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Contribucion al estudio del fenomeno de D’Herelle
en Guatemala,

Historia del Bacteriéfago.

Hacia el mes de septiembre de 1917, el profesor
D’Herelle dirigia a la Academia Francesa de Ciencias, una
comunicacién “Sobre un microbio invisible antagonista de
los bacilos disentéricos.”” Fruto de sesudas observaciones,
llevadas a cabo desde el afio de 1909, la nota mencionada
contenia conclusiones henchidas de laboriosa y sustancial
experiencia. De cémo se iniciaron y en qué forma tuvie-
 ron desarrollo estos acontecimientos, es hecho importante
de narrar y que nos revela el tan légico razonamiento de
este felicisimo investigador. Dedicado por aquel entonces,
al estudio de una enfermedad contagiosa que atacaba al
¢ geridium migratorium’ D’ Herelle llegd a establecer que
el agente causal era un cocobacilo (cocobaeillus acridium
de D’Herelle) y asi mismo se percaté de algunos fend-
menos que le causaron no poca sorpresa. El cocobacilo,
produce en el acridio una septicemia, con predominacion
de sintomas intestinales (diarrea) en la que se manifiesta
de ordinario el agente infeccioso. Cultivando este cocoba-
cilo, recogido del liguido intestinal de insectos infectados
experimentalmente en el laboratorio, D’Herelle noté que
en los tubos de aislamiento y de resiembra, aparecian colo-
nias con abundantes escotaduras o bien placas virgenes en
medio de colonias confluentes. Asombrado por estos hechos
y bajo la influencia de los trabajos de Schweinitz-Dorset,
a proposito del Hog Cholera, imaginé que el cocobacilo no
era méis que un microbio de salida, siendo el verdadero
agente causal, algiin gérmen invisible que se oponia en los
cultivos al desarrollo de aquel. Intrigado por la duda,
practicé inoculaciones con el filtrado y habiendo resultado
infructuosas, concluyé que era precisa la intervencién de
los dos virus visible e invisible, para provocar la en-
fermedad.

"Con la mira de observar si acaecia otro tanto en al-
gunas afecciones del hombre, D'Herelle hizo experiencias,
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particularmente con la disenteria bacilar y la fiebre tifoi-
dea; pero imbuido de aquella teoria, sirviése para sus pes-
quisas de enfermedades en plena evolucién y asi fué como
el fenémeno no tuvo lugar sino de cuando en cuando y ello
con bastante rareza. Solo algunos meses mas tarde, ho-
jeando sus notas, pudo observar que las irregularidades
no tenfan nuneca lugar en el periodo inicial de la enfer-
medad, realizdndose en cambio, cuando aquella declinaba.
Este hallazgo, lo conduJo a examinar las deyecciones del
paciente, desde el principio de la afeccién hasta el periodo
de convalecencia, obteniendo asi la observacién que sigue:

~ En un sujeto adulto, enfermo de disenteria bacilar
grave tipo Shiga, asilado en el Hospital Pasteur, D’He-
relle prineipié por tomar cuotidianamente, diez gotas de
las deyecciones y verterlas en un tubo de caldo que pasaba
a ocupar la estufa a 37° durante toda una noche; acto
seguido, filtraba la mezcla al través de una bujia Cham-
berland L-2 y diez gotas de este filtrado, eran afiadidas a
otro tubo de caldo Shiga de 24 horas, que volvia a ocupar
la estufa a la misma temperatura.

Durante el tiempo que duré la enfermedad, nada de
particular ocurri6 en los tubos preparados como antes indi-
camos; pero uno de tantos dias el cultivo quedd estéril,
hecho que coincidi6 con la mejoria del paciente y la inicia-
cién de una franca convalecencia. Al caldo que tenia apa-
riencia de estéril, le adicion6 una emulsién de bacilo Shiga,
procedente de un cultivo joven en gelosa y a las diez horas
de permanencia en la estufa, estaba también completa-
mente clarificado. _

Esta experiencia concluyente, desmoronaba su teoria
inicial y dejaba ver con nitidez, que las deyecciones utili-
zadas para preparar el filtrado, contenian un principio
capaz de provocar la disolucién del bacilo disentérico; con
estas nociones, D’Herelle emprendié la experiencia que a
continuaciéon consignamos:

Tomando una gota del cultivo lisado y afiadiéndola a
otro cultivo normal de caldo Shiga, éste aparecia limpido
quince horas méas tarde. Repitié la operacién y noté que
a medida que se continuaban los pases sucesivos, se acre-
centaba el poder del filtrado, haciendo las lisis més y maés
rapidas. De aqui dedujo D’Herelle, que el principio se
reproducia a expensas del bacilo Shiga y que se compor-
taba como un microbio capaz de atravesar los filtros; era
pues un parédsito de las bacterias. Esto sabido, no tuvo
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mayor dificultad en obtener cultivos con los caracteres que
tanta extrafieza le causaran al principio, bastandole para
ello sembrar en gelosa, caldo Shiga adicionado de una can-
tidad exigua del cultivo lisado (un cien milésimo de c. c.)
y asi fué como tornaron a verse las colonias carcomidas en
su periferia y los islotes formando en su poreién central
soluciones de continuidad.

Bacteriéfago llamé D Herelle a este principio y Bac-
teriofagia al fenémeno a que da lugar. Las comunica-
ciones se sucedieron precisando la téenica y enunciando
las distintas enfermedades en que puede aislarse el ultra-
virusy en su libro publicado en el afio de 1921 que lleva
como titulo “‘El Bacteriéfago, su papel en la inmunidad,’
expuso el conjunto de sus valiosas investigaciones.

No son pocos, los que han querido disputar a D’Herelle
la prioridad en el descubrimiento del bacteriéfago, coyun-
tura que ha dado lugar a numerosas polémicas, memora-
bles algunas, como la sostenida con Bordet y Ciuca, en que
el autor triunfé sacando a lucir argumentos de indiscu-
tible valor. Apelaban los citados contrincantes, a una pu-
blicacién que el profesor Twort hizo en ‘“The Lancet’ de
fecha 4 de diciembre de 1915 y en que se refiere lo siguiente:
Habiendo sembrado tubos de agar con linfa de vacuna anti-
variolosa, aparecieron colonias de estafilococo (hecho nor-
mal) que presentaban dreas de aspecto acuoso y que mas
tarde se tornaban vitreas y transparentes. Impregnando
el extremo del hilo de platino con una de estas colonias y
tocando con 8l la superficie de un cultivo puro de estafilo-
coco, aparecian en el punto de contacto, las mismas zonas
transparentes y vitreas, que tendian a propagarse reem-
plazando en breve todo el cultivo. La constitucion de estas
colonias segin declaré el examen mieroscopico, era de gra-
nos finfsimos coloreados en rojo por el Giemsa.

También hacia notar el médico inglés, que el ‘‘mate-
rial vitreo’’ diluido en agua pura o salada, atravesaba con
facilidad los filtros de porcelana y que una gota del filtrado
extendida sobre un tubo de gelosa, impedia el desarrollo
del estafilococo ulteriormente sembrado (aparecen colonias
normales, pero pronto los granos vitreos invaden toda la
superficie). Hsta enfermedad o condicién de los micro-
cocos, dice Twort, puede transmitirse a indefinido nimero
de generaciones y no es dada la posibilidad de cultivar en
ningin medio el material vitreo, a pesar de que conserva
su actividad por seis meses; asi mismo, puede calentarse
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sin sufrir alteracién hasta cincuenta y dos grados, per-
diendo su virulencia si la temperatura se sostiene a 60°
‘durante una hora. Tiene cierta accién, aunque muy ate-
nuada, sobre el estafilococo aureus, aislado de los furincu-
los y parece carecer de ella sobre los grupos coli, estrep-
tococo, bacilo de Koch, levaduras, ete. .

Asi se expresa Twort y responde D’Herelle con slida
argumentacién, que no se trata alli de una lisis, de una di-
solucién, ni de una bacteria, ya que el término final de la
transformacién de Twort es una sustancia vitrea o trans-
parente, formada de finos granos coloreados en rojo por el
Giemsa. Hay fragmentacién de los cocci, se trata de un
fenémeno de bacterioclasia y no de bacteriofagia, que pro-
duce una disolucién total de los cuerpos bacterianos, sin
dar lugar a ningaGn residuo.

Cuando se vierte una gota del filtrado sobre un tubo
de agar, dice Twort, y se siembra en seguida estafilococo,
un cultivo normal comienza a desarrollarse, para sufrir
después la transformacién vitrea que se inicia en algunos
puntos y abarca después todo el cultivo.

Procediendo de idéntica manera con el bacteriéfago
D’Herelle hace notar, que el cultivo que se obtiene esta
caracterizado por placas circulares que presenta aqui y
alla, donde la gelosa carece de trazas de cultivo. Kstas
placas permanecen inmutables y ni invaden el cultivo, ni
son jamés recubiertas por aquél.

~ Respecto al examen microseépico nunca se observan
en la bacteriofagia los granos a que Twort hace referencia.

Para terminar dice D’Herelle: Si el principio descu-
bierto por Twort y el bacteriéfago son idénticos, deberian
al actuar sobre la misma bacteria (estafilococo) y en ané-
logas condiciones de medio y de temperatura, desencadenar
fenémenos también idénticos. Si no lo son, y es el caso,
tiene .que tratarse de principios diferentes y en consecuen-
cia de fenémenos también diferentes.

Prueba de la argumentacién convincente de D’Herelle
es el silencio que Twort guardé en dos congresos sucesivos
en que se debatiera el problema, quedindole otorgada al
primero, la preeminencia en el descubrimiento.

También otros investigadores como Hankin y Eliava
sefialan hechos particulares. Relata el uno que las aguas
de ciertos rios de la India, poseen una marcada accién anti-
séptica para las bacterias en general y para el vibrién colé-

‘rico en particular; el agua del Juma después de filtrada,

es capaz de esterilizar en cuatre horas una elmulsién de
vibriones. Hace notar también que la ebullicién anula este
poder bactericida. Otro tanto observa Eliava respecto a
las aguas del Koura y sostiene que jamas este rio es vector
de epidemias.

No es dudoso que todos estos investigadores, han ma-
nipulado el bacteriéfago, pero también es cierto que sor-
prendidos por lo extrafio del fenémeno, se han limitado
a descubrir algunas de sus fases, sin haberlo estudiado
concienzudamente, ni formulado explicacion satisfactoria.

“Tn el terreno de la observacién, el azar no favorece
sino a los espiritus preparados.” En verdad j; cudntos no
fueron testigos antes que Newton, de ese determinismo
ineludible, que quiere que todos los cuerpos abandonados
en el espacio sean atraidos por la tierra? Sin embargo
solo Newton fué capaz de enunciar la ley de la gravitacion
universal j cuidntos no percibieron antes que Galileo el mo-
vimiento oscilatorio del péndulo? Pero solo é1 pudo dar
a conocer las leyes que lo rigen. Observar no es sino una
fase del descubrir. Significa lo primero, el enfoque de la
atencién hacia un asunto determinado; la exposicién de los
datos por este medio obtenidos. En tanto que descubrir
es hacer patente una verdad antes ignorada, explicarla,
dar en fin, las normas a que se sujeta.

Y la razén se ha abierto paso y el mundo cientifico
otorgando el hallazgo a quien en verdad pertenece, recono-
ciendo la indisolubilidad que ata al descubridor con la cosa
descubierta, ha llamado a la bacteriofagia FENOMENO
DE D’HERELLE.




EL FENOMENO Y LAS CONDICIONES
PARA SU REALIZACION

El Fenémeno en Medio Soélido.

- Tenemos ya sabido por las lineas que anteceden, como
se lleva a efecto el fendmeno de bacteriofagia en medio li-
quido, faltanos ahora estudiarlo cuando aquel medio se sus-
tituye por uno sélido y para el objeto nos vamos a servir
de dos tubos de gelosa ordinaria: En el primero, sembre-
mos por medio de la pipeta, algunas gotas de caldo Shiga
reciente, en caldo ordinario y en el segundo, valiéndonos de
analogo procedimiento, una mezcla de bacilos de la misma
condicién, adicionados de un bacteriéfago muy activo.
Pongamos el todo a la estufa y veinticuatro horas méas
tarde nos serd dado observar, que mientras el primer tubo
contiene exuberante cultivo de bacilo Shiga, el segundo ha
permanecido completamente estéril. En vez de un bacterié-
fago muy activo empleemos uno de mediana actividad y no-
taremos, que si el tubo testigo no difiere en nada del de la
experiencia anterior, el otro presenta en el seno de sus colo-
nias, sitios en que el medio estd completamente desnudo de
cultivo. HEstas son las zonas claras de D Herelle, que afec-
tan forma circular y cuyo didmetro mide en general de
dos a cuatro milimetros, advirtiendo que sus dimensiones y
nimero estdn en razén directa con la actividad del bacte-
ri6fago asi: a mayor actividad, aumento de cantidad y més
didmetro, a menor actividad, disminucién tanto del tama-
fio como del nimero. :

Ahora bien j;qué representan estas zonas claras de
D’Herelle? Segtn su propio parecer y de acuerdo con 1a
mayor parte de quienes han estudiado este asunto, no se
trata mas que de colonias aisladas de principio bacteriéfago,
las que a su vez, estan constituidas por multitud de cor-
pusculos vivos e invisibles, cada uno de los cuales se de-
arrolla y multiplica en el punto en que reside, a expensas
de las bacterias. Ksta obra destructora, hace que aparez-
can en el cultivo zonas que nos dan la impresién de estériles.

Ha demostrado D’Herelle el estado corpuscular del
bacteridfago, haciendo diluciones de este producto, hasta
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llegar al grado limite de su actividad y enfrentdndolo des-

ués con bacilos repartidos en varios tubos. En algunos
la clarificacién es completa, en tanto que lot;‘os permanecen
normales, 1o que prueba la inexistencia de términos medios.
i el bacteriéfago se presentara en estado de continuidad, el
" fenémeno tendria o no lugar en todos los tubos y solo su
estado discontinuo, puede explicar también esta disconti-
nuidad en las experiencias.

Bacteriélogos ha habido que arguyan este modo de ver
de D’Herelle y dicen que de ser cierta su explicacion, jpor
qué la zona de bacteriéfago, no invade toda la superficie de
Ia gelosa a expensas del cultivo? Dos razones pueden adu-
cirse para responder esta prxeg’unta: Prune‘r!amente una,
que es de cardcter general y comun a la casi totalidad de las
bacterias cultivables, consistente en que las sustancias so-
lubles, por ellas producidas, se difunden en el medio y obran
a2 modo de una vacuna en todo el derredor de la -qqloma‘,
obstruyendo asi su mayor desarrollo. Con excepcion del
género Proteus siempre se ve confirmado lo anteriormente
dicho. La segunda de las razones es de orden particular
y obedece al hecho de que el bacteriéfago ataca con predl—
leccidn las bacterias jovenes, de tal modo, que el conpuscglo
comienza a nutrirse y desarrollarse merced a las bacterias
que lo rodean, pero a medida que el tiempo pasa se desaryo-
lan ellas también formando una mas densa capa y tornan-
dose de mas edad, vale decir, que adquieren mds resistencia.

Modalidades del Fenémeno.

No siempre se realiza la bacteriofagia como an’nes} he-
mos apuntado, veces hay y de ello nos ocuparemos aqui, en
que pueden sorprendernos formas partlcula}res. )

Diremos en primer término en qué consiste el fenémeno
llamado de ‘“‘ondas sucesivas’’ para cuya mejor compren-
sién citaremos un ejemplo: pongamos en la =e‘stgfg, dos tu-
igp bOs, uno con bacterias, otro con bacteriéfago adicionado de
~ Dbacterias y observémoslos al cabo de algunas horas. En el
tubo testigo aparece un cultivo normal, mientras que el
conteniente de bacteriéfago sefiala cultivo muy abundante
y excesiva turbieza; sobreviene en seguida ‘la' lisis y de con-
siguiente 1a aclaracién del medio, pero a medlt.ia que se alar-
ga su permanencia en la estufa, vemos surglr un segundo

cultivo al que sucede en breve, una nueva lisis. Estas son

las ondas sucesivas, que pueden repetirse dos y tres veces,
hasta que se realiza la destruccién definitiva de las bacterias.

Es posible apreciar otro aspecto curioso del fenémeno
y consiste en lo siguiente: Dejando en la estufa una mez-
cla de bacteriéfago y conjuntamente bacterias, la lisis tiene
lugar como antes lo indicaremos en un tiempo variable en-
tre veinticuatro y cuarenta y ocho horas. Ahora bien.
puede acaecer y no con rareza, que ésta no se haga sino al
cabo de ocho o diez dias, es decir, que ocurre una lisis re-
tardada. En el curso de las paginas que vienen daremos la
explicacion de estas dos modalidades, limitdndonos por
ahora a decir, que el manipuleo constante del bacteriéfago,
da a conocer muchisimas mas anormalidades y si nos hemos
limitado tan solo a consignar las dos citadas, ha sido por el
hecho de que se repiten con relativa frecuencia.

Estudio Detenido del Fenémeno.

Tres tiempos sucesivos serdn objeto de nuestra aten-
cion: la fijacion del corpisculo bacteriéfago; su penetra-
cién en el cuerpo de la bacteria y por dltimo la multiplica-
cién de sus unidades.

Fijacién del Corpasculo.

Preparemos 100 c. ¢. de caldo Shiga a una concentra-
cién de 250 millones por c. e. afiaddmosle 14 de e. ¢. de bac-
teriéfago y coloquémoslo en la estufa a 37°. Tomemos in-
mediatamente y después con intervalos de treinta minutos,
una hora y hora y media, veinte c. c. de la mezcla; centrifu-
guemos separadamente cada una de estas porciones duran-
te diez minutos y a razén de 4,000 circunvoluciones y verta-
moslas en cantidad de 1/50 de ¢.ec. a diez c.c. de bacilo
de Shiga en caldo. De cada una de estas mezclas extenda-
mos sobre gelosa 1/50 de c. ¢. haciendo seis siembras sobre
cada tubo para poder obtener un término medio; tomemos
nota de las zonas claras que corresponden al nﬁmergouyle ele-
mentos bacteriéfago y los resultados serdan como siguen:

Siembra inmediata: Un promedio de 204 zonas cla-
ras equivalente a cinco millones de elementos bacterio-
fagos por c.c. ' :

Siembra a los 30 minutos: Cinco zonas claras dé pro-
medio o sean ciento veinte y cinco mil elemento- ba@fe-
riéfago por c. ¢ ’ : - LA
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Qiembra después de una hora: Ocho zonas claras de
promedio o sean doscientos mil elementos bacteriéfago
por ¢. C.

Siembra a la hora y media: Al rededor de noventa
millones de elementos bacteriéfago por c.c.

Dos experiencias testigos serdn hechas simultanea-
mente. En la una, €l bacteriéfago se pondra en contacto
con vibriones coléricos—microbios que este principio es
incapaz de atacar—en la otra, con caldo ordinario. Se hara
la misma titulacién y podremos comprobar que el namero
de elementos bacteriéfago no varia. ) /

Nociones de gran valor se desprenden de las experien-
cias anteriores, pues merced a ellas nos percatamos de la
desaparicién de los corptisculos a los treinta minutos, sien-
do la razén imperante su fijacién sobre las bacterias. Al
cabo de una hora, la situacién es la misma y a la hora y
miedia sobreviene el abundamiento brusco de elementos bae-
teri6fago, lo cual obedece a la lisis bacteriana que pone en
libertad los corptisculos ya multiplicados.

Tratdndose del vibrién colérico, contra quien el bacte-
ri6fago en experiencia carecia de accion, el crecimiento no
ha tenido lugar, de donde se deduce que la fijacién es elec-
tiva. También hase establecido por multiples pruebas, que
existe una relacion {ntima entre la actividad del bacteriota-
go y la celeridad con que se fija.

Tos conocimientos recabados permiten darnos cuenta
de lo que acaece cuando en un liquido estdn presentes,
el bacteriéfago y una bacteria sensible: o va la bac-
teria en pos del bacteriéfago o lo inverso, pero es lo cierto
que el primer acto de la bacteriofagia, consiste en la fijacién
del corpisculo sobre €l cuerpo de la bacteria. HEsta nocién
de que uno de los dos elementos haya de recorrer una dis-
tancia en el seno del liquido que los contiene, explica que
todo aumento de la densidad, haciendo més dificil el reco-
rrido retarde o imposibilite la realizacién del-fenémeno.

Reinaba al principio la creencia equivoca, de que la
fijacién Hevébase a cabo solo en las bacterias vivas, pero
Da Costa Oruz ha demostrado que se lleva a efecto atn
tratdndose de bacterias muertas, con la condicién de que
sean sensibles.

En cuanto al fenémeno que pone en contacto el cor-
pisculo bacteriéfago y la bacteria jes pasivo o se trata de
una quimiotaxia real? Kabelik y Kukula han hecho una
experiencia que no puede interpretarse, sino como una qui-

miotaxia real, atributo del corpuseulo bacteriéfago en pre-
sencia de la bacteria sensible. ‘

He aqui la experiencia en cuestién: Los autores cita-
dos idearon un aparato constituido por un tubo horizontal
de nueve milimetros de calibre y de veinte y un centimetros
de longitud, provisto de siete pequefias ramas verticales,
distanciadas tres centimetros una de otra. En el fondo de los
tubos colocaron guijarros muy finos, lavados y perfecta-
mente esterilizados, con el fin de que los liquidos no se des-
plazaran sino con suma dificultad. Colocando en las di-
versas ramas del aparato bacilos de Shiga y bacteriéfago,
pudieron cerciorarse de que mientras los bacilos apenas se
habian desplazado, los corptsculos de bacteriéfago habian
hlecho ya un distante recorrido.

Penetracion del Corpiisculo en el Cuerpo de la Bacteria.

Una vez la fijacion llevada a cabo ;se limita el cor-
pasculo a adherirse al cuerpo de la bacteria o lo invade?
Solo el examen microscépico puede hacernos apreciar esta
fase de la bacterofagia, ya que macroscépicamente es de
todo punto imposible.

Si en el momento en que la lisis es mas intensa, toma-
mos una gota del cultivo y la observamos en fondo negro, el
cuadro es el siguiente: ningtin bacilo en via de desagrega-
cién, solo uno que otro se ven aumentados de volumen, tan
marcado a veces, que los hace tomar formas esféricas, hasta
de tres y cinco micras de didmetro. Si se continta obser-
vando durante unos minutos mas, se asiste a una verdadera
explosién de la bacteria, que se realiza a penas en una frac-
cion de segundo. El cuerpo esférico ha sido sustituido por
un copo difuso que paulatinamente se disuelve, dejando
en libertad los finos granulos.

Esto prueba, que el bacteriéfago se desarrolla en el
seno de la bacteria, ejerciendo alli su aceidn, aceién interna
de dentro a fuera, que justifica racionalinente la forma glo-
bulosa y la explosién consecutiva. D’Herelle para explicar
la penetracién del corpisculo anota lo siguiente: En pri-
mer lugar no se ve ninguna bacteria corroida, todas atn las
més globulosas, presentan contornos netos y regulares. Si
se coloca una gota entre lamina y laminilla haciéndole pre-

sién fuerte como para aplastar las bacterias y se colora
_después de secado a la estufa, es frecuente ver algo curioso:
al rededor de la bacteria bien tefiida, se ven dos, tres o més

L
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prolongatcm(liles de colorante y se tiene la impresién de que
una parte de su contenido ha escapad A

2 ] do por 3
orificios. P Por o o s
euerf(f?e %Esggv?cién,hapo_}éa la t;oria de que la pared del
uerp: cteria, ha sido perforada por uno, do;
corpusculos. : P 403 0 més

Multiplicacién de los Corpiisculos.

_ Ya en el seno de la bacteria, los corptsculos se multi-
plican, formando una colonia que al explotar aquella, queda
en completa libertad para fijarse en otros elementos ,y rin-
cipiar de nuevo su ciclo de multiplicacién. P

Para D Herelle este fenémeno se lleva a cabo por gol-
pes sucesivos, oponiéndose a otros pareceres que sostienen
la forma progresiva del erecimiento. “El crecimiento del
namero de corplisculos no se hace de manera progresiva
eonimua, dice el dgs)cuzbridor del bacteriéfago, sino por
fi%grgg.s”de bacterias que sucesivamente los ponen en

La magnitud de 1a multiplicacién est4 sujeta a diversos
factorg‘s, pero el mas importante reside en el ntimero de
bactgzrlas prestas para ser atacadas, ya que constituyen el
medio de cultivo para el bacteriéfago. S

La Trasmisién Indefinida en Serie.

Este es uno de los caracteres mas importan
mayormente sorprenden en el estudio del fgnémergff YT%%?
to D’Herelle como los demés experimentadores han podido
levar a efecto la siguiente prueba: Inocular con un milé-
simo de ¢. ¢. del principio, diez c. c. de caldo Shiga Una
vez la lisis realizada, se filtra y con un milésimo de o, ¢ del
producto filtrado se vuelve a practicar la experienci.a: asi
por centenares de veces (D’Herelle 1,200). Siempre el fe-
fllgleneno krls:e reilaliia, con esta particularidad de que a medida

Se han hecho pases sucesivos ineipi '
facultad de ataca*rg las bacterias. ¢l prineiplo acrece su

Los Cultivos Secundarios.

Ny Suele acontecer, sobre todo cuando se trata de cul-
I?VO'S. de bacilo Shiga o de estafilococo, que después de una
1mpidez consumada, sucede un enturbiamiento, tenue al

- i
principio y més evidente a medida que el tiempo discurre.
Si se practica el examen microseépico de los mencionados
cultivos se podra notar, que los elementos componentes son
bacterias distintas, tanto en su morfologia como en sus
reacciones biologicas de las bacterias normales. La expli-
cacién méas satisfactoria que se ha dado de este fenémeno,
estd basada en la resistencia espontinea o adquirida de
ciertas bacterias y corrobora esta manera de pensar la si-
guiente experiencia: si se someten a lisis diez centimetros
cbicos de caldo Shiga y se reparten en diez tubos de ealdo
estéril, a razén de un centimetro ciibico para cada tubo, el
cultivo secundario aparece solamente en dos de ellos, lo que
viene a demostrar que sblo algunos de los microbios han
soportado el ataque del bacteriéfago y han quedado aptos
para desarrollarse. Ahora bien jsufre el bacteriofago al-
ouna modificacién cuando este fenémeno tiene lugar? No
se ve modificado en nada y basta para confirmar lo dicho,
practicar una nueva filtracién, cuyo objeto sera retener el
bacilo y permitir el paso solo al principio bacterifago.

Ciertas sales tienen una influencia decisiva en la apa-
ricién de los cultivos secundarios, tal sucede con el acetato
de plomo, el nitrato y el sulfato de plata; asi mismo la
tienen los cultivos viejos, que con facilidad da lugar a este
fenémeno.

Tres medios hay para desembarazarse de los tales cul-
tivos: la centrifugacién, el calentamiento y la filtracion.

La centrifugacién no se aplica en el campo de la préc-
tica por sus muchisimos inconvenientes; el calentamiento
a 56° si bien aniquila las bacterias resistentes, tiene en cam-
bio el grave defecto de alterar las propiedades del prineipio
bacteriéfago; por tltimo, queda la filtracién, que constituye
por su eficiencia, el método empleado por todos los bacte-
ridlogos. ’ ‘ _

Antes de cerrar este capitulo, hemos de mencionar un
hecho sumamente importante y que atn no ha sido estu-
diado a conciencia. Si se filtra.con todas las precauciones
para evitar la infeccién, una mezcla de bacilo Shiga v bae-
teri6fago, cuando ya la limpidezperfecta ha tenido lugar,
se obtiene un producto absolutamente claro; pero a los
cuatro dias una ligera turbieza que se acentiia notablemen-
te al sexto, suele aparecer en el filtrado. Kl germen que se
encuentra, no es otro que un bacilo de Shiga, muy poco
distinto del que aparece en los cultivos secundarios. D’ He-
relle a la cabeza y después una serie de investigadores han




tenido oportunidad de observar este fenémeno. El hecho
de que solo se verifique en presencia de bacteridfagos poco
activos, ha dado lugar a una hipétesis que explica el caso,
como un ataque incompleto a la bacteria, la cual reducida a
finos corpusculos, es capaz de atravesar el filtro y recons-
tituirse después por un ‘‘proceso desconocido.”

Nosotros nos atrevemos a hacer esta sugerencia: Bien
podria tratarse no de una agresién incompleta contra la
bacteria, que de alguna consideracién tendria que ser para
reducirla a corptsculo filtrable, influyendo indefectiblemen-
te sobre su vitalidad; sino una forma de resistencia que
aquella adoptara, en presencia de bacteriéfagos escasamen-
te virulentos. Creemos que esta manera de ver, explica més
satisfactoriamente el desarrollo y crecimiento ulterior de la
bacteria filtrable.

Tiste hecho de la filtrabilidad de ciertos gérmenes, ya
hoy demostrada para el bacilo de Koch y algunos mas, tie-
ne honda repercusién en el coneepto que hasta la actualidad
teniamos acerca de la fijeza morfologica de las especies bae-
terianas, base sobre la que reposa la ciencia bacteriologica.
En efecto, ha sido costumbre catalogar los microbios, to-
mando como un punto de partida esencial, los caracteres
de su forma jimaginemos e¢émo ésta podra alterarse si un
germen que no es filtrable, se puede tornar tal! Ultima-
mente, el doctor Rafael Morales ha hecho estudios muy im-
portantes en lo referente al caracter protéico del bacilo Bul-
garo, llegando hasta poner en evidencia su marcada movili-
dad, merced a prolongadas pestafias que recuerdan al ba-
cilo tifico.

~ Estos valores recién adquiridos, imponen una revision
minuciosa de la morfologia de los microbios.

Influencia de la Temperatura Sobre el Fendémeno.

El grado 6ptimo para la realizacién de la bacteriofagia
es de 37°; en tales condiciones la aclaracién del medio tiene
lugar en un tiempo minimo de tres horas. A 20° tiene lu-
gar en un promedio de diez y seis horas y a medida que la
temperatura desciende se hace cada vez mas tardia hasta
no verificarse a 0°. Respecto a las cifras elevadas acaece
otro tanto y en Hegando a 44° el fendmeno ya no se realiza.

Esto es muy légico, pues ya hemos visto que el bacte-
riéfago actiia sobre bacterias en plena vitalidad y es esta
una condicién que requiere una temperatura media de 37°,

Influencia de la GOMPOSICIOLL LA LELAEET

Todos los medios que de ordinario se emplean en bac-
teriologia son favorables: caldo simple, agua peptonada, ge-
losa, ete. No lo son en cambio los medios acidos o capa-
ces de engendrar fermentaciones, pues como pronto vere-
mos, la acidez es uno de los factores que obstruyen la aceion
del principio. Respecto a los medios sintéticos, D Herelle
los ha empleado con éxito, mereciendo especial cita: el agua
fisiolégica al 8l, por mil y 1a solucién de 25 miligramos de
soda en 1,000 grs. de agua quimicamente pura.

Influencia de la Concentracion en Tones H.

Qi bien los téenicos han manipulado bacteriéfagos que
ejercen su actividad en medio acido, ello no debe tomarse
como regla y ha de ser considerado el medio alcalino, como
ol de eleccion para que tenga lugar el fenémeno en sus me-

jores condiciones.
Influencia de la Aerobiosis.

A este respecto podemos decir: que la bacteriofagia no
est supeditada a la presencia o qusencia del oxigeno y que
todo depende de que la bacteria en cuestion sea viable en
medio aerobio o anaerobio. .

\ Influencia de la Viscocidad del Medio.

Tenemos por sabido que la bacteriofagia implica con-
tacto de la bacteria con el prineipio, nocién importante que
nos da idea del papel que puede jugar la viscocidad del me-
dio. En las diluciones fuertes de albtimina y de gelatina,
el fenémeno no tiene lugar y solo se efectia a medida que
aquellas van siendo’ menos y menos concentradas. Hecho .
trascendental, que afirma la idea de contacto y de parasitis-
mo intracelular.

Influencia de los Productos de la Lisis.

Respecto a los productos de }z lisis, es heeho comproba-
do que ponen obstéaculo a la actividad del bacteriéfago; tan
es asi, que en los medios donde muchas lisis han tenido lu-




gar, llega un momento en que el fenémeno ya no se realiza,
debido quizds a una vacunacién como la que ocurre en los
medios de cultivo.

Influencia de la Cantidad de Bacterias Lisables y su Estado.

Los principios bacteriéfagos mas activos pueden ejer-
cer su accién gobre liquidos que contienen 500 millones de
bacterias por ¢.c. Tratindose de més cuantiosas cifras la
lisis no tiene lugar. Respecto a las condiciones apropiadas
para que la bacteriofagia se efectiie, dos son las esenciales:
vitalidad y juventud.

PROPIEDADES DEL BACTERIOFAGO

Estado Fisico y Constitucién.

Dado que el bacteriéfago se presenta en forma de finos
corpusculos, suspendidos en el seno de un liquido, bien po-
demos asimilar su estado al de la materia coloidal. La di-
mensién de tales corpiisculos se ha llegado a determinar,
merced a varios e ingeniosos procedimientos basados todos
en la filtracién y parece ser que las cifras obtenidas fluctian
al rededor de veinte milicrones para cada uno.

Respecto a la constitucién intima del bacteriéfago, es
de creerse, por las experiencias llevadas al efecto, que se
trata de una nucleo-proteina.

Accién de la Pesantez.

Ya por obra del tiempo, ya por centrifugacién muy réa-
pida, el bacteriéfago es susceptible de ocupar las capas pro-,
fundas del liquido que lo contiene. Tal lo ha probado
D’Herelle, dejando en reposo por el lapso de once meses
una de sus muestras y haciendo en estas circunstancias el
recuento de corpiisculos, tanto en la superficie, como en el
fondo. Procediendo asi, obtuvo las cifras que siguen: 280
millones por ¢. c. en la superficie y 2,900 millones por ¢. c.
en el fondo. También es dable observar una sedimentacion
parcial gracias a la centrifugacién muy veloz.

El Bacteriéfago Atraviesa los Filtros.

E] principio que estudiamos, es capaz de pasar al tra-
vés de los filtros de porcelana, por cerrados que sean Ssus
poros, a través de los sacos de colodién y también de las
membranas de Haen. Goza esta propiedad de importan-
cia trascendental, pues ya hemos visto que en ella estriba la

" téenica de su aislamiento.




Invisibilidad del Bacteriéfago.

Hasta ahora y empleando todos los métodos de eolora-

cién y de observacién microscépica que en la actualidad po-
seemos, no ha sido posible ver elementos figurados en las di-
luciones de bacteriéfago. :
"~ Los corpiisculos que valiéndose del ultramicroscopio
han encontrado algunos autores, no son més que residuos
bacterianos y en prueba de ello, si se practica una filtracién
delicada, no- vuelven a encontrase los mencionados cor-
plsculos que en manera alguna desaparecerian si forma-
ran parte de la constitucién del bacteriofago.

Accién del Calor.

Este agente fisico, ejerce su accién sobre el bacteritfa-
go en dos formas: ya sea anulando su accion temporalmente,
es decir sin destruceién de su vitalidad, ya sea matandolo.
Si por ejemplo se toma un bacteriéfago que se ha calentado
lo suficiente, para que su efecto lisante y la aparicién de
manchas claras en gelosa ya no se verifiquen, existe la posi-
bilidad de devolverle ambas particularidades, bastando para
ello enfrentarlo varias veces con el agente que era capaz de
lisar y practicando un filtrado entre una y otra operacion.
Procediendo en tal forma, se observara que al cabo de cua-
tro o cinco filtraciones el principio ha recobrado su poder
litico, con tanta intensidad, como la poseia al principio.

El hecho es sumamente curioso v ha sido explicado de la
manera siguiente: Para que haya lisis es necesario un com-
plejo, constituido de un lado, por el bacteriéfago, sustancia
viva y capaz de reproducirse; por otro, de una sustancia na-
cida del microbio. Viene el calor a disociar el complejo y
la lisis ya no se efectiia; devolvamosle la sustancia emana-
da del microbio v volvera a reconstituirse el complejo.

Hauduroy después de larga y eserupulosa tarea, acer-
ca de como influye el calor sobre el principio litico ha lle-

gado a una serie de conclusiones cuya sintesis exponemos

a continuacién: .

(a) No puede fijarse una temperatura determinada
para destruir la accién de todos los bacteriéfagos. Asi, de
tres principios anti-Shiga: el primero pierde su poder li-
tico después de cinco minutos a 90°; el segundo después del
mismo tiempo a 60° y el tercero en iguales circunstancias

a 70°, a '

- suero de perro, etc., siempre

(b) Hay un estrecho paralelo entre el poder lisante de
un bacteriéfago y su resistencia a la temperatura, tanto
uno como la otra acrecen en la misma proporeidn.

(¢) No existe relacién alguna entre la temperatura
que aniquila un baeteriéfago y la requerida para matar el
microbio lisable. .

(d) Un bacteriéfago calentado, no vuelve a recobrar
su poder litico, a menos que sea sometido a las manipulacio-
nes antes referidas.

Ahora bien jcual deberd considerarse la temperatura
mortal para un bacteriéfago? Si de medio htimedo se tra-
ta, al rededor de 100° ; si de calor seco, 135° poco mas o me-
nos. Diremos para terminar que sometido un bacteritfa-
2o a la temperatura mortal, no hay medio capaz de devol-
verle su virulencia y esta temperatura es la misma para to-
dos los tipos estudiados.

Adsorcion del Bacteriéfago.

Cabe el mérito de haber hecho notar el poder inhibi-
torio del negro animal sobre el bacteriéfago, a Poorter y
Maisin, quienes hacia el afio de 1920 hicieron sus primeros
ensayos. MA4s tarde Maisin prueba, que si a una dilucion
de bacteriéfago se agrega sulfato de amonio a media sa-
turacién, el precipitado que se forma engloba el principic

bacteriéfago. De Necker ha hecho experiencias al respecto,

con diversos coloides y soluciones coloidales: Todargol,
electromanganol, electroselenio, electrocuprol, electrargol
y electrorodio. Kl procedimiento de que se ha valido, con-
siste en diluir un centimetro ctibico de bacteriéfago, en ocho
centimetros ctibicos de caldo y agregarle un c. c. de cual-
quiera de los citados coloides, filtrando al cabo de veinti-
cuatro horas. Los resultados obtenidos denotan una dis-
minucién de mil veces la actividad primitiva del bacterié-
fago. Dudando si se trataba de un fenémeno de adsorcion,
Poorter hace uso del hidréxido de aluminio, cuerpo inten-
samente adsorbente y comprueba que el fenémeno se-veri-
fica con diez veces més intensidad que en las experiencias
anteriores; disuelve después el hidréxido transformandolo
en acetato y el bacteriéfago asi libertado, vuelve a ejercer
su influencia ; hecho que viene a demostrar que el fenémeno
es de adsorcién y no de destruccién.

Experiencias similares se han llevado a cabo con coloi-
des de naturaleza animal, tales como el suero de caballo, el

3011 idénticos resultados.




También son dignas de relato las experiencias de Jau-
main y de Mlle. Meleuman, dltimamente comprobadas por
Da Costa Cruz, referentes al caracter especifico de la adsor-
cién. Si se toman tres tubos de colifago y se agrega al pri-
mero caldo simple, al segundo estafilococos muertos y al
tercero colibacilos también muertos, se podra observar
filtrando al cabo de tres dias de permanencia en la estufa,
que los bacteriéfagos contenidos en los dos primeros tubos
persiten activos, mientras que el tercero, ha perdido esta
condicion.

Es de advertir que la adsorcién no constituye una pro-
piedad fisica tinica del bacteriéfago, ya que la poseen tam-
bién en alto grado los fermentos solubles, las toxinas micro-
bianas y los demés ultravirus.

Accién del Tiempo.

El factor tiempo ejerce sobre el bacteriéfago una ac-
cién apenas sensible y prueba de ello es, que al través de
muchos afios (cinco y hasta diez) han podido conservarse
muestras cuya virulencia casi no ha sido afectada.

Accion de los Antisépticos.

A continuacién exponemos una tabla, que contiene los
resultados obtenidos enfrentando el bacteriéfago, con los
varios antisépticos; pero queremos hacer antes una consi-
deracién de orden general y es la propiedad que tiene el
prinecipio de acostumbrarse a vivir en contacto de aquellos.
Es decir, que goza de la facultad de adaptacién. La glice-
rina por ejemplo es un téxico para el bacteriéfago, pero si
como lo ha hecho Bablet, se le somete primeramente a la
accién de soluciones débiles que se van concentrando de
manera paulatina, llega un momento en que el principio
buede vivir perfectamente en glicerina pura. Otro tanto
y de igual modo puede lograrse en cuanto a los medios 4ci-
dos y los sueros anti-bacteriéfagos.

Este poder de adaptacién, de mutacién con las exigen-
cias del medio, constituye una de las cualidades inherentes
a los seres vivos y ya més adelante veremos que es uno de
los sélidos argumentos en que se apoya la doctrina del bac-
teridéfago como poseedor de vida.

Sustancias estudiadas Concentracién Efectos

Accién variable con los distin-
tos bacteriéfagos.

Yoduro de potasio

Sulfoeianuro de potasio
Cloruro de manganeso

Fluoruro de sodio 1 p. 100
Vapores de formol

No mata el bacteriéfago.
Destruyen més pronto el bac-
teri6fago que las bacterias,

Glicerina A saturacién Mata el bacteri6fago.
Tetralina Mata el bacteriéfago.
Bicloruro de mercurio 1 p. 200 Lo mata en cuatro dias.
Sulfato de cobre 1 p. 100 Lo mata en cuatro dias.
Acido fénico Lo mata en siete dias.
Liq. sat. de esencia de No lo mata.

tomillo y de clavo ) ) .
Optoquina Ninguno de estos antls§ptlcos
Eucopina mata el bacteriéfago, sin em-
Bucina bargo le impiden manifestar
Quinosol su actividad,
Yatren
Tripaflavina
Vivanol
Verde de malaquita

\

Accién de la Quinina.

Tl efecto que la quinina ejerce sobre el b;a-cterivéfago es
intensisimo, como que una solucién de cualquiera de sus sa-
les al 1 por 100 lo aniquila en unas pocas horas; y)lo que
acontece in vitro, se repite igualmente in vivo. 1\.Toc1or’1 muy
importante, de donde se desprende la consecuencia practica,
de evitar la quinina en los individuos tratados por el I?acte—
ri6fago y también otra que muy dir'ecta:mente nos concierne,
por el hecho de que viviendo en un me<.110 en que la m’fe‘ccm.n
palidica es endémica, nos vemos obligados a usar la qui-
nina con gran profusién y es que solo debemos adminis-
trarla después de un estudio concienzudo de: la ?nftfrmedad
que se nos presenta, so pena de no conseguir ningun bene-
ficio para el paciente y de disminuir en cambio su poder de
defensa. .

Tal es la importancia que este asunto entrafia, que en lo

" que se refiere a tifo malaria, hay legislaciones que prohiben

el empleo de la quinina, en tanto no se haya formulado un
diagnéstico .de seguridad,




Accién del Radium.

La irradiacién de 0’914 grs. de radium, apenas atenta
1a virulencia del bacteriéfago, de donde puede deducirse que
su aceién es casi nula.

Accién de los Rayos Ultravioleta.

Estos ejercen una accién brutal sobre el principio, inac-
tivandolo del todo, al cabo de diez minutos. Autores hay,
que opinan que la sensibilidad del bacteriéfago y de su bac-
teria respectiva, son idénticas sometidos a esta accion, pero
el hecho no ha sido aiin comprobado.

Polivalencia del Bacteriéfago.

Cuando se tiene un bacteriéfago y se ensaya su poder
litico, es hecho de observacitén frecuente que no solo ejer-
ce su influencia sobre una bacteria dada, sino sobre un cre-
cido ntimero, asi difieran los grupos a que pertenecen. Por
ejemplo: un bacteriéfago activo contra el bacilo Shiga, po-
dra a su vez atacar al bacilo Coli y al estafilococo; en la
préctica es imposible decir hasta donde llega la polivalen-
cia, ya que seria necesario para ello, enfrentarlo con una
infinidad de bacterias. Si existe una polivalencia innata
al bacteriéfago, también se puede lograr que la adquiera,
bastando para ello ponerlo en contacto varias veces con un
agente bacteriano y filtrando después de cada operacion.
Asi es posible ver, al cabo de cierto tiempo, que la muestra
antes inactiva contra el agente en cuestién, ejerce después
una influencia sorprendente.

Despusés de lo dicho, expondremos cudles son hasta hoy

Shiga, B. Hiss B. Flexner, Pastereulla bovis, B. Pestis, B.
Tiphosus, B. Gallinarum, Paratiphosus A. Paratiphosus B.
B. suipestifer, B. enteritidis, B. tiphi muriun B. coli, Neu-
mo bacilo de Friedlander, B. proteus, B. diphterie, B. sub-
tilis Vibrion ecolérico, Stafilococo, enterococo y estrep-
tococo. ’

las especies conocidas como sensibles a la bacteriofagia: B.

Modo de Cultivo. —

A diferencia de las bacterias que se desarrollan en el
seno de la materia muerta (gelosa simple, gelosa sangre,
suero coagulado, ete.), el bacteriéfago estd incapacitado
para vivir en cualquiera de estos medios, por nutritivos que
sean; solo a expensas de las bacterias vivas puede mante-
nerse y desarrollarse, exigiendo hasta la condicién de que
sean de siembra reciente. Hstos hechos que aproximan el
bacteriéfago a los demas ultravirus, nos permiten conocer
mucho de su complicada biologia.




L.OS MICROBIOS RESISTENTES Y LISOGENOS,
EL SUERO ANTI BACTERIOFAGO

Los microbios Resistentes.

Cuando en el curso de este estudio hicimos referencia
a los cultivos secundarios, adquirimos el conocimiento de
que a veces el bacteri6fago es incapaz de lisar ciertas bac-
terias; son las que precisamente han adquirido el epiteto
de bacterias resistentes.

Nos ocuparemos ahora de ellas, haciendo mencién en
primer término de su morfologia, que les imprime un ca-
récter genuino. En los tubos de caldo y a la simple vista,
ofrecen la particularidad de no enturbiar el medio y de for-
mar en el fondo un sedimento considerable, que dificiimen-
te se mezela con el resto del liquido.

“ Al examen microseépico, verdaderamente sorprende el
cuadro que se nos presenta: en vez de la forma bacilar, los
gérmenes resistentes han adoptado una forma absoluta-
mente distinta, convirtiéndose en cocos que miden de tres
a cuatro micras de didmetro ; en diplococos y reuniéndose a
veces en grupos de cuatro, como si fuera bacilo tetriageno.
Haciendo un trasplante de la colonia a otro medio de cultivo,
(caldo o gelosa) vuelven a aparecer las formas bacilares
tipicas, al lado de las cuales persisten formas anormales;
entre otras, bacilos largos, cortos, curvilineos y en fin gra-
nulos mis o menos finos. Todos estos aspectos, dice
D’Herelle, dan la impresién de un organismo que se repro-
duce por esporogonia. Autores hay que piensan se trata
de una forma sexuada de reproduccién, hasta hoy descono-
cida para las bacterias. Respecto a reacciones bioquimicas,
las de la bacteria resistente difieren mucho de la bacteria
normal y en cuanto a vitalidad, hay elevado porcentaje en
favor de la primera. Los hechos referidos, vienen a corro-
borar lo que antes dijéramos, acerca de la revisién de cier-
tos capitulos de la bacteriologia.




Las Bacteriag Liségenas.

Hay otro grupo de bacterias poseedoras de las mismas
propiedades que las resistentes, pero cuya significacién bio-
l6gica es distinta. Se trata de una convivencia del bacterio-
fago con la bacteria; aquel se adhiere al cuerpo de ésta sin
destruirla y protegiéndola contra el ataque de cualquier
otro bacteriéfago. Segtn algunos pareceres, es el caso de
una simbiosis a base de beneficios multiples, pero en el esta-
do actual de nuestros conocimientos, no es posible responder
con certeza a esta cuestién. Por lo demds, la bacteria liso-
gena disemina el bacteriéfago por doquier, dando lugar por
esta circunstancia a muchas causas de error, permitiendo
tan solo la filtracién su aislamiento.

Como veremos en breve, hay la posibilidad de anular
este cardcter de liségena que posee la bacteria, mediante la
aplicacién del suero antibacteriéfago.

El Suero Antibacteriéfago.

Si tomamos una liebre o conejo y le hacemos cada seis
dfas una inyeccién subcuténea de un cultivo lisado y filtra-
do, aumentando progresivamente la dosis, podremos obser-
var en el suero obtenido a los quince dias de la 1ltima in-
yeceién, algunas propiedades, que por su especial caracter
le hacen llamar suero antibacteriéfago. Kl suero en cues-
tién goza de propiedades miltiples y ello debido en parte,
a lo complicado del antigeno inoculado, rico en miltiples ele-
mentos, como son: Bacteriéfago, sustancias bacterianas di-
sueltas, productos de secrecién (endo y exo toxinas) y pro-
bablemente las sustancias con que el bacteriéfago ocasiona
la lisis. Esta complejidad, hace que el suero obtenido posea
los siguientes y variados atributos:

(a) Aglutinar las bacterias susceptibles de ser ataca-
das por el bacteriéfago en cuestién.

(b) Poseer una sensibilisatriz especifica para el prin-
cipio litico.

(¢) Neutralizar la accién del bacteriéfago.

(d) Anular el cardcter liségeno de las bacterias per-
tenecientes a este género. :

(e) Hacer mas sensibles a la infeccién, a los animales
inoculados con el bacteriéfago especifico. ' ‘

Ingeniosos procedimientos realizados por multiples ex-
perimentadores, han venido a comprobar la veracidad de los
curiosos caracteres del suero antibacteriéfago.

NATURALEZA DEL BACTERIOFAGO

El conocimiento de las sorprendentes propledades del
i6faco. ha dado lugar a que los investigadores se pre-
bacteriéfago, ba _ ]
gunten con afan jen qué consiste, cudl es 1a constitucion 1m-
fima de este principio? jSera una d1a§tasa, una sug;tarlllc]a
quimica, o un ultramicrobio? Gran numero de teorias han
sido la respuesta de tan inquietante mterrvog%mor;,. qgre1
T ’Herelle reduce a tres grupos, donde todas ellas tien
cabida. L
(a) El bacteriéfago puede selr un principio quimico,
rafl i la lisis.
extrafio a la bacteria que ’su-fre ] )

(b) Un principio quimico 0 ViV0, procedente de la bac
teria que sufre la lisis. ' .

(%) Un principio vivo, ajeno a la bacteria que sufre
1a lisis. ) - )
Nos ocuparemos de exponer en que gogsmten y en qué
han sido basadas estas diferentes apreciaciones, asl cOImoO

las réplicas de que han sido objeto. »
Fl1 Bacteriéfago, Principio Quimico Extrafio a la Bacteria.

Para Kabeshima, el bacteriéfago seria una}C susta{l(iz;a_
catalisadora, emanada de los leucocitos y prescn et en ga >
testino, que actuando ,-sobrel'u.na prodiastasa contenl

s bacterias, acarrearia su lisis.
tas bﬁf@ aK,uttner piensa que se trata, no de un produeto
leucocitario, sino de una enzima de origen grandular, apﬁ:
yando su teoria en el hecho de que 1a‘s_macera01§ne.s’ fen g "
cerina, de higado y de intestyflo, contienen bacteri01ago
son filtradas al cabo de once d}&mS. . Lot

Ninguna de estas doctrinas que consideran el aeiz-
ri6fago como de naturaleza quimica puede tenerse en r?de:
ante el argumento de que el prineiplo ejerce si acceion lb
finidamente en serie y regenera’mdose a expensas de lasba_c~
terias. El bacteriéfago que asi se multiplica, no put;%e alJlo
ningtn concepto ser de orden gquimico. Ademas, D 1pr-e e
y Hauduroy, han aislado del intestino de tificos y colericos
un principio, que dapdo lugar a lisis, no trasmite su acclon
en serie; al cabo de creiyto tiempo y debido a las diluciones se
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ha tornado inactivo. No se sabe a ciencia cierta que signifi-
cacion tenga esta sustancia, pero probablemente es la misma
que han manejado los autores que proclaman la naturaleza
quimica del bacteriéfago ajena a la bacteria lisada, doctrina
como hemos visto no satisfactoria, por estar en pugna con
la experimentacién.

El Bacteriéfago, Principio Quimico o vivo, Procedente
de la Bacteria.

Tsta apreciacién ha dado lugar a tres teorias distintas:
una que considera el principio procedente de la bacteria y
como una autolisina normal ; otra como una autolisina anor-
mal y la tercera como una forma filtrable de la bacteria y
capacitada para destruirla.

(a) Diversos autores entre los que figuran Davinson,
Pico, Weimberg y Aznar, Da Costa Cruz, Leddingham,
Otto y Finkler, Bordet, ete., han sostenido con algunas
variantes esta doctrina. Hay un punto en el que todos es-
tan de acuerdo: la autolisina que da lugar a la accién en
serie, requiere para producirse por primera vez, una influen-
cia exterior, bastando ella, para que el principio siga ac-
tuando y multiplicAndose indefinidamente. Se trata pues,
" de un acausa determinante que ponga en libertad la autoli-
sina, la cual en contacto con un cultivo bacteriano, lo ayuda
a destruirse, dando asi lugar a nueva autolisina, que intro-
ducida en otro cultivo volvera a jugar el mismo papel.

Pico, haciendo filtrados de pancreatina comercial, ha
observado que este producto realiza la disolucién del bacilo
Shiga, de donde su idea de atribuir a este jugo glandular
la influencia determinante. Combiesco ha rebatido esta
experiencia, diciendo que personalmente ha encontradoe
bacteri6fago en la tripsina y en la enteroquinasa y que el
procedimiento usado por Pico no elimina el bacteriéfago,
sino al contrario lo aisla. |

Weimberg y Aznar, han obtenido la lisis filtrando cul-
tivos de bacilo Shiga, gozando el principio que estos auto-
res han aislado de idénticas propiedades que el bacte-
ri6fago. : ‘

Bordet, ha conservado por dlgin tiempo un colibacilo,
no poseedor de bacteriéfago y ha observado que al cabo de
los dias gozaba de accién litica. Piensa este investigador,
que al llegar a cierto grado de evolucién, puede ocurrir un

antagonismo entre los distintos gérmenes de la misma es-
pecie, lo que daria lugar al nacimiento de un principio
autolitico.

Las ideas expuestas han sido como ahora veremos obje-
to de dura y razonable critica. D’Herelle, ha sido uno de
los primeros en dar a conocer los microbios capaces de pro-
vocar la lisis y si son frecuentes tratindose de algunas es-
pecies, es en cambio muy dificil encontrarlos tratdndose de
la generalidad, estafilococos, disentéricos, ete.

Si la autolisina en cuestién fuera normal, las bacterias
que lo originan deberian también serlo. Sabemos en cam-
bio que las propiedades bioquimicas de los gérmenes lisan-
tes, son completamente distintas de las que caracterizan
a la bacteria corriente. Por otra parte, la autolisis normal
se realiza al quinto o sexto dia y se hace méas intensa a me-
dida que pasa mas tiempo, no llegando jamas a dar por
resultado una transparencia completa del medio. Kl fené-
meno de D Herelle en cambio, se lleva a cabo en pocas ho- -
ras, acciona sobre cultivos jévenes y da por resultado una
perfecta limpidez del medio. :

Respecto a la teoria de Bordet, de lucha entre los gér-
menes del cultivo, los autores que la han investigado no la
han observado nunca, a pesar de que han tenido a la vista
multiples semillas por largo espacio de tiempo. Si se to-
man varios tubos conteniendo cultivo de estafilococo y se
cierran a la ldmpara, dejandoles exigua cantidad de aire,
puede ocurrir que al cabo de los dias la turbidez desaparez-
ca; pero cuando se ensaya la accién en serie ésta jamas se
verifica. '

Vemos pues, cuan lejos estan estos fenémenos de pare-
cerse a la bacteriofagia de D’Herelle y como las hipétesis
de la autolisis normal, no resisten el embite de las objecio-
nes expuestas.

(b) Bordet y Ciuca emiten esta hipo6tesis: los leucoci-
tos tienen una accién sobre los microbios consistente en vi-
clar su metabolismo y serian en este sentido el primun
movens del fenémeno. Basan sus ideas en la experiencia
que sigue: inyectando en la cavidad peritoneal de un cavia
cobaya, un cultivo vivo de colibacilos y retirando el exsu-




dado por puncién, se obtiene un liquido rico en glébulos
blancos, que tiene la facultad de lisar el bacilo Coli. Si se
toman unas gotas del cultivo lisado y se vierten en otra
siembra de Coli, vuelve a aclararlo y asi sucesivamente, lo
que Bordet y Ciuca explican, diciendo que el vicio nutri-
tivo es hereditario. o

Las objeciones que tal doctrina ha sufrido, son cono-

cidas. En primer término, la experiencia inicial es muy

rara; muchos sabios han tratado de realizarla sin haberlo
logrado nunca. Ademas, si como sostienen Bordet y Ciuca
los leucocitos son el primun movens, légico seria encontrar
el principio litico en los glébulos blancos de los animales
preparados para suministrar suero antidisentérico, lo que
no se ha verificado nunca a pesar de la vehemente bisqueda
de los investigadores. Por tltimo, dice D’Herelle, refirién-
dose al vicio hereditario: después de pasado por el filtro.
ninguna bacteria se encuentra en el producto, que a mas
va a obrar sobre microbios jévenes y en pleno goce de su
vitalidad ‘‘;eémo evocar la herencia cuando no hay des-
cendientes ?”’

(¢) Ha sido Bail quien por primera vez ha sostenido
la teoria de la bacteria filtrable. Para él, los microbios
adoptarian dos formas: una normal; vegetativa; percepti-
ble a la vista, constituida por los cocos, bacilos, ete. Y otra
forma filtrable que tendria la propiedad de destruir las
bacterias.

Esta doctrina es del todo errénea, pues si por una parte
la bacteria resistente puede adoptar la forma filtrable, tiene
por otra, propiedades especialisimas que le conceden un
cardcter muy particular. Ademas, el bacteriéfago es como
antes lo vimos, polivalente; lo que no es admisible si nos
afiliamos a la doctrinas de Bail, ya que cada bacteria debe-

ria poseer su forma filtrable especifica. ‘Existen indudable-

mente formas bacterianas filtrables, pero no son la causa
del fenémeno, sino antes bien, una de sus consecuencias.

) Eliminadas las teorias del bacteriéfago como prineipio
quimico, extrafio a la bacteria que sufre la lisis y del bacte-
riéfago como principio quimico o vivo procedente de la
bacteria, que no explican las miltiples propiedades del

)

prineipio; no nos queda si no acogernos a la dltima ‘‘el
bacteriéfago como principio ¥ivo, extraflo a la bacteria,’’
nocién que como veremos, estd de acuerdo con los multiples
hechos experimentales.

El Bacteriéfago, Principio Vivo Extrafio a la Bacteria.

Antes de entrar en materia, cabe la siguiente pregunta:
jcudles son las condiciones inherentes a la funcién vital?
D’Herelle las reduce a dos, poder de asimilacién en medio
heterogéneo y adaptacién posible a las condiciones ad-
versas de este medio. ““No podemos dudar, dice el sabio
francés, que un carnero posea vida; asimila la hierba y la
transforma en. sustancia carnero. Tampoco es posible
dudar de la vitalidad de un estafilococo, asimila la gelosa
o el caldo sobre el cual se cultiva y lo transforma en sus--
tancia estafilococo.” El bacteriéfago se desarrolla y se
reproduce, de donde la certeza de que se apropia de los
clementos del medio externo y los asimila. Aunque sea
invisible 3 no posee acaso las condiciones de los seres vivos?
Algunos autores han argumentado que las bacterias no eran
para el bacteriéfago un medio heterogéneo, pero las mil-
tiples experiencias realizadas en este sentido, prueban de
manera evidente la autonomia del citado principio. Tam-
bién posee la otra condicién y en muy alto grado; ya antes
nos hemos referido a su poder de adaptacién ante los anti-
sépticos y en especial tratdndose de la glicerina. Atln hay
otra variedad de adaptacién y es la capacidad que tiene el
bacteriéfago. de ejercer su influencia sobre microbios pri-
mitivamente resistentes. ‘ ,

Vemos pues, que el bacteriéfago tiene condiciones
para ser considerado como poseedor de vida y que de todas
las teorias expuestas, es la inica que estd de acuerdo con
los hechos. Es por tanto, un sér vivo, filtrable y que se
desarrolla a expensas de materias también vivas. Carac-
teres todos que lo acercan al grupo de los ultravirus, los
cuales constituyen por hoy uno de los méas obscuros capi-
tulos de la biologia jcudl es su naturaleza intima? 3 Se
debe su invisibilidad a la pequefiez de nuestros alcances,
a la inferioridad de nuestras téenicas o a otras razones?
A todas estas dudas solo el progreso de la ciencia podré
‘responder.
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¢C6mo Obra el Bacteriéfago?

“Ts indudable que el principio no ejerce la lisis por
su sola presencia; si no mediante diastasas liticas.”
(D’Herelle).

Muchos investigadores, echando mano de variados me-
dios, se han ocupado de aislar estas lisinas, pero hasta hoy
sus pesquisas han resultado infructuosas. Hauduroy piensa,
que el no haberlas puesto de manifiesto hay que achacarlo,
no a su ausencia, sino a lo deficiente de los métodos con que
hoy se cuenta. Vemos pues, que no existe ningtn hecho
experimental al respecto, lo cual autoriza para tantear en
el terreno de la hipdtesis. '

Recientemente D’ Herelle da la siguiente explicacion:
El bacteriéfago penetrando en el interior de la bacteria,
pudiera ser que provocara las mismas reacciones normales
que determina la presencia de una espora, es decir, la auto-
disolucién de la bacteria parasitada.

Esta no es mas que una teoria, que ningtin hecho viene
a apoyar, asi es, que en verdad lo que hoy sabemos refe-
rente a la manera de actuar del bacteriéfago, bien poco es 'y
se reduce a lo siguiente:

Necesidad de contacto entre la bacteria y el ultrami-
crobio y vitalidad del microbio lisable.

EL BACTERIOFAGO Y LA INMUNIDAD

D’Herelle por primera vez y basado en el hecho de que
el bacteriéfago apareciera de manera constante, en las
heces de convaleciented de algunas enfermedades infec-
ciosas, se pregunté si el principio no jugaba algin papel
en la inmunidad. Encaminado en este sentido, llevé a
término felides y muy trascendentales experiencias, que
le proporcionaron la confirmacién de su idea y que por las
verdades innegables que aportan a este ramo del saber, nos
ocuparemos de referir en seguida.

El Bacteriéfago en el Individuo Sano.

Practicando el filtrado de las heces de una persona en
pleno goce de salud, durante largo espacio de tiempo y en-
frentando el producto con gérmenes diversos, obtuvo
D’Herelle, en veintitrés ensayos los siguientes -resulta-
dos: Bacteriéfago activo diez y siete veces contra Coli,
cuatro veces contra Shiga, dos contra Flexner, una contra
Hiss, una contra Lara A., tres contra Lara B. En muchos
casos el filtrado fué inactivo, pero pertinaz D’Herelle en
la idea de que el bacteriéfago estaba presente, lo puso en
contacto con una salmonelosis y con bacilo enteritidis de
Gaertner, obteniendo entonces una lisis perfecta. De aqui
concluyé que el bacteriéfago es un huésped normal del
intestino y que la dificultad téenica de su investigacion,
estriba en ponerlo en contacto con el gérmen que es capaz
de lisar. No se le encuentra nunca en el feto ni en el nifio
de menos de diez dias. Estas aserciones han sido compro-
badas por Dumas y Hauduroy en muchas ocasiones. Nos-
otros 1o hemos buscado y no en balde, pues uno de los bacte-
riéfagos que han servido para nuestras experiencias, pro-
cede de las heces de un nifio completamente sano y resultd
activo contra el bacilo Coli aislado del mismo sujeto.

Cuando la investigacién se lleva a cabo en medio epi-
démico se nota algo de particular, y es que en tal caso, se
encuentra siempre un prineipio muy activo contra el gér-
men causa de la epidemia. Fn cambio en las poblaciones

-indemmes, no aparece nunca bacteriéfago activo contra




gérmenes epidémicos. En Paris no se observa el bacte-
riéfago antipestoso, en tanto que en Indochina se pone de
manifiesto con suma regularidad. Lo mismo sucede con
los lugares infectados por los bacilos tificos y paratificos
y con los agentes de la disenteria bacilar. Cabe pensar
que quizas NoOs Vemos infectados frecuentemente por todos
estos gérmenes y que sea el bacteriéfago, siempre poseedor
de alguna v1’ru1e1’101a especifica, quien sale en nuestra de-
fensa. Podria asi mismo el bacteriéfago adquirir una mar-
cada actividad, lo que explica el hecho de inmunidad
adquirida sin afeccién anterior.

El Bacteriéfago en la Enfermedad.

Los estudios iniciales fueron realizados por D Herelle
y Hauduroy en la fiebre tifoidea. M4s tarde, hacia el afio
de 1927, D’Herelle, solicitado por el gobierno de la India
para estudiar la epidemia de edlera que por aquel entonces
hacia estragos espantosos en dicho pais; logrd llegar a con-
clusiones que fueron acogidas con especial interés y asom-
bro en los circulos cientificos.

. En lo referente a fiebre tifoidea hase establecido lo
siguiente: ‘

Q - L4 .

—No ‘se gncuentra el bacteriéfago, sino cuando la
temperatura principia a descender y persiste hasta que la
defervescencia termina.

. " .

. .—.El mas alto.grado de actividad del bacteriéfago,
principia cuando se inicia la defervescencia.

Q . - . . ’ )
- 3*—S8i la temperatura se eleva el principio torna a
aparecer. '

4°T,0s resultados obtenidos han sido constantes y
aquellos casos en que el bacteriéfago no se encontrara,
fueron mortales. |
. Ide.entmz.ms comprobaciones llevdronse a término con
as Varlas_dlsenterlas bacilares y con las colibacilurias; lo
que autoriza a declarar: que cuando en una enfermedad
1nfgc(31osa, se pone de manifiesto el principio bacteriéfago
activo contr@ el gérmen en cuestién, el paciente mejora
y entra en via de recobrar la salud.

He aqui la tyanscripcién de las conclusiones acerca del
estudlo' de la epldemla de célera en la India, tomadas de
un articulo que D’Herelle publicara en la ‘‘Presse Me-

dicale’’ del 1° de agosto de 1928.

1*—Fn una regién que ha permanecido por mucho
tiempo indemne del colera, no se- encuentra bacteriéfago
virulento para el vibrién colérico ni vibriones no agluti-
nables, seudo coléricos.

9°_En una regiéon donde reina. una epidemia de cé-
lera, un cierto nimero de poblaciones donde ningdn caso
se ha manifestado anteriormente, se contaminan en forma
simultanea por vibrién seudo colérico y por bacteriéfago
virulento para el vibrién colérico real. Tales poblaciones
parecen inmunes y a pesar de la epidemia que azota a su

alrededor, permanecen indemnes.

3.__T,0s vibriones no aglutinables, seudo coléricos, re-
sultan de una mutacién del vibrién colérico bajo la influen-
cia del bacteriéfago. A pesar de la pérdida de su poder
patégeno, algunas de estas razas son todavia sensibles al
bacteriéfago anticolérico que puede reproducirse a sus
expensas.

4°—8i en una regién reina una epidemia, es imposible
sefialar en la mayoria de poblaciones no infectadas la pre-
sencia de bacteriéfago anticolérico y ellas son propicias
para el desarrollo de la epidemia.

50— _Fn el curso de las epidemias estudiadas en los
diversos sitios, en tanto que al principio no se hallaba el
bacteriéfago en el medio, al cabo de algunos dias se le podia
aislar en el agua de los pozos y én los cuerpos de las moseas
capturadas. Es de advertir que el principio era inmensa-
mente virulento contra el vibrién colérico y lo seudo colé-
ricos. Hstos sitios, sensibles primitivamente, se tornaban
en el curso de la epidemia como las villas inmunes y desde
este momento era de notarse que aquella decrecia, hasta
cesar cuando la contaminacién por el bacteriéfago era
general.

De los hechos referidos se desprende: que el prineipio,
la marcha y la cesacién de una epidemia, dependen - del
grado de contaminacién respectiva, de los vibriones pato-
genos y los bacteriéfagos contra estos virulentos. Y que
en el colera como en las demds enfermedades epidémicas,

el bacteriéfago es la causa directa de la inmunidad y de la

curacién, siendo ésta contagiosa al mismo titulo que la

» enfermedad.




El Bacteridfa,go en los Animales.

En los animales sanos, es muy frecuente encontrar
bacteriéfagos activos contra los bacilos para a, para b y los
bacilos disentéricos; pero lo méis digno de atencién es el
estudio de las epizootias, en las cuales se repiten exacta-
mente los mismos hechos que en las epidemias. En breves
lineas, hablaremos de los resultados observados por D’He-
relle en la tifosis aviaria, que como sabemos es producida
por un gérmen bacilar muy parecido al bacilo tifico, salvo
en la movilidad.

HEn un gallinero donde no hay ni ha habido tifosis, se
puede encontrar bacteriéfago activo contra distintos gér-
menes, pero nunca contra el bacilo Gallinarum. ,

KEn un gallinero infectado, los animales enfermos care-
cen de bacteriéfago anti Gallinarum, en tanto que los demés
lo poseen con marcada actividad.

En un gallinero que ha sido infectado los supervivien-
tes poseen por largo tiempo bacteriéfago activo contra el
bacilo Gallinarum.

Los estudios de la septicemia hemorrigica de los biifa-
los (Barbone) han culminado en conclusiones similares.

Volvemos pues, a percatarnos, del papel que juega el
bacteriéfago, tanto en la curacién como en la inmunidad,
gracias a la adquisicién de una virulencia elevada que le
permite destruir el gérmen infectante.

No se trata en todo lo dicho de simples caprichos ima--

ginarios, sino de experiencias cuantiosas y convincentes,
llevadas a cabo con el mas estricto rigor cientifico y que los
Investigadores han podido repetir a su antojo sin objetar
la mas leve refutacién.

Hecho innegable es, que el bacteriéfago interviene con
preponderancia en los varios procesos que conducen a un
sér, de la sensibilidad a la inmunidad, de la enfermedad a la
curacién y que quizds concede también la inmunidad
natural. '

Juntamente con la inmunidad celular y la humoral,
Unicas hasta ahora conocidas y que bien podriamos llamar
endogenas, existe otra inmunidad exégena, cuya represen-
tacién es el bacteriéfago. Y en lo que a inmunidad local
se refiere no serfa de extrafiar que fuera el bacteriéfago

quien en ella interviene jno tiene acaso el ultravirus de’

~ Besredka miltiples puntos de contacto con el bacteriéfago ?
_41o se trata también de una sustancia filtrable que resiste

- A

al calor, que goza de especificidad ¥ que puesta en contacto
con estafilococos, o les impide crecer o crecen con suma di-
ficultad? No seria extrafio, volvemos a repetir, que en el
fondo, ultravirus y bacteriéfago fueran un mismo prineipio.

Todos nuestros conocimientos acerca de la inmunidad,
estaban basados en la refriega librada entre los gérmenes
invasores y las células o humores de nuestro organismo.
Hoy venimos a saber que cuentan estos defensores de la
salud, con un aliado poderosisimo, el parasito de los para-
sitos, el principio bacteriéfago.

No podemos decir més, el estado actual de nuestros
conocimientos no nos autorizan sino para bosquejar estos
problemas, sin permitirnos ahondar sus factores intimos;
pero terrenos vastisimos se dilatan ante los investigadores,
que habrian de sorprendernos con sus conquistas al través
de los tiempos.




APLICACIONES TERAPEUTICAS
DEL BACTERIOFAGO

En dos formas cabe el uso del bacteriéfago en tera-
péutica; ya sea como preventivo de una enfermedad, ya
como agente curativo de ella. Dos técnicas posibles, hay
para lograr el efecto preventivo. Basada la una, en el
poder litico del prinecipio y la otra en las propiedades va-
cunantes de las proteinas microbianas, puestas en libertad
bajo la influencia del bacteriéfago.

~Este tltimo proceder, ha sido aplicado por D’Herelle
en la septicemia hemorragica de los bifalos, con resultados
brillantisimos, que auguran lo eficiente que puede ser esta
forma de tratamiento cuando sea aplicada a las enferme-
dades humanas.

La septicemia hemorrigica es una afeccién gravisima,
que ataca con predileccién al bifalo y en quien produce
de manera indefectible la muerte. D’Herelle, valiéndose
del cultivo de la bacteria en cuestién, lisado por el bacterié-
fago, destruye este principio, e inyecta el cultivo a los bifa-
los concediéndoles una inmunidad “‘vecina del estado re-
fractario’” llegando hasta lograr que los animales resistan
la inoculacién de 2,000 dosis mortales. La inmunidad en
estos casos requiere cierto tiempo y esta sujeta a la canti-
dad inyectada y a la edad del animal.

Se ve claramente en la experiencia citada que no hay
intervencién lisante del bacteriéfago; sino que todo se debe
a la accién de las sustancias producidas por la lisis, de las
proteinas microbianas transformadas por el bacteriéfago.
Atin hay algo més, D Herelle ha puesto en evidencia que el
suero de un animal inmunizado con el bacteriéfago, posee
propiedades preventivas de gran intensidad, lo que segtin su
criterio debe ser estudiado con la mira de conseguir sueros
terapéuticos que a la dosis de una inyeccién, produzean re-
sultados eficientes.

Aprovechando la acci6én litica, son dignos de mencién
los resultados preventivos logrados en la tifosis aviaria. En
varios gallineros contando al rededor de mil ochocientos
animales se desarrollé una epidemia fortisima, a tal extre-




mo que ya los casos mortales habian aleanzado la clevada
cifra de 400. Los 1,400 animales restantes, recibieron dosis
del principio bacteriéfago y no se volvio a registrar mas que

un caso fatal; caso que fué tratado con un prineipio que no

ejercia accion litica sobre el gérmen especifico. Mientras
tanto en los gallineros testigos, la epidemia prosiguié su
obra devastadora.

Cuando consideramos, que la tifosis es mortal en ciento
por ciento de los casos al iniciarse la epidemia y en noventa
y cinco por ciento, cuando pasa el estado esporadico, pode-
mos apreciar el indiscutible valor del procedimiento
empleado.

En el célera asidtico los resultados obtenidos por
D’Herelle no son menos sorprendentes. A continuacion,
citamos lo acaecido en algunas villas de la India, durante
la reciente epidemia.

En Kot Anderson con 800 habitantes y surtida por
agua potable de cinco pozos, principia el cblera el 20 de
‘agosto, registrandose el dia 24 veinte casos. En la misma
fecha, se vierten cuarenta c. c. de bacteriéfago en cada pozo,
reproduciéndose hasta el 27 nueve casos més. Se hace una
investigacién rigurosa y resulta de ella que so pretexto de
sacar un portamonedas, uno de los pozos habia sido vaciado
y una vez lleno la poblacién acudié a surtirse de sus aguas.
Volviésele a adicionar bacteriéfago y no se registré ningtin
caso mas.

Narwar, con dos mil habitantes, alimentado por veinti-
dés pozos, y donde aparece el célera el 2 de agosto. El dia
4 ya se cuentan doce victimas, de las que seis mueren. La
poblacién alarmada acepta las medidas que se le proponen,
en virtud de lo cual dos de los pozos principales reciben
30 c. c. de bacteriéfago y los demds son adicionados de per-
manganato de potasio en cantidad suficiente, para que su
agua no sea potable. Los seis enfermos curaron y no se
volvié a presentar ningin otro caso.

Piensa Hauduroy ante el brillante éxito alecanzado, que
tratandose de ciertas epidemias y de ciertas enfermedades
endémicas, deberia agregarse el principio bacteriéfago a
las aguas de consumo de los centros atacados.

El gobierno de la India halagado por la eficiencia del
bacteriéfago, rogé al profesor D’Herelle que enviara un

jefe de laboratorio, conocedor de la técnica, para aplicar

el procedimiento en gran escala. Decidié también dicho
gobierno, de acuerdo con los ruegos formulados por el comi-

té de expertos de la peste, reunidos en Caleuta en diciem-
bre del afio préximo pasado y bajotos auspicios de la So-
ciedad de las Naciones, que se llevaran a cabo investigacio-
nes acerca del bacteriéfago en relacién con la peste Buboni-
ca, siguiendo método analogo al que se usé en la epidemia
de cdlera.

El Bacteriéfago como Agente Curativo.

He aqui las afecciones en que hasta la actualidad han
sido empleadas las propiedades curativas del principio bac-
teri6fago:

Tifosis aviaria.—Los resultados pueden resumirse asi:
100 animales enfermos son tratados con una inyeccién de 5
decigramos de bacteriéfago, advirtiendo que algunos la reci-
ben ya casi agonizantes. Noventa y cinco sobreviven y solo
cineo perecen, de modo que la mortalidad se reduce del 100
por 100 al 5 por ciento. ‘

Disenteria. Bacilar.—D Herelle principié por tratar

siete casos de infeccién bacilar tipo Shiga, obteniendo al

cabo de 24 horas de la ingestién del bacteriofago: disminu-
cién de los sintomas generales, disminucién de los asientos
y ante todo la desaparicién del bacilo Shiga. Eliminada
la causa, la enfermedad cesé terminando la convalecencia
al cabo de cinco o seis dias.

Davison y Otto y Munter, no han obtenido resultados
satisfactorios, pero Da Costa Cruz publica veinticuatro
observaciones de enfermos tratados por el bacteriéfago en
ingestién, inicidndose la mejoria a las cuatro o cinco horas
y la curacién a las veinticuatro. ’

Tan eficaz resultado, hizo que el Instituto Oswaldo
Cruz preparase bacteriéfagos que pone a disposicion de los
médicos, para Iuchar contra la disenterfa. Recientemente
el mismo autor ha publicado los resultados obtenidos en el
tratamiento de diez mil enfermos y la conclusién a que Hega
es la siguiente: ‘‘el bacteriéfago disentérico es el mejor
agente terapéutico de las disenterias bacilares hasta el pre-
sente conocido. Su accién supera a la de los demés medica-
mentos, comprendiendo los sueros, pues la mayor parte de
las veces los sintomas disminuyen considerablemente entre
cuatro y ocho horas y el enfermo entra en convalecencia
después de veinticuatro.”” Pereira ha tratado ventitrés
disentéricos con igual éxito.




No puede pedirse confirmacién més sorprendente de
las experiencias de D’Herelle.

Infecciones de Bacilos Tificos y Paratificos—Bercke-
rich y Hauduroy, hicieron los primeros ensayos tratando
doce casos, en el curso de una epidemia que revestia carac-
teres muy graves. Kl resultado obtenido, consistié en una
atenuacién notable de la fiebre tifoidea, estableciéndose la
convalecencia al quinceavo dia.

Hauduroy y Arsimoles, han tratado también un sindro-
me disenteriforme, producido por el bacilo de Eberth; obte-
niendo la desaparicién de los bacilos y la curacién muy
rapida. Charles Richet, Azerad y Delarue han obtenido
también buenos resultados. J. S. Smith ha tratado siete
enfermos y ha observado la desaparicién de los bacilos y
la convalecencia en cuatro o cinco dias. :

H. Grenet e Isaac Georges han aplicado ¢l bacteriéfago
en siete enfermos obteniendo: un resultado netamente fa-
vorable, cinco dudosos y un fracaso. KEsos autores refieren
lo sucedido con un paciente que ingresé al servicio del doe-
tor L. Ramén en estado tifico. A los dos dias, la fiebre co-
menz6 a descender y llegé a la normal al sexto dia. A su
entrada al hospital, se le practic un hemocultivo y una sero-
reaccién de Widal, siendo ambas negativas; un segundo
hemocultivo hecho cinco dias después, no di6é tampoco nin-
glin dato, pero en esa fecha se puso de manifiesto en los ex-
crementos, un bacteriéfago activisimo contra el bacilo de
Eberth. Quince dias mas tarde, el serodiagnéstico daba
una aglutinacién de uno por ciento cincuenta.

Esto viene a probar lo que antes consignadramos en el
capitulo de inmunidad, referente a que el bacteriéfago no es
ajeno a la naturaleza abortiva de ciertas tifoideas.

Total, que en esta afeccidén, las aplicaciones terapéuti-
cas del bacteriéfago son muy irregulares, observindose un

elevado porcentaje de casos en que la medicacion es inefi-

caz. Mas adelante nos ocuparemos de cémo se explican
los investigadores estos fracasos.

Infecciones Colibacilares—Los primeros ensayos te-
rapéuticos, fueron practicados por Berckrich y Hauduroy
y confirmados por Courcoux, Philibert, Sempe y Pereyra.

Los primeros autores publicaron once observaciones
de enfermedades urinarias de origen colibacilar, contan-
do nueve éxitos y dos fracasos. Una de estas observaciones
se resume asi: Cistitis crdénica, fracaso del tratamiento
médico, curacién clinica y bacteriolégica obtenida a los siete

dias, mediante dos inyecciones de bacteriéfago. Después,
Hauduroy ha tratado un gran nimero de afecciones de esta
naturaleza con muy buenos resultados y segln su parecer
las pielonefritis del embarazo son particularmente bien
influenciadas con el bacteriéfago. v

Por tltimo Grenet y Georges han tratado doce casos
de colibacilosis urinaria, obteniendo once éxitos y un sélo
fracaso. De lo dicho se comprende, cémo el bacteriéfago
viene a ser legitimado como un agente que nos permite lu-
char en forma ventajosa, contra las infecciones urinarias
colibacilares.

Infecciones por el Estafilococo—Brunyoghe y Maisin
han hecho por primera vez el tratamiento de diez enfermos
atacados de furtinculos y han obtenido como resultado, su
desaparicién en muy pocos dias sin ninguna reaceién par-
ticular.

Gratia ha confirmado esos resultados, dando a conocer
una estadistica que comprende cincuenta casos de infeccio-
nes diversas producidas por el estafilococo y que fueron cu-
radas sin que apareciera ninguna recidiva en el lapso de
seis meses.

Barbossa, ha curado estiomielitis crénicas, heridas in-
fectadas e infecciones urinarias. Peyre, Mouret y Gougerot
han obtenido también excelentes comprobaciones. Grenet
y Georges hablando de su experiencia personal dicen ‘el
bacteriéfago se ha mostrado como el tratamiento ideal de
la furunculosis y por lo tanto ereemos que merece ser ge-
neralizado.”

Por dltimo, el profesor Andrés Raiga, publica en la
Presse Medicale del 9 de febrero del afio en curso, un articu-
lo acerca del tratamiento de la furunculosis por el bacterié-
fago; habiendo obtenido un noventa y cinco por ciento de
casos en que se manifesté una accién favorable inmediata.
Dice este autor haber tratado con éxito panadizo, abscesos
y flegmones, reservindose la publicacién detallada de estos
casos para mas adelante.

Posologia.

El bacteriéfago debe suministrarse simultdneamente
por via bucal y por via subcutdnea, advirtiendo y esto es

 muy importante, que cuando haya posibilidad se ponga en

contacto directo con el foco supuratorio.
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Por via bucal se suministraran de diez a veinte ¢. c. de
bacteriéfago puro o diluido en agua ordinaria, para tomar
durante el dia y fuera de las comidas, en cuatro o cinco
porciones. , .

Por via hipodérmica, dos inyecciones de tres a cuatro
c. ¢. cada una, con veinticuatro horas de intervalo.

~ lLas aplicaciones locales, se haran por medio de inyec-
ciones en las cavidades y valiéndose de curacién empapada
del principio en los sitios accesibles.

Jama4s se inyectara el bacteriéfago por via subcutanea
mas de dos o tres veces, so pena de producir en el organismo
la aparicién de suero antibacteriéfago. La ingestién por e!
contrario, tiene la ventaja de no sensibilizar, por mas que
de ella se abuse. Respecto a la duracién del tratamiento,
podra prolongarse de cinco a diez semanas. '

Reacciones. ’

.’Las reacciones que siguen a la administracién del bac-
teriéfago son una verdadera excepcién y se manifiestan en
dos formas que bien podemos llamar local y general.

Consiste la primera en edema, enrojecimiento y lige-
ro dolor al nivel del punto inoculado ; sintomas que se ini-
cian en las primeras horas, para desaparecer al cabo de
unas veinticuatro. Es posible que su presencia obedezca
a la sensibilidad particular de algunos sujetos ante las
proteinas microbianas, puestas en libertad por el bacte-
riofago.

La reaccién general se reduce a una crisis de sudor, en
veces exagerada, pero que no trae consigo ninguna compli-
cacion. A la inversa de la anterior, solo aparece en los su-
jetos enfermos y traduce probablemente la destruccién mi-
crobiana llevada a término en el organismo. Ninguna de
estas formas contraindica el empleo del bacteriéfago ni en-
trafia peligro alguno.

Fracasos de la Bacteriéfago-Terapia.

| A varias causas han achacado los autores la ineficacia
observada en algunos casos de tratamiento por el bacte-
ri6fago. ‘ o
Para su mejor estudio las agruparemos de ]la manera
siguiente: fracaso debido a que el microbio infectante no es
lisable por el principio empleado; a cronicidad de la infee-

cién; a que el agente aislado no sea el que realmente produee
la enfermedad, a la administracién de un medicamento in-
tempestivo, y a la presencia de antifagos en el suero del
sujeto tratado. Por tltimo, nos ocuparemos del caso parti-
cular de la fiebre tifoidea.

(a) El caso tipico de fracaso por que el germen no sea
lisable por el bacteriéfago empleado, lo tenemos en la ex-
periencia de D’Herelle con la tifosis aviaria. De modo
que siempre que se vaya a realizar un tratamiento, hay que
tener la precaucién de hacer una prueba in vitro. Sila lisis
se lleva a término, puede aplicarse; en el caso contrario,
habri que preparar un autobacteriéfago lo que por desgra-
cia requiere tiempo; de ahi que el ideal, consista en poseer
principios lo més polivalente posible, logrando asi que muy
escasos gérmenes les ofrezcan resistencia.

Puede suceder también, que el germen infectante varie
de un dia a otro, lo que explica que algunas veces, a pesar
de 1a lisis efectuada in vitro, la ineficacia in vivo sea abso-
luta. En estos casos, hay que hacer un estudio delicado de
la infeccién desde el punto de vista bacteriolégico y some-
ter a prueba todos los gérmenes aislados.

Lo que siempre hemos de tener presente es que: apli-
car a una enfermedad un bacteriéfago que no lisa el micro-
bio patégeno in vitro, es ir infaliblemente al fracaso..

(b) Es hecho de general observacién, que los gérme-
nes de las infecciones crénicas son muy dificilmente lisa-
bles; de ahi que estos casos deban ser tratados con insisten-
cia, pues la mejoria y curacién no sobrevienen sino al cabo
de uno o dos meses.

Cabe pensar, si la condicién de cronicidad no estd su-
peditada a la resistencia de los gérmenes al bacteriéfago,
ya que como sabemos, este principio juega un papel muy
importante en la curacién natural de las enfermedades.

(¢) El caso de que el germen aislado no sea el verda-
dero agente de la infeccién, explica sin mas el fracaso del

tratamiento por el bacteriéfago.

(d) Hay dos medicamentos incompatibles con el prin-
cipio bacteriéfago: la quinina y la urotropina o sus deriva-
dos, ya que anulan por eompleto sus propiedades liticas.

(e) Recientemente se ha hecho el descubrimiento de
sueros poseedores de antifagos, es decir dé sueros que im-
piden la accién del bacteriéfago.

Constituye esta particularidad un verdadero obstaculo

* para el tratamiento, que no tendra resultado alguno, mien-
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tras los antifagos no sean combatidos por la autohemotera-
pia, que felizmente presta en estos casos ayuda singular.

Reﬁyi’éndose a la fiebre tifoidea Hauduroy dice: que la

- observacién de cierto ntimero de casos le ha demostrado la
destruccion 1n yivo del bacilo de Eberth, pero que éste rea-
parece en seguida, como si se luchara contra un microbio
que se renovase continuamente y detrds del cual hubiera
“‘algo’’ contra lo que no se puede nada. La hipétesis de un
ultravirus le viene a la mente, pero como €l lo dice, no hay
pruebas experimentales absolutas.

p Ocurrird en la tifoidea humana lo que en la peste
poreina ? En esta dltima, el bacilo suipestifer fué por lar-
go tiempo considerado como el germen causal ; se le encuen-
tra en la sangre y en los 6rganos, inoculado reproduce la
‘infeccién y se han preparado sueros y vacunas efectivos.
Sin embargo, hoy sabemos que el suipestifer no es més que
un agente secundario a la infeccién por un ultravirus.

) Si en la tifoidea se comprobara otro tanto, se explica-
rian los fracasados del bacteriéfago en esta afeccion.

] Por dltimo hay en el sentir de Hauduroy, una causa
més: estamos empleando un agente terapéutico nuevo, aun
no lo sabemos aplicar debidamente. Periodo de tanteo en
que nuestra inexperiencia es motivo de muchos fracasos, es
de esperarse que en el futuro, con un mayor dominio sobre
el manejo del bacteriéfago, los éxitos serdn mds y mas
frecuentes. T

MANEJO TECNICO DEL BACTERIOFAGO

Aislamiento.

Esta operacién estd basada en la propiedad que tiene
el principio litico de atravesar los filtros de porecelana.

T] instrumental necesario consiste: en un aparato de
filtracién, ya sea el Martin, el Kitasato o el que expende la
casa Gogit; en bujias Chamberland de porcelana corres-
pondientes a los nimero 12 y L-3 y por dltimo en un apara-
to para hacer el vacio provisto, de su respectivo manémetro.
Nosotros nos hemos servido del filtro Martin; que no es
més que un tubo ancho de vidrio, cerrado en una de sus
extremidades que constituye el pie ¥ abierto en la otra. Kl
extremo abierto se obtura herméticamente gracias a un
tap6n de hule, perforado en su centro por el tallo de un em-
budo, que va a desembocar en la cavidad de la bujia con la
cual se conecta por medio de otro tapém elastico. Al
nivel de la parte media del aparato sale un tubo de vidrio
de cuatro o einco centimetros de longitud, al que se adapta
la méquina de hacer el vacfo. Para filtrar, basta tapar con
un poco de algodén el tubo lateral, obturar el aparato des-
pués de colocar en su interior la bujia y un tubo que recoja
el producto de la filtracién, lo cual hecho se sometera todo el

dispositivo a la accion del autoclave (120° durante veinte
minutos).

La mé4quina de aspiracién se adapta al tubo lateral, se
vierte en el embudo aquello que va a filtrarse y se hace
un vacio que no pase de veinte m. m. A los pocos minutos,
ya se han obtenido algunos centimetros ciibicos de filtra-
do, que pueden dejarse en el propio tubo o trasladarse con
una pipeta de bola estéril a cualquiera otro recipiente.

Técnica de D'Herelle.

Cuando se va a realizar una filtracion, pueden ocurrir
dos casos, seglin se trate de elementos liquidos o solidos.

Si se trata de liquidos limpidos ya sean estériles o no, se
pasaran tal cual, al través de la bujia. Si el liquido en cues-
tién es turbio, habra que filtrarlo antes en tierra de infuso-
rios o papel adecuado.

et



Tratandose de elementos s6lidos, hay que dejarlos en
incubacién durante unas veinticuatro horas en caldo or-
dinario, con lo cual se lograra una solucién homogénea que
serd sometida a las mismas condiciones que los liquidos
turbios.

Con anterioridad se ha preparado un cultivo en gelosa
del germen que se quiere destruir. Partiendo de este cul-
tivo se sembraran cuatro tubos de agua peptonada, el pri-
mero servira de testigo, al segundo se le anadira una gota
de filtrado, veinte al tercero y dos c. ¢. al cuarto. Se colo-
can todos a la estufa a 37° y a las doce o diez y ocho horas
se podran leer los resultados.

Tres casos pueden ocurrir:

L—Tubo testigo turbio, los demas claros. Bacterid-
fago muy activo.

S—Tubo testigo turbio, los demas mucho menos tur-
bios. Bacteriéfago medianamente activo.

L—Tubo testigo turbio, los deméas de la serie tan tur-
bios como él. Kste aspecto no nos autoriza para negar la
presencia de bacteriéfago y el consejo que da D’Herelle con-
siste en tomar 1/50 de c. e. de cada uno de los tres cultivos
v sembrarlo en tres tubos de gelosa inclinada. Si después
de incubacién, éstos presentan cultivos normales la inves-
tigacién se considerara como negativa; en cambio, si apa-
recen zonas claras y colonias irregulares, la presencia del
bacteri6fago es innegable. La técnica referida no varia,
cualquiera que sea la bacteria que se trate de lisar.

Hauduroy ha modificado el procedimiento de D Here-
lle, logrando obtener un método que tiene la ventaja de
ser mucho més sensible. En nuestra experiencia personal

nos ha dado muy buen resultado y por esta razén no quere-
mos dejar de consignarlo aqui.

Técnica de Hauduroy.

Este autor, siembra el producto sobre el cual se inves-
. tiga el bacteriéfago, en agua peptonada o en caldo corriente
¥ lo somete a la accién de la estufa por espacio de vein-
ticuatro horas, cualquiera que sea su naturaleza. Si el
cultivo resulta muy denso, lo pasa antes de filtrar en la
bujia, por tierra de infusorios o papel Chardin.

De antemano, ha sembrado en caldo el gérmen que se
trata de someter a lisis, advirtiendo que no debe tener mas.
de veinticuatro horas en el momento que se haga la ex-
periencia. :

Con este cultivo siembra cuatro tubos de caldo o de
agua peptonada: el primero siryve de testigo, el segundo,
tercero y cuarto seran afiadidos con una gota, un ¢. ¢ ¥
dos c. ¢. de filtrado respectivamente, dejandolos después
a.la temperatura del laboratorio; es decir a unos 20 a 25°.

Tres casos pueden presentarse:

Que los tubos con filtrado estén clarificados—DBacte-
riéfago muy activo. o B

Que estén medianamente turbios—Bacteriéfago poco
activo. Y por tltimo que estén completamente tp}rbms.
Para poder negar en este caso la presencia de bacteriéfago,
habré que recurrir a la téenica de exaltacién, que descri-
biremos en seguida. . .

Este modo de proceder permite hacer ev1d.entes prin-
cipios liticos que escapan con el sistema ideado por
D’Herelle.

Pécnica de Exaltacién de la Virulencia de un Bacteriéfago.

Cuando un filtrado que se ha puesto en contacto con
una bacteria, no ha sido capaz de destruirla, eremos
pensar que hay bacteriéfago, pero no lo bastante virulento
para producir el fenémeno. .

Por un procedimiento bastante sencillo, se logra’ con-
ceder activa virulencia, a un principio que la poseia en .
débil grado. Basta para ello, filtrar la mezcla bacterias
més filtrado que permanecié turbia y agregarla en dosis
de uno o dos ¢. c. a una serie de tubos, en los cugles se ha,
sembrado una gota de cultivo reciente del baeﬂo que se
trata de lisar. En caso que la turbidez persista, hay que
volver a practicar la operacién, por tres, c.uat.r(? o diez
veces si es necesario. Si a pesar de esto, la. }1815 no se
realiza, podemos concluir o que 1o hay'bacterlofagq ,enyel
producto examinado o que la bacteria en cuestion ‘es
resistente. .

Por el procedimiento indicado, se ponen de m’amﬁesto
bacteriéfagos que por su escasa virulencia habian per-
manecido inadvertidos y ello por lo general al segundo 0
tercer filtrado, siendo de observarse que la virulencia acrece
a medida que se repite la operacidn. Para terminar, dl—
remos que hay una virulencia limite para cada bacterio-
fago, la cual no se puede sobrepasar. '




Técnica de Aumento de la Polivalencia de un Bacteriéfago.

Hay posibilidad de adaptar un bacteriéfago a destruir
gérmenes que primitivamente le resistian. Ello se con-
sigue enfrentando el principio con el agente en cuestion
y filtrando en seguida, repitiéndose la maniobra por un
cierto niimero de veces hasta que la lisis se verifique. La
posesién de bacteriéfagos polivalentes, es de gran utilidad
para los usos terapéuticos.

Técnica de Numeraciéon del Bacteriéfago.

Dos sistemas hay, para contar los elementos bacterié-
fagos: el de D'Herelle y el de Appelmans.

El primero, estd basado en que las zonas claras cons-
tituyen colonias aisladas del principio bacteriéfago. Tiene
el inconveniente de que en algunas circunstancias es suma-

mente dificil el recuento de las mencionadas zonas. Puede:

ocurrir también que sean confluentes, en cuyo caso se co-
meten errores considerables en una operacion que de por
si, estd muy lejos de ser precisa.

La técnica de Appelmans estd basada en las diluciones
y se lleva a término en la forma siguiente: se prepara una
serie de tubos con diez c. c. de emulsién de bacilo Shiga;
se introduce en el primer tubo un centésimo de ec. c. de
bacteriéfago, un c. c. del primer tubo en el segundo, un c. c.
del segundo en el tercero y asi sucesivamente.

Si 1a lisis se lleva a cabo desde el primero hasta en el
quinto tubo, hay que recurrir a este cdlculo: Del primer
tubo al segundo se ha transportado un milésimo de c. ec.
de principio es decir 1/00 repartido en diez e. c. Del se-
gundo al tercero 1/10.000, del tercero al cuarto 1,/100.000,
del cuarto al quinto 1/1.000.000 de c. c. es decir que un
solo elemento bacteriéfago quedaba en el dltimo tubo. Kl
bacteriéfago que se deseaba titular, contiene un millén de
microbios por ¢. c.

Técnica de Preparacién de un Bacteriéfago

Para la preparacién de un bacteriéfago como agente
terapéutico, hay que rodearse de toda clase de garantias,

sin las cuales es del todo imposible conseguir este objeto. -

Antes de principiar todo preparado, deberd hacerse el
diagnéstico bacteriolégico de la infeccidén, asi como el ais-

lamiento del gérmen patégeno. Esto logrado se le pondra
en presencia de bacteriéfagos proebados de antemano. Si
la lisis se lleva a efecto se puede administrar el principio
tal cual; en el caso contrario habrd que exaltar su viru-
lencia hasta que su accién sea bien neta. Antes de apli-
carlo habrd que pasarlo de nuevo por el filtro y cercio-
rarse de su completa esterilidad, para lo cual se le dekie
dejar por espacio de tres o cuatro difas en la estufa a 37°.

Para llevar a cabo con éxito todas las técnicas que
hemos mencionado, es indispensable tomar algunas pre-
cauciones, como son: la alcalinidad del medio, la regenera-
cién de las bujias usadas, la rapidez en la filtracién que
no debe pasar de diez minutos y la presién que no debe
exceder de 20m.m. Hsta es la tGnica forma de llegar a

obtener resultados satisfactorios.




EXPERIENCIAS PERSONALES

El manejo del bacteriéfago, como su aislamiento, recla-
man téenicas que difieren grandemente de las usadas en la
practica bacteriolégica. Se trata de un sér vivo cuya pre-
sencia no se traduce, si no por la destrueeién de los distintos
gérmenes; de su aislamiento; numeracién; exaltacién de
virulencia, etc. Esto a més de nuestra inexperiencia, mo-
tivé que surgieran en el curso de la tarea dificultades sin
cuento, que no pudimos vencer, sino eon mucho tesén. Re-
petidas veces, fueron detalles aparentemente banales, pero
que falseaban del todo el resultado final. Queremos in-
sistir en algunos puntos esenciales que nuestra escasa prac-
tica mnos ha ensefiado. Entre otros: la aplicacién de la
téenica de Hauduroy para el aislamiento del principio y
el empleo de medios correctamente preparados. En varias
ocasiones, la téenica mencionada fué recurso precioso que
nos permitié poner de manifiesto bacteriéfagos, que con la
téenica de D’Herelle no habiamos logrado encontrar; y en
1o que se refiere a la calidad del caldo, tuvimos la oportu-
nidad de observar que cuando era ligeramente 4cido, el
fenémeno no se llevé a cabo. .
Tniciamos la investigacién del principio bacteriéfago,
en la pulpa de vacuna preparada por el Instituto Nacional,
sin haber logrado poner en evidencia ni colifago ni esta-
filéfago.

Después, nos ocupamos del aislamiento en las materias
fecales de conejo y de cuyo, sin encontrar ninguno de los
principios precitados. El producto de filtracion de estos
excrementos, fué puesto también en contacto con bacilos
de los grupos para A y para B, siempre con idénticos
resultados.

Tl 12 de marzo de 1929 practicamos el filtrado de las
materias fecales de un niflo completamente sano, que con-
taba nueve meses de edad. Al mismo tiempo hicimos el
aislamiento del bacilo Coli, tomado de sus excrementos.
Habiendo comprobado por las diversas reacciones especi-
ficas, que poseiamos cultivos puros del gérmen en cuestion,
lo enfrentamos con el producto filtrado, valiéndonos del

procedimiento de Hauduroy. Es decir, que partiendo de




un cultivo de 24 horas de bacilo Coli, sembramos cuatro
tubos de caldo: el primero quedé como testigo de la expe-
riencia, al segundo le agregamos una gota de filtrado, al
tercero veinte y 2ec.c. al cuarto. Los dejamos a la tem-
peratura del laboratorio y a las 24 -horas el cuadro que
fuvimos a la vista era el siguiente: tubo testigo completa-
mente turbio, los demds de la serie completamente clarifi-
cados (Véase fotografia N°* 1). La microscopia del se-
gundo tubo, nos permitié observar que contenia colibacilos
completamente atipicos; formas de estreptobacilos y bacilos
larguisimos abundaban en su contenido. El cuarto tubo
en cambio estaba completamente estéril. Con la mira de
observar el fenémeno en medio sélido, sembramos dos tubos
de agar, con bacilo Coli mas bacteriofago y a las 24 horas
se manifestaron las colonias con sus zonas claras, es decir
desprovistas de cultivo y con sus bordes absolutamente
irregulares (Véase figura N°* 2). Comprobamos en seguida
1a lisis en serie y obtuvimos excelentes resultados.

Es pues, innegable, que habiamos aislado un colifago,
del intestino normal de un nifio sano.

X1 segundo bacteriéfago fué aislado de un individuo

que padecia de cistitis crénica de origen calculoso desde
hacia seis meses.

Se manifesté ser activo con marcada virulencia, ante
el bacilo Coli.

Por dltimo, las cualidades antisépticas atribuidas a la
saliva, dieron lugar a que pensiramos que el prinecipio bac-
teriéfago estuviera en ella presente. Durante 24 horas
dejamos incubar unos cuantos c. c. de esta secrecién toma-
dos de una persona sana y practicamos la filtracién, enfren-
tando el producto con distintos gérmenes. Manifesté en
la serie de bacilo-Coli una potentisima actividad, ocasio-
nando la lisis afin con una sola gota.

Es de advertir, que el mismo filtrado sin incubacién
previa, no produjo la aclaracién de los cultivos.

El hallazgo referido nos parece importante, ya que
explica la rapida cicatrizacién de las soluciones de conti-
nuidad de la mucosa bucal; la rareza de supuraciones a
este nivel; la posibilidad de comunicaciones entre la boca
y los senos maxilares sin mayores consecuencias y que jus-
. tifica talvez la creencia popular de que la saliva ejerce una
accién curativa sobre ciertas infecciones (orzuelo). Ha-
briamos querido investigar la presencia del bacteriéfago en
otros productos y humores (secrecién nasal, kagrimal,
sudor, ete.), pero la escasez de tiempo no lo permitio.

Nos anima el mas vehemente anhelo de continuar estos
estudios; los que proseguiremos siempre con‘igual entu-
siasmo, ocupandonos especialmente de la cuestion terapéu-
tica aplicada, que sin duda alguna redundard en beneficios
inmensos para aquellos que sufren la inclemencia de

ciertas enfermedades.

FERNANDO BIGURIA S.

Vo B9 Imprimase,

R. MORALES. JUAN J. ORTEGA.




FOTOGRAFIA N° 1.

de los tubos, permite apreciar la turbidez del tubo testigo
vy la transparencia de los cultivos lisados.

FOTOGRAFIA N*® 2.

Bl Fenoémeno de D’Herelle en medio sodlido
(agar) Notense las zonas claras y los bordes
' irregulares de la colonia.

El Fenémeno de D’Herelle en medio liguido (caldo). La linea oscura detras
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