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INTRODUCTION.

T h e  e p i d e m i o l o g y  a n d  t h e r a p e u t i c s  o f  p n e u m o c o c c a l  

i n f e c t i o n s  e n t e r e d  u p o n  a n ew  p h a s e  w h e n  i t  w a s  

d e m o n s t r a t e d  i n  1 9 0 9  b y  N e u f e l d  a n d  H a n d e l  t h a t  t h e  

p n e u m o c o c c u s  c o u l d  b e  s e p a r a t e d  i n t o  d i s t i n c t  

s e r o l o g i c a l  t y p e s .

C o n f i r m a t i o n  o f  t h e s e  r e s u l t s  w a s  g i v e n  b y  

n u m e r o u s  w o r k e r s  i n  d i f f e r e n t  c o u n t r i e s  a n d  i t  w a s  

d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  common t y p e s  p r e v a l e n t  i n  o n e  

l o c a l i t y  w e r e  a l s o  f o u n d  i n  o t h e r  c o u n t r i e s  t h o u g h  

t h e i r  i n c i d e n c e  w a s  n o t  n e c e s s a r i l y  t h e  s a m e .

I n  m o r e  r e c e n t  y e a r s  C o o p e r  a n d  h e r  c o - w o r k e r s  

h a v e  f o u n d  i t  p o s s i b l e  t o  c l a s s i f y  f u r t h e r  i n t o  

s e p a r a t e  t y p e s  m o s t  o f  t h e  p n e u m o c o c c i  h i t h e r t o  

c l a s s i f i e d  a s  G r o u p  I V .

I n  1 9 2 3  G r i f f i t h  f o u n d  i t  p o s s i b l e  t o  c h a n g e  t h e  

v i r u l e n t  S m o o t h  f o r m  i n t o  t h e  a v i r u l e n t  R o u g h  f o r m  

w i t h  r e s u l t i n g  l o s s  o f  t h e  p n e u m o c o c c u s  c a p s u l e  a n d  

l a t e r ,  i n  1 9 2 7  d u r i n g  a c o n s i d e r a b l e  n u m b e r  o f  

e x p e r i m e n t s ,  h e  f o u n d  t h a t  i t  w a s  f r e q u e n t l y  p o s s i b l e  

t o  c o n v e r t  o n e  t y p e  o f  p n e u m o c o c c u s  i n t o  a n o t h e r  

s e r o l o g i c a l  t y p e  i n  t h e  m o u s e .

G r i f f i t h ' s  w o r k  o p e n e d  u p  a new f i e l d  o f  

b a c t e r i o l o g i c a l  r e s e a r c h  a n d  D aw son  a n d  S i a  f o u n d  i t  

p o s s i b l e  i n  1 9 3 0  t o  e f f e c t  t h i s  m u t a t i o n  o f  t y p e  m o re  

r e a d i l y  b y  c o n d u c t i n g  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s  u n d e r  

s p e c i a l  c o n d i t i o n s .

A l t h o u g h  t h e  e x p e r i m e n t s  o f  G r i f f i t h  a n d  D aw son  

a n d  S i a  g a v e  a m p l e  s c o p e  f o r  a new c o n c e p t i o n  o f  t h e  

r o l e  o f  p n e u m o c o c c i  i n  h e a l t h  a n d  i n  p a t h o l o g i c a l  

p r o c e s s e s ,  i t  i s  s u r p r i s i n g  t h a t  l i t t l e  f u r t h e r  w o r k  

h a s  b e e n  d o n e  t o  a s c e r t a i n  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  

o c c u r r e n c e  o f  t h i s  m u t a t i o n  u n d e r  s u i t a b l e  c o n d i t i o n s  

i n  man.



C e r t a i n  a r g u m e n t s  a n d  e x p e r i m e n t a l  e v i d e n c e  i r  

f a v o u r  o f  t h i s  p o s s i b i l i t y  a r e  p r e s e n t e d  i n  t h i s  w o r k .

No r e f e r e n c e  h a s  b e e n  f o u n d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  t o  

t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  

a n d  i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  b e e n  m a d e  i n t o  t h e  a g g l u t i n a ­

t i o n  a n d  c r o s s  a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n s  i n  T y p e  I  a n d  

Typ e I I .

The  E o s i n  R e l i e f  M e t h o d  o f  d e m o n s t r a t i n g  

b a c t e r i a l  c a p s u l e s  h a s  r e c e n t l y  g i v e n  a r a p i d  a n d  

s i m p l e  m e t h o d  o f  c a p s u l e  e x a m i n a t i o n  a n d  a f f o r d e d  

t h e  o p p o r t u n i t y  o f  m a k i n g  c o m p a r i s o n s  i n  t h e  c a p s u l e s  

o f  d i f f e r e n t  t y p e s .

V i r u l e n c e  T e s t s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  o n  a  n u m b e r  

o f  p n e u m o c o c c i  i s o l a t e d  a n d  c o m p a r i s o n s  h a v e  b e e n  

m a d e  w i t h  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  a n d  t h e  

r e s u l t s  c o m p a r e d  a n d  c o n t r a s t e d  w i t h  t h e  s i z e  o f  t h e  

c a p s u l e  o b s e r v e d  i n  u s i n g  t h e  E o s i n  R e l i e f  M e t h o d .

I n  t h e  s e l e c t i o n  o f  s u i t a b l e  m a t e r i a l  f o r  

i s o l a t i o n  o f  p n e u m o c o c c i  m u c h  n e c e s s a r y  d e l a y  w a s  

a v o i d e d  b y  t h e  u s e  o f  t h e  r a p i d  m e t h o d  o f  p n e u r a o c o c c u s  

t y p i n g  a s  r e c o m m e n d e d  b y  S a b i n .

E x p e r i m e n t s  d e m o n s t r a t i n g  t h e  v a l u e  o f  S a b i n ' - s  

m e t h o d  a r e  a l s o  s u b m i t t e d .



PART I .

THE TRANSMUTATION OF TYPES.



1 .  M e d i a  u s e d  f o r  c u l t i v a t i o n  o f  p n e u m o c o c c i .

A p r e l i m i n a r y  i n v e s t i g a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  t o  

d e t e r m i n e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  u s i n g  t h e  m e d iu m  

r e c o m m e n d e d  b y  H .D .  W r i g h t  i n  1 9 3 6  i n  p r e f e r e n c e  t o  

H a r t l e y ' s  b r o t h  f o r  t h e  r o u t i n e  c u l t u r e  o f  p n e u m o c o c c i  

a n d  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  a l t e r n a t i v e  m e d i a  i n  t h e  e v e n t  

o f  a n  u n e x p e c t e d  s h o r t a g e  o f  t h e  m o s t  f a v o u r a b l e  

p r e p a r a t i o n .

F o r  t h i s  p u r p o s e  6  -  1 0  c c  o f  t h e  f o l l o w i n g  

p r e p a r a t i o n s  w e r e  s t o r e d  i n  s t e r i l e  t e s t  t u b e s : -

1 .  H a r t l e y ' s  b r o t h .
2 .  H a r t l e y ' s  b r o t h  c o n t a i n i n g  1 / 2 , 0 0 0 , 0 0 0  

a c r i f l a v i n e .
3 .  P e p t o n e  b r o t h .
4 .  h%  S e r u m  b r o t h .
5 .  W r i g h t ' s  M e d iu m .
6 . B l o o d  A g a r .
7 .  B l o o d  b r o t h .

H a r t l e y ' s  b r o t h  a n d  P e p t o n e  b r o t h  a n d  B l o o d  A g a r  

w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t  b o o k  o f  M u i r  

a n d  R i t c h i e .

A c r i f l a v i n e  s o l u t i o n  1 / 1 0 0 0  w a s  d i l u t e d  b y  a d d i n g  

1 p a r t  t o  19  p a r t s  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  t h e  a d d i t i o n  o f  

1 p a r t  o f  t h i s  s o l u t i o n  t o  e a c h  9 9  p a r t s  o f  H a r t l e y ' s  

b r o t h  r e s u l t e d  i n  t h e  f i n a l  r e q u i r e d  d i l u t i o n  o f  

1 / 2 , 0 0 0 , 0 0 0  a c r i f l a v i n e  i n  H a r t l e y ' s  b r o t h .

The  s e r u m  b r o t h  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

5 c c .  h o r s e  s e r u m  o b t a i n e d  f r o m  B u r r o u g h s  W e l l c o m e  &

Co.  t o  e a c h  9 5  cc.  o f  H a r t l e y ' s  b r o t h .

W r i g h t ' s  m e d iu m  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s : -  

To 1 l i t r e  d i s t i l l e d  w a t e r  w e r e  a d d e d  1 0  g r a m m e s  

p e p t o n e ,  5 g r a m m e s  s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  5 0 0  g r a m m e s  

v e a l  f i n e l y  m i n c e d  a f t e r  r e m o v a l  o f  e x c e s s  f a t .  T h i s  

w a s  t h e n  w e l l  m i x e d  a n d  h e a t e d  a t  6 8 °  C. f o r  20  

m i n u t e s ,  s t i r r i n g  a t  i n t e r v a l s .  The  f l a s k  w a s  t h e n  

w e l l  s h a k e n  a n d  s t e a m  s t e r i l i s e d  f o r  30  m i n u t e s ,  

f i l t e r e d  t h r o u g h  p a p e r  a n d  p  H. a d j u s t e d  t o  7 . 8  -  8 . 0



A f t e r  a f u r t h e r  30  m i n u t e s  s t e a m i n g  i t  w a s  a g a i n  

f i l t e r e d  t h r o u g h  p a p e r .  T h e  p  H. w a s  f i n a l l y  c h e c k e d  

( 7 . 6  -  7 . 8 )  a n d  1 . 5  g ram m e g l u c o s e  p e r  l i t r e  a d d e d .

I t  w a s  t h e n  d i s t r i b u t e d  i n  a m o u n t s  o f  6 -  1 0  cc .  

i n t o  t e s t  t u b e s  a n d  a u t o c l a v e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  1 0  

l b .  p r e s s u r e .

B l o o d  b r o t h  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5 cc.  

d e f i b r i n a t e d  h o r s e  b l o o d  (B .W .  & C o . )  t o  9 5  cc.  

H a r t l e y ’ s  b r o t h .

H a r t l e y ' s  b r o t h  g a v e  a  r a p i d  a n d  g o o d  g r o w t h  o f  

p n e u m o c o c c i  a n d  o n  s u b c u l t u r i n g  e v e r y  36  h o u r s  i t  w a s  

p o s s i b l e  t o  m a i n t a i n  g r o w t h  a l m o s t  i n d e f i n i t e l y .

H a r t l e y ' s  b r o t h  w i t h  a d d e d  A c r i f l a v i n e  s h o w e d  

a d e l a y e d  a n d  p o o r e r  g r o w t h  w h i c h  c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  

i n  s u b c u l t u r e  e v e r y  36  h o u r s  f o r  m any  d a y s .

P e p t o n e  b r o t h  s h o w e d  d e l a y e d  a n d  p o o r  g r o w t h ,  

r a p i d l y  d y i n g  o u t  o n  s u b c u l t u r e .

S e r u m  b r o t h  a f f o r d e d  r a p i d  a n d  g o o d  g r o w t h  w h i c h  

c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  a l m o s t  i n d e f i n i t e l y  b u t  t h e r e  w a s  

f r e q u e n t  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  g r o w t h .

W r i g h t ' s  m e d iu m  g a v e  a v e r y  r a p i d  g r o w t h  w i t h  

m u c h  g r e a t e r  o p a c i t y  t h a n  t h a t  o b t a i n e d  i n  H a r t l e y ' s  

b r o t h  b u t ,  e v e n  o n  s u b c u l t u r i n g  e v e r y  24  h o u r s ,  

g r o w t h  c o u l d  n o t  b e  - m a i n t a i n e d  f o r  m any  d a y s .

B l o o d  A g a r  g a v e  v e r y  g o o d  g r o w t h  w h i c h  c o u l d  b e  

m a i n t a i n e d  i n d e f i n i t e l y  o n  s u b c u l t u r e  e v e r y  3 - 4  d a y s .

B l o o d  b r o t h  g a v e  r a p i d  a n d  v e r y  g o o d  g r o w t h  

m a i n t a i n e d  i n d e f i n i t e l y  w i t h  l i t t l e  t r o u b l e  f r o m  

c o n t a m i n a t i o n  o n  s u b c u l t u r e  e v e r y  2  d a y s .

As a r e s u l t  o f  t h e s e  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  i t  

w a s  d e c i d e d  t o  a d o p t  H a r t l e y ' s  b r o t h ,  B l o o d  A g a r  a n d  

B l o o d  b r o t h  a s  r o u t i n e  m e d i a .



2 .  R e c o v e r y  o f  p n e u m o c o c c i  f r o m  s p u t u m .

S p u t u m  i n  a m o u n t s  o f  0 . 5  -  1 . 0  c c .  w a s  i n j e c t e d  

i n t r a p e r i t o n e a l l y  i n t o  m i c e  a n d  o n  t h e  d e a t h  o f  t h e  

m o u s e ,  u s u a l l y  w i t h i n  2 4  h o u r s ,  t h e  p e r i t o n e a l  

c a v i t y  w a s  w a s h e d  o u t  w i t h  n o r m a l  s a l i n e  a n d  t h e  

r e s u l t i n g  w a s h i n g s  t y p e d  w i t h  a g g l u t i n a t i n g  s e r a  f o r  

t y p e s  I ,  I I ,  a n d  I I I .  The m o u s e  h e a r t  b l o o d  w a s  

p l a t e d  o n  b l o o d  a g a r  a n d  c o l o n i e s  s u b c u l t u r e d  i n  

H a r t l e y ' s  b r o t h .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  t y p e  o f  

p n e u m o c o c c u s  w a s  t h e n  m a d e  b y  S a b i n ' s  r a p i d  t y p i n g  

m e t h o d  a n d  s u b c u l t u r e s  m a d e  f r o m  t h e  g r o w t h  i n  b r o t h  

t o  b l o o d  a g a r  s l o p e s .

3 .  P r e p a r a t i o n  o f  R o u g h  S t r a i n s .

The  a n t i p n e u m o c o c c u s  s e r u m  w a s  o b t a i n e d  f r o m  

B u r r o u g h s  W e l l c o m e  & Co. 1 0  cc.  o f  T y p e  I  a n t i ­

p n e u m o c o c c u s  s e r u m  w e r e  a d d e d  t o  9 0  c c  H a r t l e y ' s  

b r o t h  a n d  t o  a n o t h e r  9 0  cc. o f  H a r t l e y ' s  b r o t h  1 0  cc.  

o f  T y p e  I I  a n t i p n e u m o c o c c u s  s e r u m  w e r e  a d d e d .  The 

r e s u l t i n g  1 0 0  cc .  o f  1 0 %  s e r u m  b r o t h  w e r e  t h e n  d i s t r i ­

b u t e d  i n  a m o u n t s  o f  1 0  cc.  i n t o  t e s t  t u b e s .

S u b c u l t u r e s  o f  p n e u m o c o c c u s  T y p e  I  a n d  T y p e  I I  

w e r e  m ade  i n t o  t h e  b r o t h  c o n t a i n i n g  t h e  h o m o l o g o u s  

a n t i s e r u m .  A u n i f o r m l y  t u r b i d  g r o w t h  r e s u l t e d  a n d ,  

a t  i n t e r v a l s  o f  2  d a y s ,  s u b c u l t u r e s  w e r e  r e p e a t e d .

I n  t h e  c a s e  o f  t h e  T y p e  I I  s u b c u l t u r e  a f l o c c u l e n t  

d e p o s i t  a p p e a r e d  i n  t h e  s e r u m  b r o t h  a f t e r  t h e  t h i r d  

s u b c u l t u r e  b u t  o n l y  o n  t h e  f o u r t h  s u b c u l t u r e  i n  t h e  

c a s e  o f  T y p e  I .  A f t e r  s i x  s u b c u l t u r e s  o f  T y p e  I I  t h e  

g r o w t h  w a s  e n t i r e l y  o f  f l o c c u l e n t  t y p e  w i t h  f l o c c u l e n t  

d e p o s i t  a n d  f l o c c u l i  a d h e r i n g  t o  t h e  s i d e s  o f  t h e  t e s t  

t u b e .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  p n e u m o c o c c i  b y  t h e  E o s i n  

R e l i e f  M e t h o d  o f  c a p s u l e  d e m o n s t r a t i o n  w h i c h  i s  

d e s c r i b e d  o n  p a g e  4 8  s h o w e d  t h e  a b s e n c e  o f  c a p s u l e s



a n d  t h e  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  0 . 2 5  cc .  o f  a n  

1 8  h o u r  s u b c u l t u r e  i n  H a r t l e y ’ s  h r o t h  f a i l e d  t o  k i l l  

m i c e  i n  l e s s  t h a n  4 - 5  d a y s .  The  p n e u m o c o c c i ,  i n  

a d d i t i o n ,  f a i l e d  t o  a g g l u t i n a t e  w i t h  a n t i s e r u m  f o r  

t h e i r  o r i g i n a l  S m o o t h  t y p e .  S u b c u l t u r e  f r o m  t h e  s e r u m  

b r o t h  t o  B l o o d  a g a r  r e s u l t e d  i n  a g r o w t h  o f  t y p i c a l  

r o u g h  c o l o n i e s .

I d e n t i c a l  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  T y p e  I  

p n e u m o c o c c u s  a f t e r  8  s u b c u l t u r e s .

4 .  P r e p a r a t i o n  o f  H e a t - k i l l e d  P n e u m o c o c c i .

The p n e u m o c o c c i  o f  d i f f e r e n t  t y p e s  w e r e  i n o c u l a t e d  

i n t o  f l a s k s  c o n t a i n i n g  1 0 0  cc.  H a r t l e y ' s  b r o t h  a n d  

i n c u b a t e d  a t  5 7 °  C. f o r  1 8  h o u r s .  A l o o p f u l  o f  t h e  

g r o w t h  w a s  s p r e a d  o n  a s l i d e  a n d  s t a i n e d  t o  v e r i f y  

t h e  a b s e n c e  o f  c o n t a m i n a t i o n .  The  f l a s k s  w e r e  t h e n  

i m m e r s e d  i n  a  w a t e r  b a t h  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  6 5 c C 

w i t h  t h e  w a t e r  l e v e l  a t  l e a s t  o n e  i n c h  a b o v e  t h e  

l e v e l  o f  t h e  b r o t h  a n d  a l l o w e d  t o  r e m a i n  i n  t h e  b a t h  

f o r  3 0  m i n s .  t h e n  r e m o v e d  a n d  a l l o w e d  t o  c o o l .

U n d e r  a l l  s t e r i l e  p r e c a u t i o n s  t h e  c o n t e n t s  o f  

t h e  f l a s k  w e r e  p o u r e d  i n t o  a s e r i e s  o f  1 0  cc .  c e n t r i ­

f u g e  t u b e s  a n d  p l u g g e d  w i t h  c o t t o n  w o o l  t r a n s f i x e d  

w i t h  a s t e r i l e  p i n  t o  p r e v e n t  t h e  w o o l  b e i n g  f o r c e d  

dow n t h e  t u b e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  r e v s ,  p e r  m i n u t e  

f o r  30  m i n u t e s .  T he  a l m o s t  c l e a r  s u p e r n a t a n t  f l u i d  i n  

e a c h  t u b e  w a s  t h e n  p o u r e d  o f f  a n d  t h e  d e p o s i t  s h a k e n  

w i t h  t h e  r e m a i n i n g  f e w  d r o p s  o f  f l u i d  i n  t h e  t u b e  a n d  

t r a n s f e r r e d  t o  a  s t e r i l e  t e s t  t u b e .  I n  t h i s  way  a b o u t  

1 . 2  cc .  o f  c r e a m y  f l u i d  w a s  o b t a i n e d ,  c o n s i s t i n g  o f  a 

h i g h l y  c o n c e n t r a t e d  s u s p e n s i o n  o f  p n e u m o c o c c i .

E x a m i n a t i o n  o f  t h e  s u s p e n s i o n  b y  m e a n s  o f  t h e  

E o s i n  R e l i e f  M e t h o d  s h o w e d  t h a t  t h e  c a p s u l e s  w e r e  

u n a f f e c t e d  b y  t h e  h e a t i n g  p r o c e s s .
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5 .  T r a n s m u t a t i o n  E x p e r i m e n t s .

A. G r i f f i t h ' s  M e t h o d .

On t h e  e v e n i n g  p r e c e d i n g  t h e  d a y  o n  w h i c h  t h e  

e x p e r i m e n t s  w e r e  d u e  t o  h e  p e r f o r m e d  a s u b c u l t u r e  o f  

S p n e u m o c o c c i  w a s  m a d e  i n t o  1 0 0  cc.  H a r t l e y ' s  b r o t h .  

A f t e r  a n  i n t e r v a l  o f  1 8  h o u r s  t h e  h e a t - k i l l e d  s u s ­

p e n s i o n  o f  S p n e u m o c o c c i  w a s  p r e p a r e d  f r o m  t h e  

r e s u l t i n g  g r o w t h .

S e v e r a l  c o n t r o l  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  e n s u r e  

t h a t  a l l  T y p e  I I  S p n e u m o c o c c i  h a d  b e e n  k i l l e d  b y  

h e a t .  S t r i c t  c o n t r o l  t e s t s  s u c h  a s  t h e s e  a r e  

e s s e n t i a l  i n  a l l  e x p e r i m e n t s  o f  t h i s  k i n d : -

( i )  A l a r g e  l o o p f u l  o f  t h e  c o n c e n t r a t e d  

s u s p e n s i o n  w a s  s p r e a d  o n  a b l o o d  a g a r  

p l a t e ,

( i i )  0 . 1  cc.  o f  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  i n o c u l a t e d  

i n t o  6 - 1 0  c c .  o f  H a r t l e y ' s  b r o t h ,

( i i i )  The r e m a i n d e r  o f  t h e  s u s p e n s i o n ,  u s u a l l y  

0 . 4  -  0 . 5  cc.,  w a s  i n j e c t e d  i n t r a p e r i -  

t o n e a l l y  i n t o  a w h i t e  m o u s e .

I f  n o  g r o w t h  r e s u l t e d  o n  B l o o d  A g a r  o r  i n  

H a r t l e y ' s  b r o t h  a n d  t h e  c o n t r o l  m o u s e  l i v e d  a s  l o n g  

a s  t h e  tw o  m i c e  i n j e c t e d  w i t h  0 . 5  cc.  o f  t h e  m i x e d  S 

a n d  R p n e u m o c o c c i , i t  w a s  c o n s i d e r e d  j u s t i f i a b l e  t o  

c o n c l u d e  t h a t  a l l  c o n t r o l s  w e r e  s a t i s f a c t o r y .

A l s o ,  o n  t h e  e v e n i n g  p r e c e d i n g  t h e  d a y  o n  w h i c h  

t h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  d u e  t o  b e  p e r f o r m e d ,  a  s u b c u l t u r e  

o f  R p n e u m o c o c c i  w a s  m ade  i n t o  1 0  cc.  H a r t l e y ' s  b r o t h .

I t  w i l l  s u f f i c e  t o  d e s c r i b e  o n e  t y p i c a l  e x p e r i m e n t ,  

a n  a t t e m p t  t o  c o n v e r t  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  i n t o  T y p e  I I  

p n e u m o c o c c i .  0 . 7 5  cc. o f  t h e  c o n c e n t r a t e d  s u s p e n s i o n  

o f  h e a t - k i l l e d  T y p e  I I  S p n e u m o c o c c i  w a s  t r a n s f e r r e d



t o  a s t e r i l e  5 "  x  i "  t e s t  t u b e  a n d  t o  i t  w a s  a d d e d

0 .  25  cc.  o f  a n  I S  h o u r  s u b c u l t u r e  o f  T y p e  I  R 

p n e u m o c o c c i .  The  c o n t e n t s  o f  t h e  t u b e  w e r e  t h e n  

t h o r o u g h l y  m i x e d  b y  s h a k i n g  a n d  0 . 5  cc.  o f  t h i s  

m i x t u r e  i n j e c t e d ,  b y  m e a n s  o f  a f i n e  i n t r a d e r m a l  

n e e d l e ,  s u b c u t a n e o u s l y  i n t o  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  o f  

e a c h  o f  tw o  w h i t e  m i c e .

N i n e  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d .  I n  t h r e e  

e x p e r i m e n t s  i t  w a s  a t t e m p t e d  t o  c a u s e  m u t a t i o n  o f  

T y p e  I  t o  T y p e  I I ,  i n  t h r e e  i t  w a s  a t t e m p t e d  t o  

c o n v e r t  T y p e  I I  t o  T y p e  I  a n d  i n  t h r e e  i t  w a s  

a t t e m p t e d  t o  c o n v e r t  T y p e  I I  t o  T y p e  I I I .

R e s u l t s .

I n  o n e  e x p e r i m e n t  ( N o .  7 )  i n  v / h i c h  i t  v/as 

a t t e m p t e d  t o  c o n v e r t  T y p e  I I  t o  T y p e  I I I ,  a l l  t h r e e  

c o n t r o l s  p r o v e d  t h a t  t h e  s u p p o s e d l y  h e a t - k i l l e d  

c o n c e n t r a t e d  s u s p e n s i o n  o f  T y p e  I I I  c o n t a i n e d  l i v i n g  

T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i .

I n  t h e  e i g h t  o t h e r  e x p e r i m e n t s  t h e  c o n t r o l s  

w e r e  a l l  n e g a t i v e .

I n  t h e s e  e i g h t  e x p e r i m e n t s  i t  w a s  f o u n d  t h a t ,  

a f t e r  f o u r  o r  f i v e  d a y s ,  a  s m a l l  s u p e r f i c i a l  u l c e r  

a p p e a r e d  o n  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  o f  a l l  t h e  m i c e  

i n j e c t e d  w i t h  t h e  m i x e d  S & R s u s p e n s i o n  a n d  t h i s  

u l c e r  t e n d e d  t o  s p r e a d  f o r  some d a y s .

O n l y  i n  o n e  e x p e r i m e n t  w a s  i t  p o s s i b l e  t o  c a u s e  

m u t a t i o n  o f  t y p e  ( T y p e  I  t o  T ype  I I )  a n d  t h e  r e s u l t  

o f  t h i s  e x p e r i m e n t  w i l l  b e  d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  l a t e r .

I n  t h e  s e v e n  o t h e r  e x p e r i m e n t s  t h e  m i c e  r e m a i n e d  

a c t i v e  f o r  p e r i o d s  v a r y i n g  f r o m  1 0 - 1 8  d a y s .  On t h e  

d e a t h  o f  t h e  m i c e  t h e y  w e r e  a t  o n c e  p i n n e d  o u t  o n  a 

b o a r d  a n d  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  s h a v e d  w i t h  a r a z o r  a n d
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t h e  c o n d i t i o n  o f  t h e  u l c e r  n o t e d .  C u l t u r e s  w e r e  t h e n  

m a d e  o n  " b lo o d  a g a r  p l a t e s  f r o m  t h e  c e n t r e  o f  t h e  

u l c e r ,  f r o m  u n d e r n e a t h  t h e  e d g e  o f  t h e  u l c e r ,  f r o m  

t h e  p e r i t o n e a l  c a v i t y  a n d  f r o m  t h e  h e a r t  b l o o d .

T he  f i n d i n g s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  I .

TAisLE I .

E x p e r ­
i m e n t .

A t t e m p t  t o  
c a u s e  

c o n v e r s i o n  
o f  T y p e .

M i c e  d i e d  o n .
C o n d i t i o n

o f
U l c e r .

C u l t u r e
r e s u l t s .

1 . I  t o  I I . 1 . 1 2 t h  day;) 
2 . 1 5 t h  d a y )

S m a l l , 
h e a l i n g .

No p n e u m o c o c c j  
f o u n d .

2 . I  t o  I I . 1 . 1 0 t h  d a y .  

2 . 1 8 t h  d a y .

l a r g e ,
n o t
h e a l i n g .

h e a l e d

f e w  c o l o n i e s  
o f  R I  
p n e u m o c o c c i  
f r o m  e d g e  o f  
u l c e r  o n l y .
No p n e u m o c o c c j  
f o u n d .

4 . I I  t o  I . 1 . 1 4 t h  d a y .  

2 . 1 7 t h  d a y

m e d iu m ,  
h e a l i n g  
s m a l l , 
h e a l i n g

No
p n e u m o c o c c i
f o u n d .

5 . I I  t o  I . 1 . 1 2 t h  d a y  

2 . 1 7 t h  d a y

m e d iu m ,
h e a l i n g (
s m a l l ,
h e a l i n g

. No
p n e u m o c o c c i
f o u n d .

6 . I I  t o  I . 1 . 1 4 t h  d a y .  

2 . 1 6 t h  d a y .

s m a l l ,
h e a l i n g )
h e a l e d

No
p n e u m o c o c c i
f o u n d .

8 . I I  t o  I I I .  

/

1 . 1 0 t h  d a y .  

2 . 1 7 t h  d a y .

l a r g e ,
n o t
h e a l i n g .

s m a l l , 
h e a l i n g .

f e w  c o l o n i e s  
o f  R I I  
p n e u m o c o c c i  
f r o m  e d g e - o ' f  
u l c e r  o n l y ,  
n o  p n e u m o c o c c j  
f o u n d .

9 . I I  t o  I I I . 1 . 1 3 t h  d ay}  
2 . 1 4 t h  d a y )

s m a l l ,  ) 
h e a l i n g )

No p n e u m o c o c c i  
f o u n d .

E x p e r i m e n t  3.

A l l  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h e  a b s e n c e  o f  

l i v i n g  p n e u m o c o c c i ,  t h e  c o n t r o l  m o u s e  l i v i n g  u n t i l  

k i l l e d  o n  t h e  1 8 t h  d a y  a n d  c u l t u r e s  f r o m  t h e  

p e r i t o n e a l  c a v i t y  a n d  h e a r t  b l o o d  p r o v e d  t o  b e  ' 

s t e r i l e .

The tw o  m i c e  u s e d  f o r  m u t a t i o n  o f  T y p e  I  a n d  

T y p e  I I  d i e d  o n  t h e  6 t h  a n d  8 t h  d a y  r e s p e c t i v e l y .

1 0 .



T he  f i r s t  m o u s e  t o  d i e  s h o w e d  a m e d iu m  s i z e d ,  s p r e a d ­

i n g  u l c e r  a n d  c u l t u r e s  f r o m  t h e  f o u r  s i t e s  r e s u l t e d  

i n  a n  a p p a r e n t l y  p u r e  g r o w t h  o f  T y p e  I I  S p n e u m o c o c c i .  

The  s e c o n d  m o u s e  s h o w e d  a m e d iu m  s i z e d  u l c e r ,  c u l t u r e s  

f r o m  t h e  h e a r t  b l o o d  a n d  p e r i t o n e u m  s h o w i n g  a f e w  

c o l o n i e s ,  a l l  o f  T y p e  I I  S p n e u m o c o c c i ,  a n d  c u l t u r e s  

f r o m  t h e  u l c e r  a n d  u n d e r  t h e  u l c e r  e d g e  s h o w i n g  t h e  

p r e s e n c e  m a i n l y  o f  T y p e  I I  S p n e u m o c o c c i  a n d  a f e w  

T y p e  I  R p n e u m o c o c c i .

The T y p e  I I  S p n e u m o c o c c i  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m i c e  

i n  t h i s  e x p e r i m e n t  w e r e  f u r t h e r  e x a m i n e d  t o  d i s c o v e r  

w h e t h e r  o r  n o t  t h e y  d i f f e r e d  i n  a n y  way  f r o m  t h e  

o r i g i n a l  T ype  I I  S p n e u m o c o c c i  u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  

o f  t h e  h e a t - k i l l e d  s u s p e n s i o n .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  

s i z e  o f  t h e i r  c a p s u l e s  w a s  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  o f  t h e  

o r i g i n a l ,  t h e y  a g r e e d  s i m i l a r l y  i n  h a v i n g  maximum 

v i r u l e n c e  f o r  m i c e ,  b o t h  k i l l i n g  m i c e  i n  t w o  d a y s  

a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  0 . 5  cc .  o f  a  d i l u t i o n  o f  a 

H a r t l e y ' s  b r o t h  s u b c u l t u r e  c o n t a i n i n g  l e s s  t h a n  t w e l v e  

c o l o n i e s  i n  e a c h  0 . 5  c c .  T h e y  a l s o  a g r e e d  i n  t h e i r  

m a c r o s c o p i c  a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n s ,  b o t h  j u s t  g i v i n g  

a s l i g h t  f l o c c u l a t e d  d e p o s i t  i n  a d i l u t i o n  o f  T y p e  I I  

a n t i s e r u m  1 p a r t  t o  6 3  p a r t s  s a l i n e  a n d  o f  1 p a r t  T ype  

I  a n t i s e r u m  t o  7 p a r t s  s a l i n e .

The s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  o f  a 1 - 1 0 , 0 0 0 , 0 0 0  

d i l u t i o n  o f  H a r t l e y ' s  b r o t h  c u l t u r e  o f  t h e  o r i g i n a l  

T ype  I I  S p n e u m o c o c c i  u s e d  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  

h e a t - k i l l e d  s u s p e n s i o n  p r o d u c e d  d e a t h  o f  a m o u s e  f r o m  

s e p t i c a e m i a  i n  t h r e e  d a y s .  The  s h o r t  p e r i o d  o f  

s u r v i v a l  o f  t h e  m o u s e  i n  t h i s  c a s e  s e r v e s  a s  a n  

a d d e d  c o n t r o l  o f  t h e  n o n - e x i s t e n c e  o f  l i v e  T ype  I I  S 

p n e u m o c o c c i  i n  t h e  m i x e d  I I  S & I  R s u s p e n s i o n .



P r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  a T y p e

I  S p n e u m o c o c c u s  h a d  "been  c o n v e r t e d  t o  a T y p e  I I  S 

p n e u m o c o c c u s  h a v i n g  a l l  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a n  

o r g a n i s m  o f  t h a t  T y p e .

T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  a l l  p e r f o r m e d  a t  i n t e r v a l s  

o f  2 -  3 w e e k s  a n d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  o w i n g  t o  p r o ­

l o n g e d  s u b c u l t u r e  o f  t h e  R s t r a i n s  o f  p n e u m o c o c c i  o n  

a r t i f i c i a l  m e d i a  t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c s  w e r e  f i n a l l y  

s o  a l t e r e d ,  p e r h a p s  b y  l o s i n g  t h e  r e m n a n t  o f  t h e i r  

S a n t i g e n ,  t h a t  t h e y  f a i l e d  t o  c a u s e  m u t a t i o n  i n  t h e  

l a t e r  e x p e r i m e n t s .

B. M e t h o d  o f  D a w s o n  & S i a .

The o r i g i n a l  i n v e s t i g a t o r s  f o u n d  t h i s  m e t h o d  t o  

b e  m o r e  s u c c e s s f u l  i n  c a u s i n g  m u t a t i o n  o f  t y p e .

The e x p e r i m e n t s  t o  b e  d e s c r i b e d  w e r e  c o n d u c t e d  

d u r i n g  t h e  l a s t  m o n t h  o f  my a p p o i n t m e n t .  The  t y p e  I  

R s t r a i n  h a d  r e c e n t l y  b e c o m e  c o n t a m i n a t e d  a n d  o n l y  

t h e  T y p e  I I  R s t r a i n  r e m a i n e d .

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  i n d i c a t i o n  t h a t  m u t a t i o n  

h a s  o c c u r r e d  i s  o b t a i n e d  b y  e x a m i n a t i o n  o f  c o l o n i e s  on  

b l o o d  a g a r  a n d ,  t o  s i m p l i f y  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

c o l o n i e s  i t  w a s  a t t e m p t e d  t o  c a u s e  m u t a t i o n  o f  T ype

I I  t o  T y p e  I I I  w i t h  t h e i r  t y p i c a l  l a r g e ,  m u c o i d  

c o l o n i e s .

Two e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d .

The p r e l i m i n a r y  p r o c e d u r e s  c o n s i s t e d  i n  t h e  

c o l l e c t i o n  o f  t h e  f o l l o w i n g  m a t e r i a l s : -

1 .  H e a t - k i l l e d  s u s p e n s i o n  o f  T y p e  I I I  S 
p n e u m o c o c c i .

2 .  H a r t l e y ’ s  b r o t h  c u l t u r e  o f  T y p e  I I  R 
p n e u m o c o c c i .

3 .  R a b b i t  s e r u m .

4 .  B l o o d  b r o t h .

1 2 .



T he  h e a t - k i l l e d  s u s p e n s i o n  o f  T y p e  I I I  S 

p n e u m o c o c c i  a n d  t h e  H a r t l e y ’ s  b r o t h  c u l t u r e  o f  T y p e

I I  R p n e u m o c o c c i  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

G r i f f i t h ’ s  m e t h o d  a n d  t h e  b l o o d  b r o t h  w a s  p r e p a r e d  

a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  m e d i a .

The  sam e  s t r i c t  c o n t r o l s  o f  d e a t h  o f  t h e  T y p e

I I I  S p n e u m o c o c c i  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  m e t h o d  

w e r e  u s e d  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s .

R a b b i t  s e r u m  w a s  p r e p a r e d  b y  d e f i b r i n a t i n g  

f r e s h  r a b b i t  b l o o d  o b t a i n e d  f r o m  t h e  M a r g i n a l  V e i n  

o f  a r a b b i t ' s  e a r .  V e n e s e c t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a f e w  

h o u r s  b e f o r e  t h e  c o m m e n c e m e n t  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  a n d  

t h e  b l o o d  a l l o w e d  t o  s t a n d  i n  t h e  i c e  c h e s t  u n t i l  

r e q u i r e d .  The  s e r u m  w a s  t h e n  p i p e t t e d  o f f  w h e n  

r e q u i r e d .

T w e l v e  s t e r i l e  3 "  x  t u b e s  w e r e  p l a c e d  i n  a 

r a c k .  To e a c h  t u b e  w a s  a d d e d  0 . 5  cc .  B l o o d  b r o t h ,

0 . 1  cc .  R a b b i t  s e r u m  a n d  0 . 0 5  cc .  h e a t  k i l l e d  s u s p e n s i o n

o f  T ype  I I I  S p n e u m o c o c c i .  T h e s e  t u b e s  w e r e  t h e n  

s t o r e d  u n t i l  r e a d y  f o r  u s e .

A s u s p e n s i o n  o f  1 p a r t  H a r t l e y ’ s  b r o t h  s u b c u l t u r e  

o f  T ype  I I  R p n e u m o c o c c i  i n  1 , 0 0 0 , 0 0 0  p a r t s  H a r t l e y ’ s 

b r o t h  w a s  t h e n  p r e p a r e d  a n d  o n e  d r o p  o f  t h i s  d i l u t i o n

w a s  a d d e d  t o  o n e  o f  t h e  t w e l v e  t u b e s  w h i c h  w a s  t h e n

i n c u b a t e d  a t  3 7 °  C. D e f i n i t e  g r o w t h  r e s u l t e d  n e x t  

d a y .  A l o o p f u l  o f  t h e  c o n t e n t s  o f  t h i s  t u b e  w a s  t h e n  

s p r e a d  on  a b l o o d  a g a r  p l a t e  a n d  t h e  m i n u t e s t  p o s s i b l e  

a m o u n t  w a s  a l s o  t r a n s f e r r e d  t o  a n o t h e r  o f  t h e  o r i g i n a l  

t w e l v e  t u b e s  a n d  i n c u b a t e d .  T h i s  p r o c e d u r e  o f  p l a t i n g  

a n d  s u b c u l t u r i n g  w a s  p e r f o r m e d  d a i l y  a n d  t h e  g r o w t h  on  

t h e  p l a t e s  e x a m i n e d  f o r  p o s s i b l e  t y p i c a l  T ype  I I I  S 

p n e u m o c o c c i .



I n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  t h e  s u b c u l t u r e s  w e r e  

c o n t i n u e d  f o r  9 d a y s  w i t h o u t  t h e  a p p e a r a n c e  o f  T y p e  

I I I  S c o l o n i e s  o n  b l o o d  a g a r  p l a t e s .  C o n t a m i n a t i o n  

o f  t h e  t u b e s  o c c u r r e d  o n  t h e  1 0 t h  d a y .

I n  t h e  s e c o n d  e x p e r i m e n t  s u b c u l t u r e s  w e r e  

c o n t i n u e d  f o r  1 6  d a y s  w i t h o u t  t h e  a p p e a r a n c e  o f  T y p e  

I I I  S c o l o n i e s  a n d  t h e  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  

i n t o  a m o u s e  o f  0 . 5  c c .  o f  t h e  1 8  h o u r  g r o w t h  i n  

t u b e  1 6  f a i l e d  t o  c a u s e  d e a t h  o f  t h e  m o u s e  i n  1 4  d a y s .  

The  f a i l u r e  t o  o c c a s i o n  m u t a t i o n  o f  t y p e  i n  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  may t h u s  h a v e  b e e n  d u e ,  a s  i n  t h e  l a t e r  

e x p e r i m e n t s  f o l l o w i n g  G r i f f i t h ' s  m e t h o d ,  t o  t h e  l o s s  

o f  I I  S a n t i g e n  i n  t h e  R o u g h  s t r a i n  o w i n g  t o  r e p e a t e d  

s u b c u l t u r e .

U -



PART I I .

THE S P E C IF IC IT Y  OF PNEUMOCOCCAL TYPES.



As a r e s u l t  o f  h i s  e x p e r i m e n t s  o n  t r a n s m u t a t i o n  

o f  p n e u m o c o c c a l  t y p e s ,  G r i f f i t h  c o n s i d e r e d  t h a t  i n  

t h e  c a s e  o f  T y p e  I  a n d  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  t h e  m a j o r  

a n t i g e n  o f  o n e  t y p e  i s  r e p r e s e n t e d  a s  a  s u b s i d i a r y  

a n t i g e n  i n  t h e  o t h e r .  G e o r g i a  C o o p e r  a n d  c o - w o r k e r s ,  

d e a l i n g  w i t h  t h e  f u r t h e r  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  

p n e u m o c o c c a l  t y p e s  i n  t h e  p r e v i o u s l y  u n c l a s s i f i e d  

Gp. IV  p n e u m o c o c c i ,  h a s  d i s c o v e r e d  t h a t  m a r k e d  c r o s s ­

a g g l u t i n a t i o n  o c c u r s  w i t h  a n t i s e r a  f o r  T y p e  I I  a n d  

T y p e  V, T y p e  I I I  a n d  T y p e  V I I I ,  T y p e  V I I  a n d  T y p e  

X V I I I  a n d  T ype  XV a n d  T y p e  XXX a n d  t h a t  t h e  s e r u m  o f  

h o r s e s  i m m u n i s e d  w i t h  o n e  o r  o t h e r  o f  t h e s e  r e l a t e d  

t y p e s  h a s  t h e  p r o p e r t y  o f  a g g l u t i n a t i n g  t h e  c l o s e l y  

a l l i e d  t y p e  i n  a h i g h  d i l u t i o n .

The  w o r k  o f  G e o r g i a  C o o p e r  e m p h a s i s e s  t h e  

p r e s e n c e  i n  p n e u m o c o c c i  o f  a n  a n t i g e n i c  c o m p l e x  b u t  

n o  r e f e r e n c e  i n  t h e  l i t e r a t u r e  h a s  b e e n  f o u n d  r e l a t i n g  

t o  t h e  a g g l u t i n a t i o n  a n d  c r o s s - a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n s  

o f  p n e u m o c o c c i  o f  T y p e  I  a n d  T y p e  I I .  I n t e r e s t  i n  

t h e s e  u n k n o w n  p o i n t s  w a s  i n c r e a s e d  a f t e r  t h e  m u t a t i o n  

e x p e r i m e n t s  h a d  b e e n  p e r f o r m e d  w i t h  s u c c e s s  i n  t h e s e  

t y p e s .

T e c h n i q u e .

On t h e  g r o w t h  o n  b l o o d  a g a r  p l a t e s  o f  c o l o n i e s  

o f  T y p e  I  a n d  I I  p n e u m o c o c c i  f r o m  t h e  h e a r t  b l o o d  o f  

m i c e  i n j e c t e d  w i t h  s p u t u m ,  a c o l o n y  w a s  s u b c u l t u r e d  

i n t o  6 cc .  o f  H a r t l e y ’ s  b r o t h  f o r  1 8  h o u r s .  I n  e a r l y  

e x p e r i m e n t s  t h e  p n e u m o c o c c i  w e r e  k i l l e d  b y  h e a t i n g  

a t  6 0 °  C. f o r  3 0  m i n u t e s  b u t  l a t e r  e x p e r i m e n t s  c o n d u c t e d  

w i t h o u t  t h e  p r e v i o u s  h e a t i n g  s h o w e d  t h a t  t h e  r e s u l t s  

i n  b o t h  c a s e s  w e r e  i d e n t i c a l .  The a g g l u t i n a t i n g  s e r a  

u s e d  t h r o u g h o u t  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B u r r o u g h s  W e l l c o m e



& Co. a n d  w e r e  o f  t h e  s a m e  h a t c h  i n  e a c h  t y p e .  

A g g l u t i n a t i o n  a n d  c r o s s - a g g l u t i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  

w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  e a c h  c u l t u r e  a t  t h e  s a m e  t i m e .

The  m e t h o d  o f  d i l u t i o n  a n d  a g g l u t i n a t i o n  w a s  t h a t  

d e s c r i b e d  b y  M u i r  a n d  R i t c h i e ,  u s i n g  3 "  x  t e s t  

t u b e s  a n d  f i n a l l y  t r a n s f e r r i n g  t h e i r  c o n t e n t s  t o  

a g g l u t i n a t i o n  t u b e s .  A f t e r  a f e w  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  

i t  w a s  f o u n d  t h a t  a  d i l u t i o n  o f  1  p a r t  h o m o l o g o u s  

a n t i s e r u m  t o  3 p a r t s  n o r m a l  s a l i n e  g a v e  f i n e r  e n d  

p o i n t s  t h a n  a d i l u t i o n  o f  1 p a r t  a n t i s e r u m  t o  4  p a r t s  

s a l i n e .  I n  t h e  c r o s s - a g g l u t i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  t h e  

h e t e r o l o g o u s  a n t i s e r u m  w a s  u s e d  u n d i l u t e d .  I n  

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  t h e  a g g l u t i n a t i o n  t u b e s  w e r e  

i n c u b a t e d  a t  3 7 °  C. b u t  l a t e r  a  m o r e  c l e a r  c u t  e n d  

r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  b y  h e a t i n g  i n  a w a t e r  b a t h  f o r  

2 h o u r s  a t  5 0 - 5 6 °  C. S a l i n e  c o n t r o l s  w e r e  i n c o r p o r a t e d  

i n  e a c h  e x p e r i m e n t .

R e s u l t s .

C o n s i d e r a b l e  u n i f o r m i t y  o f  r e s u l t s  w a s  o b t a i n e d  

a n d  i n  t h e  f e w  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  d e v i a t i o n  f r o m  

t h e  a v e r a g e  o c c u r r e d  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  s u c h  

d i f f e r e n c e s  a r e  s o l e l y  d u e  t o  s l i g h t  e x p e r i m e n t a l  

e r r o r .  A t o t a l  o f  56 e x p e r i m e n t s  w a s  p e r f o r m e d  o n  

20  T y p e  I  a n d  36 T y p e  I I  c u l t u r e s .  A r e m a r k a b l y  l o w  

p e r c e n t a g e  o f  p n e u m o n i a  p a t i e n t s  a d m i t t e d  t o  h o s p i t a l  

g a v e  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  t h u s  a c c o u n t i n g  f o r  t h e  

r e l a t i v e l y  f e w  e x p e r i m e n t s  p o s s i b l e  w i t h  t h i s  T y p e .

T he  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  t h e  a c c o m p a n y i n g  

h i s t o g r a m  i n  w h i c h  t h e  d i l u t i o n  o f  h e t e r o l o g o u s  

a n t i  s e r u m  i s  m u l t i p l i e d  b y  f o u r  a n d  t h u s  a f f o r d s  

e a s i e r  c o n t r a s t .  F o r  e a c h  t y p e  t h e  o b s e r v a t i o n s  a r e  

a r r a n g e d  i n  r i s i n g  o r d e r  o f  t i t r e  o f  h o m o l o g o u s  

a n t i s e r u m .  F r o m  t h i s  h i s t o g r a m  i t  i s  s e e n  t h a t  T y p e





I  a n t i  s e r u m  a g g l u t i n a t e d  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  i n  a 

d i l u t i o n  o f  1 i n  2 5 6  a n d  a l s o  a g g l u t i n a t e d  T y p e  I I  

p n e u m o c o c c i  i n  a  d i l u t i o n  o f  1 i n  1 2 .  One T y p e  I  

s t r a i n  o b t a i n e d  f r o m  t h e  L i s t e r  I n s t i t u t e ,  t h o u g h  

r e l a t i v e l y  a v i r u l e n t  a n d  p o s s e s s i n g  a v e r y  s m a l l  

c a p s u l e ,  p r o b a b l y  a s  a  r e s u l t  o f  r e p e a t e d  s u b c u l t u r e ,  

a g g l u t i n a t e d  n e v e r t h e l e s s  i n  t h e  max im um  d i l u t i o n s  

o f  t h e  a n t i s e r a .  T y p e  I I  a n t i s e r u m  a g g l u t i n a t e d  

T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  i n  a  d i l u t i o n  o f  1 i n  1 2 8  a n d  

a l s o  a g g l u t i n a t e d  T y p e  I  o r g a n i s m s  i n  a d i l u t i o n  o f  

1 i n  1 6 .

S e r u m  t a k e n  f r o m  p a t i e n t s  r e c o v e r i n g  f r o m  

p n e u m o n i a  d u e  t o  T y p e  I  o r  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  

a g g l u t i n a t e d  o n l y  t h e  p n e u m o c o c c i  o f  c o r r e s p o n d i n g  

t y p e ,  i n  t h e  c a s e  o f  T y p e  I  t o  a  maxim um d i l u t i o n  o f  

1 i n  1 6  a n d  o f  T y p e  I I  t o  a  maximum d i l u t i o n  o f  1 i n  

4 i n  t h e  s m a l l  n u m b e r  o f  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d .

T he  a g g l u t i n a t i n g  p r o p e r t y  s h o w n  t o  d e v e l o p  i n  

t h e  b l o o d  d u r i n g  c o n v a l e s c e n c e  w a s  p r o b a b l y  t o o  s m a l l  

t o  d e m o n s t r a t e  a n y  p o s s i b l e  c r o s s - a g g l u t i n a t i o n .  

C o n c l u s i o n .

P r o m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i t  a p p e a r s  t h a t  a l l  t h e  

s t r a i n s  o f  p n e u m o c o c c i  o f  T y p e  I  a n d  T y p e  I I  w h i c h  

w e r e  t e s t e d  a g r e e  w i t h  t h e  o t h e r  s t r a i n s  o f  t h e  sam e  

t y p e  a n d  t h e  a n t i g e n i c  c o m p o s i t i o n  o f  e a c h  t y p e  s h o w s  

n o  v a r i a t i o n  o n  e x a m i n a t i o n  b y  a m e t h o d  w h i c h  

n e c e s s a r i l y  p e r m i t s  o f  some d e g r e e  o f  e x p e r i m e n t a l  

e r r o r .

I t  i s  s e e n ,  h o w e v e r ,  o n  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  

c r o s s - a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n s  t h a t ,  i n  a d d i t i o n  t o  

t h e  m a j o r  a n t i g e n ,  a  c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  o f  m i n o r  

a n t i g e n  i s  p r e s e n t  i n  t h e  tw o  t y p e s .  T y p e  I  a p p e a r s  

t o  o e  p u r e r  i n  i t s  a n t i g e n i c  c o m p o s i t i o n  a n d  a n t i s e r a



f o r  t h i s  t y p e  c o n t a i n  h u t  l i t t l e  a n t i b o d y  f o r  T y p e  

I I  p n e u m o c o c c i ,  w h e r e a s  T y p e  I I  a p p e a r s  t o  c o n t a i n  

r e l a t i v e l y  l a r g e  a m o u n t s  o f  t h e  m i n o r  a n t i g e n  a n d  

a n t i s e r a  f o r  t h i s  t y p e  c o n t a i n  a n  a p p r e c i a b l e  a m o u n t  

o f  a n t i b o d i e s  f o r  T y p e  I .

No a n t i s e r a  w e r e  a v a i l a b l e  f o r  i n v e s t i g a t i n g  

t h e  c r o s s - a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n s  o f  T ype  I  a n d  T y p e  

I I  w i t h  o t h e r  k n o w n  t y p e s  b u t  c o n s i d e r a b l e  a n t i g e n i c  

c o m p l e x i t y  m i g h t  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e x i s t  i f  i t  h a d  

b e e n  p o s s i b l e  t o  p u r s u e  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  o n  t h e s e  

l i n e s .

I n  a s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  G r i f f i t h  f o u n d  t h a t  

t h e  i n t e r a c t i o n  o f  h e a t - k i l l e d  S I  a n d  R I I  

p n e u m o c o c c i  i n  m i c e  o c c a s i o n a l l y  r e s u l t e d  n o t  i n  

m u t a t i o n  b u t  i n  t h e  d e a t h  o f  t h e  m o u s e  f r o m  S I I  

s e p t i c a e m i a  a n d  s u g g e s t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t h e  

p r e s e n c e  o f  some S I I  a n t i g e n  i n  S I  p n e u m o c o c c i .

He f a i l e d ,  h o w e v e r ,  t o  b r i n g  a b o u t  t h e  d e v e l o p m e n t  

o f  S . I .  f r o m  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  R I  w i t h  h e a t  k i l l e d  

S I I  p n e u m o c o c c i .

The a g g l u t i n a t i o n  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  g i v e  

s u p p o r t  t o  G r i f f i t h ' s  t h e o r y  i n  d e m o n s t r a t i n g  t h e  

s m a l l  a m o u n t  o f  S I I  i n  S I  p n e u m o c o c c i  a n d  o f  

r e l a t i v e l y  m o r e  o f  S I  a n t i g e n  i n  S I I  p n e u m o c o c c i .



PART I I I .

THE P O S S I B I L I T Y  OP MUTATION OCCURRING IN  MAN.



A l t h o u g h  i t  m u s t  h e  a d m i t t e d  t h a t  m u t a t i o n  h a s  

b e e n  p r o d u c e d  u n d e r  c i r c u m s t a n c e s  n o t  m e t  w i t h  u n d e r  

n a t u r a l  c o n d i t i o n s  i n  m a n ,  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t s  

c o n d u c t e d  b y  G r i f f i t h  u s i n g  m a s s i v e  a m o u n t s  o f  

p n e u m o c o c c i  a n d  r e s u l t i n g  i n  m u t a t i o n  i n  m i c e  w e r e  

f o l l o w e d  b y  m o r e  s u c c e s s f u l  a n d  l e s s  c o m p l i c a t e d  

e x p e r i m e n t s  w i t h  s m a l l e r  a m o u n t s  o f  p n e u m o c o c c i  i n  

v i t r o .  M u t a t i o n  e x p e r i m e n t s  h a v e  b e e n  n e g l e c t e d  f o r  

some y e a r s  b u t  a  r e s u m p t i o n  o f  r e s e a r c h  i n  t h i s  s u b ­

j e c t  may r e s u l t  i n  t h e  d i s c o v e r y  o f  a n  e a s i e r  m e t h o d  

o f  p r o d u c i n g  m u t a t i o n  a n d  s u g g e s t  a  way  i n  w h i c h  t h i s  

may o c c u r  i n  t h e  h u m a n  b e i n g .

C o o p e r  h a s  f o u n d  t h a t  o v e r  8 0 f i  o f  p n e u m o c o c c a l  

s t r a i n s  may b e  g r o u p e d  i n  3 2  d i f f e r e n t  t y p e s  a n d  o t h e r  

t y p e s  w i l l  p r o b a b l y  b e  i d e n t i f i e d  l a t e r .  P r o m  t h e  

r e s u l t s  o f  m u t a t i o n  e x p e r i m e n t s  a  p o s s i b l e  d e d u c t i o n  

i s  t h a t  t h e s e  p n e u m o c o c c a l  t y p e s  r e p r e s e n t  s t a g e s  i n  

t h e  n o r m a l  l i f e  h i s t o r y  o f  t h e  p n e u r a o c o c c u s  o r  

p o s s i b l y  r e p r e s e n t  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  b a c t e r i u m  t o  

c h a n g e s  i n  t h e  i m m u n o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  p e r s o n  

h a r b o u r i n g  i t .  I n  a n  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  t y p e s  o f  

p n e u m o c o c c i  p r e s e n t  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  p a s s a g e s  i n  

n o r m a l  a n d  p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  i t  i s  f r e q u e n t l y  

f o u n d  t h a t  t h e  t y p e  o f  p n e u m o c o c c u s  i s o l a t e d  may 

d i f f e r  o n  e x a m i n a t i o n s  c o n d u c t e d  a t  s h o r t  i n t e r v a l s .

I n  t h i s  c a s e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  i n f l u e n c e s  

c a u s i n g  t h e  a l t e r a t i o n  i n  t y p e  a r e  s t i l l  a t  w o r k .

I n  a l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  c a s e s  i t  i s  f o u n d  t h a t  t h e  

t y p e  o f  p n e u m o c o c c u s  r e m a i n s  c o n s t a n t  o v e r  p r o l o n g e d  

p e r i o d s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  p e r s o n s  w i t h  some p e r s i s t e n t  

a b n o r m a l i t y  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t ,  t h e  p e r s o n s  

h a r b o u r i n g  t h e s e  p n e u m o c o c c i  b e i n g  c h r o n i c  c a r r i e r s  

o f  t h i s  p a r t i c u l a r  t y p e .  T h i s  a p p a r e n t  s t a b i l i s a t i o n



o f  t y p e  may b e  d u e  t o  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  c e r t a i n  

s p e c i f i c  l o c a l  o r  g e n e r a l  i m m u n o l o g i c a l  s t i m u l i .

G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  a r e  c o m m o n l y  f o u n d  i n  t h e  

s p u t u m  d u r i n g  c o n v a l e s c e n c e  f r o m  p n e u m o n i a  d u e  t o  

T y p e s  I ,  I I  a n d  I I I .  D u r i n g  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  

a n d  r o u t i n e  t y p i n g  o f  t h e  p n e u m o c o c c i  p r e s e n t  i n  t h e  

s p u t u m  o f  p n e u m o n i a  p a t i e n t s  a d m i t t e d ,  t o  h o s p i t a l  

m a n y  e x a m p l e s  o f  t h i s  o c c u r r e n c e  w e r e  f o u n d  a n d  t h r e e  

e x a m p l e s  may b e  g i v e n .

C a s e  I .  F e m a l e ,  15  y e a r s ,  l e f t  a p i c a l  p n e u m o n i a .

A d m i t t e d  o n  3 r d .  d a y  o f  i l l n e s s .  Two h o u r s  

a f t e r  a d m i s s i o n  t h e  r a p i d  t y p i n g  m e t h o d  r e v e a l e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  i n  t h e  s p u t u m .  A 

m o u s e  w a s  i n j e c t e d  a n d ,  o n  i t s  d e a t h ,  t h e  h e a r t  b l o o d  

w a s  p l a t e d .  A c o l o n y  w a s  t h e n  s u b c u l t u r e d  o n  b l o o d  

a g a r  a n d  v i r u l e n c e  t e s t s  p e r f o r m e d .  The  l o w  d e g r e e  

o f  v i r u l e n c e  a r o u s e d  s u s p i c i o n s  a n d  a H a r t l e y ' s  b r o t h  

s u b c u l t u r e  o f  t h i s  o r g a n i s m  w a s  i n j e c t e d  i n t o  a m o u s e  

w h i c h  p r o v e d  t h e  o r g a n i s m  t o  b e l o n g  t o  G r o u p  I V . o n  

i n v e s t i g a t i n g  t h e  p e r i t o n e a l  e x u d a t e  w i t h  a n t i s e r a  

f o r  T y p e s  I ,  I I  a n d  I I I .  A n o t h e r  c o l o n y  w a s  t h e n  

t a k e n  f r o m  t h e  o r i g i n a l  h e a r t  b l o o d  s t r e a k e d  p l a t e  

a n d  p r o v e d  t o  b e  a T y p e  I  p n e u m o c o c c u s ,  tw o  o r g a n i s m s  

k i l l i n g  m i c e  i n  . t h r e e  d a y s .  On t h e  s i x t h  d a y  o f  

i l l n e s s  n o  G r o u p  IV  o r g a n i s m s  c o u l d  b e  r e c o v e r e d  

f r o m  t h e  s p u t u m .

D u r i n g  c o n v a l e s c e n c e  p r i o r  t o  d i s m i s s a l ,  o n l y  

G ro u p  IV o r g a n i s m s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  s p u t u m .  No 

c a s e  o f  T ype  I  p n e u m o n i a  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  w a r d  a t  

t h i s  t i m e .

C a s e  2 .  M a l e ,  4 2  y e a r s ,  r i g h t  a p i c a l  p n e u m o n i a .

A d m i t t e d  o n  t h e  5 t h  d a y  o f  i l l n e s s .  One h o u r



a f t e r  a d m i s s i o n  i n v e s t i g a t i o n  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  

o f  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  b y  r a p i d  t y p i n g ,  a n d  i n v e s t i ­

g a t i o n  i d e n t i c a l  w i t h  t h a t  i n  c a s e  1 p r o v e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  b o t h  T y p e  I I  a n d  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  

i n  t h e  s p u t u m .  D u r i n g  c o n v a l e s c e n c e  o n l y  G r o u p  IV  

o r g a n i s m s  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  s p u t u m  o n  tw o  

o c c a s i o n s .

C a s e  5 .  M a l e ,  69  y e a r s ,  r i g h t  a p i c a l  p n e u m o n i a .

A d m i t t e d  o n  5 t h  d a y  o f  i l l n e s s .  T h r e e  h o u r s  

a f t e r  a d m i s s i o n  t h e  s p u t u m  w a s  i n j e c t e d  i n t o  a m o u s e  

a n d  a p l a t i n g  f r o m  t h e  h e a r t  b l o o d  r e v e a l e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  t y p i c a l  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i .  D u r i n g  

c o n v a l e s c e n c e  o n l y  G r o u p  IV  o r g a n i s m s  c o u l d  b e  f o u n d .  

No o t h e r  c a s e  o f  T y p e  I I I  p n e u m o n i a  w a s  p r e s e n t  i n  

t h e  w a r d  a t  t h i s  t i m e .

I n  s e v e r a l  o t h e r  i n s t a n c e s  i t  w a s  f o u n d  t h a t ,  

a l t h o u g h  n o  G ro u p  IV  o r g a n i s m s  c o u l d  b e  f o u n d  i n  

t h e  h e a r t  b l o o d  o f  m i c e  i n j e c t e d  w i t h  s p u t u m  o f  

p n e u m o n i a  p a t i e n t s  d u r i n g  t h e  p r o g r e s s  o f  t h e  d i s e a s e ,  

t h e  s p u t u m  d u r i n g  c o n v a l e s c e n c e  c o n t a i n e d  o n l y  G r o u p  

IV  p n e u m o c o c c i .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p n e u m o c o c c i  

o f  T y p e  I ,  I I  o r  I I I  d i e  o u t  a n d  b e c o m e  r e p l a c e d  b y  

t h e  n o r m a l  G ro u p  IV  i n h a b i t a n t s  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  

t r a c t  b u t  G r i f f i t h  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  t y p e s  may 

r e v e r t  t o  p n e u m o c o c c i  o f  G r o u p  IV  f r o m  w h i c h  t h e y  

w e r e  f o r m e d  o r  t h a t  t h e  G r o u p  I V  o r g a n i s m s  a r e  f o r m e d  

f r o m  t h e  o t h e r  t y p e s  a f t e r  s u p p r e s s i o n  o f  t h e  m a j o r  

a n t i g e n  b y  im mune  b o d i e s  d e v e l o p e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  

o f  t h e  i l l n e s s .  G r i f f i t h  w a s  u n a b l e  t o  s t r e s s  t h e  

p o s s i b i l i t y  o f  t h e  l a t t e r  o c c u r r e n c e  o w i n g  t o  f a i l u r e  

t o  f i n d  G ro u p  IV  o r g a n i s m s  i n  a s p u t u m  c o n t a i n i n g  

T ype  I I  p n e u m o c o c c i  b u t  e v i d e n c e  i n  s u p p o r t  o f  t h i s  

p o s s i b i l i t y  i s  g i v e n  i n  C a s e  2 e x a m p l e  a b o v e .



S i x  i n s t a n c e s  o f  t h e  s i m u l t a n e o u s  o c c u r r e n c e  o f  

T y p e  I  a n d  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  w e r e  m e t  w i t h  d u r i n g  

t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  

f r e q u e n t l y  n o t e d  b y  G r i f f i t h .  I s  i t  p o s s i b l e  t h a t  

a  r e a s o n  c a n  b e  f o u n d  f o r  t h i s  f r e q u e n t  o c c u r r e n c e  

i n  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  i t  i s  e a s i e s t  f o r  G r o u p  IV  

o r g a n i s m s  t o  m u t a t e  t o  T y p e  I  o r g a n i s m s  i n  t h e  c o u r s e  

o f  i n f e c t i o n s  a n d  t h a t  t h e  s l i g h t l y  v a r y i n g  v i r u l e n c e  

o f  T y p e  I  o r g a n i s m s ,  a s  e v i d e n c e d  b y  T a b l e  I V .  i s  

i n d i c a t i v e  o f  a v a r y i n g  m a t u r i t y  i n  t h e  s t r a i n s  

i n v e s t i g a t e d ?

I n  some c a s e s  m o u s e  h e a r t  b l o o d  p l a t i n g s  

r e v e a l e d  c o l o n i e s  o f  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  o f  m a r k e d l y  

d i s s i m i l a r  a p p e a r a n c e  b u t  t h e  l a c k  o f  s p e c i f i c  

a g g l u t i n a t i n g  s e r a  f o r  t h e  s e v e r a l  t y p e s  p r e v e n t e d  

t h e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e s e  c o l o n i e s .

I t  i s  a n  o b s e r v e d  f a c t  t h a t ,  u n l i k e  m a n y  o f  t h e  

i n f e c t i o u s  d i s e a s e s ,  o n e  a t t a c k  o f  p n e u m o n i a  d o e s  n o t  

l e s s e n  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  f u r t h e r  a t t a c k s  b u t  w h e n  

i n f e c t i o n  a g a i n  o c c u r s  t h i s  i s  a l m o s t  i n v a r i a b l y  d u e  

t o  a n o t h e r  t y p e  o f  p n e u m o c o c c u s .  Two e x a m p l e s  o f  

s e c o n d  a t t a c k s  o c c u r r e d  r e c e n t l y  a n d  a f e w  d e t a i l s  

a r e  g i v e n .

C a s e  4 .  M a l e ,  29 y e a r s ,  r i g h t  a p i c a l  p n e u m o n i a .

A d m i t t e d  o n  t h e  5 t h  d a y  o f  i l l n e s s .  E x a m i n a t i o n  

o n  tw o  o c c a s i o n s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  G r o u p  IV  

p n e u m o c o c c i .  Two w e e k s  a f t e r  d i s m i s s a l  h e  r e t u r n e d  

o n  t h e  t h i r d  d a y  o f  p n e u m o n i a ,  t h e  s am e  l o b e  b e i n g  

i n v o l v e d  a n d  a p u r e  g r o w t h  o f  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  

w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  h e a r t  b l o o d  o f  t h e  i n j e c t e d  

m o u s e .

I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  G r o u p  IV  o r g a n i s m s



o r i g i n a l l y  p r e s e n t  h a d  m u t a t e d  t o  T y p e  I I  h u t ,  a s  

t h e  p a t i e n t  w a s  e x p o s e d  t o  i n f e c t i o n  b y  T y p e  I I  

p n e u m o c o c c i  l i b e r a t e d  b y  o t h e r  p a t i e n t s  d u r i n g  h i s  

f i r s t  s t a y  i n  h o s p i t a l ,  t o o  m u c h  r e l i a n c e  c a n n o t  b e  

p l a c e d  u p o n  t h i s  p o s s i b i l i t y .

C a s e  5 .  M a l e .  50  y e a r s ,  l e f t  b a s a l  p n e u m o n i a .

T h e  s p u t u m  c o n t a i n e d  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i .

T h r e e  y e a r s  p r e v i o u s l y  h e  h a d  a r i g h t  b a s a l  p n e u m o n i a  

a n d  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  w e r e  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  

s p u t u m .  E i g h t  d a y s  a f t e r  t h e  c r i s i s  i n  t h e  f i r s t  

a t t a c k  h e  d e v e l o p e d  a c u t e  a r t h r i t i s  o f  h i s  l e f t  

a n k l e  d u e  t o  T y p e  I  p n e u m o c o c c i .

I n  t h e s e  c a s e s  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  i m m u n i t y  

r e s u l t i n g  f r o m  a p r e v i o u s  a t t a c k  d u e  t o  o n e  t y p e  

p r e v e n t e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  s am e  t y p e  b u t  n o t  

t h a t  .o f  a n o t h e r  t y p e  i n  t h e  s e c o n d  a t t a c k .

I n  a l a r g e  p e r c e n t a g e  o f  h e a l t h y  h u m a n  b e i n g s ,  

t h e  p e r c e n t a g e  v a r y i n g  f r o m  3 0 - 9 0  p e r  c e n t ,  G r o u p  IV  

p n e u m o c o c c i  c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  r e s p i r a t o r y  

p a s s a g e s .  T h e  s p u t u m  o f  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  

p n e u m o c o c c a l  l o b a r  p n e u m o n i a  c o n t a i n s  p n e u m o c o c c i  

w h i c h  i n  9 3  p e r  c e n t  o f  c a s e s  a g r e e s  w i t h  t h e  t y p e  

o f  p n e u m o c o c c u s  p r e s e n t  i n  t h e  b l o o d  o r  l u n g  p u n c t u r e  

c u l t u r e s  o r  i n  c o m p l i c a t i o n s  d e v e l o p i n g  d u r i n g  t h e  

c o u r s e  o f  t h e  i l l n e s s .  W h e re  d i s c r e p a n c y  o c c u r s  i t  

i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  p n e u m o c o c c u s  f o u n d  

i n  t h e  b l o o d  o r  l u n g  j u i c e  o r  c o m p l i c a t i o n s  h a s  b e e n  

t h e  c a u s e  o f  t h e  i l l n e s s  b u t  t h e s e  d i s c r e p a n c i e s  may 

b e  e x p l a i n e d  i n  a n o t h e r  w ay .  G r i f f i t h s  c o n s i d e r s  

t h a t  t h e  a p p a r e n t l y  h a r m l e s s  s a p r o p h y t e  w i t h  t r a c e s  

o f  S a n t i g e n ,  l o c a l i s e d  i n  a s i t u a t i o n  i n  w h i c h  i t  

c a n  m u l t i p l y  i n  a s u i t a b l e  n i d u s ,  g r a d u a l l y  b u i l d s



u p  a n t i g e n i c  s t r u c t u r e s  w i t h  i n v a s i v e  p r o p e r t i e s  

f r o m  t h e  m a t e r i a l  f u r n i s h e d  b y  i t s  d i s i n t e g r a t i n g  

c o m p a n i o n s  s u f f i c i e n t  t o  o v e r c o m e  t h e  h o s t ’ s 

r e s i s t a n c e  a n d  r e s u l t i n g  i n  m u t a t i o n  o f  p n e u m o c o c c a l  

t y p e .  T h u s  i t  a p p e a r s  p o s s i b l e  t h a t ,  i n  t h e  c a s e s  

w h e r e  o t h e r  t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  

l a t e r  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  o r  f r o m  o t h e r  

s i t e s  d u r i n g  t h e  d i s e a s e ,  t h e s e  o t h e r  t y p e s  h a v e  b e e n  

d e r i v e d  b y  m u t a t i o n  f r o m  t h e  t y p e  o r i g i n a l l y  f o u n d .

The  d e v e l o p m e n t  o f  T y p e  I  a r t h r i t i s  a f t e r  t h e  

c r i s i s  o f  a  l o b a r  p n e u m o n i a  i n  C a s e  5 may h a v e  b e e n  

d u e  t o  m u t a t i o n  o f  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  t o  T y p e  I .  

S i m i l a r l y ,  i n  C a s e s  1 a n d  2 ,  t h e  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  

may h a v e  m u t a t e d  t o  t h e  o t h e r  t y p e s  a n d  s e t  u p  s e v e r e  

i n f e c t i o n s .  C r u i k s h a n k  f o u n d  t h a t  f o u r  p a t i e n t s ,  i n  

a  t o t a l  o f  f o r t y - t h r e e  i n v e s t i g a t e d ,  g a v e  G r o u p  IV  

p n e u m o c o c c i  r e p e a t e d l y  i n  t h e i r  s p u t u m  a n d  T y p e  I  o r  

I I  i n  t h e i r  b l o o d  o n  t y p i n g  b y  m o u s e  i n j e c t i o n .

F u r t h e r  e x a m p l e s  may b e  g i v e n .

C a s e  6 .  ( C h r i s t i e .  1 9 3 3 ) .

S p u t u m  o n  a d m i s s i o n  c o n t a i n e d  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i .

A s u b s e q u e n t  empyema r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  T y p e  I  

p n e u m o c o c c i .  R e t y p i n g  o f  s p u t u m  a n d  empyema f l u i d  

c o n f i r m e d  t h e s e  f i n d i n g s .

■Q_a.se 7 • F e m a l e ,  4 2  y e a r s .  I n f l u e n z a l  B r o n c h o p n e u m o n i a .

The h e a r t  b l o o d  o f  a  m o u s e  i n j e c t e d  w i t h  s p u t u m  

t h r e e  h o u r s  a f t e r  a d m i s s i o n  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

T y p e  I I I  a n d  G ro u p  IV  p n e u m o c o c c i .  D u r i n g  c o n v a l e s c e n c e  

o n l y  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  c o u l d  b e  i s o l a t e d  f r o m  s p u t u m  

i n j e c t e d  i n t o  m i c e .  No c a s e  o f  T ype  I I I  p n e u m o n i a  w a s  

p r e s e n t  i n  t h e  w a r d  d u r i n g  h e r  s t a y .

T h i s  p a t i e n t  h a d  l o n g  b e e n  s u b j e c t  t o  C h r o n i c  

B r o n c h i t i s  a n d  i t  a p p e a r s  p o s s i b l e  t h a t  G r o u p  IV



o r g a n i s m s  w e r e  p r e s e n t  i n  h e r  s p u t u m  u n t i l  t h e  a t t a c k  

o f  I n f l u e n z a  i n i t i a t e d  a  p r o c e s s  r e s u l t i n g  i n  m u t a ­

t i o n  o f  t h e  t y p e  o f  p n e u m o c o c c u s  w h i c h  l a t e r  

p e r s i s t e d  i n  t h e  d i s e a s e d  r e s p i r a t o r y  p a s s a g e s .

C a s e  8 .  F e m a l e .  4 0  y e a r s ,  r i g h t  b a s a l  p n e u m o n i a .

T h i s  p a t i e n t  a l s o  h a d  b e e n  s u b j e c t  t o  B r o n c h i t i s  

a n d  t y p i n g  o f  h e r  s p u t u m  o n  a d m i s s i o n  s h o w e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i .  I n t e r c u r r e n t  

empyema d e v e l o p e d ,  t h e  f l u i d  s h o w i n g  T y p e  I  

p n e u m o c o c c i  a n d  a  r e p e a t  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  s p u t u m  

s h o w e d  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  a t  t h i s  t i m e .  D u r i n g  

c o n v a l e s c e n c e  o n l y  G r o u p  IV  o r g a n i s m s  w e r e  f o u n d  i n  

t h e  s p u t u m .

C a s e  9 .  M a l e .  2 0  y e a r s ,  l e f t  b a s a l  p n e u m o n i a .

S p u t u m  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  G r o u p  IV  

p n e u m o c o c c i  a n d  o n  t h e  d a y  a p p o i n t e d  f o r  d i s m i s s a l  

t h e  p a t i e n t  d e v e l o p e d  a s o r e  t h r o a t .  T h r e e  d a y s  

l a t e r  s i g n s  o f  empyema d e v e l o p e d ,  t h e  f l u i d  s h o w i n g  

t h e  p r e s e n c e  o f  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i .

The  f a c t o r s  c a u s i n g  t h i s  p o s s i b l e  m u t a t i o n  o f  

T ype  a r e  u n k n o w n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  g e n e r a l  

c o n d i t i o n  a n d  a g e  o f  t h e  p a t i e n t  p l a y  c o n s i d e r a b l e  

p a r t  a n d  t h a t  l o c a l  o r  g e n e r a l  c h a n g e s  p r o d u c e d  i n  

t h e  d e f e n c e  m e c h a n i s m ' o f  t h e  h o s t  a r e  a l s o  o f  

i m p o r t a n c e .

T a b l e  I I  s h o w s  t h e  i n c i d e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n t  

t y p e s  i n  a  s e r i e s  o f  5 7 7  c a s e s  o f  l o b a r  p n e u m o n i a  

a d m i t t e d  t o  K n i g h t s w o o d  H o s p i t a l  d u r i n g  t h e  p a s t  

f o u r  y e a r s ,  t h e  a v e r a g e  a g e  o f  p a t i e n t s  h a r b o u r i n g  

e a c h  t y p e  a n d  t h e  d e a t h  r a t e  i n  e a c h  t y p e .  I t  i s  

s e e n  t h a t  t h e  p n e u m o c o c c i  c a u s i n g  t h e  m o r e  s e v e r e  

i n f e c t i o n s  o c c u r  g e n e r a l l y  i n  o l d e r  p e r s o n s .

A l a r g e  n u m b e r  o f  p a t i e n t s  u n d e r  1 5  y e a r s



p r o d u c e d  n o  s p u t u m  f o r  t y p i n g  a n d ,  s i n c e  t h e  p e r c e n t a g e  

o f  T y p e  I  i n f e c t i o n s  i s  h i g h  a t  t h e s e  a g e s ,  t h e  a v e r a g e  

a g e  f o r  T y p e  I  p a t i e n t s  w o u l d  h a v e  b e e n  c o n s i d e r a b l y  

l e s s .  T he  l o w  d e a t h  r a t e  i n  c h i l d r e n  s u f f e r i n g  f r o m  

T y p e  I  l o b a r  p n e u m o n i a  w o u l d  h a v e  f u r t h e r  h e l p e d  t o  

show t h e  c o n t r a s t  b e t w e e n  t h e  a v e r a g e  a g e  o f  f a t a l  

c a s e s  a n d  t h e  a v e r a g e  a g e  f o r  t h i s  t y p e .

TABLE I I .

T y p e  I . T y p e  I I . T y p e  I I I . G r o u p  I V .

Mo. o f  c a s e s . 1 5 3 243 34 1 4 7

F r e q u e n c y  %. 2 6 .  5 4 2 . 1 5 . 9 2 5 .  5

N o . o f  D e a t h s . 1 4 7 0 19 1 4

D e a t h  R a t e  %. 9 . 2 2 8 . 8 5 5 . 9 9 . 5
A v e r a g e  a g e  
( i n  y e a r s ) . 2 8 . 9 3 2 . 4 5 4 . 1 3 1 . 7
A v e r a g e  a g e  o f  
f a t a l  c a s e s . 3 4 .  1 4 0 . 5 5 3 . 6 4 5 . 0

A s i m i l a r  c o m m e n t a r y  a p p l i e s  i n  t h e  c a s e  o f  

G ro u p  IV  i n f e c t i o n s  a n d . t h e  g r e a t e r  a g e  a t  d e a t h  

i m p l i e s  a l e s s e n e d  s e v e r i t y  o f  G r o u p  IV  p n e u m o n i a s  

p o s s i b l y  d u e  t o  a l o w e r  v i r u l e n c e  o f  G r o u p  IV 

p n e u m o c o c c i .  F u r t h e r  r e f e r e n c e  t o  t h i s  t a b l e  w i l l  

b e  m ade  i n  P a r t  IV .

F u r t h e r  e v i d e n c e  o f  t h e  i n f l u e n c e  o f  g e n e r a l  

c o n d i t i o n s  may b e  g i v e n  i n  t h e  f a c t  t h a t  t h e  p e r c e n t a g e  

i n c i d e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  v a r i e s  

f r o m  y e a r  t o  y e a r  i n  t h e  same p l a c e  a n d  v a r i e s  i n  t h e  

sam e  y e a r  i n  d i f f e r e n t  d i s t r i c t s  a n d  i n  d i f f e r e n t  

c o u n t r i e s .

The p o s s i b l e  i m p o r t a n c e  o f  l o c a l  o r  g e n e r a l  

c h a n g e s  i n  t h e  h o s t ' s  d e f e n c e  m e c h a n i s m  may b e  

e x e m p l i f i e d  b y  a s t u d y  o f  7 7  c a s e s  o f  p n e u m o c o c c a l



: v b '\

l o b a r  p n e u m o n i a  a d m i t t e d  t o  K n i g h t s w o o d  H o s p i t a l
"  4

d u r i n g  a n d  f o r  t h r e e  m o n t h s  a f t e r  t h e  I n f l u e n z a  

e p i d e m i c  o f  1 9 3 7 .  P r o m  T a h l e  I I I  i t  i s  s e e n  t h a t  

t h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  T y p e  I I  a n d  

T y p e  I I I  i n f e c t i o n s  w i t h  a m a r k e d  d e c r e a s e  i n  t h e  

i n c i d e n c e  o f  p n e u m o n i a  d u e  t o  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  

a n d  a s l i g h t l y  d e c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  G ro u p  IV  

i n f e c t i o n s .  T h e s e  r e s u l t s  a g r e e  w i t h  t h o s e  p u b l i s h e d  

b y  C h r i s t i e  a f t e r  t h e  1 9 3 3  e p i d e m i c .

TABLE I I I .

T y p e  I . T y p e  I I . T y p e  I I I G ro u p  IV.

Mo. o f  C a s e s . 1 4 4 0 6 17

% I n c i d e n c e .  
C h r i s t i e ’ s )

1 8 . 6 5 1 . 9 8 .1 2 2 .1

F i g u r e s .  ) 
A v e r a g e  % ) 
i n c i d e n c e  i n  )

2 3 .  3 5 3 .  3 1 1 . 7 1 1 . 7

p a s t  f o u r  ) 
y e a r s .  )

2 6 .  5 4 2 . 1
-----------------

5 . 9 2 5 .  5

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t ,  i n  a d d i t i o n  t o  

t h e  c h a n g e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  i n c i d e n c e  o f  t y p e s  i n  

t h e  l o b a r  p n e u m o n i a s  o f  t h e  I n f l u e n z a  e p i d e m i c ,  o t h e r  

d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d  w h i c h  a p p e a r e d  t o  i n d i c a t e  a n  

a l t e r a t i o n  i n  t h e  l o c a l  a n d  g e n e r a l  b o d y  d e f e n c e  

m e c h a n i s m .  Empyema w a s  a l e s s  common c o m p l i c a t i o n ,  

p o s s i b l y  d u e ,  h o w e v e r ,  t o  t h e  s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  

i n f e c t i o n s  d u e  t o  t h e  i n v a s i v e  T y p e  I  o r g a n i s m s  a n d  

s e r o u s  e f f u s i o n  w a s  m o r e  common a n d  o c c u r r e d  s o l e l y  

a f t e r  l o b a r  p n e u m o n i a  d u e  t o  Type  I I  p n e u m o c o c c i .  I n  

t h e  e a r l y  p a r t  o f  t h e  e p i d e m i c  T y p e  I I  i n f e c t i o n s  

w e r e  v e r y  s e v e r e  ( 1 2  c a s e s  w i t h  8 d e a t h s )  a n d  i n  t h e  

l a t t e r  p a r t  t h e  d e a t h  r a t e  a p p r o a c h e d  t h e  Z0%  a v e r a g e  

f o r  T y p e  I I  ( 2 8  c a s e s  w i t h  9 d e a t h s ) .  T h e r e  w a s  a n  

i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  d o u b l e  l o b a r  i n f e c t i o n s ,

30 .



e s p e c i a l l y  i n v o l v i n g  b o t h  b a s e s  a n d  a n  i n c r e a s e  o f  

c a s e s  d y i n g  o n  t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  d a y s  o f  t h e  

i l l n e s s .  H o a r s e n e s s  w a s  m u c h  m o r e  common d u r i n g  

a n d  a f t e r  t h e  i l l n e s s  a n d  L a r y n g e a l  D i p h t h e r i a ,  

u s u a l l y  a v e r y  r a r e  c o m p l i c a t i o n ,  o c c u r r e d  i n  f o u r

c a s e s ,  a n  i n c i d e n c e  o f  5 . 2 ^ .

G r i f f i t h ' s  t h e o r y  o n  t h e  m u t a t i o n  o f  t y p e s  

c e r t a i n l y  d e s e r v e s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  a n d  c o n s i d e r a ­

t i o n .  I t  i s  i m p o s s i b l e  t o  d o g m a t i s e  b u t  i n  a l l  t h e  

e x a m p l e s  d e s c r i b e d ,  a n d  i n  o t h e r  i n s t a n c e s  i n  w h i c h

d i f f i c u l t y  o c c u r r e d  i n  a s s i g n i n g  t o  t h e  d i f f e r e n t

t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  i s o l a t e d  t h e i r  e x a c t  i m p o r t a n c e  

i n  t h e  d i s e a s e  p r o c e s s ,  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  h i s  v i e w s  

p e r m i t t e d  o f  a  s i m p l e  a n d  l o g i c a l  r e a s o n i n g .  I t  i s  

n o t e w o r t h y  t o  o b s e r v e  t h a t  f u r t h e r  r e s e a r c h  i n  t h i s  

s u b j e c t  a p p e a r s  now t o  b e  p r o g r e s s i n g  a n d  w i t h i n  t h e  

p a s t  f e w  m o n t h s  B a r n e s  a n d  W r i g h t  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  

s p o n t a n e o u s  t r a n s f o r m a t i o n  o f  T y p e  V p n e u m o c o c c u s  t o  

T y p e  I I .

3 1 .



PART IV .

VIRULENCE TESTS.

5 2 .



I t  i s  a p p a r e n t  f r o m  a  s t u d y  o f  T a b l e  I I  t h a t  

l o b a r  p n e u m o n i a s  d u e  t o  i n f e c t i o n s  b y  T y p e  I  a n d  

G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  show  a l o w  m o r t a l i t y  r a t e  a n d  

t h a t  i n f e c t i o n s  d u e  t o  T y p e  I I  a n d  T ype  I I I  a r e  o f  

m u c h  g r a v e r  o u t l o o k .  The  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a v e r a g e  

s e v e r i t y  o f  t h e  i l l n e s s e s  c a u s e d  b y  t h e  d i f f e r e n t  

t y p e s  a r e  a p p a r e n t  t o  a l l  who h a v e  h a d  t h e  o p p o r t u n i t y  

o f  s t u d y i n g  p n e u m o c o c c a l  i n f e c t i o n s .  The  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  m o r t a l i t y  r a t e s  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  s o l e l y  b y  

t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a v e r a g e  a g e  o f  i n c i d e n c e  o f  

t h e s e  t y p e s  f o r  a t  a l l  a g e  g r o u p s  t h e  m o r t a l i t y  

r a t e s  a r e  h i g h e r  i n  T y p e  I I  a n d  T y p e  I I I  i n f e c t i o n s  

t h a n  i n  t h o s e  d u e  t o  T y p e  I  a n d  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i .

V i r u l e n c e  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  s e e  i f  i t  w a s  

p o s s i b l e  t o  e x p l a i n  t h i s  d i f f e r e n c e  b y  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  p n e u m o c o c c i  i n  s u s c e p t i b l e  

a n i m a l s .

T e c h n i q u e .

A f t e r  t h e  d e a t h  o f  a  s p u t u m - i n j e c t e d  m o u s e  t h e  

p n e u m o c o c c i  i n  t h e  p e r i t o n e a l  e x u d a t e  w e r e  t y p e d  a n d  

t h e  h e a r t  b l o o d  w a s  p l a t e d  o n  b l o o d  a g a r .  A f t e r  2 4  -  

36  h o u r s  a  c o l o n y  w a s  s u b c u l t u r e d  i n  6  cc. o f  H a r t l e y ' s  

b r o t h  a n d  a l l o w e d  t o  g r o w  f o r  1 5 - 1 8  h o u r s .  The g r o w t h  

w a s  t h e n  e x a m i n e d  a n d  c o n f i r m a t o r y  t y p i n g  p e r f o r m e d  i n  

t h e  c u l t u r e s  o f  T y p e s  I ,  I I  a n d  V I I  b y  S a b i n ' s  m e t h o d  

f o l l o w i n g  t h e  e a r l i e r  d i s c o v e r y  o f  G ro u p  IV  p n e u m o c o c c i  

o n  p l a t e s  c o n s i d e r e d  t o  c o n t a i n  o n l y  T y p e  I  o r  T y p e  I I  

p n e u m o c o c c i .  S u c c e s s i v e  d e c i m a l  d i l u t i o n s  o f  t h e  

c u l t u r e  w e r e  m a d e  i n  H a r t l e y ' s  b r o t h ,  u s i n g  0 . 3  cc .  o f  

t h e  c u l t u r e  t o  2 . 7  c c .  o f  b r o t h .  U s u a l l y ,  i n  t h e  c a s e  

o f  T y p e  I ,  I I  a n d  I I I  p n e u m o c o c c i ,  d i l u t i o n s  n u m b e r  7 ,

8  a n d  9 c o n t a i n i n g  1 0 - 7 , 1 0 - 8  a n d  1 0 - 5  CCi 0 f  t h e  

o r i g i n a l  c u l t u r e  w e r e  u s e d  a n d ,  i n  t h e  c a s e  o f  G ro u p



IV  p n e u m o c o c c i ,  d i l u t i o n s  n u m b e r  5 ,  6 a n d  7 w e r e  

u s e d .

Two p o u r e d  b l o o d  a g a r  p l a t e s  w e r e  t h e n  p r e p a r e d ,  

u s i n g  1 2  cc .  a g a r  t o  e a c h  o f  w h i c h  w a s  a d d e d  0 . 6  -  

0 . 7  cc.  d e f i b r i n a t e d  r a b b i t ’ s  b l o o d  p r e p a r e d  f r o m  t h e  

l a b o r a t o r y  r a b b i t s  o r  o b t a i n e d  f r o m  B u r r o u g h s  

W e l l c o m e  & C o .  F i n a l l y  w a s  a d d e d  0 . 5  cc.  o f  t h e  

d i l u t i o n  t o  b e  t e s t e d .  The  t h r e e  d i l u t i o n s  t h u s  

r e q u i r e d  s i x  p o u r e d  p l a t e s .

Two m i c e  w e r e  e a c h  t h e n  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  

w i t h  0 . 5  cc .  o f  a  d i l u t i o n ,  s i x  m i c e  t h u s  b e i n g  u s e d  t o  

e a c h  v i r u l e n c e  t e s t .

A f t e r  36 -  4 8  h o u r s  t h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  c o u n t e d  

a n d  a n  a v e r a g e  o f  t h e  c o u n t s  i n  t h e  tw o  p l a t e s  o f  e a c h  

d i l u t i o n  g a v e  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  n u m b e r  o f  p n e u m o c o c c i  

i n j e c t e d  i n t o  e a c h  m o u s e  f o r  e a c h  d i l u t i o n  u s e d .  On 

t h e  d e a t h  o f  a  m o u s e  t h e  p e r i t o n e a l  e x u d a t e  w a s  

e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  p n e u m o c o c c i  a n d  o n l y  on  

t h i s  p o s i t i v e  e v i d e n c e  w a s  d e a t h  c o n s i d e r e d  t o  b e  d u e  

t o  p n e u m o c o c c a l  i n v a s i o n .  '

T h i s  m e t h o d ,  t h o u g h  n o t  i d e a l ,  i s  c o n s i d e r e d  t o  

b e  s u f f i c i e n t l y  a c c u r a t e  f o r  t h e  p u r p o s e  a n d  l i t t l e  

d i s a p p o i n t m e n t  o c c u r r e d  i n  t h e  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  

t o  d i s c o u r a g e  i t s  c o n t i n u a n c e .

The r e s u l t s  w e r e  g e n e r a l l y  r e a d  a c c o r d i n g  t o  

t h e  m e t h o d  u s e d  b y  C o o p e r  a n d  g i v e n  i n  t h e  t a b l e  

b e l o w  b u t  i n  a n u m b e r  o f  c a s e s  d e a t h  o f  t h e  m i c e  

r e s u l t e d  f r o m  p n e u m o c o c c a l  i n v a s i o n  u p  t o  a p e r i o d  

o f  e i g h t  d a y s  a n d  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h i s  t a b l e  w as  

t h e n  u s e d  i n  t h e s e  c i r c u m s t a n c e s .



D e g r e e  o f  V i r u l e n c e . N u m b e r  o f  p n e u m a c o c c i  
r e q u i r e d  t o  k i l l  w i t h ­

i n  t h r e e  d a y s .

F u l l y .
V e r y  h i g h l y .
H i g h l y
M o d e r a t e l y

1 - 5  
5 - 5 0  

5 0  -  5 0 0  
5 0 0  -  5 0 0 , 0 0 0 .

R e s u l t s .

The  r e s u l t s  o f  s e v e r a l  e x p e r i m e n t s  a r e  g i v e n  a s  

e x a m p l e s  a n d  a p p e n d e d  o n  a c c o m p a n y i n g  p a g e s .  T h e s e  

r e s u l t s  s h o w  a v e r y  s a t i s f a c t o r y  d e g r e e  o f  a c c u r a c y  

i n  t h e  d i l u t i o n s  a n d  t h e  c l o s e  c o r r e s p o n d e n c e  o f  t h e  

c o u n t s  i n  t h e  t w o  p l a t e s  u s e d  f o r  e a c h  d i l u t i o n .

I n  t h e  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  t h e  v i r u l e n c e  o f  

G r o u p  IV  s t r a i n s  w a s  b e i n g  t e s t e d  i t  w a s  o c c a s i o n a l l y  

f o u n d  t h a t  o n l y  o n e  m o u s e  o f  t h e  p a i r  i n j e c t e d  d i e d  

o f  p n e u m o c o c c a l  i n v a s i o n  a n d  o c c a s i o n a l l y  o t h e r s  

i n j e c t e d  w i t h  a g r e a t e r  n u m b e r  o f  p n e u m o c o c c i  

s u r v i v e d .  I n  t h e s e  c a s e s  a c c u r a t e  e s t i m a t i o n  o f  t h e  

v i r u l e n c e  w a s  n o t  p o s s i b l e  o w i n g ,  a p p a r e n t l y ,  t o  t h e  

d i f f e r i n g  s u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  m i c e  u s e d .  The 

e x a m p l e s  g i v e n  show  i n s t a n c e s  o f  t h e s e  d i f f i c u l t i e s  

e n c o u n t e r e d  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t s .



TYPE I .

E x p 1 . 1 .  S o u r c e  -  em pyema p u s .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D ay .  E x a m i n a t i o n  o f
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

D i l u t i o n  9 1 7  a n d  1 2  1 5  S u r v i v e d  1 8 t h
" 8 87  a n d  1 0 6  9 6  "bo th  d i e d  6 t h  p o s i t i v e
" 7  7 6 3  a n d  8 2 4  7 9 3  " " 5 t h  "

______________________C l a s s i f i e d  -  H i g h l y  v i r u l e n t . _______________________

E x p t .  I I . S o u r c e  -  empyema p u s .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D a y .  E x a m i n a t i o n  o f
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .

D i l u t i o n  9 1 0  a n d  6 8 "bo th  d i e d  3 r d .
& 4 t h .  p o s i t i v e

" 8 4 8  a n d  6 2  5 5  " " 6 t h .
& 7 t h .  "

"  7 4 4 6  a n d  4 8 1  4 6 3  " " 4 t h  "

______________________C l a s s i f i e d  -  V e r y  h i g h l y  v i r u l e n t . ______________

E x p t .  I l l . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D ay .  E x a m i n a t i o n  o f
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .

D i l u t i o n  9 36  a n d  36  36  b o t h  d i e d  6 t h
& 8 t h  p o s i t i v e .

" 8 1 5 0  a n d  1 8 2  1 6 6  " " 5 t h
& 6 t h .  "

» 7 o v e r  1 , 0 0 0  -  "  " 6 t h  "

______________________C l a s s i f i e d  -  H i g h l y  v i r u l e n t . _____________________

E x p t .  I V . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D ay .  E x a m i n a t i o n  o f
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

D i l u t i o n  9 0  a n d  0 0 s u r v i v e d  1 4 t h .
" 8 0  a n d  0  0 " "  "
" 7 1  a n d  1 1 b o t h  d i e d  3 r d .

& 7 t h .  p o s i t i v e .  
 C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t . _______________________

E x p t .  V.  S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D ay .  E x a m i n a t i o n  o f
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
D i l u t i o n  9 0 a n d  7 3 b o t h  d i e d  4 t h

& 8 t h .  p o s i t i v e .

"  8 2 2  a n d  4 4  3 3  " " 6 t h
& 9 t h .  "

" 7 3 0 7  a n d  3 23  5 1 5  " " 5 t h
& 6 t h .  "

C l a s s i f i e d  -  H i g h l y  v i r u l e n t ^   ----------------------------
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E x p t .  V I .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D a y .  E x a m i n a t i o n  o f
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .

D i l u t i o n  9 3 a n d  7 5 D o t h  d i e d  5 t h
& 6 t h  p o s i t i v e .

"  8 37  a n d  51  4 4  "  " 6 t h  "

" 7 3 9 2  a n d  4 2 1  4 0 6  " " 5 t h  "

_________________ C l a s s i f i e d  -  V e r y  h i g h l y  v i r u l e n t . ___________________



TYPE I I .

E x p t .  V I I . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  Day .
a g e .

D i l u t i o n  6 1 a n d  0

5
4

7 a n d  9 
8 2  a n d  9 4

1 b o t h  d i e d  3 r d  & 
7 t h

8 " " 2 n d .
8 8  " " 2 n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i .

p o s i t i v e .it

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  V I I I . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  c o u n t s .  A v e r -  M i c e .  D ay .
a g e .

D i l u t i o n  9 .
"  8
i t  7

2 a n d  3 
2 4  a n d  31 
o v e r  2 00

2 b o t h  d i e d  
27  11 "

n  it

2 n d .
2n d .
2n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i .

p o s i t i v e .
H

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  IX . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

M i c e .  D ay .C o l o n y  
c  o u n t  s .

D i l u t i o n  9 0 a n d  0

8
7

0 a n d  0 
0 a n d  1

A v e r ­
a g e .

0

0
1

b o t h  o v e r  
s u r v i v e d  1 4 t h .

ii

i i 2n d .  & 
3 r d .

C l a s s i f i e d ,  F u l l y  v i r u l e n t . ______

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i .

p o s i t i v e .

E x p t .  X.

D i l u t i o n  7 
" 6
" 5

S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

M i c e .  Day .C o l o n y  
c  o u n t  s .

1 a n d  5 
1 5  a n d  29 
o v e r  200

A v e r ­
a g e .

3
22

b o t h  d i e d  2 n d .  
"  " 2 n d ,
I f  f f

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i ,  

p o s i t i v e .

2n d .

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X I .

D i l u t i o n  5 
" 5
« 4

S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

M i c e .  D ay .C o l o n y
c o u n t s .

1 3  a n d  8 
53  a n d  61 
o v e r  500

A v e r ­
a g e .

10
57

b o t h  d i e d  2 n d .  
" 2 n d .

" " 2 n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i ,  

p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X I I .  S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  
c o u n t  s .

A v e r -

D i l u t i o n  8 
" 7
» 6

9 a n d  4  6
4 2  a n d  51 4 6
a p p r o x . 4 0 0  -

M i c e .  D ay .

b o t h  d i e d  2 n d .  
" " 2 n d .
» " 2 n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i . 

p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

3 8 .



TYPE I I I .

E x o t . X I I I .  S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

M i c e  D ay .

D i l u t i o n  7 
"  6
" 5

C o l o n y
c o u n t s .

1 a n d  2 
6 a n d  9

A v e r ­
a g e .

1
7

b o t h  d i e d  
i i  i i

2n d .
2n d .
2n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i . 

p o s i t i v e .

4 2  a n d  4 7  4 4  "  "

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X IV . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

D ay .

D i l u t i o n  7 
" 6

C o l o n y  
c o u n t s .

1 a n d  3 
9 a n d  24

A v e r ­
a g e .

2
16

M i c e .

b o t h  d i e d
i i  i i

i i 5 8 6  a n d  9 6  9 2

2n d .
2n d .
2n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i . 

p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  XV. S o u r c e  -  s p u t u m ,  b r o n c h o  p n e u m o n i a .

D i l u t i o n  6 
" 5
» 4

C o l o n y  
c o u n t s .

8 a n d  3 
27  a n d  31 
o v e r  2 0 0

A v e r ­
a g e .

5 
29

M i c e .

b o t h  d i e d
i t  i i  

i i  i t

Day.

2 n d .
2n d .
2n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i . 

p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t

E x p t .  XVI. S o u r c e  •-  em pyema p u s .

C o l o n y A v e r -  M i c e .  D ay .  E x a m i n a t i o n  o f
c o u n t  s . a g e .  . e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

D i l u t i o n  7 0 a n d  0 0 b o t h  s u r v i v e d  1 4 t h
" 6 0 a n d  0 0 11 " " -

" 5 5 a n d  2 3 b o t h  d i e d  2 n d .  p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X V I I . S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

M i c e .  Day.C o l o n y  
c o u n t  s .

A v e r ­
a g e .

D i l u t i o n  9 3 a n d  5
" 8 37  a n d  41
" 7 o v e r  300

4  b o t h  d i e d  2nd .  
39 " " 2 n d .

2n d .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i . 

P o s i t i v e .

i i

C l a s s i f i e d  -  F u l l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X V I I I .

C o l o n y
c o u n t s .

S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

M i c e .  D ay .

D i l u t i o n  9 0 a n d  0
" 8 0  a n d  0
" 7 0 a n d  2

A v e r -  M i c e .  D ay .  E x a m i n a t i o n  o f  
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

0 b o t h  s u r v i v e d  14-th .
Q  II I I  I I  II

1 b o t h  d i e d  2 n d .  p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  P u l l y  v i r u l e n t .



GROUP I V . V:'-

E x p t .  XIX. S o u r c e  -  s p u t u m ,  b r o n c h i e c t a s i s .

M i c e

D i l u t i o n  6 
"  5
» 4

C o l o n y
c o u n t s .

2  a n d  1 
8 a n d  6 

6 1  a n d  63

A v e r -  M i c e  D a y .  E x a m i n a t i o n  o f  
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

b o t h  s u r v i v e d  1 4 t h
i i  i t  i i  i i

1
7

6 2 b o t h  d i e d  2 n d .  p o s i t i v e .  

C l a s s i f i e d  -  H i g h l y  v i r u l e n t .

E x p t .  XX. S o u r c e  - s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y A v e r -  M i c e D ay . E x a m i n a t i o n  o f
c o u n t s . a g e . e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .

D i l u t i o n  7 11 a n d  13 1 2  b o t h  d i e d 9 t h  & N e g a t i v e
1 1 t h . t*

" 6 6 7  a n d  7 2 6 9  " " ( 1 ) 3 r d . p o s i t i v e .
( 2 ) 6 t h n e g a t i v e .

" 5 o v e r  5 0 0 _ ii ir 3 r d  &
6 t h p o s i t i v e .

C l a s s i f i e d  -  H i g h l y  v i r u l e n t .

Exp t . X X I . S o u r c e  - s p u t u m ,  m i l d  i n f l u e n z a .

C o l o n y A v e r -  M i c e . D ay . E x a m i n a t i o n  o f
c o u n t  s . a g e . e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
D i l u t i o n  7 9 a n d  7 8 b o t h  d i e d 2n d . p o s i t i v e .

" 6 6 3  ‘ a n d  53 5 8  " " 2 n d . i i

" 5 o v e r  5 0 0 _ » '* 2 n d . i i

C l a s s i f i e d  -  V e r y  h i g h l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X X I I . S o u r c e  - s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y
c o u n t s .

A v e r ­
a g e .

M i c e .  D ay .

o v e r
D i l u t i o n  6 1 0 0  & 1 0 4  1 0 2  b o t h  s u r v i v e d  1 8 t h

" 5 a p p r o x . 1 0 0 0 . 1 0 0 0  b o t h  d i e d .  6 t h
" 4  -  " " 6 t h  &

7 t h .
____________________ C l a s s i f i e d  -  M o d e r a t e l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X X I I I . S o u r c e  -  s p u t u m ,  b r o n c h i t i s .

M i c e .  D ay .

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i .

p o s i t i v e .

i i

C o l o n y
c o u n t s .

A v e r ­
a g e .

o v e r
D i l u t i o n  6 237  & 2 7 6  2 5 5  b o t h  s u r v i v e d  1 4 t h .

"  5 a p p r o x . 2 0 0 0 . 2 0 0 0  b o t h  d i e d  ( 1 )  7 t h .
( 2 )  9 t h .

» 4  -  "  " 6 t h

E x a m i n a t i o n  o f  
e x u d a t e  f o r  
p n e u m o c o c c i .

p o s i t i v e .
n e g a t i v e .
n e g a t i v e .

C l a s s i f i e d  -  M o d e r a t e l y  v i r u l e n t .



E x p t .  XX IV .

D i l u t i o n  6 .  

" 5 .

S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a ,

C o l o n y
c o u n t s .

3 2 6  & 3 7 2 .

a p p r o x . 3 0 0 0 .

A v e r -  M i c e .  D a y .  E x a m i n a t i o n  o f  
a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
3 49  b o t h  s u r v i v e d  o v e r

1 4 t h .
3 0 0 0  " " " "

-  b o t h  s u r v i v e d  "  "

C l a s s i f i e d  -  S l i g h t l y  v i r u l e n t .



TYPE V I I .

E x p t .  XXV. S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  A v e r -  M i c e  Day  E x a m i n a t i o n  o f  
c o u n t s .  a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

D i l u t i o n  8 .  23  & 1 8  20  b o t h  s u r v i v e d  1 4 t h .
" 7 .  1 0 8  & 1 3 7  1 2 2  o n e  d i e d  7 t h .  p o s i t i v e .
" 6 .  o v e r  1 0 0 0  o v e r )  b o t h

1 0 0 0 ) s u r v i v e d

 ___________________ C l a s s i f i e d  -  M o d e r a t e l y  o r  s l i g h t l y  v i r u l e n t .

E x p t .  XXVI. S o u r c e  . s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  A v e r -  M i c e  Day  E x a m i n a t i o n  o f
c o u n t s .  a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .

D i l u t i o n  6 3 0  & 26  2 8  b o t h  d i e d  1 0 t h  & 1 6 t h .  n e g a t i v e .
" 5 o v e r  2 0 0 .  2 0 0  " " 1 3 t h  & 1 4 t h .  "
" 4  o v e r  2 0 0 0 . 2 0 0 0  " " 1 5 t h  a n d  1 6 t h .  "

 _________________C l a s s i f i e d  -  M o d e r a t e l y  o r  s l i g h t l y  v i r u l e n t .

E x p t .  X X V I I . S o u r c e  -  s p u t u m ,  b r o n c h i t i s .

C o l o n y  A v e r -  M i c e  D ay  E x a m i n a t i o n  o f
c o u n t s .  a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

D i l u t i o n  7 .  1 6 4  & 1 2 8 .  1 4 6 .  b o t h  s u r v i v e d  1 4 t h .

» 6 .  o v e r  1 0 0 0  " "  » "

" 5 .  a p p r o x . 1 0 , 0 0 0  o n e  d i e d  2 n d .  p o s i t i v e .

 ___________________ C l a s s i f i e d  -  M o d e r a t e l y  v i r u l e n t . __________________

E x p t .  X X V I I I .  S o u r c e  -  s p u t u m ,  l o b a r  p n e u m o n i a .

C o l o n y  A v e r -  M i c e  D ay  E x a m i n a t i o n  o f
c o u n t s .  a g e .  e x u d a t e  f o r

p n e u m o c o c c i .
o v e r

D i l u t i o n  6 87 a n d  7 6 .  81 b o t h  s u r v i v e d  1 4 t h .

» 5 o v e r  5 0 0  " " " "

" 4  o v e r  5 , 0 0 0  " " "  "

____________________ C l a s s i f i e d  -  M o d e r a t e l y  o r  s l i g h t l y  v i r u l e n t .



S i x  e x a m p l e s  a r e  g i v e n  o f  T y p e s  I ,  I I ,  I I I  a n d  

G r o u p  IV  a n d  t h e  d e t a i l s  o f  t h e  v i r u l e n c e  t e s t s  

p e r f o r m e d  o n  t h e  T y p e  V I I  s t r a i n s  i d e n t i f i e d  "by 

S a t i n ' s  m e t h o d  a r e  a l s o  i n c l u d e d .

A t o t a l  o f  7 7  v i r u l e n c e  t e s t s  w a s  p e r f o r m e d  a n d  

t h e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  IV .

TABLE I V .

D e g r e e  o f  
V i r u l e n c e .

T y p e
I .

T y p e
I I .

Ty p e
I I I .

T ype
V I I .

G ro u p
IV.

P u l l y
v i r u l e n t . 3 . 1 3 . 1 5 . 2 .

V e r y  h i g h l y  
v i r u l e n t . 8 . 2 .

H i g h l y
v i r u l e n t . 3 . 7 .

M o d e r a t e l y  
o r  S l i g h t l y  
v i r u l e n t . 4 . 2 0 .

T o t a l : - 1 4 . 1 3 . 1 5 . 4 . 3 1 .

I n  many  o f  t h e  e x a m p l e s  g i v e n ,  t h e  c o l o n y  c o u n t s  

i n  t h e  d e c i m a l  d i l u t i o n s  a r e  m o r e  o f t e n  a p p r o x i m a t e l y  

o n e - e i g h t h  o f  t h e  c o u n t  o f  t h e  n e x t  l o w e r  d i l u t i o n .

T h i s  i s  p e r h a p s  a c c o u n t e d  f o r  b y  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

v i g o r o u s  s h a k i n g  t o  w h i c h  d i l u t i o n  t u b e s  w e r e  s u b j e c t e d  

r e s u l t e d  i n  t h e  b r e a k i n g  u p  o f  some c h a i n s  a n d ,  i n  t h e  

c a s e  o f  t h e  h i g h e r  c o u n t s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

g r e a t e r  s e p a r a t i o n  o f  c o l o n i e s  e n c o u r a g e d  t h e  g r o w t h  

o f  l e s s  v i a b l e  o r g a n i s m s - .

I t  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  t h a t  T ype  I  p n e u m o c o c c i  

a r e  f u l l y  v i r u l e n t .  C h r i s t i e  f o u n d  t h a t  t h e  f o u r  

s t r a i n s  i n v e s t i g a t e d  b y  h i m  w e r e  f u l l y  v i r u l e n t  b u t  

T a b l e  IV  s h o w s  t h a t  o n l y  a p p r o x i m a t e l y  2 0 % w e r e  f u l l y  

v i r u l e n t  a n d  o v e r  h a l f  w e r e  v e r y  h i g h l y  v i r u l e n t ,  t h e  

r e m a i n i n g  20%  b e i n g  h i g h l y  v i r u l e n t .  I t  i s  s e e n  f r o m



t h e  e x a m p l e s  g i v e n ,  t h a t ,  e v e n  i n  f a i r l y  l o w  d i l u t i o n s

c o n t a i n i n g  a h u n d r e d  o r  m o r e  c o l o n i e s  i n  e a c h  0 . 5  c c .  

i n j e c t e d ,  t h e  m i c e  s u r v i v e d *  f o r  m a n y  d a y s  i n  some 

e x p e r i m e n t s .  T h i s  f a c t  w a s  a l s o  n o t e d  h y  C r u i k s h a n k .

P rom  a s t u d y  o f  t h e  i n c i d e n c e  o f  b a c t e r a e m i a  i n  

l o b a r  p n e u m o n i a  d u e  t o  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  

p n e u m o c o c c i  C r u i k s h a n k  c o n s i d e r s  t h a t  T y p e  I ,  a s  

i n d i c a t e d  b y  i t s  f r e q u e n t  p r e s e n c e  i n  t h e  b l o o d  s t r e a m ,  

h a s  g r e a t e r  i n v a s i v e  p r o p e r t i e s  t h a n  t h e  o t h e r  t y p e s  

a n d  p o s s e s s e s  l e s s  t o x i g e n i c i t y .  The  r e s u l t s  o f  t h e  

t h i r t e e n  v i r u l e n c e  t e s t s  a l s o  t e n d  t o  s u p p o r t  t h i s  

v i e w .

T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  w e r e  f u l l y  v i r u l e n t  i n  a l l  

s t r a i n s  i n v e s t i g a t e d ,  t h e  m i c e  d y i n g  i n  3 6 - 6 0  h o u r s  

e v e n  a f t e r  t h e  i n j e c t i o n  o f  d i l u t i o n s  c o n t a i n i n g  o n l y  

o n e  o r  tw o  p n e u m o c o c c i .

A l l '  T y p e  I I I  s t r a i n s  w e r e  f u l l y  v i r u l e n t ,  m o r e  s o ,  

i f  p o s s i b l e ,  t h a n  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  s i n c e  m i c e  

i n j e c t e d  w i t h  t h e  h i g h e s t  p o s s i b l e  d i l u t i o n  d i e d  

w i t h i n  3 0 - 4 8  h o u r s .  C h r i s t i e  f o u n d  t h a t  s e v e n  s t r a i n s  

o f  t h e  e l e v e n  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  i n v e s t i g a t e d  b y  h i m  

w e r e  n o t  q u i t e  f u l l y  v i r u l e n t  a n d  B l a k e  s t a t e d  t h a t  

T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  may b e  l e s s  v i r u l e n t  t h a n  i s  

u s u a l l y  c o n s i d e r e d ,  t h e  h i g h  d e a t h  r a t e  i n  T y p e  I I I  

i n f e c t i o n s  b e i n g  d u e  t o  t h e  g r e a t e r  a g e  a t  w h i c h  t h e s e  

i n f e c t i o n s  o c c u r r e d  b u t  C r u i k s h a n k  f o u n d  t h a t  t h e  

d e a t h  r a t e  f o r  T y p e  I I I  i n f e c t i o n s  w a s  g r e a t e r  a t  a l l  

a g e  g r o u p s  t h a n  t h a t  o f  o t h e r  t y p e s  a n d  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  f i f t e e n  v i r u l e n c e  t e s t s  a r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  

t h i s  o p i n i o n .

T y p e  V I I  s t r a i n s  a p p e a r  t o  b e  o f  l o w  v i r u l e n c e .

G ro u p  IV  p n e u m o c o c c i  a r e  o f  many t y p e s  a n d  show  

d i f f e r i n g  d e g r e e s  o f  v i r u l e n c e .  Some p o s s e s s  maximum



v i r u l e n c e  a n d  o t h e r s  c o n s i d e r a b l y  l e s s ,  m a n y  b e i n g  o f  

l o w  v i r u l e n c e .  I n  m a n y  v i r u l e n c e  t e s t s  p e r f o r m e d  o n  

G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  i t  w a s  f r e q u e n t l y  f o u n d  t h a t  

a l t h o u g h  t h e  m i c e  d i e d  i n  s i x  o r  m o r e  d a y s ,  e x a m i n a ­

t i o n  o f  t h e  p e r i t o n e a l  e x u d a t e  f a i l e d  t o  r e v e a l  t h e  

p r e s e n c e  o f  p n e u m o c o c c i .  P o s s i b l y  a c h r o n i c  s e p t i c a e m i a  

w a s  c a u s e d  i n  t h e s e  c a s e s ,  p e r h a p s  i n  t h e  n a t u r e  o f  a n  

i n f e c t i v e  e n d o c a r d i t i s .

T he  77  s t r a i n s  o f  p n e u m o c o c c i  i n v e s t i g a t e d  w e r e  

m a i n l y  r e c o v e r e d  f r o m  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  l o b a r  

p n e u m o n i a  o r  i t s  d i r e c t  c o m p l i c a t i o n s  b u t  i n  some 

c a s e s ,  p a r t i c u l a r l y  i n  T y p e  I I I  a n d  G r o u p  I V ,  w e r e  

r e c o v e r e d  f r o m  m u c h  m i l d e r  i n f e c t i o n s .  T he  r e s u l t s  

t e n d  t o  show  t h a t ,  n o  m a t t e r  w h a t  t h e  s o u r c e ,  t h e  

v i r u l e n c e  r e m a i n s  u n a l t e r e d .

I n  many  o r g a n i s m s  i t  i s  i m p o s s i b l e  t o  i n c r e a s e  

t h e  v i r u l e n c e  b y  p a s s a g e  t h r o u g h  s u s c e p t i b l e  a n i m a l s  

( W e b s t e r ) .  T h i s  a p p e a r s  t o  b e  t h e  c a s e  w i t h  r e f e r e n c e  

t o  p n e u m o c o c c i  n e w l y  i s o l a t e d  f r o m  m an .  The  p n e u m o c o c c u s  

i n v e s t i g a t e d  i n  E x p t .  XXIV w a s  p a s s a g e d  t h r o u g h  m i c e  on  

e i g h t  o c c a s i o n s  w i t h o u t  a n y  a l t e r a t i o n  o c c u r r i n g  i n  i t s  

v i r u l e n c e  f o r  m i c e .

L o s s  o f  v i r u l e n c e ,  h o w e v e r ,  a p p a r e n t l y  o c c u r s  on  

r e p e a t e d  s u b c u l t u r e .  • A T y p e  I  s t r a i n  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  L i s t e r  I n s t i t u t e ,  p r o b a b l y  m a i n t a i n e d  i n  s u b c u l t u r e  

f o r  a l o n g  t i m e ,  w a s  f o u n d  t o  k i l l  m i c e  o n l y  b y  t h e  

i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  o f  b r o t h  c o n t a i n i n g  o v e r  

1 , 0 0 0  p n e u m o c o c c i .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  a T y p e  I I  

s t r a i n  s u b c u l t u r e d  o n  b l o o d  a g a r  a t  i n t e r v a l s  o f  

f o u r  d a y s  f o r  f o u r  m o n t h s  w a s  s t i l l  f u l l y  v i r u l e n t  

f o r  m i c e  a t  t h e  e n d  o f  t h i s  t i m e .  By t h e  E o s i n  R e l i e f  

m e t h o d  o f  c a p s u l e  d e m o n s t r a t i o n  t h e  T y p e  I  s t r a i n  h a d  

o n l y  a v e r y  p o o r  c a p s u l e  w h e r e a s  t h e  T y p e  I I



p n e u m o c o c c u s  h a d  s t i l l  a  l a r g e  c a p s u l e .  The  r e l a t i v e l y  

l o w  v i r u l e n c e  o f  T y p e  I  o r g a n i s m s  i n  t h e  v i r u l e n c e  

t e s t s  d e t a i l e d  a b o v e  c o u l d  n o t  b e  a t t r i b u t e d  t o  t o o  

l o n g  m a i n t e n a n c e  i n  a r t i f i c i a l  c u l t u r e  s i n c e  t h e  

t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h i n  2 4  -  4 8  h o u r s  o f  i s o l a t i o n  

f r o m  t h e  h e a r t  b l o o d  o f  m i c e  i n j e c t e d  w i t h  s p u t u m .

A c o m p a r i s o n  o f  T a b l e s  I I  a n d  I I I  a n d  t h e  

r e s u l t s  o f  t h e  v i r u l e n c e  t e s t s  j u s t i f i e s  c e r t a i n  

c o n c l u s i o n s : -

T h e  g r e a t e r  i n v a s i v e n e s s  o f  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  

p r o b a b l y  a c c o u n t s  f o r  t h e  g r e a t e r  i n c i d e n c e  i n  y o u n g  

p e r s o n s  a n d  t h e  l o w  d e a t h  r a t e  i n  t h e s e  i n f e c t i o n s  i s  

d u e  t o  t h e  g o o d  c o n d i t i o n  o f  t h e  p a t i e n t s  a n d  t h e  

r e l a t i v e l y  l o w  v i r u l e n c e  a n d  t o x i g e n i c i t y  o f  t h e  

p n e u m o c o c c u s .

T y p e  I I  a n d  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  a r e  o f  maximum 

v i r u l e n c e  a n d  t h e  g r e a t e r  a g e  o f  t h e  p a t i e n t s  i s  a n  

a d d e d  f a c t o r  i n  t h e  h i g h  d e a t h  r a t e s  i n  t h e s e  i n f e c ­

t i o n s .

G r o u p  IV  s t r a i n s  a r e  g e n e r a l l y  o f  l o w  v i r u l e n c e  

w i t h  l i t t l e  t o x i g e n i c i t y  a n d  t h e  d e a t h  r a t e  i n  

p n e u m o n i a  c a u s e d  b y  t h e s e  s t r a i n s  i s  l o w  e x c e p t  i n  

o l d e r  p e o p l e  w i t h  l e s s e n e d  r e s i s t a n c e .
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I n  p r e c e d i n g  p a g e s  t h e  E o s i n  R e l i e f  m e t h o d  o f  

c a p s u l e  d e m o n s t r a t i o n  h a s  f r e q u e n t l y  b e e n  m e n t i o n e d .

The  r e s u l t s  o f  t h e  u s e  o f  t h i s  m e t h o d  a r e  i n c o r p o r a t e d  

i n  P a r t  V I  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  a n d  t h e  c o m p a r a t i v e l y  

r e c e n t  d i s c o v e r y  o f  t h i s  m e t h o d  o f  c a p s u l e  d e m o n s t r a ­

t i o n  a l s o  j u s t i f i e s  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e  a n d  

r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  i t s .  u s e .

T he  g e n e r a l  m e t h o d s  u s e d  f o r  t h e  d e m o n s t r a t i o n  

o f  c a p s u l e s  i n v o l v e  t h e  s t a i n i n g  o f  t h e  c a p s u l e  a n d  

n e c e s s i t a t e d  t h e  u s e  o f  s p e c i a l  s t a i n s  a n d  u s u a l l y  

r e q u i r e d  a c o n s i d e r a b l e  d e g r e e  o f  s k i l l .  T he  E o s i n  

R e l i e f  m e t h o d  i s  e a s y  a n d  r a p i d  t o  p e r f o r m  a n d  t h e  

s t a i n s  u s e d  a r e  s i m p l e  i n  p r e p a r a t i o n .

T e c h n i q u e .

T he  s p e c i a l  s t a i n s  r e q u i r e d  a r e  ( 1 ^  D i l u t e  ( l / i o )  

C a r b o l  F u c h s i n  a n d  ( 2 )  1 0 %  s o l u t i o n  o f  E o s i n .  By m e a n s  

o f  a s m a l l  p l a t i n u m  l o o p ,  o n e  l o o p f u l  o f  t h e  m a t e r i a l  

t o  b e  e x a m i n e d  e . g .  c u l t u r e  o f  p n e u m o c o c c i  o r  t h e  

p e r i t o n e a l  w a s h i n g s  o f  a  m o u s e  i n j e c t e d  w i t h  s p u t u m ,  

i s  p l a c e d  o n  a s l i d e  a n d  t o  i t  i s  a d d e d  a l o o p f u l  o f  

t h e  D i l u t e  C a r b o l  F u c h s i n .  T h i s  i s  a l l o w e d  t o  a c t  f o r  

•g- -  1 m i n u t e  a n d  t h e n  o n e  l o o p f u l  o f  E o s i n  s o l u t i o n  i s  

a d d e d .  By m e a n s  o f  a  p i e c e  o f  c i g a r e t t e  p a p e r ,  o r  a n y  

t h i n ,  s t r a i g h t - e d g e d  p a p e r ,  t h i s  s m a l l  a m o u n t  o f  f l u i d  

i s  d r a w n  e v e n l y  o v e r  t h e  s l i d e  a n d  a l l o w e d  t o  d r y .  I t  

i s  t h e n  e x a m i n e d  m i c r o s c o p i c a l l y  u s i n g  t h e  o i l  i m m e r s i o n  

l e n s .

Re s u l t  s .

The  d i l u t e  C a r b o l  F u c h s i n  s t a i n s  t h e  b o d i e s  o f  

t h e  p n e u m o c o c c i  a n d  t h e  E o s i n  f o r m s  a n  e v e n ,  r e d  b a c k ­

g r o u n d  a r o u n d  t h e  o r g a n i s m s  l e a v i n g  t h e  c a p s u l e  u n s t a i n e d  

a n d  d e m o n s t r a t e d  a s  a c l e a r  a r e a  r o u n d  t h e  d e e p l y  s t a i n e d  

b o d y .  The c o n t r a s t  i s  v e r y  m a r k e d  a n d  s t r i k i n g .



I t  s o o n  b e c a m e  p o s s i b l e  t o  d i f f e r e n t i a t e  w i t h  

g r e a t  a c c u r a c y  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i .

I t  w a s  w h i l s t  u s i n g  t h i s  m e t h o d  a s  r o u t i n e  i n  t h e  

e x a m i n a t i o n  o f  t h e  p e r i t o n e a l  w a s h i n g s  o f  s p u t u m  

i n j e c t e d  m i c e  t h a t  t h e  s i m u l t a n e o u s  p r e s e n c e  o f  tw o  

d i f f e r e n t  t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  w a s  d e t e c t e d  a n d  l a t e r  

p r o v e d  b y  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  c o l o n i e s  g r o w i n g  on 

b l o o d  a g a r  a f t e r  s p r e a d i n g  w i t h  m o u s e  h e a r t  b l o o d .

T y p e  I  p n e u m o c o c c i ,  e x a m i n e d  b y  t h i s  m e t h o d ,  

r e v e a l  a  m o d e r a t e l y  l a r g e ,  f a i r l y  w e l l - d e f i n e d  

c a p s u l e  o f  v e r y  s l i g h t l y  p i n k  c o l o u r  a n d  o f t e n  a p p e a r  

i n  c h a i n s .  The  c h a i n  a p p e a r a n c e ,  w h e n  p r e s e n t  i s  

h i g h l y  c h a r a c t e r i s t i c ,  h a v i n g  a n  a p p e a r a n c e  s u g g e s t i v e  

o f  a  c o n c e r t i n a  -  t h e  b o d i e s  a r e  c l o s e  t o g e t h e r ,  t h e  

m a r g i n s  o f  t h e  c a p s u l e  s c a l l o p e d  a n d  d a r k  t r a n s v e r s e  

b a n d s  t r a v e r s e  t h e  c a p s u l e  b e t w e e n  t h e  i n d e n t a t i o n s .

I n  d i p l o c o c c a l  f o r m  t h e  c a p s u l e  a n d  b o d y  a p p e a r  r a t h e r  

p o i n t e d  a n d  t h e  t r a n s v e r s e  m a r k i n g  i s  u s u a l l y  w e l l  

m a r k e d .  T h o u g h  u s u a l l y  m o d e r a t e l y  l a r g e ,  d e f i n i t e  

d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t e d  i n  t h e  s i z e  o f  t h e  c a p s u l e .

T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  show v e r y  l a r g e ,  w h i t e  

c a p s u l e s ,  o f t e n  w i t h  b u l b o u s  e n d s ,  t h i s  l a t t e r  

a p p e a r a n c e  b e i n g  h i g h l y  c h a r a c t e r i s t i c .  T r a n s v e r s e  

m a r k i n g s  a r e  n o t  p r e s e n t .

T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  d o  n o t  show  t h e  p a l e  o r  

w h i t e  c a p s u l e  b u t  a  s m o o t h  r e d  h a l o  s u r r o u n d s  a 

r a t h e r  l a r g e ,  r o u n d e d  b o d y  a n d  m e r g e s  r a t h e r  g r a d u a l l y  

i n t o  t h e  s l i g h t l y  g r a n u l a r  E o s i n  b a c k g r o u n d .

G ro u p  IV  p n e u m o c o c c i ,  b e i n g  o f  m any  t y p e s ,  show 

c o n s i d e r a b l e  d i f f e r e n c e  i n  a p p e a r a n c e .  I t  may b e  

s t a t e d  g e n e r a l l y  t h a t  t h e  c a p s u l e  i s  r a t h e r  s m a l l ,  

o f  l i g h t  r e d  a p p e a r a n c e  a n d  o c c a s i o n a l l y  i s  s u r r o u n d e d  

b y  a t h i n  c l e a r  a r e a  p e r h a p s  r e s u l t i n g  f r o m  r e t r a c t i o n



o f  t h e  E o s i n  b a c k g r o u n d  f r o m  t h e  c a p s u l e  b u t  n o t  

n o t i c e d  i n  o t h e r  t y p e s .  T h e  b o d i e s  a r e  u s u a l l y  m uch  

s m a l l e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  o t h e r  t y p e s .

T y p e  V I I  p n e u m o c o c c i  p o s s e s s  t h e  g e n e r a l  

c h a r a c t e r s  o f  G r o u p  I V .

T i n t e d  d r a w i n g s  o f  e x a m p l e s  o f  t h e  d i f f e r e n t  

t y p e s  o f  p n e u m o c o c c i  a s  s e e n  u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e  

a r e  g i v e n  t o  i l l u s t r a t e  t h e i r  d i f f e r e n t  c h a r a c t e r i s t i c s

T h i s  m e t h o d  w a s  a l s o  h i g h l y  s a t i s f a c t o r y  i n  t h e  

d e t e c t i o n  o f  P r i e d l a n d e r ' s  b a c i l l u s  o c c a s i o n a l l y  

f o u n d  i n  t h e  p e r i t o n e a l  e x u d a t e  o f  m i c e  i n j e c t e d  w i - th  

s p u t u m  o f  I n f l u e n z a  p a t i e n t s .  On o n e  o c c a s i o n  t h e  

p e r i t o n e a l  e x u d a t e  o f  a  m o u s e  i n j e c t e d  w i t h  s p u t u m  o f  

a n  I n f l u e n z a  p a t i e n t  s h o w e d  a n  a l m o s t  p u r e  c o l l e c t i o n  

l a r g e - c h a i n e d  s t r e p t o c o c c i  p o s s e s s i n g  a d e f i n i t e ,  

f a i r l y  l a r g e  w h i t e  c a p s u l e .  A p u r e  g r o w t h  o f  m a r k e d l y  

h a e m o l y t i c  c o l o n i e s  w i t h  t y p i c a l  s t r e p t o c o c c a l  a p p e a r ­

a n c e  r e s u l t e d  o n  p l a t i n g  t h e  h e a r t  b l o o d  o n  b l o o d  a g a r .  

T h e s e  o r g a n i s m s  d i d  n o t  a g g l u t i n a t e  i n  a n t i p n e u m o c o c c a l  

s e r u m  a n d  H a r t l e y ' s  b r o t h  s u b c u l t u r e s  w e r e  n o t  b i l e -  

s o l u b l e .

The  p e r i t o n e a l  w a s h i n g s  o f  s p u t u m - i n j e c t e d  m i c e  

w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  1 3 9  s u c c e s s i v e  i n s t a n c e s ,  t h e  

s p u t u m  b e i n g  o b t a i n e d  f r o m  s u c c e s s i v e  p a t i e n t s  a d m i t t e d  

t o  t h e  p n e u m o n i a  w a r d s  o f  K n i g h t s w o o d  H o s p i t a l .  The  

c a p s u l e  w a s  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  i t s  s i z e  a s  v e r y  

l a r g e ,  l a r g e ,  m o d e r a t e l y  l a r g e ,  f a i r l y  s m a l l  a n d  

s m a l l .  T a b l e  V g i v e s  a sum m a ry  o f  t h e  f i n d i n g s  

f u r t h e r  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t y p e .

TABLE V.

C a p s u l e . T y p e  I . T ype  I I . Type
I I I .

Type
V I I .

G ro u p
IV .

V e r y  l a r g e . 3 4 0 13
L a r g e . 4 4
M o d e r a t e . 13 13
p a i r l v  s m a l l . 4 35
S m a l l . 1 0



P r o m  t h i s  t a b l e  i t  i s  s e e n  t h a t  t h e  c a p s u l e  i s  

u n i f o r m l y  v e r y  l a r g e  i n  T y p e  I I  a n d  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  

g e n e r a l l y  m o d e r a t e  i n  T y p e  I  b u t  s h o w i n g  d e f i n i t e  

d i f f e r e n c e s  i n  s i z e  a n d  u s u a l l y  f a i r l y  s m a l l  i n  G ro u p  

I V  p n e u m o c o c c i .



t y p e  I

T Y P E  I I

T Y P E  I I I

tgggiw
GRoup jz

5 2 .
. . .
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T h e  p n e u m o c o c c u s  l o s e s  i t s  v i r u l e n c e  w h e n  

t h e  c a p s u l e  d i s a p p e a r s ,  t h e  r o u g h ,  n o n - c a p s u l a t e d  

s t r a i n s  b e i n g  a v i r u l e n t .  The  T y p e  I  s t r a i n  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  L i s t e r  I n s t i t u t e  w a s  o f  l o w  

v i r u l e n c e  a n d  t h e  c a p s u l e  w a s  v e r y  s m a l l .

A s t u d y  o f  T a b l e s  IV  a n d  V r e v e a l s  c l o s e  

s i m i l a r i t i e s  i n  t h e i r  g e n e r a l  a p p e a r a n c e  a n d  

s u g g e s t s  t h a t  p n e u m o c o c c i  p o s s e s s i n g  t h e  l a r g e r  

c a p s u l e s  a r e  m o r e  v i r u l e n t  f o r  m i c e  t h a n  t h o s e  

p o s s e s s i n g  s m a l l e r  c a p s u l e s .  T h i s  p o s s i b i l i t y  c a n  

n o t  b e  s a t i s f a c t o r i l y  i n v e s t i g a t e d  b y  t h e  c o m p a r i s o n  

o f  t h e  v i r u l e n c e  a n d  s i z e  o f  c a p s u l e  i n  g r o u p s  o f  

p n e u m o c o c c i  b u t  o n l y  b y  o b s e r v a t i o n  o f  t h e s e  

p o i n t s  i n  i n d i v i d u a l  s t r a i n s .

P r i o r  t o  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  v i r u l e n c e  t e s t s ,  

t h e  s i z e  o f  c a p s u l e  w a s  c l a s s i f i e d  a s  i n  T a b l e  V 

a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  V I .  I t  i s  

s u p e r f l u o u s  t o  i n c l u d e  i n  t h i s  t a b l e  T y p e . I I  a n d  

T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  f o r  a l l  s t r a i n s  b e l o n g i n g  t o  

t h e s e  t y p e s  p o s s e s s  v e r y  l a r g e  c a p s u l e s  a n d  w e r e  

f u l l y  v i r u l e n t .  S i m i l a r l y ,  t h e  T y p e  V I I  s t r a i n s  

i n v e s t i g a t e d  w e r e  o f  m o d e r a t e  o r  s l i g h t  v i r u l e n c e  

a n d  p o s s e s s e d  f a i r l y  s m a l l  c a p s u l e s .  The r e s u l t s  

o f  T y p e  I  a n d  G r o u p  I V  i n v e s t i g a t i o n s  a r e  g i v e n  i n  

d e t a i l .
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o b s e r v a t i o n s  a r e  g r o u p e d  i n  r i s i n g  o r d e r  o f  v i r u l e n c e  

w i t h  t h e  s i z e  o f  c a p s u l e  s u p e r i m p o s e d  f o r  c o m p a r i s o n .





S i n c e  i t  w a s  d i f f i c u l t  t o  a s c e r t a i n  i n  a l m o s t  

a l l  c a s e s  w h e t h e r  a  G r o u p  IV  s t r a i n  w a s  m o d e r a t e l y  

o r  o n l y  s l i g h t l y  v i r u l e n t  o w i n g  t o  t h e  s m a l l  s e r i e s  

o f  h r o t h  d i l u t i o n s  u s e d  i n  e a c h  e x p e r i m e n t  a n d  a s  i t  

w a s  d i f f i c u l t  t o  a s c e r t a i n  w i t h  a g r e a t  d e g r e e  o f  

a c c u r a c y  t h e  s i z e  o f  c a p s u l e  o f  t h e s e  s t r a i n s  w i t h  

l i t t l e  c a p s u l e  v i s i b l e ,  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h e  g r a p h ,  

t h e  v i r u l e n c e  i n  t h e s e  c a s e s  h a s  b e e n  e n t e r e d  a s  

' m o d e r a t e '  a n d  t h e  s i z e  o f  c a p s u l e  a s  ' f a i r l y  s m a l l ' .

I t  i s  n o t  a l w a y s  p o s s i b l e  t o  d e c i d e  a c c u r a t e l y  

t h e  c o r r e c t  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  s i z e  o f  c a p s u l e  

b u t ,  t a k e n  i n  g e n e r a l ,  t h e  g r a p h  g i v e s  a d e f i n i t e  

a p p e a r a n c e  o f  a  h i g h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  v i r u l e n c e  

a n d  s i z e  o f  c a p s u l e .  T h i s  i s  m o s t  m a r k e d  i n  T ype  I I ,  

I I I  a n d  V I I .  I n  T y p e  I  a n d  G ro u p  IV  p n e u r a o c o c c i  

t h e r e  i s  l e s s  h i g h  c o r r e l a t i o n  a n d  i n  tw o  i n s t a n c e s  

i n  G r o u p  I V  tw o  n o t a b l e  c o n t r a s t s  a r e  s e e n .

I n  o n e  i n s t a n c e  a f u l l y  v i r u l e n t  o r g a n i s m  

p o s s e s s e d  a f a i r l y  s m a l l  c a p s u l e  a n d  i n  t h e  o t h e r  

i n s t a n c e  a m o d e r a t e l y  o r  s l i g h t l y  v i r u l e n t  o r g a n i s m  

p o s s e s s e d  a l a r g e  c a p s u l e .  T h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  n o  

e x p l a n a t i o n  f o r  t h e s e  t w o  d e p a r t u r e s  f r o m  t h e  g e n e r a l  

r u l e  a n d  t h e r e  i s  o n l y  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  tw o  

d i f f e r e n t  t y p e s  o f  G r o u p  IV  p n e u m o c o c c i  w e r e  p r e s e n t  

i n  t h e  s p u t u m  a n d  t h a t  t h e  c o l o n y  s u b c u l t u r e d  f r o m  

t h e  p l a t e d  h e a r t  b l o o d  b e l o n g e d  t o  t h e  t y p e  p r e s e n t  

i n  g r e a t  m i n o r i t y  i n  t h e  p e r i t o n e a l  w a s h i n g s  a n d  

t h u s  o v e r l o o k e d  i n  t h e  E o s i n  m e t h o d  o f  e x a m i n a t i o n .



PART V I I .

RAPID TYPING OF PNEUMOCOCCI.



T h e  N e u f e l d  r e a c t i o n  w a s  d e s c r i b e d  i n  1 9 0 2  a n d  

a l t h o u g h  E t i n g e r - T u l c z y n s k a  h a d  u s e d  r a p i d  t y p i n g  

f o r  some y e a r s  a n d  a  n ew  m e t h o d  w a s  p r o p o s e d  

s i m u l t a n e o u s l y  b y  A r m s t r o n g  a n d  b y  L o g a n  a n d  S m e a l  

i n  1 9 3 2 ,  i t  w a s  t h e  r e s u l t  o f  t h e  w o r k  o f  G o o d n e r  

a n d  o f  S a b i n  i n  1 9 3 3  w h i c h  s h o w e d  i t s  v a l u e  a n d  t h e  

u n s u i t a b i l i t y  o f  h o r s e  s e r u m .

D u r i n g  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  c o n s i d e r a b l e  

u s e  h a s  b e e n  m ade  o f  S a b i n ’ s  m e t h o d  a s  a n  a i d  t o  

t h e  s e l e c t i o n  o f  s p u t a  f o r  f u r t h e r  b a c t e r i o l o g i c a l  

i n v e s t i g a t i o n s  a n d  i n  t h e  v e r i f i c a t i o n  o f  t h e  t y p e  

o f  p n e u m o c o c c u s  r e c o v e r e d  f r o m  b l o o d  a g a r  p l a t e d  

w i t h  s p u t u m - i n j e c t e d  m o u s e  b l o o d .

T he  s p u t u m  o f  a l l  p n e u m o n i a  p a t i e n t s  i n  K n i g h t s -  

w o o d  H o s p i t a l  i s  t y p e d  f o r  s t a t i s t i c a l  p u r p o s e s  a n d  

t h e  i n f o r m a t i o n  o b t a i n e d  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  p r o g n o s t i c  

v a l u e  i n  t h e  i n d i v i d u a l  c a s e s .  S e ru m  t r e a t m e n t  i s  n o t  

p e r f o r m e d  i n  t h e  h o s p i t a l  b u t  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  s u c h  

t r e a t m e n t  w i l l  s o o n  b e  a v a i l a b l e  now t h a t  i t  h a s  b e e n  

f o u n d  t o  b e  o f  v a l u e  a n d  p o t e n t  a n t i  s e r a  h a v e  b e e n  

p r e p a r e d  a t  a  r e a s o n a b l e  a n d  r a p i d l y  f a l l i n g  c o s t .  I n  

t h i s  e v e n t  i t  i s  i m p o r t a n t  t h a t  t h e  t y p e  o f  t h e  

i n f e c t i n g  p n e u m o c o c c u s  s h o u l d  b e  d i s c o v e r e d  w i t h  t h e  

m in im u m  d e l a y  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  maximum b e n e f i t  f r o m  

t r e a t m e n t .  U s i n g  t h e  m o u s e  t e c h n i q u e ,  t h e  t y p e  i s  

u s u a l l y  o n l y  d i s c o v e r e d  i n  t w e n t y - f o u r  h o u r s  a n d  i n  

s e v e r a l  c a s e s  i t  may b e  some h o u r s  b e f o r e  s p u t u m  i s  

a v a i l a b l e  f o r  i n j e c t i o n  i n t o  a m o u s e .  I t  f r e q u e n t l y  

h a p p e n s  t h a t  t h e  m o u s e r i e s  c a n n o t  s u p p l y  s u d d e n  d e m a n d s  

a n d  s p u t u m  c a n n o t  b e  t y p e d  f o r  some d a y s .

I t  h a s  f r e q u e n t l y  b e e n  s t a t e d  t h a t  t h e  r a p i d  

t y p i n g  o f  p n e u m o c o c c i  b y  S a b i n ' s  m e t h o d  r e q u i r e d  

s p e c i a l  s k i l l ,  a n d  d e t a i l e d  i n s t r u c t i o n s  f o r  o p t im u m



r e s u l t s  i n  i t s  p e r f o r m a n c e  o f t e n  m i s l e a d  a p o s s i b l e  

c o n v e r t  t o  t h i s  m e t h o d .  C o n t r a r y  t o  o r i g i n a l  f e a r s ,  

t h i s  m e t h o d  h a s  p r o v e d  e x c e e d i n g l y  s i m p l e  a n d  a c c u r a t e  

a n d  b e c a m e  t h e  r o u t i n e  m e t h o d  o f  t y p i n g  i n  u s e  i n  t h e  

h o s p i t a l  i n  t h e  l a s t  f e w  m o n t h s .  I t  c a n  b e  p e r f o r m e d  

b y  a l l  who p o s s e s s  a  m i c r o s c o p e  a n d  o b v i a t e s  t h e  

n e c e s s i t y  o f  o b t a i n i n g  a Home O f f i c e  l i c e n c e  f o r  

a n i m a l  e x p e r i m e n t s .

T e c h n i q u e .

A n t i p n e u m o c o c c i c  s e r u m  p r e p a r e d  f r o m  r a b b i t s  w a s  

o b t a i n e d  f r o m  t h e  L e d e r l e  L a b o r a t o r i e s .  I t  w a s  

s u p p l i e d  i n  s m a l l ,  s t o p p e r e d  b o t t l e s  c o n t a i n i n g  0 . 5  ■ 

c c .  a n t i  s e r u m  a l r e a d y  t i n t e d  w i t h  M e t h y l e n e  B l u e .

A f l e c k  o f  s p u t u m  i s  t r a n s f e r r e d  t o  a g l a s s  

s l i d e  b y  m e a n s  o f  a p l a t i n u m  l o o p  a n d  o n e  o r  tw o  

l o o p s f u l  o f  t i n t e d  a n t i  s e r u m  a d d e d  t o  t h e  s p u t u m  a n d  

t h o r o u g h l y  m i x e d .  The  t i n t e d  s e r u m  i s  m o s t  c o n v e n i e n t  

f o r  u s e  b u t  many  l a b o r a t o r i e s  p r e p a r e  t h e  a n t i  s e r u m  

f o r  d i s t r i b u t i o n  u n t i n t e d  a n d  i n  c a p i l l a r y  t u b e s .  I n  

t h i s  c a s e  a  s m a l l  l o o p f u l  o f  M e t h y l e n e  B l u e  i s  a l s o  

a d d e d  t o  t h e  s p u t u m  a n d  t h e  a n t i  s e r u m  on  t h e  s l i d e  

a n d  t h o r o u g h l y  m i x e d .  A c o v e r s l i p  i s  t h e n  a p p l i e d  

a n d  t h e  s l i d e  e x a m i n e d  u n d e r  t h e  o i l - i m m e r s i o n  l e n s .

I t  i s  a l m o s t  e s s e n t i a l  t o  p o s s e s s  a  d a y l i g h t  i l l u m ­

i n a t i n g  l a m p  o r ,  f a i l i n g  t h i s ,  t o  p l a c e  a b l u e  g l a s s  

b e t w e e n  t h e  l a m p  a n d  t h e  m i c r o s c o p e  m i r r o r .  The 

i l l u m i n a t i o n  o f  t h e  f i e l d  m u s t  b e  r e d u c e d  b y  m e a n s  

o f  t h e  d i a p h r a g m .

E r y t h r o c y t e s  a r e  p l a i n l y  r e c o g n i s e d  a n d ,  b y  

m e a n s  o f  t h e  M e t h y l e n e  B l u e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

r e c o g n i s e  a n d  d i s t i n g u i s h  p o l y m o r p h o n u c l e a r  a n d  

e p i t h e l i a l  c e l l s .  B a c t e r i a  a r e  s t a i n e d  a l i g h t  b l u e



a n d  a s e a r c h  i s  m a d e  f o r  d i p l o c o c c a l  o r  c h a i n  

f o r m s  o f  p n e u m o c o c c i .  A f e w  s e c o n d s  s e a r c h  i s  

u s u a l l y  r e w a r d e d  b y  s u c c e s s  b u t  i n  c a s e s  o f  

d i f f i c u l t y  i t  w a s  a d v i s a b l e  t o  s t a i n  a s m e a r  o f  

s p u t u m  w i t h  D i l u t e  C a r b o l  F u c h s i n  t o  show  t h e  

b a c t e r i a l  f l o r a  a n d  r e l a t i v e  a b u n d a n c e  o r  s c a r c i t y  

o f  p n e u m o c o c c i .  I t  w a s  u s u a l l y  m o r e  d i f f i c u l t  t o  

f i n d  p n e u m o c o c c i  i n  t h e  s p u t u m  o b t a i n e d  i n  t h e  f i r s t  

t w o  d a y s  o f  t h e  i n f e c t i o n  t h a n  a t  a n y  l a t e r  p e r i o d .

A n e g a t i v e  r e a c t i o n  w a s  r e c o r d e d  i f  t h e  

p n e u m o c o c c i  s h o w e d  o n l y  a  l i g h t  h a l o  d u e  t o  r e f r a c t i o n  

f r o m  t h e  c a p s u l e .  A l t e r a t i o n s  t o  t h e  i l l u m i n a t i o n  b y  

m e a n s  o f  t h e  d i a p h r a g m  r e s u l t e d  i n  a n  a l t e r a t i o n  i n  

s i z e  o f  t h e  h a l o  a n d  c l e a r e d  t h e  m i n d  o f  a l l  d o u b t  

i n  c a s e s  s h o w i n g  l a r g e  h a l o e s .

A p o s i t i v e  r e a c t i o n  w a s  r e c o r d e d  o n  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  a  s h a r p l y  d e m a r c a t e d ,  g r e y i s h  s w e l l i n g  o f  t h e  

c a p s u l e  ( " q u e l l u n g ” p h e n o m e n o n )  a t  t h e  f i r s t  e x a m ­

i n a t i o n  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  a n d  r a r e l y  d e l a y e d  m o r e  

t h a n  a m i n u t e ,  t h o u g h  A m e r i c a n  w r i t e r s  g e n e r a l l y  

s t a t e  t h a t  t h e  r e a c t i o n  may o n l y  a p p e a r  a f t e r  many 

m i n u t e s  h a v e  l a p s e d .

A s e a r c h  w a s  m a d e  f o r  n o t  l e s s  t h a n  f i f t e e n  

m i n u t e s  i n  e v e r y  c a s e  i n  w h i c h  a  n e g a t i v e  r e s u l t  w a s  

r e c o r d e d .

R e s u l t s .

O n l y  a n t i  s e r a  f o r  T y p e s  I ,  I I  a n d  V I I  w e r e  

a v a i l a b l e .  T y p e  I  p n e u m o c o c c i  p o s s e s s  a  r a t h e r  

l a r g e  b o d y  a n d  t h e  c a p s u l a r  s w e l l i n g  i n  a p o s i t i v e  

r e a c t i o n  i s  o f  f a i r l y  c l e a r  a p p e a r a n c e  a n d  m o d e r a t e  

s i z e ,  t h e  b r e a d t h  o f  t h e  s w e l l i n g  b e i n g  a p p r o x i m a t e l y  

t h e  b r e a d t h  o f  t h e  b o d y .  F o r  t h i s  r e a s o n  a c a r e f u l



s e a r c h  m u s t  h e  c o n d u c t e d .

T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  p o s s e s s  a  l a r g e  b o d y  a n d  a 

p o s i t i v e  r e a c t i o n  i s  i n d i c a t e d  b y  a  b u l k y ,  t h i c k ,  

g r e y  s w e l l i n g  a l m o s t  t w i c e  t h e  b r e a d t h  o f  t h e  b o d y .  

'.Vhen p r e s e n t ,  t h e  r e s u l t  i s  s t r i k i n g  a n d  n o t i c e a b l e  

o n  e v e n  c u r s o r y  e x a m i n a t i o n .

T h e  m a r k e d  d i f f e r e n c e  i n  t h e  d e g r e e  o f  t h e  

s w e l l i n g  o f  t h e  c a p s u l e s  i n  T y p e  I  a n d  T y p e  I I  

p n e u m o c o c c i  a n d  t h e  g r e a t e r  s i z e  o f  t h e  c a p s u l e  i n  

T y p e  I I  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  E o s i n  R e l i e f  m e t h o d  

i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s t a t e m e n t  b y  C r u i k s h a n k  t h a t  

h e  f o u n d  i t  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  a n y  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  a m o u n t  o f  c a p s u l a r  m a t e r i a l s  i n  T y p e  I  a n d  I I .

No r e c e n t l y  p r e p a r e d  a n t i  s e r u m  f o r  T y p e  I I I  

p n e u m o c o c c i  w a s  a v a i l a b l e  b u t  a f o u r - y e a r - o l d  s u p p l y  

o f  u n t i n t e d  d i a g n o s t i c  a n t i s e r u m  f o r  T y p e  I I I  w a s  

f o u n d  i n  t h e  l a b o r a t o r y .  T h i s  s e r u m  w a s  p u t  u p  f o r  

u s e  i n  c a p i l l a r y  t u b e s  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e m  g a v e  

n e g a t i v e  r e a c t i o n s  w i t h  s p u t u m  c o n t a i n i n g  T y p e  I I I  

p n e u m o c o c c i .  A f e w  t u b e s ,  h o w e v e r ,  c o n t a i n e d  a n t i  s e r u m  

w h i c h  h a d  r e t a i n e d  i t s  p o t e n c y  t o  some d e g r e e  a n d  

c e r t a i n  o b s e r v a t i o n s  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  i n  i t s  u s e .

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a p o t e n t  s e r u m  t h e  c a p s u l a r  s w e l l i n g  

w a s  v e r y  m a r k e d ,  w i t h  a b r e a d t h  t h r e e  t i m e s  t h a t ' o f  t h e  

b o d y ,  r a t h e r  p a l e  a n d  g i v i n g  a n  a p p e a r a n c e  o f  f l a t n e s s .  

E v e n  w i t h o u t  t h e  T y p e  I I I  a n t i  s e r u m  t h e  a p p e a r a n c e  o f  

a  s p u t u m  c o n t a i n i n g  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i  w a s  h i g h l y  

s u g g e s t i v e  w h e n  e x a m i n e d  u n d e r  t h e  m i c r o s c o p e .  The 

p n e u m o c o c c i  w e r e  p r e s e n t  i n  a b u n d a n c e  a n d  i n  c h a i n s  

o f  a n  a v e r a g e  o f  6 - 1 0  c o c c i ,  t h e  b o d i e s  b e i n g  l a r g e  

a n d  t h e  h a l o  o f  m uch  g r e a t e r  s i z e  t h a n  t h a t  o f  

p n e u m o c o c c i  o f  a n y  o t h e r  t y p e .

T y p e  V I I  p n e u m o c o c c i  p o s s e s s e d  a b o d y  o f  m o d e r a t e



s i z e  a n d  t h e  c a p s u l a r  s w e l l i n g  w a s  d i s t i n c t  a n d  

g r e y e r  h u t  s l i g h t l y  l e s s  h r o a d  t h a n  t h a t  o f  T y p e  I  

p n e u m o c o c c i .

I n  t h e  a b s e n c e  o f  a n t i  s e r a  f o r  o t h e r  t y p e s  i n  

G r o u p  I V ,  c o n c l u s i o n s  c o u l d  o n l y  b e  d r a w n  f r o m  

n e g a t i v e  r e s u l t s  i n  t h e  e m p l o y m e n t  o f  t h e  o t h e r  

a n t i s e r a .  I t  w a s  p o s s i b l e ,  a f t e r  a t i m e ,  t o  p r e d i c t  

w i t h  c o n s i d e r a b l e  a c c u r a c y ,  a f t e r  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  

a  s p u t u m  w i t h  a n y  o n e  a n t i  s e r u m ,  t h a t  t h e  p n e u m o c o c c i  

o b s e r v e d  b e l o n g e d  t o  G r o u p  I V .  T h o u g h  s o m e t i m e s  l a r g e ,  

t h e  b o d i e s  w e r e  u s u a l l y  s m a l l e r  t h a n  t h o s e  o f  T ype  I ,

I I  a n d  I I I  a n d  t h e i r  h a l o e s  s m a l l e r .  The  p r e s e n c e  o f  

c h a i n s  w a s  s o m e t i m e s  n o t i c e d  b u t  t h e s e  l a c k e d  t h e  

l a r g e  h a l o e s  o f  T y p e  I I I  p n e u m o c o c c i .  On t h e  e x h a u s ­

t i o n  o f  - the s m a l l  s t o c k  o f  T y p e  I I I  a n t i s e r u m ,  d e f i n i t e  

d e t e r m i n a t i o n  o f  T y p e  w a s  n o t  p o s s i b l e  i n  s p u t a  f a i l i n g  

t o  g i v e  p o s i t i v e  r e a c t i o n s  w i t h  a n t i s e r a  f o r  T y p e  I ,

I I  a n d  V I I  a n d  m o u s e  i n j e c t i o n  w a s  n e c e s s a r y  t o  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  i n f e c t i o n  w a s  d u e  t o  T y p e  I I I  

o r  G r o u p  I V .  I n  t h e s e  c a s e s  t h e  o p i n i o n  p r e v i o u s l y  

f o r m e d  a s  t o  T y p e  o r  G r o u p  w a s  f o u n d  t o  b e  r e m a r k a b l y  

a c c u r a t e .

The  m e t h o d  w a s  f o u n d  t o  b e  j u s t  a s  s a t i s f a c t o r y  

i n  t y p i n g  p n e u m o c o c c i  i n  p l e u r a l  f l u i d s .

I n  y o u n g  b r o t h  c u l t u r e s  t h e  N e u f e l d  r e a c t i o n  w a s  

w e l l  m a r k e d  b u t  i n  o l d e r  c u l t u r e s  many  o f  t h e  

p n e u m o c o c c i  f a i l e d  t o  show s w e l l i n g  o f  t h e  c a p s u l e  o r  

s h o w e d  i t  i n  s m a l l  d e g r e e  o n l y .

I n  c a s e s  i n  w h i c h  n o  s p u t u m  w a s  a v a i l a b l e ,  

p a r t i c u l a r l y  i n  c h i l d r e n ,  i t  w a s  u s u a l l y  p o s s i b l e  t o  

g i v e  w i t h i n  e i g h t  h o u r s  a  d e f i n i t e  s t a t e m e n t  a s  t o  

t h e  t y p e  o f  p n e u m o c o c c u s  p r e s e n t ,  o f t e n  much  e a r l i e r .

T he  p o s t e r i o r  p h a r y n g e a l  w a l l  w a s  r u b b e d  w i t h  a swab



s t i c k  a n d  m u c u s  r e m o v e d  "by t h e  sw a b  o r  c o u g h e d  o n  t o  

t h e  swab  t h r o u g h  t h e  r e f l e x  i r r i t a t i o n .  The  sw a b  w a s  

p u t  i n t o  6 cc.  H a r t l e y ' s  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  i n  t h e  

b r o t h  u n t i l  g r o w t h  w a s  s e e n ,  u s u a l l y  i n  f o u r  t o  s i x  

h o u r s .  A f i l m  w a s  p r e p a r e d  a n d  s t a i n e d  a n d ,  i f  

p n e u m o c o c c i  w e r e  s e e n ,  t h e  c u l t u r e  w a s  t y p e d  b y  

S a b i n ' s  m e t h o d .

I n  t h e  e a r l i e r  p e r i o d  o f  t h e  u s e  o f  S a b i n ' s  

m e t h o d ,  n o t e s  w e r e  t a k e n  t o  c o m p a r e  t h e  a c c u r a c y  o f  

t h e  m o u s e  a n d  r a p i d  t y p i n g  m e t h o d s .  The  s p u t u m  o f  

1 3 6  c o n s e c u t i v e  p a t i e n t s  a d m i t t e d  t o  t h e  p n e u m o n i a  

w a r d s  w a s  f i r s t  t y p e d  b y  t h e  r a p i d  m e t h o d  i n  s o  f a r  

a s  t h e  a v a i l a b l e  a n t i  s e r a  a l l o w e d  a n d  t h e n  m i c e  w e r e  

i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  t h e  s p u t u m .  The 

r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  a v a i l a b l e  T y p e  I I I  a n t i s e r u m  

a r e  n o t  i n c l u d e d  i n  t h e  r e s u l t s  o f  t y p i n g  s i n c e  t h e  

a n t i  s e r u m  a v a i l a b l e  w a s  o n l y  s u f f i c i e n t  t o  p e r f o r m  a 

f e w  t e s t s  i n  s u s p i c i o u s  c a s e s  a n d  o n l y  a t  t h e  b e g i n n i n g  

o f  t h e  s e r i e s .

P r o m  T a b l e  V I I I  i t  i s  s e e n  t h a t  o f  t h e  1 3 6  s p u t a  

e x a m i n e d  6 3  g a v e  a d e f i n i t e  t y p e  o n  u s i n g  S a b i n ' s  

m e t h o d  a n d  7 3  f a i l e d  t o  t y p e .

T a b l e  IX  g i v e s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t y p i n g  b y  

t h e  m o u s e  t e c h n i q u e  a n d  a  c o m p a r i s o n  o f  T a b l e  V I I I  a n d  

I X  r e v e a l s  t h a t  a c c u r a t e  c o m p a r i s o n s  may b e  m ade  o n l y  

i n  t h e  c a s e  o f  T y p e s  I  a n d  I I .

TABLE V I I I  ( S A B IN 'S  METHOD).

L o b a r . N o n - L o b a r .

T y p e  I .
T y p e  I I .
T y p e  I I I .
F a i l e d  t o  t y p e .

19
38

3
30

0
2
1

43

T o t a l 9 0 46

64



TABLE I X .  (MOUSE TECHNIQUE).

L o b a r . N o n - L o b  a r .

T y p e  I . 17 0
T y p e  I I . 4 0 2
T y p e  I I I . 8 ) 5 )
G r o u p  IV . 2 2 )  33 3 9 )  4 4
N o n - p n e u m o c o c c a l 3 ) 0 )

T o t a l : - 9 0 46

I n  " b o th  S a t a n ' s  a n d  t h e  m o u s e  t y p i n g  m e t h o d  a 

t o t a l  o f  59 s p u t a  g a v e  d e f i n i t e  t y p e s  "but  a  d e t a i l e d  

c o m p a r i s o n  r e v e a l s  t h e  f a c t  t h a t  d i s c r e p a n c i e s  i n  t h e  

r e s u l t s  a p p e a r  o n  f o u r  o c c a s i o n s .  On tw o  o c c a s i o n s  

S a t a n ' s  m e t h o d  d e t e c t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  T y p e  I  

p n e u m o c o c c i  i n  t h e  s p u t u m  w h e n  t h e  m o u s e  t e c h n i q u e  

r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  G r o u p  IV  o r g a n i s m s  "but 

t h e  r a p i d  t y p i n g  o f  t h e  m o u s e  p e r i t o n e a l  e x u d a t e  

r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f e w  T ype  I  p n e u m o c o c c i  i n  

a d d i t i o n .  T h e  m o u s e  t e c h n i q u e  p r o v e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

Tj rpe I I  p n e u m o c o c c i  i n  a  v a r i e d  b a c t e r i a l  f l o r a  f r o m  

t h e  p e r i t o n e a l  w a s h i n g s  i n  tw o  c a s e s  i n  w h i c h ,  a f t e r  

f i f t e e n  m i n u t e s  s e a r c h  b y  S a b i n ' s  m e t h o d  f o r  t h e  

s p e c i f i c  r e a c t i o n  i n  e a c h  t y p e ,  t h e  r e s u l t  w a s  r e c o r d e d  

a s  n e g a t i v e .  R e p e a t  e x a m i n a t i o n s  o f  f r e s h  s p u t u m  f r o m  

t h e s e  t w o  c a s e s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  S a b i n ' s  m e t h o d  on  

t h e  f i n d i n g  o f  T y p e  I I  p n e u m o c o c c i  b y  t h e  m o u s e  

t e c h n i q u e  a n d  i n  o n e  c a s e  a p o s i t i v e  r e s u l t  w a s  

o b t a i n e d  o n e  d a y  l a t e r  a f t e r  a s e a r c h  o f  t e n  m i n u t e s  

a n d  i n  t h e  o t h e r  c a s e  t h e  p o s i t i v e  r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  

o n l y  a f t e r  t h r e e  d a y s .  The  m o u s e  t e c h n i q u e  d e t e c t e d  

t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  G ro u p  IV o r g a n i s m s  i n  t h e  f o u r  

i n s t a n c e s  i n  w h i c h  T y p e  V I I  p n e u m o c o c c i  w e r e  i d e n t i f i e d  

b y  S a b i n ' s  m e t h o d .



T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  S a h i n ' s  m e t h o d  o f

t y p i n g  p n e u m o c o c c i  i s  a s  a c c u r a t e  a s  t h e  m o u s e  t y p i n g

m e t h o d  a n d  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  t h e  r e s u l t s

s how  t h a t  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  s e r u m  t r e a t m e n t  S a h i n ' s

m e t h o d  w o u l d  h a v e  d e t e c t e d  tw o  e a r l y  c a s e s  o f  T y p e  I
•

l o h a r  i n f e c t i o n s  w h i c h  w e r e  m o s t  s u i t a b l e  f o r  t r e a t m e n t  

a n d  w o u l d  h a v e  f a i l e d  t o  d e t e c t  tw o  c a s e s  o f  T y p e  I I  

i n f e c t i o n  i n  w h i c h  s e r u m  t r e a t m e n t  i s  o f  l e s s  v a l u e .


