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André Gratia, a little known pioneer of the history of antibiotics

Carlos Fioravanti 2

A histéria da penicilina estd muito ligada ao médico escocés Alexander Fle-
ming. Em setembro de 1928, Fleming observou que o crescimento de bactérias era
inibido pela agdo de fungos. Ele escreveu um artigo, publicado no ano seguinte,
mas ndo conseguiu prosseguir no estudo da substancia produzida pelo Penicillium.
Em 1938, Ernest Chain, bioquimico da Universidade de Oxford, encontrou o arti-
go de Fleming e comegou o desenvolvimento da penicilina, que foi inicialmente
usada para tratar feridos em combate na Segunda Guerra Mundial, salvou milhoes
de vidas e se tornou um dos medicamentos mais usados do mundo.

Quatro anos antes de Fleming, no Instituto Pasteur da Bélgica, o médico
André Gratia e suas colegas Bernice Rhodes e Sara Dath observaram o mesmo
fendbmeno: a inibicdo do crescimento de uma col6nia de bactérias Staphylococ-
cus aureus por fungos, que logo identificaram como Penicillium. Bernice Rhodes
e Sara Dath foram provavelmente as primeiras mulheres cientistas associadas a
descricao do fendbmeno da antibiose; outras, do grupo de Oxford liderado por
Howard Florey e Ernest Chain apareceriam apenas no artigo da Lancet de 1939
sobre a agdo in vivo da penicilina.

O médico belga André Gratia (1893-1950) descreveu o resultado de suas
observagdes em cinco artigos, dois deles publicados em 1924 e trés em 1925
(Bernice é co-autora do primeiro e Sara Dath dos outros quatro), na Comptes
Rendus Hebdomadaires des Séances et Mémoires de la Société de Biologie et de
sés Filiales, uma revista que havia sido criada em 1849 pela Sociedade de Bio-
logia, ligada ao Instituto Pasteur de Paris. Os artigos, de menos de duas péginas,
evidenciam a acdo bacteriolitica “de certos bolores”, como eles dizem, sobre
Staphylococcus. Os raros relatos sobre o trabalho da equipe belga indicam que
Sarah Dath reuniu e selecionou fungos com agdo mais intensa sobre bactérias
e que Gratia usou uma substancia produzida por uma variedade de Penicillium

! Este artigo integra uma pesquisa para um livro sobre a histéria da pesquisa cientifica sobre cancer
no Brasil.

2 Jornalista e pesquisador em histéria da medicina, Fellow do Reuters Institute for the Study of Jour-
nalism, Universidade de Oxford (2007) e Doutor em Politica Cientifica e Tecnoldgica pela Unicamp
(2010). Contato: chfioravanti@gmail.com
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glaucum para tratar furdnculos, infec¢des de pele causadas por Staphylococcus.

Reproduzimos a seguir a tradugao dos cinco artigos, trés originais encontra-
dos na Faculdade de Sadde da Pdblica da Universidade de Sao Paulo (USP) e os
outros dois na Bibliotheque Interuniversitaire de Santé, Université Paris Descartes
(Paris). Em seguida, comentdrios de outros pioneiros e dos desdobramentos da
pesquisa de André Gratia.

(artigos e traducoes)

André Gratia e Bernice Rhodes, “De |I" action lytique dés Staphlycoques vi-
vants sur lés staphlocoques tués”, Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances
et Mémoires de la Société de Biologie et de sés Filiales 90 (1924): 640-42.

André Gratia e Sara Dath, “Propriétés bacteriolytiques de certaines moissu-
res,” Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances et Mémoires de la Société de
Biologie et de sés Filiales 91 (1924): 1442-43.

André Gratia e Sara Dath, “Moissures et microbes bateriophages”, Comptes
Rendus Hebdomadaires des Séances et Mémoires de la Société de Biologie et de
sés Filiales 92 (1925): 461-62.

André Gratia e Sara Dath, “De l'action bacteriolytique dés streptothrix”,
Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances et Mémoires de la Société de Bio-
logie et de sés Filiales 92 (1925): 1125-26.

André Gratia e Sara Dath, “A propos de I’action bateriolytique de strepto-
thrix”, Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances et Mémoires de la Société
de Biologie et de sés Filiales 93 (1925): 451.

Da acao litica de Staphylococos vivos sobre Staphylococos mortos

André Gratia
Bernice Rhodes

Nos relatamos numa nota anterior (1*) que o principio litico staphylocécico
adicionado a uma emulsdo em caldo concentrado de Staphylococos® mortos a
60°C, produzia, apds algumas semanas em temperatura ambiente, uma clarifi-
cacdo perceptivel. Esta acdo do principio litico sobre microrganismos mortos,
de fato bastante lenta e inconstante, é consistentemente acelerada se, junto com
o principio litico, acrescentarmos tragos de Staphylococos vivos as custas dos

* Optei por um aportuguesamento minimo nos nomes dos géneros e espécies dos microrganismos,
ignorando formas latinas talvez pouco usuais como Staphylococcus no singular e Staphylococci no
plural, preferindo Staphylococo e Staphylococos, por exemplo.
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quais ele pode se regenerar. Na realidade, nestas condigdes, ao contrario do
que se poderia acreditar, ndo é o bacteriéfago que dissolve os microrganismos
mortos, mas sim os microrganismos vivos. Sem duvida, visto se tratar de uma
emulsdo em caldo, a presenca do principio litico é necessaria para que se possa
observar essa dissolucao dos microrganismos mortos pelos vivos. Sem ele, estes
Gltimos poderiam de fato se desenvolver sem entraves no caldo e mascarar, pela
turbidez de sua propria cultura, a clarificacdo que eles proprios operaram. Mas
quando, ao invés de utilizar emulsdo em caldo, nos servimos de solucdo salina*,
a presenca do principio litico se torna supérflua, e a simples adigdo de tragos de
Staphylococos vivos ja clarifica em 24 a 48 horas mesmo uma emulsdo bastante
espessa de Staphylococos mortos.

Pode-se ainda observar a agao litica dos microrganismos vivos sobre os mor-
tos, mesmo em caldo, se, ao substituir o bacteriéfago por qualquer outro artificio
que impeca os microrganismos vivos de se desenvolver e principalmente se utili-
zarmos tubos selados: em atmosfera confinada os Staphylococos vivos nao cres-
cem, mas ainda assim dissolvem de forma bastante ativa os Staphylococos mortos.

Nao ha uniformidade no comportamento de diferentes cepas de Staphylo-
cocos. Algumas ndo realizam ou realizam mal a lise, e outras ndo se deixam
dissolver, e até o presente, o melhor resultado foi obtido com a agdo de um Sta-
phylococo branco V sobre um Staphylococo dourado H.

Mesmo sendo bastante intensa, a clarificagdo jamais é completa, nao
que haja, como na lise transmissivel, individuos resistentes que nio se deixam
dissolver, mas sim porque a dissolugdo ndo ultrapassa um certo estdgio. Se exa-
minarmos no microscépio uma emulsdo clarificada, constata-se que os Staphylo-
cocos mortos e dissolvidos sdo reduzidos ao estado de pequenos granulos que,
fato bastante curioso, ndo fixam coloragdo de Gram; sobra apenas um esqueleto
Gram-negativo que os microrganismos vivos nao podem dissolver. Se centrifugar-
mos este residuo e o introduzirmos em emulsdo em solucdo salina adicionada de
Staphylococos vivos, ndo ocorre clarificagao.

A quantidade de Staphylococos vivos necessaria para efetuar a lise numa
emulsdo bastante espessa de Staphylococos mortos é extremamente infima.

Introduzamos o equivalente a 1/100.000 de uma cultura em caldo de Sta-
phylococos vivos V, uma parte num tubo com 5 ml de solucao salina, e outra
parte num segundo tubo contendo 5 ml de uma emulsdo espessa de Staphylo-
cocos H mortos em solucdo salina. Depois de 4 a 5 dias, o segundo tubo esta
quase completamente clarificado. Se, nesse momento, fizermos semeadura sobre

*Traduzi como “solugdo salina” o que no original aparece como “eau physiologique”, literalmente
‘dgua fisiologica’ ou “soro fisiolégico’.
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agar, ora com uma gota do primeiro tubo, onde os tragos de micrébios vivos
achavam-se em solugdo salina pura, e ora com uma gota do segundo tubo, onde
os mesmos tragos de Staphylococos vivos dissolveram a emulsdo microbiol6-
gica morta, a primeira semeadura permanece estéril, enquanto que a segunda
origina uma cultura bastante abundante de Staphylococos V. O microrganismo
vivo encontrou, portanto, na emulsao microbiolégica um meio de cultura®; ele se
desenvolve neste meio dissolvendo os cadaveres dos micrébios mortos. Essa lise
nos aparece como um simples fendmeno de nutricdo, de autofagia microbiana,
tal como exemplos encontrados entre as Leveduras. Nessa dissolugdo, de resto,
0s microrganismos mortos parecem ter um papel apenas passivo, ndo indicando
que fornegam um co-fermento; na verdade importa pouco se eles tenham sido
mortos por uma fervura prolongada ou por um aquecimento a 60°C.

A acdo litica de Staphylococos vivos sobre Staphylococos mortos é bastante
demonstrativa também em meio sélido.

O agar mineral ndo convém a cultura de Staphylococos. Mas basta intro-
duzir nesta uma emulsdo espessa de Staphylococos H mortos para que o Sta-
phylococo V encontre ali um alimento e possa se desenvolver. Inoculemos com
o uso de uma suspensdo bastante diluida de Staphylococos vivos a superficie de
uma placa de Petri contendo uma mistura homogénea e opaca de agar mineral
e Staphylococos H mortos, e veremos se desenvolverem pequenas col6nias que
dissolvem os microbios mortos contidos na gelatina. Essa dissolugao se faz gragas
a um produto difusivel que, penetrando profundamente na gelatina e ultrapassan-
do amplamente os limites das col6nias, contorna estas com um halo de clarifica-
¢do. Se nesse momento lavarmos a placa de Petri a fim de limpa-la da cultura, os
vestigios de cada colonia aparecem como manchas claras sobre o fundo opaco
da gelatina. Obtemos uma imagem cujo aspecto apresenta uma semelhanca im-
pressionante com as manchas de clarificacdo que o Bacteriéfago deixa na super-
ficie de uma cultura jovem sobre agar de um microrganismo vivo sensivel.

(Instituto Pasteur de Bruxelas.)

(1*) C. R. de la Société de Biologie, 1° de dezembro de 1923, t. LXXXIX, p. 1171.

5 Para meios de cultura, “gélose” em francés, ha certa ambiguidade na sua tradugdo, podendo ser
considerada qualquer meio gelatinoso de cultura, diferenciando-se basicamente dos meios em caldo
concentrado (caldo bovino, etc.). O termo “eau gélosée”, usado por diversas vezes, pode se traduzir
por “dgua gelosada” ou “gelatinizada”, ndo havendo nos textos indicagdo se o uso é de agar-agar ou
outro gelificante. Quando achei mais préprio optei ora por traduzir como “agar”, ora simplesmente
como “meio sélido/gelatinoso”, ou ainda “dgua gelatinizada”, visto haver casos de uso de dgua de
torneira gelatinizada no texto.
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Propriedades bacterioliticas de certos bolores

André Gratia
Sara Dath

Numa nota anterior (1*), um de nds, em colaboragdo com B. Rhodes, rela-
tou como certos Staphylococos introduzidos, no estado de tragos, em emulsdes
em solucdo salina de Staphylococos mortos, podiam ali se multiplicar e produ-
zir uma clarificagao parcial, reduzindo os cocos mortos a finos granulos sem
coloragao por Gram.

Persuadidos de que um tal fendmeno ndo era contingente, mas tinha, ao
contrario, um significado real e geral, nés pesquisamos se outros microrganismos
ndo possuiriam propriedades liticas andlogas. Com este fim, expusemos ao ar
placas de Petri nas quais havia previamente sido disposta uma mistura opaca
de meio de cultura gelatinoso a 2% e Staphylococos mortos. Entre as diversas
colonias que surgiram nessas placas, algumas exerciam, ao se desenvolver, uma
proeminente clarificacdo do meio. Tratava-se quase sempre, quando de sua ocor-
réncia, de um pequeno bolor branco com caracteristicas dos Streptothrix.

Transplantado para meio de cultura puro, esses bolores se desenvolvem ape-
nas mediocremente, enquanto que, no meio contendo Staphylococos mortos,
eles se multiplicam de forma intensa, e produzem uma clarificagdo completa
do meio, que ndo se concentra apenas na area de concentragdo da cultura, mas
transpondo amplamente os contornos desta, atingindo uma area que, em 36 a 48
horas, pode chegar a mais de 3 cm de largura.

Trata-se portanto de um fendbmeno de nutricdo se operando em favor de um
agente eminentemente ativo e difundido que ainda se pode isolar. Introduzamos
um pouco de Streptothrix num baldao contendo uma emulsao espessa, em solu-
¢do salina estéril, de Staphylococos mortos. No dia seguinte vé-se a formagao
de grandes flocos de bolor, “graos” de Streptothrix, que se depositam no fundo
do recipiente, enquanto que a emulsdo microbiana se clarifica rapidamente e
torna-se, apds 36 horas, de uma limpidez cristalina. Se filtrarmos esta emulsdo
lisada, obtemos o principio ativo separado do bolor, capaz de dissolver uma nova
emulsio de Staphylococos mortos.

Inoculemos com Streptothrix uma série de emulsdes, de espessuras iguais,
feitas com solugdes tampdo de pH diferentes, entre 3,0 e 8,0. Apds 36 horas, s6
se constata crescimento do bolor e clarificagdo da emulsdao acima de pH 6,0, o
pico de desenvolvimento se estabelecendo préximo a pH 7,0, ou seja, em pH
neutro. Também ndo € de se surpreender que o fendmeno ocorra com mais cla-
reza em emulsdes de Staphylococos em agua destilada.

289



Cadernos de Historia da Ciéncia - Instituto Butantan - Vol. VIII (2) Jul/Dez 2012

A temperatura a que foram mortas as bactérias das emulsdes é de pouca im-
portancia, e os resultados sdo bons tanto com Staphylococos aquecidos a 60°C,
80°C ou 100°C. Enfim, fato altamente interessante, a lise também se opera de
forma igualmente eficiente as custas de Staphylococos vivos.

Ao acompanhar pelo microscépio os estragos realizados pelo Streptothrix,
observa-se que os Staphylococos primeiramente se inflam, depois se deformam,
para se desagregar em seguida em destrocos amorfos, se dissolvendo completa-
mente por fim. No decorrer desse processo, a coloragdo da matéria microbiana
certamente é diminuida, mas ela conserva sempre seu carater Gram-positivo. A
lise realizada pelo Streptothrix é portanto diferente daquela operada pelo préprio
Staphylococcus que, como nés haviamos lembrado, € parcial e consiste numa re-
dugao dos cocos ao estado de esqueleto, ndo havendo mais coloragdo por Gram.

O Streptothrix ataca também outras cepas de Staphylococcus que nés ex-
perimentamos; ele dissolve ainda outros microrganismos, o bacilo piocianico
especialmente; ele é, no entanto, inativo ante o E. coli e o bacilo de Koch.

O curioso fendbmeno que acabamos de relatar, a cujo estudo damos prossegui-
mento, aproxima-se daquele recentemente descrito por Schiller (2*), sob o nome de
“antagonismo microbiano induzido”, se dando entre microrganismos proteoliticos
e microrganismos peptoliticos. Alids, mesmo se tratando de uma verdadeira “bac-
teriofagia” no sentido etimoldgico da palavra, ele é essencialmente diferente do
fendmeno de Twort-d’Hérelle. Ele deve, provavelmente, intervir na destruicdo das
bactérias ao redor do planeta e representar um elo natural do ciclo da matéria viva.

(Instituto Pasteur de Bruxelas)

(1*) C. R. da Sociedade de Biologia, 25 de fevereiro de 1924, t. XC, p. 640.

(2*) Centralbl. f. Bakt. I. 1923. t. XCl, p. 60.

Bolores e microrganismos bacteriéfagos,

André Gratia
Sara Dath

Numa nota anterior (1*), nés relatamos como alguns bolores, com as carac-
teristicas dos Streptothrix, tinham a propriedade de cultivo em suspensées em
solucdo salina ou agua destilada contendo diversos tipos de microrganismos,
como os Staphylococos e o bacilo piocidnico, produzindo nestas, ao se desen-
volver, uma dissolugdo completa dos corpos microbianos presentes. Um grande
nimero de microrganismos é igualmente sensivel a esta agdo, especialmente o
Vibrido da célera, diversas Bactérias saprdfitas do ar e mesmo alguns Fungos; no
entanto, a E. coli e o bacilo de Koch parecem lhe ser resistentes. Numa ampola
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contaminada de enterovacina, nés encontramos uma variedade bastante ativa
de Streptothrix, ndo apenas para as espécies ja mencionadas como novamente
para o E. coli, os Bacilos disentéricos, tifico e paratificos. De uma cultura con-
taminada de carvao e completamente clarificada, nds retiramos uma variedade
de Penicillium glaucum dissolvendo o Bacilo de Antraz. Ao expor placas de dgua
de torneira gelatinizada a 2% e contendo uma suspensdo de um microrganismo
sensivel como o do célera, ndo sé ao ar como também a outros meios como agua
de torneira, de esgoto, de vaso sanitdrio, etc., nés encontramos, entre as colonias
ativas, além dos habituais Streptothrix, outros Bolores e também diversos Bacilos
saprofitos, Gram-positivos e Gram-negativos. Como supinhamos, trata-se de um
fenomeno geral agindo em detrimento de um grande ndmero de microrganismos
saprofitos ou patdgenos e cujos agentes podem ser bastante variados. Entre estes,
no entanto, os Streptothrix parecem ser os mais difundidos e mais ativos. Além
disso, paralelamente as pesquisas de Fisher ja citadas na nossa nota anterior, é
importante lembrar que Mouton cultivou amebas em meios contendo E. coli;
também alguns micélogos, notadamente Vuillemin e Pinoy, estudaram Myxomi-
cetes bacteriéfagos que s6 podiam se desenvolver em meios contendo Bacilos
fluorescentes ou piocianicos aos quais se agregam, levando-os sempre consigo,
mostrando-se bastante dificil a sua separagao.

A lise exercida pelos Streptothrix opera-se gracas a um agente bastante ativo
e de notavel poder de difusdo, que encontramos, separado do Bolor, nas emul-
soes microbianas dissolvidas e filtradas. Nestas, a bem da verdade, ele se acha
bem enfraquecido, seja por se consumir enquanto age, seja por que os produtos
da lise inibam sua agdo posterior. Obtém-se, de fato, um principio bem mais
ativo a partir de culturas de Streptothrix em caldo concentrado. Se filtrarmos
uma cultura como essa, que ap6s vdrias semanas atingiu um desenvolvimento
consideravel, o filtrado dissolve rapidamente suspensdes com grande ndimero de
microrganismos. O mesmo ocorre com o extrato filtrado que preparamos mace-
rando os préprios Bolores em solugdo salina.

(Instituto Pasteur de Bruxelas)

(1*) C. R. de la Société de Biologie, 6 de dezembro de 1924, t. XCl, p. 1442.

Da Acao Bacteriolitica do Streptothrix,

André Gratia
Sara Dath

Em notas anteriores nés relatamos como alguns microrganismos e, especial-
mente, bolores do género Streptothrix, tém a propriedade de se desenvolver em
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suspensdes aquosas contendo culturas vivas ou mortas de diversos micrébios (Sta-
phylococcus, vibrido colérico, etc.), produzindo nestas suspensdes uma dissolu-
¢do completa, que ocorre gragas a um principio ativo com alto poder de difusao.

Procuramos precisar as condi¢des 6timas para a ocorréncia desse fenémeno.
Como ja relatamos aqui, este se manifesta igualmente bem em meio sé6lido ou
liquido e exige um ambiente neutro ou de preferéncia alcalino.

Outro fator de grande importancia é o oxigénio. O Streptothrix sendo bas-
tante aerdbio, se desenvolve e efetua a lise de maneira muito melhor em reci-
pientes de fundo chato do que em balGes. No entanto, mesmo sendo o oxigénio
necessdrio ao crescimento do bolor e a elaboracao do principio ativo, este ndo
parece ser nem minimamente indispensavel a lise propriamente dita, realizada
pelo principio ativo elaborado previamente. A intensidade da lise é, em grande
medida, independente da densidade das suspensdes. Todavia, para unificarmos
nossas experiéncias, introduzimos contetido recolhido de um tubo de cultura de
20 horas em meio gelatinoso comum, em 25 ml de agua de torneira esterilizada,
e em 15 ml de dgua de torneira gelatinizada a 3% estéril, operando portanto em
meio liquido e sélido respectivamente. Quando se introduz na agua gelatinizada
quantidades de microrganismos bastante consideraveis, de forma a lhe conferir
uma opacidade comparavel a do leite ou do soro cozido, pode-se notar que a
lise comporta duas etapas claramente distintas: em torno da zona de clarificacdo
completa que se expande por dreas bem maiores que a de concentragio do bo-
lor, observa-se uma segunda zona concéntrica, se distinguindo da primeira por
um limite bastante claro, e onde o meio de cultura, sem estar transparente, ja nao
esta mais opaco, mas sim transltcido. A lise completa é portanto precedida por
uma agao de preparagdo que encontramos, de resto, no meio liquido, onde se
observa que a dissolucao dos microrganismos € antecedida por uma aglutinagao
e estufamento dos corpos microbiéticos.

A lise esta sujeita as condi¢des de maturagdo dos bolores. Nao é de forma
alguma indiferente se a semeadura se faz com uso de micélios ou de esporos.
Encontramos um principio bastante ativo em culturas velhas em caldo concentra-
do de Streptothrix, abundantemente esporuladas e exalando forte odor de mofo,
enquanto que o extrato concentrado de uma cultura mais jovem, ndo esporulada
e inodora, era inativo.

A adicdo de soro normal, enquanto estimula o crescimento do Streptothrix,
inibe a lise de maneira clara, porém passageira.

O principio ativo, cuja natureza ainda nos escapa, liquefaz apenas muito
lenta e mediocremente a gelatina e o soro coagulado; por outro lado, ele parece
aprofundar consideravelmente a desintegragcdo dos corpos de microrganismos,
cujos produtos da dissolugdo nao sao detectaveis pelo reagente de biureto. Os
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filtrados provenientes da dissolucdo de quantidades com frequéncia enormes de
microrganismos de alta toxicidade, como o vibrido colérico, podem ser injetados
sem risco em animais em doses consideraveis. Emulsdes espessas de Staphylo-
cocos virulentos, altamente hemoliticos, coagulando energicamente o plasma
oxalatado e fibrinolisando os coagulos, dao, apés dissolucao, num filtrado fraca-
mente hemolitico e sem nenhuma atividade coagulante ou fibrinolitica. Mesmo
com esse fraco indice de produtos microbiolégicos ativos, as emulsdes de mi-
crébios dissolvidos pelo bolor possuem propriedades vacinatérias. Uma injegdo
Unica subcutanea de 10ml de filtrado colérico em cobaia ndo determina nenhu-
ma lesdo visivel mas faz aparecer, 10 dias depois, aglutininas e sensibilizacdes
anticoléricas, e protege o animal contra a inoculagdo de vibrides, matando os
invasores em poucas horas. Obtém-se resultados semelhantes na vacinacao de
coelhos com uso de filtrado de Staphylococos dissolvidos.
(Instituto Pasteur de Bruxelas)

Sobre a acao bacteriolitica do Streptothrix

André Gratia
Sara Dath

Numa série de notas anteriores (1*), nos relatamos e estudamos a notavel
acdo bacteriolitica que os bolores do género Streptothrix exercem sobre diversos
microrganismos. Nessas ocasioes, n6s recordamos diversos exemplos ja conhe-
cidos de antagonismo microbiano similares, mas dentre os quais nenhum mani-
festava tamanha intensidade de acdo comparavel a do Streptothrix. Sobre esta,
nao haviamos visto nenhuma mencao na literatura recente, até que, procurando
mais fontes sobre a biologia dos Streptothrix, encontramos, brevemente descri-
tas, numa monografia recente e bastante documentada de R. Lieske (2*), algumas
experiéncias semelhantes as nossas.

Assim como nos, este autor relata que esporos de Streptothrix inoculado so-
bre dgua gelatinizada tornada opaca por emulsdes de microrganismos diversos,
se desenvolviam e produziam uma clarificagdo completa do meio, se estendendo
esta amplamente além dos contornos da cultura. Como n6s, ele também nao
conseguiu obter a lise do bacilo da tuberculose.

Discordamos do autor quando ele declara que o fendmeno é independente
do pH do meio. Constatamos, pelo contrario, que a lise ndo ocorre em meio aci-
do; ela exige, na verdade, um meio neutro ou de preferéncia alcalino.

O autor também ndo obteve sucesso para isolar um extrato ativo, ao con-
trario de nés. Além disso, ele ndo realizou a lise em meio liquido, e nao pode,
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consequentemente, reconhecer que as culturas dissolvidas e filtradas, estando
desprovidas de toxicidade, possuem propriedades vacinatérias. Isso ndo nos im-
pede de reconhecer a primazia de Lieske no que concerne este fendbmeno que
pensdavamos ser os primeiros a observar.

(Instituto Pasteur de Bruxelas)

(1*) C. R. de la Société de biologie, 1924, t, XCI, p. 1442; 1925, t. XClI, p.
461 e 1125,

(2*) Rudolf Lieske. Morphologie und Biologie der Strahlenpilze, Leipzig, 1921.

Outros pioneiros

A capacidade dos fungos eliminarem bactérias tinha sido observada an-
tes por outros médicos ou cientistas que ndo puderam, ou ndo conseguiram,
trabalhar mais intensamente em suas pesquisas. Em 1871, o médico John Scott
Burdon-Sanderson relatou que o Penicillium inibia o crescimento de bactérias e
o cirurgido Joseph Lister, observou que as bactérias ndo cresciam em amostras de
urina, contaminadas com bolor, ussndo o caldo de Penicillium glaucum para tra-
tar uma enfermeira do King’s College Hospital, em Londres, cujos ferimentos nao
respondiam a qualquer antisséptico. Também na Inglaterra, o médico William
Roberts, estudou esse fendmeno durante quatro anos, de 1870 a 1874, e no-
tou que as culturas de Penicillium glaucum eliminavam as coldnias de bactérias;
quase ndo havia contaminagdo em contato com o bolor. Logo depois, em 1875,
o fisico John Tyndall, demonstrou a agdo antibacteriana do Penicillium na Royal
Society de Londres, o centro da ciéncia da época.

Na Franga, em 1877, Louis Pasteur e Jules Joubert, observaram que microrganis-
mos do ar poderiam inibir o crescimento do bacilo de antraz sobre urina previamente
esterilizada. Ha indicacoes de que eles podem ter identificado como Penicillium no-
tatum a espécie que produziu esses efeitos, mas o trabalho ndo prosseguiu, talvez por
nao o consideraram relevante: a contaminagao era um fenémeno comum na época.

Ninguém chegou tao longe quanto o médico francés Ernest Duchesne. Quan-
do estava no exército, Duchesne observou que os soldados que cuidavam dos
cavalos mantinham as selas em quartos escuros e imidos para que os fungos cres-
cessem e depois os usavam para tratar os ferimentos causados pelas selas nos ca-
valos. Intrigado, ele comegou a estudar os possiveis efeitos do caldo de cultura de
Penicilliumglaucum. Em um teste relativamente simples, viu que o fungo eliminava
as culturas de bactérias Escherichia coli. Depois, injetou o extrato em porquinhos-
-da-india, na época usados como animais de experimentacdo. Os porquinhos
haviam recebido uma dose normalmente letal de bacilos da febre tiféide, mas so-
breviviam se recebessem também um extrato de Penicilliumglaucum; a penicilina
que Fleming extraiu do Penicilliumnotatum ndo tinha efeito sobre o bacilo tiféide.
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Duchesne apresentou sua tese de doutoramento com esses resultados em
1897 a Faculdade de Medicina de Lyon. Foi o primeiro estudo formal a considerar
o potencial terapéutico dos extratos de fungos, mas nao foi muito longe. Duches-
ne enviou a tese ao Instituto Pasteur, sem qualquer retorno. Ele sabia que precisa-
va fazer mais pesquisas para detalhar as propriedades antibidticas do Penicillium,
mas o servico médico do exército ndo permitiu; ele ndo conseguiu se conectar
com quem pudesse continuar o que ele tinha comecado e sua descoberta caiu
no esquecimento. Em 1904, Duchesne contraiu tuberculose — a mesma doenca
que havia causado a morte de sua esposa, um ano antes, e mais tarde seria em
grande parte resolvida com antibiéticos produzidos a partir de fungos — morreu
em 1912, aos 37 anos. Seu trabalho permaneceu desconhecido até 1946, quan-
do reapareceu no jornal Le Progrés Medical.

Gratia, que muitos historiadores da ciéncia consideram o pai dos antibi6-
ticos, ndo conseguiu continuar o trabalho, nem motivar outros a continuarem
o que ele comecara. Ele adoeceu e quando voltou ao laboratério, em 1929, os
Penicillium que haviam levado aqueles resultados tinham todos morrido (ndo ha
qualquer explicacao sobre por que Sarah ou qualquer outro assistente ndo teriam
cuidado devidamente do fungo).

Gratia fez o discurso de abertura de entrega do titulo de Doutor Honoris Causa
conferido a Fleming pela Universidade de Liege, em 1945. No ano seguinte, Fle-
ming foi entrevistado pela radio belga. O que falou foi registrado em texto que indi-
ca que Fleming ndo tinha se esquecido de quem observou antes dele o antagonis-
mo entre fungos e bactérias: “Nao posso deixar de mencionar outro bacteriologista
belga, meu bom amigo André Gratia. Eu o menciono pela especial razdo que, a ndo
ser pela circunstancia, ele poderia muito bem ter sido o descobridor da penicilina.
Em 1926 ele notou que um bolor aparentemente destruia e dissolvia certas bacté-
rias. O bolor que ele tinha devia ser o Penicillium notatum e a substancia ativa deve
ter sido a penicilina, mas, como a cultura nio foi preservada, nunca saberemos”.

Os autores de uma nota na Lancet sobre o trabalho pioneiro de Gratia ob-
servaram que Jules Bordet, mentor de Gratia e ganhador do Nobel de 1919, pro-
vavelmente teria dito a ele: “Meu garoto, o problema é que vocé ndo batizou sua

'/l

crianga!” Nao faltou s6 um nome para a substancia do fungo capaz de deter o
crescimento de bactérias. Gratia ndo teve a mesma sorte que Fleming e seu tra-
balho ndo prosseguiu. Em 1938, Chain impressionou-se com o longo e detalhado
artigo de Fleming, que se destacou entre as cerca de 200 referéncias bibliogréficas
sobre a acdo de fungos e leveduras sobre bactérias, que ele pretendia investigar
na Escola de Patologia Sir William Dunn na Universidade de Oxford. Portanto,
o trabalho que Fleming iniciara em Londres ndo teria avancado se Chain ndo o

tivesse encontrado e se ndo quisesse continua-lo.
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Chain também teve sorte. Quando estava procurando o fungo que pudesse
produzir penicilina, Chain conheceu M. L. Campbell-Renton, ex-assistente de
George Dreyer, professor e presidente da Escola de Patologia Sir William Dunn.
Justamente naquele dia ela levava um frasco com o mofo de Fleming que ela
cultivava desde 1929, a pedido de Dreyer, que antes de morrer, alguns anos
antes, havia pedido para ela cultivar o fungo, que ainda poderia ser Gtil, a des-
peito de alguns experimentos com virus que ele havia feito sem sucesso. Chain
pretendia estudar a penicilina, mas ndo fazia ideia de que houvesse qualquer
amostra de Penicillium em Oxford e muito menos de que aquela amostra fora
obtida do mofo do préprio Fleming.

Em 1928, no mesmo ano em que Fleming observou a agdo do Penicillium
sobre bactérias em seu laboratério em Londres, o costa-ricense Clodomiro Pi-
cado Twight registrou em seu caderno de anotagdes o efeito antibidtico do Pe-
nicillium, atestado por meio de experimentos realizados no Instituto Pasteur de
Paris, onde entdo trabalhava. Ele publicou quatro anos mais tarde os resultados
de pesquisa que demonstravam a agao do Penicillium sp sobre as bactérias do gé-
nero Staphylococcus e Streptococcus. Botanico, zod6logo e toxicologista, Clorito
Picado, como era chamado, entrou para a histéria mais por seus estudos sobre
venenos de cobra e pelo desenvolvimento de soros contra picadas de cobras do
que por seu trabalho com fungos, ja que aparentemente ndo hd registros de que
outros cientistas tenham se interessado por continuar seu trabalho nessa area.

Agradeco a equipe da biblioteca da Faculdade de Satde Publica da Uni-
versidade de Sao Paulo (USP), que facilitou o acesso a uma colegdo da Comptes
Rendu e escaneou os artigos disponiveis, e a Livia Fioravanti, que encontrou os
artigos complementares na Bibliotheque Interuniversitaire de Santé, Université
Paris Descartes (Paris).

Nota: Os artigos originais de André Gratia foram traduzidos por Luiz Guilherme
Ferreira Zamaro. Contato: Igfzamaro@yahoo.fr
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