — dose a que o acido lactico é impotente para en-
travar uma fermentacao putrida em marcha — e, no entanto, no
emprégo dessas culturas em caldo, o resultado final é tio nitido
que, ndo obstante tdo baixa acidés, a elas recorre de preferencia
na medicina, sobretudo na clinica infantil, o dr. Henri Tissier,
um dos mais celebres apostolos francéses dos «fermentos lacti-
cos», precisamente nos desarranjos que tém a sua origem nas fer-
mentacdes putridas do intestino.

Notamos ainda que em diversos casos clinicos de que temos
conhecimento, posta em toda a evidéncia a ac¢ao desses «fermentos
lacticos» - revelada na temperalura, desaparecimento do limpa-
nismo, diminuicdo dos sulfoconjugados das urinas, etc., —
quando tudo fazia esperar que as fezes fossem &cidas, elas sur-
gem alcalinas : — casos de observagdo portuguésa, e antes, obser-
vacgoes de Liirssen, Khiine e Pfeifer.

Notamos ainda que, quando a uma cultura de «fermento lacti-
co» se associa uma cultura de levedura alcoolica, a levedura con-
some, como é sabido, uma grande parte do acido lactico que aquela
produz, e comtudo essa associacdo, longe de prejudicar a accdo
daquéles uteis bacilos em frente dos microbios da putrefacao,
antes muito nitidamente a exalta, de uma forma assias notavel,
como mostraremos adeante.

Finalmente, Belonowsky, em notavel ensaio feito em 3 grupos
de ratos, em que ao alimenlo didrio do primeiro grupo foi adi-
cionado leite e acido lactico vuigar, ao segundo culturas de fer-
mentos lacticos em toda a actividade, ao terceiro culturas dos
mesmos fermentos mortos pelo calor moderado (60° a 657?), feita
a analise das fezes, Belonowsky observou resultados nulos do
acido lactico no 1.° grupo, resultados excelentes no 2.°, tratado
pelos fermentos vivos, e resultados aproximadamente eguais no
grupo tratado por culturas de formentos mortos. Estas tltimas

cacio, acusavam uma actividade de producio dcida verdadeiramente insigni-
ficante. E' dever nosso dizer que esta prova, para nos é a que menos vale,
pelas condiciies em que os resultados foram colhidos.



observacdes, colhidas sob as vistas de Metchinkoff — os ensaios
foram feitos no seu laboratério — ficaram esquecidas de todos,
ndo obstante terem sido entdo publicadas nos «Anais do Instituto
Pasteur», continuando a dar-se a esse invocado «poder acido-
geneo» das bacterias lacticas um valor que em verdade ndo tem.

Em resumo : O acido lactico que as bacterias especificas pro-
duzem, s6 por si. tem um valor muito secundério, por vezes
nulo, para entravar a actividade das bacterias proteolyticas e, de
uma maneira geral, os germes da putrefacio.

O que acabamos de expor é bastante para nao darmos a acidés
o exagerado valor que se lhe tem alribuido. Tudo leva a crer,
observando os resultados de Belonowski - ja Metchnikof o suspei-
tou — que o B. bulgaricus e o numeroso grupo dos chamados
lacto-bacilos de que ele é o tipo, elaboram um corpo especifi-
camente desconhecido, que ultimamente concluimos ser de
naturésa enzymoide, entravando a actividade de muitas especies
microbianas, para as quais o acido lactico, nas doses em que é
produsido, ndo tem na maioria dos casos ac¢do sequer passagei-
ramente imobilisante. E o que se conclue com relacéo a especie
bulgaricus, estende-se aos B. lebenis, B. caucasicus, estes por
certo d’aquele tipo, e aos B. bifidus, Sireptococcus lacticus, etc.,
emfim a todos emque se tem notado acgdo semelhante.

E’ um érro supor-se que a cifra de acidés acompanha a acti-
vidade util das culturas, aquilo a que alguns chamam viruléncia,
emfim, em relagdo a esses anaerobios. O engano provém de se
observar uma certa concordancia entre a acidés e a forte coagu-
lagdo em massa nas culturas em leite. Isso, porém, nédo significa
mais que a presenca, ao lado da acidés, de certa quantidade de
protease coagulante. Todas as especies estudadas por Gorini,
que ele classificou de «coagulantes-caseinolyticas», possuem em
alto grau essa qualidade de coagulacio em massa, devida a
sua forte produg¢do de «chimase»,—e no entanto ndo tém
que se saiba, as qualidades dos «bulgaricus», dos «bifidus» e de
outros.

A zymogenese, de onde saem todos os corpos diastasicos e
enzymoides — no sentido largo que aqui lhe damos — tem na
quantidade de cada producto elaborado uma capacidade limitada,
e todo o consumo de energia no aumento de um producto, re-
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sulta em diminuicdo de oulros, — sendo natural admitir que a
formacdo de «lactoxidase», necessaria a transformacgio de grandes
doses de assucar em ac. lactico, importa uma redugio na quan-
tidade dos corpos que, com a mesma origem, tém nestas culturas
o seu papel util. De resto, e isto é o que aqui se destaca, todas
as observagdes que temos coligido, tanto portuguesas como estran-
geiras, vém negar de uma maneira formal tal relacao.

E’ entdo inteiramente nulo o papel do ac. lactico ? Ja Tissier
e Martelly tinham observado que, neutralisando a reagao acida
da cultura em que semearam o B. putrificus, a putrefacdo avanca
e segue o caminho habitual, e por nossa vez, realisando no ano
passado ensaios semelhantes, vimos que, fazendo a neutralisacdo
completa ou mantendo o meio alcalino por um excesso de car-
bonato de calcio, a putrefagio continia sempre ; mas, desde que
se disponham as coisas para ter uma ligeira acidez, a fermentagao
putrida ndo avanca. Ora, este resultado — cuja verificacdo dese-
jamos que os nossos colegas facam — leva-nos a conclusao de
(que esse corpo que os bacilos lacticos elaboram, e de cuja exis-
tencia rial tencionamos dar oportunamente concretos detalhes,
carece da presenca do acido lactico para exercer a sua ac¢do, —
nao dependendo esta, vimos pela experiencia citada atraz, senao
de ligeira reaccdo. Nada tem isto que deva surpreender-nos:
é caracter de muilos corpos diastasicos que, como a «saccharase»
e a <pepsina», por exemplo, requerem meio acido para actuarem
como hydrolysantes.

Mas, precisamente porque isso é assim, quem se dedica a pre-
paracoes desta naturesa nao deve limitar-se aos meios ordinarios
de cultura, que dao resultados ilusorios, e nés vamos tentar mos-
trar porqué.

Ja ha muito tinhamos notado que preparagoes grosseiramente
feitas, provenientes de culturas invadidas por outros germes,
davam em frente de alguns anaerobios resultados superiores aos
(que paralelamente se obtinham de culturas puras, nao obstante
a sua perfeita actividade de multiplicagdao e alto valor acidifi-
cante. Esla observagdo, bem constatada, veio ligar-se a outra se-
melhante, que vamos mostrar. Ainda uma vez faremos referencia
a observacdes que a clinica nos fornece. O laboratorio esti hoje
estreitamente ligado a ela, dando-lhe preciosos recursos, e ofere-
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cendo-lhe por sua vez a clinica vasto campo de verificagdo, —- e, se 0
prof. Delbet, na sua notavel memoria sobre a ac¢do dos saes de
magnesio no organismo animal, saiu uma vez do seu campo pro-
fissional, procurando no esgotamento da terra aravel, por falta
de restituicdo magnesiana, explica¢do para certos estados pato-
logicos do homem, ndo se estranhara que nos, neste estudo, pro-
curemos no campo clinico observacdes sobre a ac¢do imobili-
sante exercida pelas bacterias lacticas.

De facto, introduzidas essas especies na medicina, no tra-
tamento de doencas que vém da microbiose intestinal, d’ahi nos vem
grande soma de elementos de apreciacdo sobre as condigdes
e maneira como actuam, — elementos que de ha anos temos vindo
colhendo. Pois bem : na clinica infantil, no tratamento de certos
desarranjos intestinaes, onde aquelas especies sob esse nome vul-
gar de «fermentos lacticos» tém corrente aplicacio, nem sempre
uma cultura pura daqueles individuos da o mesmo feliz resultado
que se obtem com o emprego desse residuo de leitaria a que os
franceses chamam «babeurre», e que ndo é mais que o liquido
impuro que fica nas batedoras de nata, no fabrico da manteiga,
— caldo de baclerias lacticas que se multiplicaram abundantemente
durante a fermentacdo da nata, mas onde vive tambem sempre
forte quantidade de germes estranhos de que ela se inquinou,
exposta ao ar. :

A esta observacdo, que mostra a influencia de cerlas especies
sobre a zymogenese de outras, a que sio conlrarias, poderiamos
acrescentar as observagoes do prof. Richet e nossas sobre a acgio,
tambem favoravel, de certos agentes toxicos na actividade zymo-
genica das bacterias lacticas. Ficara isso para mais tarde.

Ora, a verificacio desse facto paradoxal, estranho, entre o modo
de actuar de duas culturas —uma de certo modo impura, outra
pura e em toda a sua actividade —estd hoje plenamente feita :
a clinica, por observacdo escrupulosa de notaveis medicos, di-nos
nota dos seus resultados ; o laboratorio da-nos na analise essa ve-
rificagdo. D’ahi veio-nos ha anos o desejo de fazer ensaios nesse
sentido, introduzindo individuos microbianos estranhos, alguns
de conhecido antagonismo com as bact. lacticas, eslando estas em
cultura de plena actividade, e seguindo nas geracdes a sua accio
antiputrida. Comunicdmos entdo para Ilalia, a0 nosso eminente
colega prof. De Rossi, da Universidade de Perugia, a nota dos
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1n0ss0s primeiros ensaios, que fomos continundo até que recen-
temente chegimos a resultados concordantes para algumas espé-
cies. Tendo duvidas sobre outras, depois de resolvidas, de tudo
daremos conta em trabalho definitivo.

Nédo ha duvida de que algumas especies anaerobias podem
estimular nas bact. lacticas a sua actividade zymogenica, em
que ha, parece-nos, entre outras, duas func¢des bem distinctas.
Uma €é a formacdo dessa enzyma conhecida, productora de acido
lactico, outra é a producio de um corpo que aparece e actua
nas condi¢cdes em que se revela aquilo a que uma vez sumaria-
mente se chamou canticorpos», — nome a que ja se nao vai dando
hoje o sentido que se lhes dava dantes. Chamemos-lhe por
emquanto cenzymoides», — 0 nome generico em (ue tantas subs-
tancias se agrupam, para mais tarde, terminado este estudo,
definirmos as suas caracteristicas especiaes. No emtanto, o
(que ja constatamos é que eles aparecem na celula lactica, em
frente de uma celula estranha, como o producto imediato da
sua reacao.

E sendo isto assim, havendo aqui duas funcdes tdo distinctas,
como estd assente em nossa convicgdo, vindo-nos da observacgao
de Belonowski a idéa fundamental, muita coisa se nos explica,
até aqui bem estranha. Explicam-se-nos anomalias como aquelas
a que atraz nos referimos, e que a principio tomémos como infor-
magoes ou observacoes erradas. IExplica-se-nos a curva que por
vezesem seus resultados apresentam muitas dessas culturas utilisa-
das em diferentes aplica¢des, ndo raro nos deixando embaracados
trequentes observacoes contradictorias.

Por isso, afirmamos que ndo basta o emprego dos meios
ordinarios de cultura, a repeticdo material diaria, hoje como
hontem, das mesmas operagdes; ao fim de algum tempo n’esse
caminho, o preparador tera na sua frente individuos que podem ter
todas as caracteristicas morfologicas, boa multiplicacdo e optima
actividade acidificante, e no entanto, sem que o suspeite, o que
esta multiplicando séo individuos de caracter anodino, que vieram
perdendo de longe no meio, aparentemente propicio onde se
cultivam, toda a sua actividade antiproteolytica.

Cultivados sempre ahi, protegidos contra todas as influencias
desfavoraveis, essas celulas nao carecem de fabricar o que bem
pode ser para elas um instrumento de defesa; essa capacidade



de reaccio especifica que reside na zymogenese vae-se apagando,
e, no fim de algumas geracdes, os individuos que se encontram
em um campo de proteolytas podem Ler totalmente apagada a sua
capacidade imobilisante. E porque sobre isso ndo temos hoje du-
vidas, achamos que, quando queremos aproveitar essa capacidade,
é absolutamente indispensavel exaltal-a de tempos a tempos, exci-
tando na celula a sua energia de reaccao.

Ainda em nenhum laboralorio portugués ou esitrangeiro, que
se saiba, se utilisou este conhecimento, e por isso esse desvio de
resultados que tanta vez se observa, em preparados de fermen-
tos lacticos entregues ao emprego clinico, saidos de culturas
feitas embora com cuidado, mas & maneira ordinaria, ndo tem
para nos actualmente outra explicacdo : decadencia da actividade
de reacdo, que nada tem com a actividade acidogenea, resul-
tante apenas de passagens frequentes sempre pelo mesmo meio
de cultura.

Insistimos pois: — Na cultura de «fermentos lacticos» para
uso therapeutico, deve fazer-se, acima de ludo o estimulo da
zymogenese.

Chegamos emfim neste estudo ao seu capitulo final, — aquele
que deve merecer maior inleresse em muitas aplicacdes das bact.
lacticas. Nao escapa a sua importancia, se uma vez se dér aten-
~¢do ao que se passa quande, em favoraveis condicoes de meio,
associamos a essas uteis bacterias uma levedura escolhida entre
aquelas que, como hoje se sabe, podem formar symbiose com
algumas das suas especies, sobretudo com certas «leveduras rosa-
das». Ao fim de algum tempo, vamos encontrar um muito maior
numero de celulas lacticas que o que habitualmente nos dia uma
cultura ordinaria, - nolavelmente maior, se o ensaio é feito em
favoraveis condi¢cdes de cultura para as duas especies. Isso nos
mostra que a levedura exerce uma influencia em alto grau favo-
ravel & multiplicagdo desses lactobacilos, — como por sua vez estes
favorecem a actividade da levedura.

O que se da com as «leveduras rosadas» di-se com muitas
especies do grupo saccharomyceta, embora menos nolavelmente,
— sendo nula a influencia de algumas.
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Ha pois ahi, quando a cullura é perfeita, uma acdo de mutua-
lismo importante na vida em comum desses individuos, tdo dis-
tantes uns dos outros em todas as linhas da sua fisiologia ; —
simbiose meramente facultativa, mas nem por isso deixando de
a caracterisar um forte mutualismo : de um lado a levedura utili-
sando o ae. lactico produzido— ha leveduras que combustam
doses elevadas — do outro, as celulas lacticas utilisando um pro-
ducto da levedura, que de ha muito supomos ser a cendotryptlase».
Comunicamos esta opinido ha anos em uma pequena memoria,
publicada sob o nome de Antibiose microbiana (1918), e tempos
depois o prof. De Rossi e Kayser emitiam opinido semelhante.
Mas isso é secundario, e sem importancia. O que a tem, e que
merece verdadeiro interesse, é podermos aproveitar um recurso
que nos permite intensificar fortemenle a multiplicacdo nestas
culturas, elevando assim o valor da sua actividade util.

Importa ainda destacar uma outra notavel influéncia das leve-
duras sobre a vida das bac. lacticas, que bem merece ser con-
siderada, pois tem no seu emprego uma saliente importancia,
que é excusado encarecer: é a maior resisténcia que elas lhes
conferem, ou seja a conservac¢do da sua vitalidade por um periodo
muito mais largo, — que, por maior que seja a sua actividade
inicial, nas culturas vulgares é bastante limitada. Nas culturas
associadas, Worthrup observou que ela se mantinha por mais de
um ano; nos temos observado a mesma longevidade na sua acti-
vidade imobilisante, com tanto que se adapte a levedura a trabalhar
a temperaturas altas e em meio bastante diferente do seu, o que
se consegue, muito embora la se chegue devagar. A levedura
de cerveja é a que mais se usa, mas nao € a mais aconselhavel.

Em semelhantes trabalhos, toda a dificuldade estd em conci-
liar as necessidades culturaes das duas especies, — e a maior
comeca ahi, no afastamento das suas exigéncias thermicas, em
individuos capazes de dar symbioses fiteis. Ndo pode pois isto
ficar entregue a qualquer preparador; mas quem conheca regu-
larmente a vida destes saccharomyecetas, aproveitando capacidades
de adaptacdo, pode conseguir excelentes resultados, em multipli-
cacdo e em actividade antiproteolytica, desde que tenha o cuidado
de exaltar esta, ndo a deixando extinguir na cultura ordinaria,
como se mostrou atraz.



As leveduras crosadas» prestam-se excelentemente a todo este
jogo cullnral ; das outras, as que oferecem maiores garantias, por
estarem ja adaptadas, sio o Saccharomyces taettis e o S. sardus.
Do lado bacteriano, os «bulgaricus» em cultura ordinaria téin
dado boa prova ; mas, tendo as suas melhores temperaturas muito
elevadas, tudo indica, tratando-se de associagdes, que entre eles
se escolha uma especie ja adaplada: B.mazunis, o B. lebenis ou,
talvez melhor, o Streplobocillus sardus, estudado por Grixoni.
Mas tudo isto, por melhor que seja dentro do laboratério, carece
de sansio experimental féra dele, e essa estamos nés de ha tempo
procurando obler.

Temos pois aqui um precioso recurso cultural, sobre o qual
n6s ndo fizemos mais que medir-lhe o valor e procurar aperfei-
goa-lo (*). EE bem certo que nio poucas vezes o interesse do nosso
espirito pde azas na imaginacdo, ttil faculdade por vezes no campo
da hipotese, mas féra dela, em sciencia positiva, s6 por excepcéo
ndo é guia infiel,— e d’ahi o edificio nas mais belas linhas concebido
cai por terra, destruido pela verdade dura do faclo experimental.
Nesta questdo, porém, no que mais interessa, por feliz nos damos
de apresentar com alguma seguranca — aquela que é possivel
dentro dos fenomenos da vida — o (ue respeita as qualidades destes
séres, nas suas modalidades sempre tdo dependentes das condi-
¢oes de cultura; e esta seguranca provem de virmos notando,
desde muifo, uma grande concordancia entre o facto experimental
do laboratério e o facto experimental, colhido de informacédo na
pratica clinica.

(1) Em verdade, precioso recurso é esse, sobretudo em preparacdes de uso
terapéutico, quando combinado a0 que nos dd4 a zymogenese microbiana.
E’ porém esta uma questio que estd fora da indole desta revista,—alem de que,
embora nos seja fécil mostrar 4 luz desses conhecimentos o desacerto que tem
havido na preparacio dessas pseudo-symbioses, nos temos certo melindre,
pelo menos néste momento, em tratar esse aspecto da questio, que no emtanto
nio abandonamos, preferindo agora que, com relagio ao papel que os cha-
mados «fermentos lacticos» desempenham em medicina, nesse campo muitos
nos julguem ainda no antigo erro de atribuir ao icido lactico a sua acgio
imobilisante.
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