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Historico.

Em 1917, d’Hérelle communicou a4 Aca-
demia de Sciencias ter descoberto nas fezes
dos convalescentes de disenteria bacillar uni
microbio filtravel, parasita do b. Shiga, ca-
paz de se adaptar, em culturas mixtas, ao
parasitismo do B. Flexner e Hiss, e verifi-
cod, logo a seguir, que o apparecimento
desse microbio, que ele posteriormente de
nominou “Bacteriophagum intestinale’’, coin-
cidija em reora com a melhora dos doentes.
Alguni tempo passado; o mesmo autor obti-
- nha bacteriophago para b. Tifico, Paratifi-
cos A e B, b. Coli e b. Proteus.

A tecnica empregada para isolamento e
~cultura desse virus filtravel era das mais
simples: semear fezes em caldo Martin e,
depois de 24 horas a 379, fitra-las ent vela
Chamberlain L. 2, No filtrado existia um virus
com a capacidade de em gnantidade mini-
ma, adicionado a uma cuitura adulta de um
desses gerines, parasitar e dissolver em 24
horas completamente a cultura. Toda cultu-
tura lisada por esse processo adquire a pro-
priedade do filtrado primitivo, a de lisar

outras culturas o que significa que o feno-
meno segue em serie, facto interpretado por
d’Hérelle como prova de uma reproducio
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do virus mnas culturas lisadas. Todas as
tentativas para demonstracdo  microscopica
do virus foram negativas e todos os traba-
lhos para obter culturas d’éle, fora das La-
cterias, infructiferos.

Desde logo, esse virus aparecia cont al
oumas propriedades muito peculiares: embo-
ra de uma vitalidade pouco comum entre
Os seres desse grupo (conservacao nos fil-
trados por mais de um ano sem perda da
virulencia); de uma grande resistencia ans
agentes fisicos (o calor que mata os germens
nao ¢ suficiente para destruir o bacteriopha-
go no mesmo tempo) e aos agentes quimi-
cos ‘(antisepticos), esse virus mostra uma
grande exigencia no que concerne a capaci-
dade de reproducao. Basta matar as bacte-
rias por um processo fisico ou quimico para
que ellas cessem por completo de oferecer
condigoes de cultura ao virus. Mas mesmo
nos germens vivos a exigencia para realizar
¢ssas condigoes € tao viva que um bacterio-
phago, habilitado ao parasitismo no b. Shi-
ga, so com certa dificuldade consegue mul-
tiplicar-se no b. Flexner e vice-versa. Vé:-se
assim que as necessidades para reproducio
do bacteriophago de d’Hérelle percebem®
com uma sensibilidade s6 comparavel a dos



anticorpos, qualquer variaciao insignificante
nias especifica dos germens.

Esses e outros factos trouxeram a Ka-
beshima a ideia de que seé nao ftratava de
urm ser vivo mas de um fermento de imuni
dade existentes nos germens, uma pro-dias-
tase capaz de ser activada por uma Kinase do
intestino, a qual teria actividade para agir
mesmo em diluicdoes consideravels.

A opiniao de Kabeshima perdeu credifo
depois que se chegou a talnumero de pas.
sagens t{lie a diluicdo da quinase atingia
numeros prodigiosos sem queo fenonieno
mostrasse tendencia a enfraquecer.

A opinido de Bordet, a mais judiciosa
até agora apresentada, considera o bacterio-
faco um fermento secretado pelos gerniens
em consequencia de uma mutacao produzi-
da n’éles pela reacdo dos organismos em
estado de imunidade.

Bordet acompanhou a sua hipotese com
experiencias muito interessantes e por me.o
das quaes fil.ou experimentaimente o feno-
meno da lise em serie aos processos de
imunidade.

Vacinando cobaias contra b. Cali, con-
seguin retirar do peritoneo desses animaes
wn agente litico com propriedade em todos
os pontos semelhantes ao virus de d’Herel-
le. No escapou a Bordet a curiosa observa-
¢A0, inconciliavel com d’Hérelle, que muitas
vezes a lise nas culturas ndao era definitiva,
isto €, que nas culturas lisadas (se o eram
co npletamente na aparencia) se nota algum
tempo depois a proliferacao de germens,
passiveis mais tarde de serem tambem lisa-
dos, e que esse fenomeno de lise e prolife-
racao alternados se repete com Intervalos
regulares, Bordet cré que o fermento provem
justamente desses germes (ue resistem a
lise.

Contra a opinido de Bordet levanta-se
uma objeccao de certa importancia: € que
sendo os germens resistentes a lise os agen-
tes embora indirectos do tenomeno, a guan-
tidade de fermento deveria, ate certo ponto,
- ser directamente proporcional ao numero de
germens que proliferam em presenca de
virus, Ora & justamente o inverso (ue se da:
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a quantidade de bacteriofago nas culturas
lisadas € proporcional ao numero de germens
destruidos pela Jise e aquelas culturas, em
que a lise ¢ menor, sdo exactamente as que
dao filtrados menos activos. Tudo se passa
aqui como se a opiniao de d’Hérélle preva-

lecesse e o agente do fenomeno se reprodu-
zisse nas cellulas atacadas. |
Bail, recentemente emitin uma hipotese

assaz arrojada: reconhecendo que o bacte-
riofago como foi dito acima provem das
bacterias lisadas, Bail admite que o bacterio-
fago seja apenas uma forma filtravel do ba-
cilo destruido que sob essa nova forma ne-
cessita para sua nutricao da substancia dos
germens bacterianos. Actualmente a maioria
dos autores, principalmente franceses, que
se teem ocupado com este assumpto, adop-
tam quasi sem discuss@ao, a opimiao de d’Hé-
relle.

Tivemos o ano passado, ocasido de en-
contrar o bacteriofago de d’'Hérelle em 7
amosiras de fezes provenientes do H. N, de
Alienados, emitidas por individuos diferentes,
tendo examinado oito. Uma o forneceu ent
48 horas, as outras no fim de 8 dias, reve-
lando-se o agente litico na segunda passa-
gem com nitidez. Em individuos aparente-
mente normaes as feses ora davam resulta-
do positivo, ora negativo; as vezes os re-
sultados variavam no mesmo iudividuo con-
forme a cmissao de fezes, assim um caso
examinado 5 vezes {orneceu tres vezes ba-
cteriofago para b. Shiga. Em outros exames
de individuos normaes os resultados nega-
tivos eram constantes, mesmo esvasiando o
tubo digestivo por meio de purgativos sali-
nos. Justamente um individuo assim estuda-
do, tendo adoecido de tifo, forneceu depois
de 18 dias de molestia um bacteriofago per-
feitamente activo para b. de Eberth.

O bact. Shiga, primeiro isolado e que
serviu posteriormente para todos os nossos
estudos, conseguimos facilmente adapta-lo
ao b. Flexner e Y. Fazendo-o actuar sobre
a amostra de b. Tifico no 1, ndo nos foi
possivel obter lise completa mesmo depois
de um trabalho penoso de varias passagens,



nao obstante os filtrados resultantes da lise
parcial dessa aniostra agirem Jnuito  bem
sobre a amostra no 18, mostrando uma acao
de intensidade gradua! sobre uina serie de
amostras. Fazendo passagens de acordo com
O grau de sensibilidade de cada uma, con-
seguimos obter, gra¢as as amostras interme-
diarias, um bacteriofago que lizava comple-
tamente o b. Tifico no 1. O b. Paratifico B
parecen-nos mais facilinente lisavel do que
0 ‘A pelo bacteriofago Tifico no 1.
Obtivemos muitas vezes bacteriofagos
originaes sem deixar 24 horas as fezes na
estufa. Com fezes de um individuo normal

na aparencia, que nos fornecia intermiten-
temente bacteriofago, sempre que o encon-

tramos com 24 horas, pudemos isola-lo so-
lubilizando bem as fezes em caldo e filtran-
do.

A Dbacteriolise da-se em meios privados
de albumina, contendo apenas saes de aci-
dos aminados (aspartato e glicoolato de
sodio), embora mais lentamente. A lise esti
ligada estreitamente a actividade vital das
bacterias ¢ € proporcional a essa actividade.
Quanto mais abundante for
de um germen em um meio de cultura, nzo
variando a acidez, tanto mais activo o fil-
trado obtido.

Em agua {fisiologica nao ha aparente-

mente lise, mas a prova que ela se da, em._

bora mal, € que dosando o poder anti com-
plementar de uma emulsao de germens, adi-
cionando-se-lhe alg:iinas gotas de bacteriofa-
20, esse poder baixa francamente. Os bacte-
riofagos gozam das propriedades dos ex-
tractos dos germens respectivos de fixar o
complemento e de esgotar aglutiminas.

As relacoes do bacteriofago para outros
gernmens do mesmo grupo ndo correm pa-
ralelamente as relacoes entre a aglutinacio
e eSses Mmesmos germens.

Gratia demonstrou quie a reacao do
meio influe de maneira notavel sobre o fe-
nomeno da lise pelo bacteriofago e verifi-
cou que s6 entre Ph=72 e 85 e lase d4
Segundo as nossas experiencias, variando 2
actividade. pela acao inibidora de prolifera-
¢ao, verifica-se que com uma concentracao

a proliferacao

“antes sao um estado
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de Ph—=5,1, reacao francamente acida ao
tornesol, em que o b. Flexner ainda vegeta,
0 bacteriofago exerce perfeilamente a sua
acdo. A reacao do meio parece exercer sobre
o fenomeno uma acio indirecta pela influ-
encia nociva que possa ter sobre a aetivi-
dade vital da bacteria por isso o grau de
acidez, que impede o bacteriolise, nio deve
er identico para todos os germens,

Conseguimos sempre obter racas resis-
tentes a bacteriolise, semeando amostras sen-
siveis mesmo nos bacteriofagos mais activos.
Essas racas que isolamos em cultura pura
nao apresentant capsulas como as descritas por
d’Hérélle. Dao em caldo culturas finamente
aglutinadas, cujos grumos sao mais grossei-
ros se se lhes adiciona novo bactericfago.

As capsulas que se observam nas bacterias
em cortacto com bacteriofago, ao nosso ver,
nao iudicam. maior resistencia ao virus, mas:
inicial da lise, que se
observa nas culturas em meio solido ji meia
hora depois de se adicionar o bacteriofago,
Mais tarde encontra-se homogeneamente dis-
tribuida a substancia coravel do germem di- -
latado (formas em l!evedo), que é levado i
lise por arrebentamento, As bacterias mortas,
mesmo pelo formol, ndo s3o passiveis de
lise pelo bacteriofaga; sem embargo as
emulsoes de bacterias mortas absorvem es-
pecificamente o bacteriofago.

Exp.: Uma garrafa de Roux semeada
com b. Flexner cultura de 24 horas 3 37,
foi emulsionada em 25 ¢, c. de caldo Mftmn
e submetida a temperatura de 600 durante
I hora afim de matar os germens. Depois
de resfriamento adicionaram-se Ine 5 o. de
bacteriofago Flexner e manteve-se a mistura
24 horas na estufa a 370, Filtrou-se em vela.
O filtrado diluido a 1/10.000 parecia naic im-
pedir mais a proliferacao de b. Flexner.

Uma emulsio de Stafilococus. aureys
submetida ao mesmo tratamento. fornecey
um filtrado que parecia nao impedir a ger-
minacao de b. Flexner diluido a 1/10.000.000.
Depois de mais dois dias na temperatura
ambiente os tubos de diluicio dos filtrados,
0s quaes apreseniavam todos cultura de b.
Flexner, foram aquecidos 1 hora a 580 e
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verificou-se a presenca de bacteriofago em
cada um deles. Essas verificacdes concordam
exactamente com os dados que nos tinha
proporcionado a primeira leitura dos resul-
tados. A diluicao (10-*) do tubo em que
0 bacteriofago do filtrado de stafilococus
inipede a lise, € quasi aquela em que a rea-
liza o bacteriofago puro empregado (10-).
A adsorcdo do bacteriofago pelo stafiloco-
cus, levando em conta a quantidade que fi-
caria adsorvida pela vela na filtracao, € por
isso insignificante. A adsorcao pelos germens
homologos ¢ 1000 vezes maior.

Para se fazerem estas dosagens de bacte-
riotago, convem usar para cada tubo de di-

lnicio uma pipeta esterilizada, porque o ba-

cteriotago adere as paredes de vidro como
um corante e a pequena porcao que se des-

prende e passa parao liquido, em cada tubo
de diluicao, € suficiente para impedir o de-
senvolvimento da cultura. Com uma mesma
pipeta, partindo de 1
consegue-se obter impedimento da cultura
em mais de 20 tubos. A falta desta observa-
¢ao, por issn, desnorteia completamente os
resultados.

Em uma nota em colaboracao com A.
MACHADQO aparecida no “Brasil-Medico”’,

fol nosso infento chamar a atencao para a
influencia que exercem 0s sOros especificos
‘anti-microbianos, sobre o fenomeno da lise.
Estabelecemos com uma nitidez insofismavel

que esses soros, tal como os soros anti-ba-
cteriofagos, impedem por completo o pro-
cesso litico, sem que entretanto houvessemaos
podido ohter das culturas, com que se ino-
cularam os animaes fornecedores de soOro,
um bacteriofago de contaminacao.

Eis
esses resultados: Em uma serie de tubos de
caldo Martin (10 cc. approxtimadamente) co-
locamos quantidades decrescentes de soro
Shiga aglutinante até 1/5000 e uma quanti-
dade fixa de bacteriofago. Depois de uma
hora de contacto a 370 (dispensavel) semea-
ram-se todos tubos com a mesma quantida-
de de b. Shiga.

o quadro em Qe apresentamos

|
;
|
|

cc. de bacteriofag)y,

! Serum i Bact. | Bacillus Resultado
] Shiga { Shiga Shiga ;‘nam 24 h, 370
10 tubo| 10 gotas | 16 gotas 3 gotas [Cultura
| | aglutinada
| | | Como notubo
| | | no 7.
20 « .| 3 f | | Deposito 1mie-
| | | - nos aggl.
30 i ‘Deposito in-
significante.
40 = |10 2. dil. Deposito 1m-
1/10 perceptivel.
5% &« |5 fdem, idem.
60 « | | Idem, idem.
70 « | 10 gotas | | —— IFﬁl‘tﬁ dEPOEit.J
| | aglutinado
IR ol e e, v 16 gotas | « ‘"Tubo limpido.
90 « | 10 gotas | —— |idem, idem.
100 | 16 gotas | — Idem, iden.

|
o —— e h
|

110 - « | A 3 gotas | Turvo.

! |

Acrescentavamos que essa acao do soOro
era especifica (1) e que influencia identica
exercia o soro de convalescentes de tifo
sobre a actividade do bacteriofago tifico.

A analise mais minuciosa do fenomeno
levou-nos depois ao conhecimento que O
soro, tal como os soros anti-bacteriofagos
(d’Hérelle), ndo age neutralizaudo directa-
mente o bacteriofago, mas apenas protegen-
do os germens contra a acao d'ele. |

Por meio de varias dosagens sucessivas
determinamos que 3 gotas de soro Shiga
eram capazes de netralizar cerca de 3 cc. de
bacteriofago activo.

Juntidmos a 3 cc. de soro Shiga, 16 gotas
de bacteriofago e, depois de um contacto
de 24 horas a 370, diluidos ambos em caldo
Martin (10 cc.), transportamos a mistura para
um baldo de caldo, coutendo cerca de 200
cc. de liquido, e adicionamos diariamente
uma emulsao de b. Shiga representando uma
cultura de gelose de 24 horas. Obtido o es-
ocotamento de anticorpos, isto € ao fim de
4 dias, filtramos a cultura e o filtrado tinha
propriedades liticas que se reproduziam em
serie como as de um verdadeliro bacteriofa-
go. Para outras proporcoes de soro e bacte-
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(1) Os bacteriofagos empregados, tinham-se tornado
eespceificos por mais de 8 passagens sucessivas.



riofago 3 cotas de soro, 16 g. bacteriofago)
os factos sdo 0os mesmos € permitem, pare-
ce-nos concluir que o bacteriofago ndo é
destruido directamente pelo soro. Assim
sendo, parece que a acao do soro no feno-
meno deva exercer-se sobre as bacterias.
Para o verificar procedemos a seguinte ex-
periencia:

A um tubo, contendo aproximadamente
10 cc. de caldo, juntou-se 1 cc. de soro
Shiga, e semearam-se 3 ¢. de uma emulsao
de cultura nova de b. Shiga em gelose. No
dia imedtato os germens proliferados e aglu-
tinados foram tres vezes lavados ent caldo

que se substituiu quasi totalmente por ba-
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cteriofago Shiga. Quarenta e oilo horas
mais tarde persistia ainda forte deposito
constituido por germens aglufinados. A aglu-
tinacao, diminnindo muito a superficie de
ataque das bacterias, podia ser uma causa
de erro na interpretacao desses resultados,
Se de facio a accdo do SOro se executasse ex-
clusivamente protegendo os germens e fosse
de todo independenle do bacteriofago, seéria
uma conclusdao logica que, para uma deter-
minada quantidade de soro, devesse sempre
proliferar a mesma quantidade de germens,
fosse qual fosse a quantidade de bacteriola-
go adicionado. Nao ¢ o que se da confor-
me resulta do quadro abaixo: |

i -

i | | et | :
fohas : : Extrat? cta.co L SUro e Bam"l.ls  Leitura com 24 horas A 37¢
Shiga Shiga ~ Martin : - Shiga | Shiga ;

10 tubof 5 CC. P s 3 gotas = 3 gotas | Flocos sem gernies

20 10 gotas | 5 cc. [ « i) |

30 € |« ¢ —~--— | 5 cc. | « | Germes agluttinados

40 <+ 4 cc. —— | == ] . « | Flocos sem germes

50 | 3 cc. | — = | =] Flocos com alguns  ger-
| i ? l nies

6o 2 cc. s L | - Gerntes aglutlinados

70 1SGCs B L Tl Mep R s |

80 < |10 gotas: | ‘——— o ——

Qo < {1 gota | —— el ehs f :

100 « I T —r [ | &

Jiosanie Fl0Teotasysl « =——— | e & - Limpido

120 « |1 gotal | ——— e | 2

1730 « |10 gotas —— — — 3 ogotas l «

140 e = e SN SIRADEAS | Turvo

Como se veé, 4 cc.de bacteriofago Shiga
sao capazes de determinar impedimento com-
pleto da cultura em presenca de 3 gotas de
soro Shiga. Os tubos testemunhas do tubo
no 1 mostram: o no 3, que a diluicao nao
exerce influencia no fenomeno e 0 n° 2 o
curioso facto de que mesmo 10 g. de bacte-
riofago sao capazes de funcionar em pre-
senca das 3 gotas de soro, desde que se lhe
junte uma quantidade suficiente de extracto
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Shiga (filtrado de uma cultura pura de B.
Shiga tendo vegetado 8 dias a 379).

Ao 1nosso ver, para interpretar este facto
¢ necessario admitir queé os varlos anficor-
pos para um mesmo germem estejam liga-
dos a uma mesma facao de globulina, que
nesses tubos, devido a um fenomeno de
precipitacdo, arrastou na queda os anticor-
pos de que ela € o substractum albuminoide.

Esta acdo dos extractos 'sobre o poder
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impediente dos séros especificos, pode ser-
vir-nos, entretanto, para demonstrar com
toda clareza que o bacteriolago niio ¢ neu-
tralisado directamente pelo soro.

A um tubo, contendo 10 cc. de caldo
Martin, juntaram-se 3 gotas de séro Shiga
e 10 g. de bacteriofago Shiga; depois de 3
horas a 370, adicionaram-se 5 cc. de extra-
cto Shiga e, a seouir, seyneiou-se a mistura
com 3 gotas de uma emulsao de b. Shiga.
Acompanhavam a experiencia as testemunhas
necessarias. Ao fim de 24 horas verificou-se
que nao houve no tubo acima proliferacao
de germens, isto €, que o bacteriofago,
apezar de um contacto prolongado com o
soro, nao perdeu a sua capacidade litica.

Podia parecer que o sOro exercesse sobre

o bacteriofago uma acao precipitante, e que
0 extracto do germem fosse capaz de dis-
“solver o precipitado formado, embora im-
perceptivel a vista, mas tal nao acontece:

Colocamos 3 gotas de soro ¢ 10 g. de
bacteriofago homologo em cada um de 3
{ubos contendo 10 cc. de caldo Martin. Ao
fim de 24 horas a 370 filtranios o liquido
do 10 tubo em vela e, isso feito, adiciona-
mos ao filtrado colhido, assim como ao 20
tubo, 5 cc. de extracto correspondente. A
seguir, semearam-se os tres tubos com o
oermem especifico (B. Shiga). Apos mais 24
horas de estufa a 370 os dois primeiros tubos
apresentaram-se limpidos, emquanto o 3¢
mostrou deposito de germens aglutinados.

A acao impediente da lise, realisada
pelos soros especificos, € pois indubitavel-
mente exercida sobre os gernens € exerci-
da por anticorpos, de modo que sO pode
ser devida a um fenomeno de bloqueio.

Que a aglutinacao nao intervem no fe-
nomeno ¢ facil de verificar porque o soro
Shiga, por exemplo, ainda em titulo forte-
mente aglutinante para b. Shiga ou Flexner,
nao os protege contra a acdo dos bacterio-
fagos correspondentes; por sua vez o titulo
de diluicdo, em que o soro inibe a lise, afas-
ta loeco do ‘espirito qualquer papel qite se
quizesse atribuir as precipitinas neste feno-
meno, Se sao, como parzce, 0s ambocepto-

| res os responsaveis por ele, s6 um esludo

mais demorado o podera dizer.

O que se pode desde ja concluir, e que
nos parece altamente importante do ponto
de vista deste estudo com a imunidade, é
que o bacteriofago adere ao germem  pelo
mesmo  processo de adsor¢do especifica por
gue o germem fixa o anticorpo, ou 0 que € o
mesmo, falando na terminologia de Ehriich,
gue existe um anticorpo identico ao - bacterio-

~ fago pelo seuw grupo citofilo.
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Como acima dissemos, os factos relata-
dos até aqui referem-se a soros obtidos ou
de convalescentes de uma infeccio natural,
ou de animaes 1munizados com culturas
vivas de bacterias. |

Poder-se-ia, querendo fazer prevalecer
a opiniao de d’Heérelle, admitir que tanto
pela vacinacdo artificial quanto pela infeccao
natural, a penetracao de baclerias vivas na
economia dos organisinos, oferecesse bom
meio de cultura ao virus filtravel, que acaso
existisse previamente n’esses organismos, o
qual se generalisaria entao, e em consequen-
cia disso, apareceriam nos soros respectivos
propriedades anti-bacteriofagicas.

Essa hipotese €, entretanto, invalidada
pelo facto de que os sOros dos animaes
(caes) inoculados repetidamente coin bacte-
rias mortas apresentam propriedades antili-
ticas especificas tao altas como os que foram
por nos mencionados em detalhe. '

NoOs acreditamos que os - soros anti-ba-
cteriofagos pouca diferenca teem dos sCros
anti-infectuosos, -mas nao o podemos afir-
mar categoricamente sendo de nma manei-
ra geral porque, devido a dificuldades de
os obtermos em quantidade suficiente para
procedermos a um exame completo, preferi-
Mos, COm 0S (Jue possuiamos, examinar outros
pontos do problema,

Entretantos dada a semelhanca entre os
sHros especificos para 0s germens e Os SOros
anti-bacteriofagos, procuramos ver como eles
procediam pela fixacdo do complemento em
face de bacteriofagos heterologos.

Fixacio do complemento: 1 h. a 37o.

Leitura da hemolise: 1 h. a 37>,
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Dose nao impediente de bacteriofago
Shiga: 1 cc. D6se nao impediente de bacte-
riofago Flexner: 1 cc. Doses empregadas:
0,5.

Fixacao do complementc

Bact. SOro

; . ‘Sﬁrn 2 Resultado
Shiga Shiga Flexner Pestoso
LIS R 1 = -+
0,5°7 0,05 i ]
05 | 0,025 ' -
' 0,01  h. total

Bact. Soro Soro ' Sﬁrﬂ |

Flcxnpr Shiga Flexner . Pestoso { RESUIEIHO
0,5 0,1 | j S
055 )05 ' K. total
05,1 0,025 | S S
05 | 2001 EJE SYoa |0
0,05 Ve
€. | 0,025 h. total
< | ———] -0,1 SN
; L ——— 1 2005 . h. total

e 0,1 : | | *.

D 0,] | - &

TR | r At U S

S | 0,05 @ h. total

| | |
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Vé-se que, se esses sOros sao anti-bacte.
riofagos, o bacteriofago fixa o complemento
so em presenca de soros homologos. Nio
¢ o que afirma d’Hérelle. Segundo esse
autor em colaboracao com Eliava qualquer
‘bacteriofago, especifico seja para que ger-
niem 1or, e independente da proveniencia
d’ele quanto a especie animal em que for
colhido, fixa o complemento em presenca
de um soro anti-bacteriofago. Assim esses
autores obtem fixacao do complemento em
presenca de soro anfi-bacteriofago Shiga,
nao s6 com bacteriofago Shiga, mas tambem

com bacteriofago para o Barbone ¢ bacet-
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riofago pestoso, quer tenha sido isolado de
homens convalescendo de peste, quer tenha
sido encontrado nas fezes de ratos vivendo
em logares e que a peste € endemica.

No nosso entender essa afirmativa é
ate hoje o mais forte argumento que se pro-
duzin em favor da hipotese de d’llérelle, e
parece-nos mesmo tao importante que com
ele ' dificilmente se poderiam manter duas
opinioes a respeito da natureza do bacterio-
fagos

~ Eis o resultado das experiencias em que
cuitdavamos confirmar d’Hérelle:

Soro anli-bacteriofago Flexner: obtivemo-
lo inoculando um coelho de 7 em 7 dias
com 2,4, 8 e 10 cc. de um Dbacteriofago
fortemente activo; e sangrando o animal 12
dias depois da ultima inoculacdo. O soro
obtido, que age impedindo especificamente
a lise, foi inactivado a 560 durante meia

‘hora.

Bacteriojago Flexner: diluido em uma
serie de tubos até a diluicdo aproximada
de 10-,, impediu totalmente o desenvol-
vimento de 3 gotas de b. Flexner em emul-
sao (cultura de gelose em 10 cc. de caldo
Martin).

Bacteriofago Shiga: diluido até [10-1v
impediu, como precedentemente, a prolife-
racao do b. Shiga.

LExtracto Flexner: filtrado de uma cultu-
ra de b. Flexner mantida na estufa a 370
durante 8 dias.

Extracto Shiga: filtrado de uma cultura
de b. Shiga mantida na estufa a 37¢ duran-
te 8 dias. _

Caldo Martin (da partida com que se
prepararam os bacteriofagos e os cxtractos):
obtido segundo a tecnica usual, deixando a
fermentacao executar-se duranie 24 hoiras a
500 em presenca de acido chloridrico a 100/g0.

Reaccao de fixacao.

Tanto os antigenos (bacteriofacos e
extractos) como o caldo Martin .foram usa-
dos na dose de 0,5 cc., metade da dose ndo
impediente.

A tixacao foi feita em 1 h. a 370; a
leitura de hemolise em 1 h, a 37o.

!
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nossos bacteriophagos

os extratos dos germes respectivos nem por isso ‘deixam de fixar menos o complemento,
tanto em presenca do soro Flexner como em presenga do soro antibactertophago.

Vé-se portanto que, nao obstante a
orande actividade dos nossos bacteriotagos,
0S extractos dos respectivos germens nao
fixam menos o complemento do que eles,
tanto em presenca do soro Flexner quanto

em presenca do soro auti-bacteriofago. Os
resultados obtidos por d’Hérelle so se podem

atribuir a uma fixacao aleatoria determina-
da por principios do caldo, a que a diges-
tdo pepsica nao tinha reurado completamen-
te a propriedade antigenica. O facto de que
ao bacteriofago nao se possam atribuir com
fundamento propriedades antigenicas nem
pela fixacdo do complemento nem pelo es-
tudo da acao antilitica dos soros especificos,
Jeva a crér que nao se trata na bacteriolise
em serie de um ser vivo. |

O estudo do bacteriofago nos parece
particularmente interessante porque vem le-
vantar outra vez a suspeita de que a primi-
tiva teoria de Buchner, que faz provir o an-

ticorpo do antigeno, recentemente desenvoi-
vida 4 luz de novos conhzcimentos por Herz-
feld e Klinger, nao estava talvez tao longe
da verdade quanto os trabalhos, sobretudo
de Knorr Roux e Madsen, fizeram acreditar.

Pensamos que o bacteriofago seja um
fermento ou, melhor, um catalizador exis-

, tente no germem e empregado no metabo-

lismo normal d’ele para desintegracao de
certas substancias que entram na constitui-
cdo da membrana.

Um processo de digestao apropriadb,
tal como se da no intestino ou no meio in-
terno, quando o antigeno € introduzido por
via parenteral, pde em liberdade esse catali-
zador que, livre nessas condicdes do equili-
brio a que esta sugeito dentro da celula viva, -
age sobre os germens provocando a destrui-
cao das partes que lhe correspondem na
membrana e produzindo um desequilibrio
osmotico, do qual resulta a hidratacao de-
sordenada e a ruptura da celula por arre-
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bentamento, pondo em liberdade mais cata-
lizador O mecanismo intino do pProcesso
nao pode naturalmente sair do dominio das
conjecturas. O facto de que o bacteriofago
nao € dializavel, apezar de nao ser quimica-
mente muito complicado (falta de proprie-
dades antigenicas), atesta que o catalizador
¢ um coloide; a faculdade gue ele tem de
aderir, sem lizar, aos germens corresponden-
tes mortos, faz pensar que do processo par-
{iclpe uma substancia labil da bacteria, uma
especie de endo-complemento nao secretavel.
Tambem que se trata de uma acao sobre a
membrana, € o que paréce nao deixarem
duvida. as figuras de pertubacao osmotica
que apresentam as bacterias atingidas pela
acio do bacteriofago.

Para n6s portanto o bacteriofago nao
representa um estado de imunidade, mas
apens uma faze (decerto das mais importan-
tes) do processo de vacinacao anti micro*ia-
na, em que se inicia a desintegragdo do an-
tigeno, quer tenha sido introduzido por via
enterica quer por via parenteral.

N’este ultime caso o bacteriofago, le-
vado a um estado de simplicidade ainda
maior, como outros catalizadores do antige-
no, entra nas celulas do organismo como
alimento, onde se inicia o trabalho celular
de integracao em que ele € incorporado a
uma pseudo-globulina, que € em ultima ana-
lise um anticorpo. A passagem desses cata:
lizadores assim trabalhados para o plasma,
por secrecao ou excrecao celular, traz como
consequencia aimunidade humoral; a reten-
¢ao de pequenas porgoes d’€éle no interior

de ceitas celulas por tempo indeterminado
condiciona a imunidade celular. Desta ma-
neira de ver resulta imediatamente uma

ilacdo passivel de ser submefida-a experien-
cia.

Se os grupos citofilos dos anticorpos
s?o catalizadores nao antigenicos, nao devem
existir anti-amicorpos no sentido estricto da
palavra, isto €, anticorpos que saturem es-
pecificamente o grupo especifico de outros
anticorpos.

Embora as opinites nao sejam concor-
des ndo nos parece exista nenhuma expe-
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riencia que demonstre a existencia de anti-
corpos para anticorpos; pclo contrario, os
trabathos que conhecemos neste assunto
manifestam-se pela negativa. Se se vacina
um coelho com soéro de cavalo fortemente
anti-toxico, verifica-se que o soro do coelho
€ capaz de neutralizar a anti-toxina de ca-
valo, mas nao exerce a menor acao sobre
a mesma anti-toxina originada de cabra ou
ae boil.

Dehne e Hamburger em um trabalho
notavel, que nos repetimos e coufirmamnios
inteiramente, demonstraram com toda a evi-
dencia que se trata de uma sunpies precipi-
tacao, 1sto é, a parte antigenica do anticor-
po € apenas o substractum albuminoide a
que esta presa a parte especifica

A anti-toxina tratada pela pseudo-anti-
anti-toxina cae no precipitado, donde se
pode regenerar dissolvendo-o en sOGro nor-
mal de cavalo; por outro lado obtem:-se a
mesma anti-anti-toxina inoculando coelhos
com soro normal dos animaes da mesma
especie dos que fornecem anti-toxina, isto
¢, com simples soros precipiiantes. A preci-
pitacao da anti-toxina € um processo abso-
lutamente especifico no que diz respeito a

especie animal donde provem a anti-toxina.

Com o fim de poder esclarecer o que
pudesse ficar mascarado, embora especifico
nessa netralizacdo, Fonteyne, procurou va-
cinar animaes com sSOros ricos em anti-toxi-
nas de animaes da mesma especie. Bem que
para esses animaes o grupo especifico fosse
perfeitamente extranho, o so6ro d'éles nao
mostrou nunca os mais ligeiros tracos de
anti-toxinas.

Kraus e Pribam, Von Eisler e Tsurn,
confirmaram, quasi sem divergencia, para
outros anticorpos cs trabalhos de Dehne e

‘Hamburger.

A analise imparcial dos trabalhos execu-
tados neste sentido niostra que, realmente,
nunca se consegulu demonstrar a existencia
de verdadeiros anti-anticorpos, isto €, de-
monstrar que o grupo especifico para o an
ticeno de um anticorpo, f[osse por sua vez

antigenico.,



Se admitirmos, assim, que a parte espe-

cifica dos anticorpos seja constituida por
catalizadores do antigeno, a especificidade
perde muito do maravilhoso que n’ela havia
e entra no quadro comum das nossas obser-
vacoes quotidianas. A especifictdade na imu-
nidade fica sendo ndao wuma creacdo facil e
rapida do organismo que se imunisa, mas
apenas o aproveitaminto de uma especificida-
de que ja existia no germem e que ele adqui-
rie, como todos os outros seres Vivos, nun
longo e penoso trabalho de evolugao.

Um anticorpo difere assim do bacterio-
fago sé pela estructura do seu substractum
albuminoide e esse substractum €, tambem,
o que faz diferir dois anticorpos para o
mesmo antigeno provenientes de especies
animaes diferentes. |

Esta maneira de ver tem a vantagem
de interpretar factos isolados no estudo do
bacteriofago.

Sabe-se que a introducao dos mais di-
ferentes antigenos por via oral, raramente

concede aos animaes tratados um estado de

imunidade eficaz, o que prova que apezar
da digestao no tubo digestivo nao se da
absorcao da parte util do antigeno para a
imunidade. Isto esta de acordo com o facto
de que, pelo menos, alguns catalizadores sao
eliminados como prova a presenca de bacte-
riofago nas fezes. Parece-nos que no tubo
digestivo normal o aparecimento do bacte-
riofaco coincide com a passagem do antige-
no no intestino delgado. Alimentando coelhos
com emulsdes de b. Flexnetr mortos a 600 —
1 h., correspondendo a um tubo de gelose
diariamente, ao fim de 7 dias o filtrado das
fezes (pastosas) colhidos no cecum forneceu
um bacteriofago muito activo.

Isso poderia explicar o facto do apare-
cimento intermitente do bacteriofago nas
fezes de certos individuos, aparentemente
normaes, pofqne o que tivemos ocasiao de
examinar, era sugeito a prisoes de venire e
nas uripas d’éle se encontrava frequente-
mente indol, o que prova que a miudo o
seu tubo delgado se contaminava com a
flora do intestino grosso. Um dos fenome-
nos, porémi, que sobresaem mais neste estu-
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do pelo seu aspecto paradoxal, € o0 a que
ja atraz nos referimos, mencionado pela pri-
meira vez por Gratia, e confirmado por va-
rios pesquizadores e denominado das ondas.

Quando se junta uma duantidade sufi-
ciente de bacteriofago a uma cultura adulta
obtem-se em algumas horas da lise. O tubo
de cultura aparece limpido, mas curioso ¢
que muitas vezes essa lise nao é definitiva
e, dentro de um determinado tempo, apare-
ce uma ligeira turvacao, que torna a desapa-
recer para aparecer de novo, € assim sticces-
sivamente.

D’Hérelle para interpretar este facto,
admite que as bacterias em contacto com
0 seu virus infeccioso, assiin como 0S orga-
nismos superiores em face de bacterias, se
vacinem e adquiram um estado de imunida-
de passivel de oscilacdes deante de modifi-
cacoes inexpiicavers de virulencia do bacte-
riofago. Esta explicacao nao satistaz; eni
priineiro logar, porque o fenomeno se re-
pete alternativamente com intervalos regu-

lares: em segundo logar, porque as bacte-

‘rias, quese lizam, depois de terem vegetado em

presenca do bacteriofago, nunca deixaram
de estar em contacto com o virus vacinante.
A nossa maneira de ver interpreta com al-
cuma felicidade este fenomeno até agora
inexplicavel. Nos sabemos que todos os an-
ticorpos, quando se juntam em grande ex-
cesso ao antigeno, nao o podem impressio-
nar: € o que se chama desvio do comple-
mento para as sensibilizadoras; € o que se
denomina zona de aglutinoides e precipitoi-
des para as aglutininas e precipitinas. A rea-
cao antigeno-anticorpo so se realiza quando
ambos se encontram em proporcdes com-
preendidas dentro de certos limites. (1). E’
o que se deve passar com 0 bacteriofago.
Quando se junta a uma cultura adulta de
um germem uma gota de bacteriofago cor-
respondente, da-se a lise e enquanto a con-

centracao do bacteriofago aumenta (admi-

(1) Bordet acaba de demonstrar que ha tambem int-
bicao de lise qundo s¢ usa um excesso de bacterias. A
analogia entre estes fenomenos torna-se ainda mais int-

ma.
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tindo a hipotese que apresentamos) diminue

progressivamente o numero de germens

vivos. Chega um momento em que a quan-
tidade de bacteriofago em relacio ao nume-
ro de germens é tao excessiva que a reacao
cessa. Os germens resultantes das ultimas
divisdes (o bacteriofago nao impede a repro-
ducdo) podem entido reproduzir-se, livres da
acao do fermento, até atingirem o numero
suficiente para se estabelecer outra vez a

condicdo de uma nava lise, e assin succes-
sivamente.
Este fenomeno nao deve ser confundido

com o da formacao de bacteria iesistentes 4
lise, resultantes da proliferacao definitiva de
bacterias em presenca de bacteriofago. O iso-
lamento em placa permite aqui obter cultu-
ras que durante algumas repicagens fornecem
bacterias insensiveis ao ba-cteriofago. Foi
desta observacao que d’Hérelle partiu para
adoptar a opiniao de que as bacterias se va-
cinavam contra o virus. O faclo de que esse
virus € destruido pelos saes de quinno,
como alids as soro-lipazes (Peter e Reinicke)
leva d’Hérelle a lembrara hipotese de que se
trata falvez de num protozoario. E’ interessante
notar que até agora nos seres unicelulares
_nao se conhece nenhum fenomeno de resis
tencia adquirida contra o parasitismo de pro
tozoarios. Assini, as hematias que, se as
compararmos as bacterias, como se tem feito
e se pode fazer pelo menos do ponto de
vista da imunidade, nao adquirem resisten-
cia ao impaludismo, 4 piroplasmose etc. e
quanto acaso se.epncontram com um: desses
- hematozoarivs sao inevitavelmente destrui-
das.

As reinfeccoes, principalmente no pri-
IMeiro caso, Sao sempre possiveis, mesmo
em individuos que foram longo tempo para-
sitados.

Outro € o caso quando se trata de ve.
nenos, em que temos exemplos frizantes que
muito se aproximani, no nosso ponto de
vista, do estudo da formacao de racas re-
sistentes ao bacteriofago.

Camus Gley vacinando coelhos contra
soro de enguia, que € fortemente hemolitico,
para hematias desses animaes, verificaram
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que ao fim de algum tempo nao sé os soros
desses animaes continham uma anti-toxina
especifica, mas que os proprios globulos se-
parados do soOro e lavados. para afastar
qualquer traco de anticorpo eram insensiveis
ao soro de enguia.

O estudo desta imunidade celular mostra
a que ela naocorre paralelamente a imu-
nidade humoral anti-toxica, mas que sb se
estabelece quando o teor em anticorpos do
SOro comeca a baixar, sem que haja no
iim, entretanto, substituicao absoluta da
Inunidade humoralpela imunidade citologica.

Ehrlich com a sua teoria admite que as
anti-toxinas, identicas pelo receptor toxoforo
aos receptores dos globulos, fixam os ali-
mentos intermediarios (Zwischenprodukt), a
que se destinam esses receptores, provocan-
do um verdadeiro desvio nutritivo com pre-
juiso dos globulos que, nio empregando
mais esses receptores, os deixam caducar
por inuteis.

Na mnossa opiniao a explicacio seria
ainda mais simples porque, possuindo a an-

ti-toxina o mesmo grupo citofilo que a toxi-

na, 0s receptorés nao caducariam por inuteis
mas seriam saturados pela anti-foxina que
impediria obrigatoriamente depois a fixacao
da toxina. E’ o que nos pensamos que tan-
bem se dé com as bacterias resistentes ao
bacteriofago. Nelas os receptores sio destrui-
dos pela acdo do Dbacteriofago, que os sa-
tura, € a perda desses receptores é um ca-
racter adquirido que se transmite natural-
mente segundo as leis da heranca.

Recentemente Watanabe, pelo motivo de
que € possivel, por diluicdes siuccessivas
Isolar (como ja tinha feito d'Hérclle) em
placas semeadas com bacterias sensiveis, poin-
tos perfeitamente distinctos de lise, permite-
se concluir que esses pontos so se podem
explicar admilindo a natureza viva ao bac-
teriofago, isto ¢, admitindo a pululacao in
loco do bacteriofago.

Se se fizer a consideracdo de que o ba-
cteriofago € um coloide (& ndo uma solucao
verdadeira), produzido pela. bacteria, com a

capacidade de em condicdes adequadas, des-



truindo as bacterias, espalhar no meio mais

substancia litica, é evidente que no ponto
da placa bacteriana. onde cahir uma parti-

cula coloidal, se forme uma pequena zona

necessario obrigatoriamente admitir a pulu-
lacido de um ser vivo.

Sem querermos ter a pretencdo de afir-
mar verdades definitivas pensamos (que o
nosso modo de ver ndo seja unicamente um
Arranjo
interpretar alguns aspectos do problema na
aparencia inexplicaveis, porque éle, sobre-
tudo, estabelece o elo entre o fenomeno da
- ejles m serie e o da formacaoda imunidade
- humoral, factos que ao primeiro relance se
afiguram inteiramente disparatados.

toda
de lise independente, sem que para isso seja

o

Além d’isso, sent enfrar na essencia dos
fenomenos fisico-quimicos que contribuen
para estas reacOes, ele nos exprime com
a claresa, em palavras familiares a
todos, a maneira de ser provavel dos factos,
fazendo reverter a especificidade na vacina-
cao a unica especificidade verdadeira, aque-
la que os seres vivos, diferenciando-se adqui-
rem pela evolucdo em ftace das vicissitudes

contingentes do meio externo.
artificioso com a so vantagem de |
aos Drs. A. MACHADO, F. CARNEIRO,

Antes de terminar queremos agradecer

GODOY e C. WERNECK o auxilio que
nos prestaram -todas as muitas vezes que a
eles recorrenios.
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