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I

ALGUMAS CONSIDERAGOES SOBRE A IDENTIDADE
DOS FENOMENOS DE TWORT E
DE D’ERELLE (*)

Coube a2 TWORT (1), incontestavelmente, o merito da
descoberta de agentes bacterioliticos filtraveis e transmis-
svels.

Foi em 1915 que TWORT apresentou a sua primeira
memoria sobre alteragdes bacterianas produzindo-se em série.
Verificou que esse principio obtido da linfa vacinica gliceri-
nada de vitelo, tinha o seu maximo poder litico sobre alguns
micro-organismos mais sensiveis. Experimentou esses agen-
tes liticos principalmente sobre diversos micrococos isolados
da propria linfa vacinica e tambem sobre Staphylococcus au-
reus e albus isolados de furunculos do homem, obtendo nenor
agao sobre estes do que sobre aqueles.

Dois anos mais tarde iniciaram-se os estudos de d’HE-
RELLE sobre a Bacteriofagia.

Contudo, ’HERELLE absolutamente nio admite serem
identicos os fenomenos observados por éle e por TWORT.
Diz nao poder compreender como o fenomeno observado por
TWORT, em que a cultura sobre gelose se transforma em
uma camada vitrosa formada pela fragmentag¢do dos corpos
liacterianos (ue ai se apresentam em pequenas granulagBes
wloraveis em vermelho pelo Giemsa, possa ser confundido
vom o da bacteriofagia, que é um fenomeno de dissolugio
Covs corpos bacterianos. "“dissolu¢io sem residuo”. E sobre
o assunto diz 'HERELLE (2) — “Aucun auteur n’a essayé
la moindre explication, tous se contentent d'affirmer qu’il v
« similitude, sans preuve, sans discussion”.

Ora. ultimamente o assunto tem sido abundantemente
discutido por GRATIA, e provas foram apresentadas, prin-

(*) Trahalho apresentado 4 Seccio de Riologia da Associacgdo
Paulista de Medicina, em 5-11-933.  Publicado na revista da mesma
Associacio. Vol 11 — Marco de 1933.— N, 3.
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cipalmente por BORDET e CIUCA. JAUMAIN, BRUYNO-
GHE e MAISIN. que nos induzem a crer na prioridade de
TWORT na descoberta do fenomeno, o que justifica a lem-
branga de GRATIA de se dar a bacteriofagia o nome de fe-
wmeng de TWORT-D'HERELLE.

Da substancia vitrosa de TWORT consegue-se facilmente
izolar o bacteriofago; mas d’HERELLE afirma que nesse
caso trata-se da coexistencia na polpa vacinica dos dois prin-
cipios liticos puara o estafilococo — o seu e o de TWORT.

GRATIA conseguiu reproduzir o fenomeny de TWORT
utilizando-se de um bacteriofago estafilococico autentico, per-
fcitamente purificado por sucessivos isolamentos: o mesmo
iendo obtido tambem com um bacteriofago niio proveniente
dge vacina.

Para 'HERELLE, o fenomeno observado por T\WORT
sO apresenta de comum com ¢ seu a reprodugio em séric.

Um dos pontos em que ' HERELLE se baseia para nao
admitir a identidade dos fenomenos é a progressao da trans-
formagdo vitrosa assinalada por TWORT, afirmando que
com o bhacteriofago isso nio se observa, pois as manchas cir-
culares, nuas, sem trago de cultura, caracteristicas da bacterio-
fagia ficam imutaveis durante muitos dias, sem invadir a cul-
tira, sem progredir, sem se extender.

Experiencias muito interessantes foram feitas por GRA-
TIA (3), recentemente, deixando demonstrada mais uma vez
a transformaciao vitrosa de TWORT com um bacteriofago,
como tambem a progressao dessa transformagio contestada
for HERELLE. As seis experiencias apresentadas por
GRATIA e acompanhadas de nitidas figuras nao deixam du-
vidas sobre a identidade dos fenomenos. Na sua VI expe-
riencia mostrou tambem que niop existe a menor diferenga
entre a agao do bacteriofago e a materia vitrosa de TWORT.
Tocando lados diametralmente opostos de uma mesma colonia
de um estafifococo sensivel, um lado com o material vitroso de
TWORT, o outro com um estafibacteriofago. observou que
a colonia ia sendo invadida ou transformada em susbstancia
vitrosa igualmente dos dois lados, e que essa transformagio
progredia lentamente, encontrando-se na linha mediana no
(uarto dia. '

D'HERELLE (4) diz que repetiu todas as experiencias
de GRATIA e afirma ter GRATIA obtido apenas cultura se-
undaria, confundindo-a com a materia vitrosa granular de

TWORT.
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As finas granulagdes dessa materia vitrosa sio inculti-
vaveis segundo o trabalho original de TWORT.

D'HERELLE examinando a camada vitrosa obtida pelos
processos de GRATIA afirma que ela apresenta bacterias
coloraveis, morfologicamente semelhantes as bacterias da cul-
tura primaria e perfeitamente cultivaveis.

D'HERELLE termina deixando afirmado que GRATIA
confundiu cultura secundaria com a materia vitrosa granular
de TWORT, o que podera ser demonstrado por um simples
¢xame microscopico. E diz: O que se obtem, o que GRA-
TIA obteve e confundiu com a camada vitrosa do fenomeno
de TWORT, sio culturas secundarias de bacterias resistentes
20 bacteriofago: a camada mais ou menos fina examinada ao
microscopio mostra unicamente bacterias perfeitamente colo-
raveis, mor fologicamente semelhantes is bacterias da cultura
primaria”

Em segulda foi a.prebentado por GRATIA (5) resposta
a essa confusdo de fenomenos tio diferentes que 'HERELLE
ihe atribuia.

Diz GRATIA que ha muito tempo que examina ao mi-
croscopio essa massa transparente; que a tem colorido pelo
metodo de GRAM, observando nao ser ela formada por mi-
crobios resistentes, mas sim raros elementos isolados, que se
encontram no meio de massa amorfa vagamente granulosa e
que nao toma o Gram.

Essa massa amorfa é que é constituida por fina granula—
¢io. E foram essas granulagdes que BORREL apresentou
ao l.o Congresso de Microbiologia, em julho de 1930, como
sendo o *‘virus bacteriofago”.

GRATIA apresenta figuras mostrando o material vi-
troso de TWORT colorido pelo metodo de Gram em que
se observam alguns cocos resistentes Gram positivos, raros,
no meio da massa amorfa, Gram negativa, do material vi-
troso, terminando por dizer que ndo pdde haver confusio
possivel entre material vitroso e cultura secundaria.

TWORT, nio se baseando sé nas experiencias de GRA-
TIA, como afirma d’HERELLE, mas nas suas_proprias, €
trabalhando com autentxcos bactenofagos diz considerar que
as descrigdes dadas ao bacteriofago sio perfeltamente apli-
caveis aos seus agentes bacterioliticos transmissiveis.

Durante a grande guerra das Nagdes, TWORT perdeu
as suas fontes originais de agentes liticos, mas reconhece
que 0 que GRATIA e ele tém obtido com legitimos bacteriofa-
gos é o mesmo principio que descrevera em 1915. Acha que
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as bacterias sendo atacadas, dissolvidas, lisadas ou “faga-
das” pelo agente ativo, o resultado em meio solido variaria
de acordo com o numero de bacterias presentes; sendo ata-
cada uma cultura ja visivel, poderi resultar uma. maska
vitrosa transparente, visivel; se o agente atuar antes que o
crescimento seja visivel, onde ele estiver aparecerig man-
chas claras, sem nenhum sinal de crescimento bacteriano.

Um e outro fenomeno ficam na dependencia da técnmica
empregada, podendo variar tambem de acérdo com a raga
bacteriana, ¢ principio litico, sua atividade, etc..

Ainda em artigo recente TWORT (6) lembra que na sua
memoria original dizia ser provavel encontrar o seu prin-
cipio ativo em casos de disenteria e outras afecgbes vizi-
nhas — “Cest une coincidence curieuse que ce soit préci-
sément dans ces affections que ’HERELLE ait obtenu ses
premiéres souches de principe actif. Il pourrait-aussi étre re-
marqué que si j’ai été empéché, par mon service 4 la guerre, de
poursuivre des experiences de vaccination, j’ai suggéré dans
mon mémoire que des essais thérapeutiques devraient étre
entrepris”.

A nossa impressio é que os fenomenos de TWORT e
de ’HERELLE sio identicos.

Pela leitura cuidadosa do trabalho original de TWORT
vé-se, perfeitamente, que as linhas gerais dos estudos de
d’'HERELLE sobre a Bacteriofagia foram nele sugeridas
cabendo a este dar o grande desenvolvimento que o assunto
hoje apresenta.

Nio podemos, contudo, deixar de assinalar o extraor-
dinario valor dos trabalhos de d'HERELLE que foi quem
indiscutivelmente deu todo o desenvolvimento que o assunto
merecia, abrindo caminho para inumeras pesquizas a que se
tem dedicado nao pequeno numero de cientistas.

II

O BACTERIOFAGO ESTAFILOCOCICO
NAS POLPAS VACINICAS

A primeira verificagio da existencia nas polpas vaci-
nicas de um agente bacteriolitico para o estafilococo, foi
feita em 1915, por TWORT, como vimos no capitulo pre-
cedente.
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Coube a GRATIA, em 1930, identificar esse principio
litico ao bacteriofago.

Nio obstante ser o bhacteriofago estafilococico isolado
de polpas vacinicas o primeiro bacteriofago conhecido, sdo
raros os trabalhos em que sdo estudados os principios li-
ticos dessas polpas.

Entre ndés J. L. MONTEIRO (7) apresentou um tra-
halho sobre “O bacteriofago nas polpas vacinicas gliceri-
nadas’, tendo obtido um Dbacteriofago de agdo manifesta
para estafilococos isolados das proprias polpas vacinicas.
como tambem para alguns de origem humana. Ndo encon-
trou nesse principio litico agdo alguma sobre germens do
grupo coli-tifico-disenterico; no entanto, das fézes de alguns
dos vitelos donde provinham as polpas, isolou bacteriofago
de agdo sobre germens desse grupo. Sendo dificil evitar a
contaminagio fecal do campo vacinado do vitelo, era de es-
perar que o bacteriofago isolado, se tivesse essa provenien-
cia, conservasse ainda alguma agdo sobre os germens do
grupo coli-tifico.

GRATIA, nos seus diversos trabalhos sobre o assunto,
verificou a presenga constante do bacteriofago estatilococico
na polpa vacinica entretida em serie sobre a pele de vitelos,
e tambem a sua ausencia nas fézes desses animais, lembrando
nio ser obrigatoria essa sua origem. Na realidade o bacterio-
fago é encontrado de acordo com o grupo de microbios da
regiio: no intestino, agindo sobre bacterias do grupo coli-
tifico-disenterico; nas afecgdes cutaneas, para os microbios
de sua predile¢io. como os estafilococos, etc.

Em 1931 GRATIA (8) teve ocasido de apresentar um tra-
balho no qual procurou verificar a presenga do bacteriofago
estafilococico em um grande numero de linfas vacinicas de
diversas proveniencias: Strasburgo. Dresden, Madrid, Bos-
ton, Pearl River (U. S. A.). Philadelphia, Indianopolis, New
Brunswick (N. Y.), Paris, Viena, Colonha e Londres. Des-
sas polpas vacinicas, umas eram polpas brutas frescas, ou-
tras glicerinadas e outras polpas brutas sécas.

De 17 amostras conseguiu em um primeiro ensaio iso-
lar o bacteriofago estafilococico de 135.

De grande importancia pratica foram as suas observa-
¢Oes sobre serem esses bacteriofagos divididos em dois gru-
pos: um, de bacteriofagos de agdo litica indistintamente
para os estafilococos aureus, albus e citreus, quer sejam pa-
togenicos ou saprofitas; outro, compreendendo a grande



maioria dos bacteriofagos isolados (12 vezes em 17 casos),
era ativo apenas para algumas ragas de Staphylococcus albus.

+Ao primeiro grupo GRATIA denominou de polivalen.
tes; ao segundo, monovalentes.

Verificou que todos os bacteriofagos isolados do pri-
meiro grupo pertenciam a um unico bacteriofago polivalen-
te, e que os do segundo tambem pertenciam a um sé e mesmo
bacteriofago monovalente. Ha, contudo, entre os representan-
tes de cada grupo, pequenas diferencas.

Verificou tambem que esses dois grupos ainda se dis-
tinguem pelas suas propriedades antigenicas e que se porta-
vam diferentemente na aptidio de produzir a materia vi-
trosa de TWORT. Enquanto os estafibacteriofagos do pri-
meiro grupo sido mediocres nessa transformagio, os do se-
gundo dio em geral nitidamente o fenomeno de TWORT.

Ainda outra diferenga interessante observou GRATIA
entre esses dois grupos de bacteriofagos: o grupo dos bacte-
riofagos polivalentes formando manchas pequenas; ‘o jdos
monovalentes produzindo manchas comparativamente muito
maiores.

Ja BAIL (1922) ¢ HADLEY (1924) para o B. disen-
teriae “Shlga" e ASHESHOW (1922) para o B. disenteriae
“Flexner”, demonstraram que num. bacteriofago do grupo
coli-tifico-disenterico podem existir duas variedades de ba-
cleriofagos, dando uns grandes manchas e outros pequcnas.

Os estidos de BAIL assinalam a existencia de bacterio-
fagos de grandes, médias e pequenas manchas fazendo crér
que essas variagbes correspondem a diferengas na agio do
principio litico sobre os microbios sensiveis; e mais ainda:
gue os de pequenas manchas sido estaveis, ao passo que os
de grandes manchas pédem ser dissociados em grandes e
pequenas.

Tambem com um bacteriofago ativo para o B. parat:—
fosus B, HADLEY e DABNEY (1928) demonstraram a
existencia de principios de grandes e pequenas manchas., o
mesmo sendo observado com bacteriofagos ativos para o
B. disenteriae “Y” por DENYS (9).

ARKWRIGHT (1920) e DE KRUIF (1921) fizeram cs-
tudos sobre a dissociagio das bacterias do grupo coli-tifico-
disenterico em dois tipos: R (rough) e S (smooth), corres-
pondendo este a colonias convexas, lisas e sendo virulento;
aquele, a colonias chatas, rugosas, mostrando-se avirulento.
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Ora, estudos identicos estio sendo feitos com as colo-
nias ou manchas dos bacteriofagos.

Ha os estudos iniciais de BORDET sobre a agio dos
principios “fortes™ e principios “iracos” sobre colonias dos
tipos R e S do B. coli.

Em 1923 GRATIA (10) verificou que os principios li-
ticos fracos davam grandes manchas e que os principios for-
tes davam grandes e pequenas, tendo tambem ocasiao de
isolar um B. coli S (smooth) e um B. coli R (rough), de-
monstrando que o bacteriofago de grandes manchas atacava
o tipo S, respeitando o tipo R; dando-se o inverso com o
hacteriofago de pequenas manchas, cuja agdo litica mani-
fexta-se para o tipo R, embora excepcionalmente tambem
para o tipo S.

DEXNYS. no seu trabalho acima citado, verificou a exis-
tencia de bacteriofagos ativos para o B. disenteriae “Y”, uns
lisando 86 o tipo S, outros s6 o tipo R e alguns lisando esses
dois tipos. Os principios ativos para o tipo S sio de gran-
des manchas, constituindo um grupo homogeneo, ao passo
Gue os principtos ativos para o tipo R formam um grupo
heterogeneo, diferindo quasi todos entre eles, principal-
mente pelo aspecto de suas manchas.

Sao muito interessantes estas relagdes entre manchas
de bacteriofagos ou colonias de bacteriofagos e colonias de
bacterias.

I1I
NOSSAS EXPERIENCIAS

A existencia constante do estafibacteriofago nas polpas
vacinicas sendo um ‘fato ji perfeitamente demonstrado, nos
levou a fazer o nosso estudo noutro sentido, no da virulen-
cia desses bacteriofagos, sua exaltagio, conservacio e obten-
¢ilo de um bacteriofago polivalente para fins terapeuticos.

No estudo da virulencia escolhemos o processo que nos
vareceu melhor: a contagem das manchas, ou colonias de
bacteriofagos, seguindo a técnica de 'HERELLE.

Primeira serie de experiencias

A polpa vacinica que nos serviu para estudo foi rece-
bida do Instituto de Butantan, com a seguinte nota:



“Polpa vacini¢a n. 4.689.
Data da colheita: 23-VII-1930.

Emulsionada em 4 partes de glicerina”.

Para a pesquiza do bacteriofago semeamos 1 c.c. dessa
polpa vacinica em um pequeno bhalio com 50 c.c. de caldo
comum (p H = 7,8). (*).

Apds 48 horas de estufa a 37°, centrifugamos e filtramos
em vela Chamberland L3, sob a pressdo negativa de 300 a
350 milimetros de mercurio.

A esse filtrado denominamos B V B, e foi obtido em
23-X-931, portanto, um ano e tres méses apds a colheita da
polpa vacinica, conservada no “frigo” a mais ou menos 8°.

Da mesma polpa vacinica isolamos tres estafilococos,
dos quais dois dourados — Staphylococcus aureus (St 1 e
St 2) e um branco — Staphylococcus albus (St 3).

Com esses estafilococos e mais alguns aureus e citreus
de procedencia humana, fizemos experiencias para verificar
se o filtrado B V B apresentava bacteriofago para esses
cocos.

Para cada cocco tomam-se dois tubos contendo 4,5 c. c.
de caldo comum: no l.o colocam-se 0,5 ¢. c. do fiitrado,
servindo o 2.0 de testemunha. A ambos junta-se emulsio do
coco a examinar (cultura de 24 horas), de maneira a ficar
a emulsdo nos tubos com aprpximadamente 250 milhdes de
germens por c. ¢. Os tubos depois de agitados sio colocados
na estufa a 37°.

Apo6s 24 horas de estufa verifica-se o resultado no caldo,
comparando-se a lise com o, tubo testemunha, sendo ao mes-
mo tempo passada uma alsa do material de cada tubo em
estria sobre gelose inclinada.

Esses tubos sao colocados na estufa a 37°, durante 24
horas, .lendo-se em seguida o 'resultado, comparando-se o
aspecto da cultura ao longo da estria, nos dois tubos.

No quadro abaixo damos o resultado da primeira veri-
ficagao .da existencia do principio :litico no filtrado B V B
para oito estafilococos:

(*) Todas as nossas experiencias foram feitas, tanto em cal!do
como em gelose, comt p. ‘H = 18
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QUADRO I
I Ty
Resultado Resultado
CULTURAS o
no caldo na gelose
Staphylococcus aureus—St 1 0 | 0
” ?o. —St2 * * %
” o —St7 0 0
* albus.. — St 3 0 ' 0
” citreus. — St 4 0 0
” " L —St5 0 0
v » . —St6 0 0
» ?» . —St8 0 0

Significagdo dos sinais acima e que serio usados em ex-
periencias identicas:

0

*

Kk
k%K
Ak kok

k%

*okk

ook
kR RK

Em caldo:
Turvagdo como no tubo testemunha.
Lise apenas perceptivel.
Lise perceptivel.
Lise com ligeira turvagio do caldo.
Lise total aparente.

Em gelose (estria):
Cultura homogenea em toda a estria, semelhante
a0 tubo testemunha.
Cultura ligeiramente rugosa em toda a extensio da
estria.
Cultura rugosa com numerosas zonas claras e co-
lonias atipicas.
Cultura interrompida apresentando grandes espa-
¢os claros e colonias atipicas.
Somente raras colonias atipicas.
Nenhuma colonia, ficando o meio com a aparencia
de esteril. ' ‘ -



O nosso filtrado B V B, de acordo com as experiencias
do Quadro 1, apenas revela a presenca de principio litico para
o Staphylococcus aureus — St 2, isolado da propria polpa vaci-
nica em estudo.

Fizemos cinco passagens do mesmo filtrado com o esta-
filococo St 2, e vamos em seguida verificar a virulencia des-
ses filtrados.

Dada a existencia do bacteriofago na forma de corpus-
culos, existencia essa facilmente demonstravel, ' HERELLE
iaz a dosagem de um bacteriofago pela contagem desses cor-
pusculos, que se multiplicam a custa das bacterias e cuja vi-
rulencia é proporcional a multiplicagdo de cada um deles.

A sua técnica, em linhas gerais, é a seguinte:

Toma-se uma série de 10 a 12 tubos, contendo cada um
4.5 cc. de uma emulsio em caldo da bacteria sensivel, com
250 milhdes de germens por c.c., provindos estes germens de
uma cultura em gelose, de 24 horas.

Colocam-se 0,5 c.c. do bacteriofago a dosar no primeiro
tubo da série, obtendo-se assim a primeira dilui¢io 10—
(notagao logaritmica). Agita-se bem.

Tomam-se 0,5 c.c. da primeira dilui¢io colocando-os no
segundo tubo, o que dara a diluigdo 10—2, e 0.02 em um tubo
de gelose inclinada, extendendo-se da melhor maneira possi-
vel sem misturar com a agua de condensagio. (sendo preie-
rivel retira-la na vespera).

Sucessivamente vio sendo feitas as diluigdes e passa-
das para gelose, tendo-se o cuidado indispensavel de usar
uma pipeta para cada diluigio.

Fazendo-se a dosagem em placas, tomam-se 0.55 c.c. de
cada diluigao, colocando-se 0,50 c.c. no tubo seguinte da série
e 0,05 na placa de gelose, em seguida extendendo-se bem.

Por ser mais facil preferimos fazer a contagem dos cor-
pusculos em tubos de gelose.

O calculo para a contagem dos corpusculos é feito da
seguinte maneira:

Tomemos o exemplo da dosagem do da 3.* passagem
(Estafibacteriofago B V B 3). Em 0,02 c.c. da diluigdo 10—
foram encontradas 36 manchas de corpusculos, devendo 1 c.c.
conter 50 vezes mais, isto é, 1,800 a suspensio original de-
vera conter 1.800 x 108 igual a 1.800.000.000 de corpusculos
por centimetro cubico.

Na dosagem em placas a quantidade da dilui¢io usada é
0.05 c.c.,, portanto, 1 c.c. tera 20 vezes mais corpusculos,
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sendo esse numero de corpusculos multiplicado pelo titulo da
diluigio.

Damos a seguir os quadros demonstrativos das dosagens,
assinalando de um lado, o resultado da lise no caldo, e do
outro, o resultado em gelose.

QUADRO 2
Dosagem do estafibacteriofago B V B

(Filtrado da polpa vacinica n.° 4689)

{ Resultado em caldo Resultado em gelose
Diluigdes |
| 24 horas a 37° 24 horas a 37°
1
]
101 | % ¥ Camada bacteriana rugosa
10—2 f 0 Camada bacteriana normal,
! homogenea
10— | 0 Camada bacteriana normal,
f homogenea
10— | 0 Camada bacteriana normal,
)I homogenea

Este filtrado é o mesmo do Quadro 1, no qual fizemos
apenas a verificagio de existencia de principio litico para
oito estafilococos.

Nesta dosagem para contagem de corpusculos do
B V B, na quantidade de 0,02 c.c. passada para gelose — ndo
foram constatados corpusculos, partindo da diluigio 10—

Feita a primeira passagem do B V B com o estafilococo
sensivel St 2, denominamos B V B 1 essa primeira passagem,
cuja dosagem ¢é a seguinte:



QUADRO 3
Dosagem do estafibacteriofago B V B 1

(1. passagem)

| Resultado em caldo Resultado em gelose
Diluig3des |

| 24 horas a 37° 24 horas a 37°

| e
10—1 * k& %k Manchas incontaveis
10—2 & ok ok e 157 manchas
10—3 * Ok kX 30 manchas (1.500.000 p c.c.)
10— * 8 manchas
16— 0 Cultura normal, homogenea
10.._6 O ’ ’» ’”

Resultado: 1.500.000 corpusculos por c.c.

Fazemos o calculo para a contagem de corpusculos to-
mando o maior numero abaixo de 100 contado nos tubos. Em
tubo de gelose a contagem acima de 100 manchas, nio pode
ser perfeita, visto a existencia de manchas confluentes.

Em seguida damos as outras passagens.



QUADRO 4
Dosagem do estafibacteriofago B V B 2

(2. passagem)

—
== S ——— S

| Resultado em caldo Resultado em gelose

|
|
Diluicdes ; !
| 24 horas a 37° | 24 horas a 37°
L i S
I r
16—t L Camada bacteriana anormal,
| | rugosa
10—2 | * K %k ok : Manchas incontaveis,
| ; confluentes
10— | * ok ok % 4 271 manchas
10— * . 20 manchas (10.000.000 p c.c.)
16— | 0 i 3 manchas
10—6 | 0 ! Cultura normal, homogenea
16—7 | 0 & ” "
10—8 | 0 ’ >
10__9 . O . 3 .
10—10 | 0 | ” 3 2

Resultado: 10.000.000 de corpusculos por c.c.



QUADRO 5

Dosagem do estafibacteriofago B V B 3

(3.2 passagem)

| Resultado em caldo

Resultado em gelose

Diluigdes |

! 24 horas a 37° 24 horas a 37°
1l
i

10—t ¥k ok % Camada bacteriana anormal,
| rugosa

10—2 | * kowox Camada Dhacteriana anormal,
E rugosa

10—3 [ x KRk Camada bacteriana anormal,
| rugosa

10—+ l * ok ok % Manchas incontaveis,
“ confluentes

00— | * K kK 265 manchas

10—5 * ok ok ok 36 manchas (1.800.000.000
) p c.c.)

10— * k% 4 manchas

10—8 0 Cultura -normal, homogenea

10— 0 ” ” ”

10—10 0 ” ” *

1
l
|

Resultado: 1.80C.00C.000 corpusculos por c.c.



QUADRO 6
Dosagem do estafibacteriofago B V B 4

(4.2 passagem)

' Resultado em caldo
]

Resultado em gelose

DiluigGes
24 horas a 37° 24 horas a 37°
10— |, EEER Camada bacteriana anormal,
l : rugosa
102 L Camada bacteriana anormal,
rugosa
103 *EEF Camada bacteriana anormal,
| rugosa
10—+ | * howx Manchas incontaveis
102 I} *ox ok x 88 manchas (440.000.000
p c.c.)
10—¢ KRk 8 manchas
10— * ok X Cultura normal, homogenea
10—8 * % » i) ’
10—9 ’ 0 ”» 3] ”
10—10 } 0 3y » )
|

Resultado: 440.000.000 corpusculos por c.c.



QUADRO 7
Dosagem do estafibacteriofago B V B 5

(5.* passagem)

l Resultado em caldo

Resultado em gelose

Dilui¢Ges
I 24 horas a 37° 24 horas a 37°
l
10— * ok ok % Camada bacteriana anormal,
rugosa
10—2 * X ¥ Manchas incontaveis,
confluentes
10— * ok x 11 manchas (550.000 p c.c)
10— L 1 mancha
10— * K Cultura normal, homogenea
10— * ”» ”» 1
10._7 O " ' »
10_8 0 ”” » 2
10_9 0 ” sy 12
10—10 0 39 » 1]
| J
Resultado: 550.000 corpusculos por c.c.



Nesta primeira série de experiencias constatamos a pre-
senga de principio litico na polpa vacinica n. 4689 para um
estafilococo dourado, dos oito estafilococos experimen-
tados .

Essa polpa nos foi enviada do Instituto de Butantan com
a indicagdo de ter sido colhida em 23-VII-1930. As nossas
experiencias foram iniciadas em 23-X-1931.

Portanto, esse principio litico foi encontrado nessa polpa
apos um ano e trés meéses a sua colheita.

Esse estafibacteriofago cuja atividade era insignificante,
cm trés passagens atingiu o maximo da sua virulencia, viru-
lencia que se foi exaltando progressivamente, para cair da
guarta passagem em diante, conforme podemos ver no se-
guinte resumo:

BVBI1.... 1.500.000 Corpusculos por c. c.
BvVvB2. .. 10.000.000 ” » »
BVB3.... 1.800.000.000 ” ” ”
BVB4.. .. 440.000.000 ” ”» »
BVB5.. .. 550.000 ” ”» »

Segunda série de experiencias

Em 16--1-932 vacindmos um coelho com a mesma polpa
vacinica n. 4689 escarificando uma pequena zona.

Houve desenvolvimento regular da vacina, que foi colhi-
da cinco dias depois.

Tomamos 1 c. c. dessa polpa, e semeamos em um balio
com 50 c.c. de caldo. Apds incubagio a 37° durante 48 horas,
centrifugamos e filtramos em vela Chamberland L. 3. Ao
filtrado denominamos B V B C.

Como na primeira série de experiencias, fizemos identi-
cas pesquisas com o filtrado B V B C para verificar a exis-
tencia de principio litico, usando os mesmos estafilococos.

Esse filtrado mostrou ligeira agdo somente para o Sta-
phylococcus aureus St. 2, lise apenas perceptivel (*).

Fizemos em seguida nove passagens do filtrado B V B
C com o estafilococo sensivel St. 2. o

Dosamos pela contagem de corpusculos todos esses filtra-
dos, em tudo repetindo o que fora feito com B V B na
nossa pnmelra série de experiencias.

A seguir damos resumidamente o resultado dessa con—‘
iagem:
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BVBCI1. 112.000.000 corpusculos por c.c.
BvVvBC2. 1.560.000.000 ” ” ”
BV BC3. 1.635.000.000 ” ” ”
BVvBC4. 200.000.000 ” v,
BVBCS. 420.000.000 ” » 2
BVBCEG6. 420.000.000 ” ” ”
BvVvBC7. 160.000.000 ”? ” ”
BVBCS. 160.000.000 ” ” ”
BVBCOY9. 10C.000.000 " " ”
%* %

Esta segunda série de experiencias nos mostra que tanto
a polpa vacinica n. 4689 de vitelo, como esta de coelho (obtida
pela passagem daquela no coelho), forneceram dois estafi-
bacteriofagos que indiscutivelmente sdp identicos, sendo a
mesma raga de bacteriofago. Ambos manifestaram agio liti-
ca apenas para o Staphylococcus aureus St. 2, dos oito esta-
filococos experimentados.

A virulencia desses dois filtrados foi sendo exaltada até a
terceira passagem para dai em diante cair.

Terceira série de experiencias

Tomamos a mesma polpa vacinica glicerinada n. 4689,
que nos tem servido desde a primeira experiencia e que man-
icmos sempre conservada no “frigo”, em temperatura apro-
ximadamente de 8°C. e

Essa polpa, como vimos acima, foi colhida em 23-
VII1-930. .

Um ano e tres méses apds a sua colheita, em 23-X-931,
fizemos a nossa primeira serie de experiencias isolandg o
estafibacteriofago B V B.

Agora, 26-V1I1-932, portanto, dois anos e tres dias apos
a colheita dessa polpa, repetimos as pesquisas da nossa
primeira serie de experiencias, com o fim de verificar se,
passados dois anos, ainda poderiamos obter o mesmo estafiba-
cteriofago e qual as modificagbes da sua virulencia.

O filtrado obtido, que denominamos B V B (2.a), re-
velou uma lise apenas perceptivel (*), sémente para o Staphy-
lococcus aureus St. 2, nenhuma agio mostrando para os ou-



tros, fato identico ao observado pelos estafibacteriofagos
BVBeBVBC.

Com o B V B (2.a) fizemos quatro passagens, com
o estaiilococo sensivel.

O resultado dessas passagens foi o seguinte:

BV B1(2.a) ... 475.000 corpusculos por ¢ c.
B\ B2 (2a) .. . 1.350.000.000 e B ®
BV B2(2a) ... 650.000.000 ” oo
B\ B4 (2.a) ... 19.000.000 * N

Esta terceira série de experiencias nos mostra que da
poipa vacinica glicerinada n. 4689, decorridos dois anos ¢ tres
dias de conservacio no frigo, a 8C, ainda pudemos isolar
um  estafibacteriofago, em tudo semelhante ao isolado
um ano antes, apenas mostrando.se um pouco menos Vi-
rulento.

Quarta serie de experiencias:

As nossas experiencias foram feitas na estufa a 37°. Con-
vem, comtudo, assinalar que IHE'RELTIL veriflicou ser a
temperatura de 32° a methor para o fenomeno da bacterio-
fagia, principalmente em se tratando de bacteriofagos discn-
tericos ¢ estafilococicos, embora comumente vejamos traba-
Thos nesse sentido feitos a 37°.

2\ falta, nos laboratorios, de uma estufa a 32" talvez seja
a razio pela qual ¢ usada a estufa a 37°.

HAUDUROY (11) aconselha a temperatura do labo-
ratorio, aproximadamente 20"

De acordo com as nossas experiencias, aconselhamos a
temperatura do laboratorio de 20° a 25°, cujos resultados sio
methores do que a 37°, principalmente quando se niao traba-
tha com bacteriotagos de grande virulencia.

Com bacterioiagos de fraca e média virulencia as cultu-
ras secundarias aparecem em poucas horas a 37°, por ser Oti-
ma esta temperatura ao desenvolvimento da malor parte das
hacterias patogenicas, ndo dando tempo para a agio completa
de bacteriofago.

Vamos comentar com exemplos.



Quando dosamos 0 B V' B C 6 (segunda série de expe-
riencias) tivemos ocasido de fazer ao mesmo tempo duas
series de diluigdes até 1019, rigorosamente iguais, colocan-
do uma na estufa a 37°, deixando a outra na temperatura do
laboratorio (nessa ocasiio a 23°) e fazendo a leitura do re-
sultado apos 24 e 48 horas, como se pode vér no guadro =e-
guinte:

QUADRO 8

ESTAFIBACTERIOFAGO BV B C6

(Acdo litica sobre o Staphylococcus aureus St 2)

Leftura apds 24 horas Leitura apfs 48 horas
Diluicoes T
are Temp. do Inbo- 37 Temp. do lnho-
ratorio 23¢ ratorio 23
| i ! S
10—1 g i hen l * i
| ! Bvae
| I i :
10_2 | » *EER . x¥ £ R A3
i i
D ‘ l ’
10__3 % l EESE 1 *8 . EE 2]
. \
10,_4 !\ LEE R ] " *EER I\ %% 9 *rEE
i ! l i
) ! 4 ,
10_3 *kk ! LR 2 ] ® 8 , LR E NS
10__6 [ *hw 5 TEEY | - LEES 3
i
; i t
10_7 ¥ LE R ] sEEN | —_— *hXY
! i
I H
10——8 f % . e S : — ; BT T
1 1
1 | %
| ‘ ! |
10_9 ‘ sk i * | e i kxr¥
I
o | | ;
— —_— i — sEFE
10— ! ]l i
| i |

Vé-se, no Quadro 8, que na temperatura do laborato-
rio a lise foil muito mais ativa e uniforme,



A 37°, no fim de 48 horas, as culturas secundarias tur-
vam novamente o caldo com maior ou menor intensidade.

Vé-se, tambem, nesse quadro, que na temperatura de
37°. a diluigio 10—, com maior quantidade de bacteriofago,
ndo apresenta sinal de lise em 24 horas. Observa-se o mes-
mo nas dilui¢des 10—2 e 10—3, que deveriam estar mais li-
sadas que as seguintes.

O fato explica-se da seguinte maneira: nas primeiras
diluigdes, pela maior quantidade de bacteriofago nelas exis-
tente, da-se a lise em poucas horas (quatro a seis). Tratan-
do-se de bacteriofagos de fraca ou média virulencia, algumas
horas apds a lise aparecem as culturas secundarias, razio
pela qual a leitura feita apds 24 horas podera dar o resultado
acima.

Com bacterifagos mais virulentos a lise inicial mantem-
s¢, mesmo a 37°, como pdde ser visto na dosagem do BV I 3
{Quadro 3).

Na temperatura ambiente, com bacteriofagos de fraca
virulencia, embora mais lentamente se processe a lisc, esta
~¢ mantem mais facilinente.

Vamos dar um exemplo (ue nos servirda para deixar esse
fato demonstrado, permitindo-nos tambem verificar a dimi-
nuigao de virulencia do bacteriofago em estudo, apos alguns
meses de conservagio.

O nosso estafibacteriofago B V B 3, foi dosado logo
apos a sua [iltragdo, isto é, em 13-1-932, cujo resultado esig.
no Quadro 5.

Nota-se nesse quadro que a lise completa foi até 10—,
a 37", em 24 horas de estufa. Nessa ocasiio a dosagem reve-
lou a presenga de 1.800.000.000 de corpusculos por c. c.

Ao fim de sete meses de conservacgio na temperatura do
laboratorio, em empolas fechadas, fizemos nova dosagem,
1sto em 17-8-932, em duas séries de tubos: uma ficando na
temperatura do laboratorio e outra a 37°. Fizemos tambem
a contagem de corpusculos, em tudo seguindo a mesma té-
cnica.

A contagem de corpusculos revelou a presenga de .....
800.000.000 por c. c., portanto, menos da metade da primeira
dosagem.

O resultado da lise Toi o seguinte:
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QUADRO 9
LESTATIBACTERIOFAGO B V B 3
(Apoés seis méses de conservagdo)

Dosagem na estufa a 37°
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QUADRO 10
ESTAFIBACTERIOFAGO B \" B 3

(Anos seis meses de conservacao)
Dosagem na temperatura do laboratorio (23%)
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Vé-se no Quadro 9 que, a 37°, em 5 horas, ja a lise cra
completa nes dons primeiros 1uboa, cuja turvagdo dai em
diante corre por conta das culturas secundarias.

Observa-se tambem grande irregularidade na lise cuja
maior intensidade foi atingida, com esse bacteriofago, apos
24 horas de estufa, para dai em diante as culturas secunda-
rias turvarem cada vez mais os caldos.

A 'mesma dosagem feita na temperatura do laboratorio
— Quadro 10 — deu resultados muito mais uniformes, em-
bora a lise aparega mais lentamente; mas, quando completa.
cia se mantem por muitos dias.

Se passarmos essas duas diluigdes para gelose, em estria.
melhor presenciaremos a diferenga existente na agio da tem-
peratura sobre a lise, como se pode vér nas Figuras I e I1.

Os tubos da Figura I, da série-que se achava na estufa
a 37° durante um dia, apds a passagem da estria estiveram
na estufa a 37°, 24 horas; ao passo que os da Figura II, da
série conservada na temperatura do laboratorio, tambem fi-
caram na temperatura do  laboratorio apos a passagem da
estria. Nestes, s0 apos dois a tres dias € que a vegetagao se
tornott abundante e capaz de nos dar a fotografia que apre-
sentamos. )

Na Figura I (verificagio na estufa a 37°) vé-se, na pas-
sagem de todas as dilui¢Bes, ora cultura irregular e rugosa,
ora colonias .atipicas, esparsas.

Na Figura II (verificagio na temperatura do laborato-
rio), nos dois primeiros tubos n3o apareceram colonias, fi-
cando o meio com aparencia de esteril; no terceiro e quarto
vém-se pequenas colonias na parte superior desses tubos, no-
tando-se nitidamente no oitavo, as manchas dos corpusculos
bacterioiagos.

No tubo T vé-se a estria testemunha — cultura sem ba-
cteriofago. '

Portanto, ¢ bem clara a diferenga entre a verificagio da
agdo litica de um estafibacteriofago na estufa a 37°, ou na
temperatura do laboratorio, sendo esta preferivel.

. GRATIA, come vimos acima, dividiu os estafibacteriofa-
gos que tem estudado, em dois grupos principais: um, de bac-
teriofagos polivalentes, ativos para todos os estafilococos dou-
rados, citrinos e brancos, patogeniCOS ou saprofitas; outro, de
monovalentes, encontrado em 70 ° dos casos e de agio uni-
camente para algumas ragas de estafllococos brancos.*®

Nesse seu trabalho vé-se uma lista de 17 estafibacteriofa-
gos, dos quais 14 de polpas vacinicas e 3 de outras proceden-
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cias (antrax, exsudato peritonal e abcesso da face), sendo que,
os ativos para os estafilococos dourados, tambem o foram para
os brancos, portanto, polivalentes (5 dos 17) ; e os nido ativos
para os estafilococos dourados, s6 o foram para algumas ra-
cas de estalilococos brancos (12 dos 17) — siio os monova-
lentes.

Ao isolarmos o nosso estafibacteriofago B V. B, da polpa
vacinica do Instituto de Butantan, vendv a sua nitida agio
litica para um estafilococo dourado, esperavamos que se tra-
tasse de um estalibacteriofago polivalente, pois. como acaba-
mos de vér, GRATI:N, em seu trabalho, nao encontrou
nenhum estafibacteriofago que, de agido sobre estafilococos
dourados nio o fosse tambem para estafilococos brancos.

Os nossos tres estafibacteriofagos BV B — B V B Ce
BV B (2#), inicialmente sé mostraram acdo litica para um
estafilococo dourado, dos oito estafilococos experimentados —
o St 2, isolado da propria polpa vacinica.

Fazendo diversas passagens com o St 2, a virulencia
desse filtrado aumentou extraordinariamente, mas s6 para o
St 2, continuando sem agio para os outros estafilococos, como
tivemos ocasido de verificar.

. Tambem fizemos diversas passagens do B V B com um
esfafilococo branco — o St 3, nada conseguindo.

Os nossos estafibacteriofagos BVB —BVBCe BV B
(2), pela sua procedencia, sua ag¢io unicamente para o
Staphilococcus aureus St 2, fraca virulencia inicial, facil exalta-
G20 de virulencia atingindo maior poder litico em duas a tres
passagens, — sido, n2o ha duvida, todos éles, uma s6 raca de
bacteriofago.

Sob o ponto de vista pratico, convem assinalar que de
preferencia devem ser usados os estafibacteriofagos poliva-
ientes nas aplicagbes terapeuticas das afecgbes estafilococi-
cas, ficando o emprego dos monovalentes unicamente para o0s
casos de verificagio prévia da sua agio litica para o estafilo-
coco isolado.

A fagoterapia tem dado bons resultados em diversas afec-
goOes estafilococicas: furunculos, anthrazes, panarigos, albces-
sos, flegmdes, e mesmo, septicemias.

Nas septicemias estafilococicas RAIGA (12) apresentou
uma pequena estatistica de casos por éle tratados com estafi-
bacteriofagos, cuja mortalidade foi apenas de 25 %, lembran-



do que as conclusdes de ARILOING, DUFOUR e LANGE-
RON no Congresso Francés de Medicina, em 1927, apresen-
taram para casos semelhantes a mortalidade de 80 a 90 %.

s insucessos da fagoterapia assinalados por alguns cli-
nicos sdo devidos ao desconhecimento de alguimas particula-
ridades do seu emprego.

A verilicagdo da acdo litica para o germem isolado do
doente ¢ nccessaria, mas, quando positiva, amda assim pode
taihar a sua a¢do curativa.

No sangue do doente podem existir anti-fagos que se opo-
nham a lise bacteriana; e, nesse caso, o organismo do doente
constitue um meio desfavoravel 3 tagoterapia.

Nos casus clinicos mais graves e refratarios ao bacterio-
fago esses anti-fagos sio geralmente encontrados no séro san-
guineo do doente.

RATGA constatou mais os seguintes fatos interessantes:
(quando presentes anti-estafi-fago e anti-estrepto-fago—maior
gravidade do caso, que se torna completamente refratario 4
tagoterapia.

O soro sanguineo humano — que normaimente nenhuma
agao apresenta sobre a hacteriofagia, — em casos especiais
pode opdr-se a esse fenomeno, quer agindo sobre o bacterio-
fago, enfraquecendo ou neutralizando a sua acio; quer agin-
do sobre a bacteria, conferindo-lhe maior resistencia 4 lise.

ROSENTHAL (13) estudou esse assunto, apresentan-
do uma técnica muito simples para a determinagio desses an-
ti-fagos de aciio uns sobre o bacteriofago, outros sobre a bac-
teria, denominando-os de anti-fagos diretos e indiretos. Esses
a{lti-fagus podem estar presentes simultaneamente no mesmo
SOr0.

A via parenteral ndo sera indicada no caso da existencia
de anti-fagos diretos; sendo indicada no caso de anti-fagos
indiretos.

A presenga desses anti-fagos nio constitue uma contra-
indicagdo & fagoterapia. Eles desaparecem pela auto-hemote-
rapia, que veiu prestar um valioso auxilio 4 a¢io do bacterio-
fago.

Nesse sentido siio convincentes, entre outras, as obser-
vagoes de ROSENTHAL e de RAIGA.

RATGA afirma que, gragas &4 auto hemoterapia, conse-
guiu o desaparecimento de anti-fagos em 96 °° de casos, e
que, considerando unicamente o numero global de curas cm
doentes com anti-fagos, obteve o seguinte resultado: sem
auto-hemoterapia — 56 ¢°; com auto-hemoterapia — 76 °°.






RESUMO E CONCLUSOES

O trabalho ¢é dividido em tres partes.

Na primeira fizemos consideraghes sobre a identidade
dos fenomenos de TWORT e de ’'HE'RELILE, dcixando
afirmada a nossa impressiio de serem esses fenomenos iden-
ticos.

Na segunda parte estudimos o bacteriofago estafiloco-
cico nas polpas vacinicas, resumindo e discutindo os ultimos
trabalhos a csse respeito.

A terceira parte consta de quatro séries de experiencias.

Na primeira série de experiencias constatainos a pre-
senga do principio litico na polpa vacinica n.® 4.689 para um
Staphylococcus aureus, dos oito estafilococos (aureus, albus
citreus) experimentados.

Essa polpa nos foi enviada do Instituto de Butantan com
a indicagio de ter sido colhida em 23-7-930. \s nossas expe-
riencias foram iniciadas em 23-10-931. Portanto, essc prin-
cipio litico foi encontrado nessa polpa apoés um ano e tres
méses da sua colheita.

Lsse estafibacteriofago. cuja atividade era insignificante,
em tres passagens atingiu o maximo da sua virulencia .....
(1.800.00G.000 corpusculos bhacteriofagos por ¢. c.), para
cair da quarta passagem em diante.

Na segunda série de experiencias verificamos (ue tanto
a polpa vacinica n.° 4.039, de vitelo, como uma outra de coe-
iho, obtida pela passagem daquela em coelho, — fornecceram
Gduis estafibacteriotagos identicos, sendo a mesma raga de
bacteriofago. \mbos manifestaram agdo litica apenas para o
Staphylococcus aureus, St. 2, dos oito estafilococos experimen-
tados, assim como nas passagens com esse germen a viru-
icncia for sendo exaltada até a terceira passagem, para cair
dai em diante.

Na terceira =¢rie de experiencias verificamos que da pol-
pa vacinica n.* 4689, apds dois anos e tres dias de conser-
vagao no {rigo, a 8, ainda nos foi possivel isolar um estafi-



bacteriofago em tudo semelhante ao isolado um ano anles,
apenas um pouco menos virulento.

Na quarta série de experiencias fizemos consideragoes
sobre qual a melhor temperatura para a agio litica do bacte-
riofago estaiilococico, deixando demonstrado nio ser indi-
ferente essa questdo de temperatura,

De acordo com as experiencias por nos apresentadas,
aconsethamos a temperatura do laboratorio, de 20° a 25°,
cujos resultados sdo melhores do que a 37, principalmente
quando nao se trabalha com bacteriofago de grande viru-
lencia.

Na temperatura do laboratorio, com bhacteriofagos de
fraca virulencia, embora mais lentamente se processe a lise.
cla é mais intensa ¢ mais unitorme, mantendo-se tambem por
maior tempo.

Com esses bacteriofagos, a 37°, as culturas secundarias
turvam rapida ¢ novamente os caldos lisados.

GRATIA, no seu trabaiho por nos comentado, apresen-
tou uma lista de 17 estafibacteriofagos, sendo que, todos
eles, quando ativos para os Staphylococcus aureus, tambem o
foram para os albus (polivalentes); e, quando nie ativos
para os Staphylococcus aureus, s6 o foram para alguns Staphy-
lococcus albus, (monovalentes).

O estafibacteriofago por nods estudado, embora de agio
sobre o Staphylococcus aureus St. 2, ndo poderia ser cla¥%si-
ficado entre os polivalentes de GRATIA por ter agio litica
apenas para esse Staphylococcus aureus, como tambem nio
revelou agio para nenhuma das racas experimentadas de
Staphylococcus albus e citreus; e nio o poderiamos ainda
classificar entre os seus monovalentes, cuja ag¢io é limitada
a algumas ragas de Staphylococcus albus.

Fizemos consideragbes sobre as aplicagdes terapeuticas
de estafibacteriofagos, lembrando que podem existir antifa-
gos no sangue do doente e (ue, quando presentes, convem
juntamente empregar a auto-hemoterapia.



SUMMARY AND CONCLUSIONS

This study is divided into three parts.

In the first part we pondered over the identity of the
TWORT and d’HE’RELLE phenomena, and declared our
impression that these phenomena are identical.

The second part studies the action of the staphylococcic
bacteriophage on vaccine pulp, summarizing and discussing
the last reports on this subject.

The third part includes four series of experiments.

In the first series of experiments we observed the pre-
sence of the lytic element, in vaccine pulp n. 4.689, for one
Staphylococcus aureus, from among the eight staphyvlococci
(aureus, albus and citreus) experimented upon.

This pulp was prepared at the Butantan Institute and
was marked as obtained on 23-VII-930. Our experiments
were started on 23-X-931. Thus the lyvtic element was obser-
ved in the pulp fifteen months after its collection.

This Staphybacteriophage whose activity was insigni-
ficant, attained after three passages its maximum virulence,
(1.800.000.000 bacteriophage corpuscles per ¢. c.) to fall
again after the fourth passage.

In the second series of experiments we observed that
the calf vaccine pulp n. 4.689, as also a rabbit pulp obtained
by the passage of the first into a rabbit gave us two identi-
cal staphybacteriophages of the same bacteriophage race.
Both showed a Ivtic action only for the Staphylococcus au-
reus St 2, from among the eight staphylococci experimented
upon, and in their passages with this germ their virulence
increased up to the third passage, to fall from then on.

In the third series of experiments we observed that it
was possible to isolate a staphybacteriophage similar in all
points to the one isolated a year before, only a little less vi-
rulent, from the vaccine pulp n, 4.689, which had been kept
for two years in an icebox at 8 C.



— 34 —

In the fourth series of experiments we made some obsecr-
vations, with demonstrations, on which would be the best
temperature to obtain the lytic action of the staphylococcic
bacteriophage.

The temperature is also of importance.

In accordance to the experiments we made, we would
advise a laboratorium temperature from 20-25°C., whose
results are better than at 37°C, especially when one work
with a bacteriophage of small virulence.

With a little virulent bacteriophage, at laboratory tem-
perature, the lytic action is slower but more intense and
uniform, and it lasts also for a longer time.

With these hacteriophages at 37°C., the secondary cui-
tures rapidely cloud again the lysed broth.

GRATIA in his studies, which we commented, pre-
sented a list of seventeen staphybacteriophages all of which
when they were activated for the Staphylococcus aureus
acted also on the albus (polyvalent); and when not active
for the Staphylococcus aureus, then acting only on some
Staphylococcus albus (monovalent).

The staphybacteriophage which we observed although
it acted on the Staphylococcus aureus St 2 can not be classi-
fied among GRATIA ’s polyvalent ones, since their lytic
action affected only this Staphylococcus aureus, as also, it
manilested no action on any of the Staphylococcus albus and
citreus experimented upon, we cannot also classify it among
any of the monovalent ones, whose action is limited to races
of the Staphylococcus albus.

We considered the therapeutic utilisation of staphy-
bacteriophages calling attention to the fact of the possible
presence of antiphages in the blood of the patient. In that
case it is better to use at the same time some auto-hemo-
‘therapie.
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