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ES PROPIEDAD
Inscripcion N° 5379.

——

PROL OGO

El Profesor Hugo Vaccaro me ha distinguido pidiéndome un
prologo para el presente libro, y yo, agradecido, acepto el encargo,
porque el Profesor Vaccarc es una de las realidades docentes de
nuestra Escuela Médica, porque es una de las mds brillantes espe-
ranzas de nuestra Facultad, y porque estoy convencido de que este
libro no podria ser ni mds conciso, ni mds completo, ni mejor.

He leido cada uno de los capitulos de esta obra y cada uno de
ellos me deja la misma impresidn: su concisién impide quitar una
sola palabra del texto sin tronchar la ensefianza encerrada en cada
frase; su plenitud es manifiesta, pues no se siente la necesidad de
ar-pliar los detalles técnicos, y su bondad, precisamente, estd mar-
cada porque su letra llega al borde de la leccidn tedrica, todo G-
necesario para provocar en el lector la inquietud por conocer la teoria.

Merece una advertencia mt afirmacién de ser este libro completo,
y s que, naturalmente, no figuran en él aquellas materias cuya obje-
tivacién todavia no ha sido alcanzada: virvela, enfermedades a in-
framicrobios, etc.

Y por lo que hace a su bondad, declaro que no conozco mejores
libros de este tipo, en los que, a menudo, se olvida que su primera
funcién es enseniar a los que se inician. Y no podia ser de otro modo,
porque esta obra es el resultado de varios afios de trabajo en el que
también han tomado parte los Ayudantes de la Cdtedra y hasta los
mismos alumnos.



Llevo leidos ya varios trabajos del Profesor Vaccaro o de sus
alumnos o de sus Ayudantes—en todo caso suyos—y puedo declarar
que me han llamado siempre la atencidén por la severidad de su téc-
nica y por la parquedad de sus juicios y conclusiones.

La enserianza de la Bacteriologia e Inmunologia enriquece al
estudiante con una nueva disciplina en el método experimental, mé-
todo cuya aplicacién conduce directamente al lema del médico que,
a mi juicio, podria expresarse asi: ldgica en el razonamiento y en

la accidn.

Profesor ARMANDO LARRAGUIBEL,
Decano de la Facultad de Biologia y Ciencias Médicas.

Nt i s

MIS AYUDANTES

por su efectiva colaboracin a la
ensenanza de nuestra asignaturq

por el entusiasmo desplegado en
la difusién de estqs disciplinas

han comprometido mi gratitud

HUGO VACCARO.
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Il est des sacrifices qu'il faut savoir faire; la clinique,
dans le cas actuel, doit céder le pas d la bactériologie. Je sais
bien que ce n'est pas sans quelque mélancolie qu’on abandonne
des notions laboricusement acquises, mats, encore upe fois on PRIMERA PARTE
doit se .rcndre d ['évidence. IP suffit d'étre au courant des tra-
vaux bactériologiques pour voir le nombre incalculable d’erreurs
qui a da étre commis alors que le diagnostic des angines n‘avait x . .
ous I cingue. pour citéium. C'est pour porte a convition BACTERIOLOGIA GENERAL E INMUNOLOGIA
dans les esprits hésilan{s ou~réca1riframs, qu'il me parait utile - l

de mettre en suillie les erreurs relevées par la bactériologte.

DIEULAFOY
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PRIMERA PARTE

CAPITULO I

ESTERILIZACION

DEFINICION. — Operacién capital en técnica bacterioldgica que
permite la destruccién o separacién total de los microorganismos.

El aire, la piel, las mucosas del hombre y de los animales, en una
palabra, el medio ambiente, son recepticulos constantes de gérmenes.
De ahi que para hacer el estudio de un microbio determinado o para
hacer el diagndstico etiolégico de una enfermedad infecciosa sea
indispensable preservar los productos destinados al analisis bacte-
rioldgico, recibiéndolos, sembrindolos, etc., en objetos absolutamen-
te estériles. Tal es la importancia fundamental de la esterilizacién
en bacteriologia.

El valor de la esterilizacién en Medicina y Farmacia ha aumen-
tado considerablemente a medida que se ha ido reconociendo con los
anos las ventajas de los medicamentos y materiales de vendajes y de
curacién esterilizados. Se estd en absoluto acuerdo hoy dia para re-
conocer que la mayor parte de los progresos realizados en Cirugia
en los tltimos tiempos son debidos a la aplicacién de las doctrinas
de Pasteur sobre la “‘asepsia’’ y la esterilizacidn.

CLASIFICACION.—L os procedimientos de esterilizacién pueden
clasificarse en dos grandes grupos: Fisicos y Quimicos.
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A.—PROCEDIMIENTOS FIsICOS

\

Comprende: la Filtracidn,
la UItrafiItracién,

‘el Calor y
la Centrifugacion.

~ Estudiaremos separadamente cada uno de ellos.
I.—Esterilizacién por filtracidn.

DEFINICION. —-— Método basado en fenémenos fisico - quimicos
entre el cuerpo del microbio y una substancia porosa semipermeable
y cuya finalidad es separar los gérmenes contenidos en los liquidos 0
en los gases.

Los liquidos a filtrar deben atravesar, en un sentido o en otro,
pequenos canaliculos o sinucsidades sin nimero, de tal manera que
los choques de los liquidos con los canaliculos los desembarazarin de
sus gérmenes y saldrén finalmente purificados; este hecho s¢ verifica
debido a la adsorcién entre el germen y la pared del canaliculo. Sin
embargo, el fenémeno intimo de la filtracidn, aun mal conocido, no
solo se debe a este fenémeno de adsorcién, sino que también influyen
otros factores igualmente fisico - quimicos, tales como: la viscosidad,
aFidez o alcalinidad del liquido, estado eléctrico, duracién de la filtra-
cion, influencia de la presién y de la temperatura. :

Asi, por ejemplo, el “signo eléctrico’ de las bujias desempefia un

papel primordial en la filtracién. Las buii
: : Jias de Chamberland -
feld poseen carga eléctrica negativa, ‘ o

Kramer, quien constru
. Probé que retenian los infra

Sto que siempre el ¢

i L e amano de los ¢
nidos es muy inferior, al didmetro de ESUpnes, zetes
L}

los poros de Iag bujias.
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La filtracién se efectia en aparatos llamados filtros, cuya par-
te esencial es el elemento poroso (bujias, discos, arena, etc.).

Los filtros de uso mas corriente en los laboratorios son aquellos
cuyo elemento poroso estd constituido por bujias. La naturaleza de
estas bujias semipermeables es variable:

Bujia Chamberland. — Tubo o bujia de porcelana porosa, de
longitud y didmetro variables, abierto solamente en uno de sus ex-
tremos. El liquido que se va a filtrar atraviesa la bujia de fuera
hacia adentro y sale por la extremidad abierta.

Las bujias de Chamberland para el uso bacteriolégico son nu-
merosas: hay modelos de Laboratorio (L): L1, L1 bis, L2, L3,
L5, L7, L9, L11, L13, correspondiendo los poros mads estrechos a
la numeracién mas alta.

La bujia L1 es la méis porosa, solamente clarifica, pero deja
pasar todos los microbios. ' ’

L1 bis y L2 retienen los microbios de mayor tamafio, y dejan
pasar los mds pequefios, como el de la perineumonia de los bovinos.

1.3 detiene el bacilo diftérico y esporas del tétanos.

L5 (antigua Chamberland F), se emplea para las filtracicnes
ordinarias por aspiracién, como por ejemplo, liquidos albuminosos
(extractos organicos, sueros terapéuticos, ascitis), y en la s2paracion
de los gérmenes de sus toxinas solubles.

L7 (antigua Chamberland B) se utiliza en la filtra:ién por
presion; retiene micro - organismos tan pequefios como cl de la peri-
reumonia, fiebre aftosa, pero deja pasar el virus del cdlerz dei perro.

L13 deja pasar el bacteriéfago de d'Herelle.

Bujia Berkefeld. — Filtra con mayor rapidez que la Chamber-
land, porque los poros son mds grandes. Es recomencable en la
filtracidn de liquidos albuminosos, retiene los gérmencs a excepcién
de los inframicrobios.

Son de 3 tipos: Tipo V (grado mas poroso: 8 a 12 micrones) ;

Tipo N (normal o grado intermedio: 5 a 7

micrones) ;
Tipo W (grado menos poroso: 3 a 4 micro-

nes) .

Habiendo observado Berkefeld que el agua que brotaba de las
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capas de tierra de infusorios era absolutamente transparente, tuvo

la idea de construir [iltros con ese material.
En el comercio existen, ademas, otros modelos,

de Garros, los filtros de Seitz, etc.

como la bujia

PRUEBA Y REGENERACION DE LAS BUJIAS.—Durante las filtracio-

nes sucesivas los gérmenes se van acumulando en los canaliculos de la bujia por el fe-

némeno de adsorcion ya visto, hasta que llegan a obstruir el lumen de los canaliculos
retardando enormemente la filtracion. Se hace entonces necesario d':scmbarazarl?s de
¢so3 gérmenes por medio de la operacién conocida con el nombre de “‘regeneracion’’.
Para esto sc procede del modo siguiente: se hierve durante media hora; se seca
a la estufa a 37 grados durante 24 horas; se calienta al rojo blanco en el hornc

de mufla durante una hora.
En seguida procedemos a la “‘prueba’” de la bujia, introduciéndola en

una probeta llena de agua y dejando el extremo abierto sin sumergir, por el cual
se hace pasar aire a presion; en caso de fisuras o grietas se escapan burbujas de gas.

Montaje y esterilizacion de los filtros. — La bujia nue-
va o regenerada debe ser colocada para su uso en un aparato especial
que constituye el filtro y que debe ser esterilizado en su totalidad
al autoclave a 120 durante 20 minutos.

II.—Esterilizacién por ultrafiltracion.

DEFINICION. — Es una operacién que consiste en hacer pasar
un liquido a través de una membrana tal, que las substancias al es-
tado coloidal sean retenidas pasando solamente las que se encuentran
al estado molecular (Duclaux).

La teoria actual considera las membranas que se utilizan en
la ultrafiltracién como un haz de tubos capilares.

. El rendimiento de los ultrafiltros de colodidn estd en relacidn
dxr.e’cta.con la presidn ejercida a una temperatura constante y en re-
lacién inversa a la viscosidad del liquido a filtrar.

: En la ultrafiltracién influyen los mismos factores u |
filtracién: viscosidad, acidez o alcalinidad, etc o

Todas las membrana it
(colodién, gelatina, etc.),
cién, pero la que hoy dia s

S que se han utilizado para Ia dialisis
han sxd’o empleadas para la ultrafiltra-
¢ usa mas es la de colodién. El colodidén
ulosa en mezcla con alcohol y éter sul

14

En bacteriologia se usan los ultrafiltros anteriormente descritos
y son muy utiles en el estudio de los inframicrobios y de las formas
filtrantes de los microbios.

III.—Esterilizacién por el calor.

a) Esterilizacion por el calor seco. (Carbonizacién).

Por la llama. — Se utiliza especialmente para esterilizar el asa
de platino, que se lleva al rojo blanco (1300 grados), pipetas, va-
rillas de vidrio, boca de tubos o matraces, etc. Se emplea para esto
la llama del mechero de Bunsen o de un mechero a alcohol.

Por el aire caliente. — Horno Pasteur. — Este aparato esti
fundado en el principio siguiente: en el aire ambiente, un calenta-
miento de 170* a 180%, mantenido durante 30 minutos, basta para
destruir con seguridad todos los gérmenes.

El horno Pasteur se usa para esterilizar principalmente objetos
de vidrio y porcelana mediante el aire caliente.

Descripcién. — EI aparato se compone: de un cilindro de hierro batido,
de triple pared, la central de menor altura; esta disposicion determina dos espacios
concéntricos que comunican por arriba; de un cesto de tela metilica colocado en la
cavidad del cilindro; de un mechero para gas y de una tapa con agujero para el
termometro.

Terminada la esterilizacidon se observa que el papel y el algodéon toman
una coloracidén pardo clara que en la practica sirve de control.

Hay que evitar la carbonizacién del papel y del algodon, pues producz una
brea rica en substancias antisépticas cuya presencia impide el desarrollo de los
gérmenes.

Los objetos dentro del cesto metalico no deben tocar las paredes ni el fonde
del horno.

Cuando se va a encender el mechero debe tomarse la precaucion de apli-
car ia llama antes de dar salida al gas, con el objeto de evitar una explosién.
Una vez terminado el tiempo de esterilizacién se apaga el mechero, dejando enfriar
bien el horno antes de abrirlo y sacar los objetos, pues el cambio brusco de tem-
peratura provocaria la ruptura del material de vidrio.

Ademas del horno Pasteur existe otro aparato muy usado en cirugia para
la esterilizacién del instrumental, llamado esterilizador de Poupinel y que estd

basado en los mismos principios del horno Pasteur.

b) Esterilizacién por el calor himedo. (Coagulacién).
Esterilizacién con vapor de agua a presién manteniendo la tem-
peratura de 115 a 120° durante 20 minutos.
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El aparato més usado es el autoclave de Chgmberland.

Descripcion. — Caldera cilindrica de cobre a cuya abertura .se adagta, por
intermedio de un anillo de caucho, una tapa de bronce' ’a_'ue se mantiene sujeta por
tornillos articulados provistos de su tuerca corresporidiente. La tap’a lleva.u;}a
valvula de seguridad, una llave para dar salida al vapor y un manometro fndl-
" cador de la presion en atmosferas, asi como de la temperatura en grados centigra-
dos. En el interior, un cestillo de cobre,que estd a 6 centimetros del fondo del
cilindro donde existe cierta cantidad de agua. En la parte inferior una o dos co-

ronas de mecheros Bunsen.

En los casos en que las substancias o productos no puedan: so-
portar temperaturas tan altas, se recurre a otros procedimientos:
1) Tyndalizacién, que.consiste en el calentamiento disconti-
nuo mediante el vapor de agua a 100° C. durante uno o dos minu-
tos, operacidn que se repite tres veces con intervalos de 24 horas.
+2) Pasteurizacién. Método basado en el calentamiento pro-
longado mediante una temperatura inferior a 100°, (55¢, 700, etc.) .
La pasteurizacién se usa para la destruccién de los fermentos y de la
mayoria de los myjcrobios patégenos no esporulados. Muy conocida
también es la leche pasteurizada, los vinos pasteurizados, etc. En la
practica bacterioldgica es preciso combinar la pasteurizacién con el
calentamiento discontinuo de Tyndall.

, Condiciones del material que se va a esterilizar. — Debe estar
rigurosamente limpio. Las vasijas de boca angosta como. tubos, ma-
traces, pipetas, etc., deben taponarse medianamente apretados con
algodén Cardet (sin desgrasar, es decir, no hidréfilo). Las de boca
ancha (copa§, placas ‘de Petri, etc.), se envuelven con papel filtro
© papel corriente no engomado.

. Los objetos que se han de esterilizar mediante el calor seco de-

en estar e i i

_ben completamente secos, de 1o contrario se quiebran.

Control de g temperatura. — Sp puede
que hamalcanzado el interior del autoclaye mediante
0 con “indicadores de temperatura’':

verificar la temperatura real
un termémetro de mixima

Safranina 0,40
40 grs. y

benzonafto] 100" gre, Tl S BN ‘r'?;zcsl:a“;-slag‘la que se pone
Verde brillante 1 ' .

e L mezcla azyl

ad o

acetanilido 100-grs.s, N EES verde obscura : IT;. TPV
Violeta de metilo 1

s gr. 5
T 100 grs y mezcla blanca Violdcea que se

.................... pone azul ‘violeta a 1179,
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Las mezclas se introducen en ampolletas cerradas y se colocan en el in-
terior del autoclave.

IV.—Esterilizacién por centrifugacion

Como ofrece menos seguridad, se emplea escasamente.

B.—PROCEDIMIENTOS QUIMICOS

El estudio del poder bactericida de ciertas substancias quimicas
ha dado origen a los desinfectantes y antisépticos, que se usan en la
practica médica; no ofrecen la seguridad de los procedimientos de
la esterilizacién de laboratorio.

La desinfeccién tiene por objeto la destruccién completa y
definitiva de los gérmenes patdgenos y de sus esporas que se encuen-
tran fuera del organismo vivo.

La antisepsia tiende, ante todo, a beneficiar los organismos
vivos y cumple su finalidad con sélo retardar el desarrollo de los
gérmenes e impedir su proliferacién.

Se diferencian, por consiguiente, la antisepsia y la desinfeccién
en la intensidad de sus efectos y en los objetos sobre los cuales ac-
tian. Pero, como acabamos de verlo, esas diferencias no son funda-
mentales y de ahi que en la préictica diaria ambos términos suelen
usarse como sindénimos.

Se utilizan como desifectantes o antisépticos, soluciones de su-
blimado al milésimo; oxicianuro de Hg. al cuarto por mil; formol
al 1% ; yodo; cloroformo, alcohol, etc., etc. '

Actualmente la antisepsia ha sido abandonada por la mayoria
de los cirujanos y reemplazada por la asepsia, que se logra mediante
la. esterilizacidon de los guantes, instrumental, panos, etc. Hay que
tener presente que la asepsia es el resultado de la esteriliazcién y no
un procedimiento de esterilizacidn.

7
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CAPITULO II

MEDIOS DE CULTIVO

DEFINICION. — Son preparados estériles que contienen las' subs-
tancias nutritivas necesarias para el desarrollo de los microorgantsmos.

1.—CONDICIONES QUE DEBE LLENAR UN MEDIO DE CULTIVO

a) Contener las substancias nutritivas necesarias para el des-
arrollo del germen que se haya de sembrar. Generalmente se emplea
materiales complejos obtenidos por maceraciones, infusiones o cal-
dos de tejidos animales o vegetales, pero también se pueden emplear
disoluciones salinas adicionadas de un compuesto hidrocarbonado.

b) Tener un pH conveniente. — En general la reaccién que

exige el desarrollo microbiano es neutra o ligeramente alcalina: pH 7
o pH 7, 4.

Como ordinariamente los medios empleados son fuertemgnte

acidos, para ajustarlos al 6ptimo necesario se emplea los siguientes
métodos:

1.—Por el papel tornasol. — Es el menos preciso. Se procede por tanteos,
agregando al caldo. con precaucion,

de soda normal hasta que no vire ni el papel
azul ni el papel rojo de tornasol. E g5

= P <n este momento se afiade una pequena can-
!dad de soaa para obtener una reaccidn ligeramente alcalina.

2.—Por la fenolftaleina B incipi ¢
: fer *Rd. — En princpio, el método anterior
fenolftaleina como indicador. No es aplicable sino cn frio gl

' 3.—Por los métodos de determinacién del
mas exacto. porque mide la ‘‘reaccién real”’
s6lo el método colorimétrico:

A una pequefia cantidad
dicador apropiado (fenolsulfotale

pI'{. — Es el procedimiento
de los medios, Préclticamentc se utiliza

de caldo, medida exactamente,

gk se agrega un in-
ina: pH 6,8—pH 8). Se co 3 b

loca en un tubo
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especial entre los dos etalones correspondientes que marquen un pH inmediata-
mente inferior ¢ inmediatamente superior al pH a que se desea llevar el medio.
Se agrega en seguida la soda bhasta obtener una coloracién intermedia a la de los
dos ctalones. Se anota la cantidad de soda gastada y segin eso se deduce la can-
tidad que sz debe agregar a la totalidad del caldo.

¢) Estar previamente esterilizado.
" d) Estar protegido de contaminaciones por los gérmenes exte-
riores (algodén Cardet) .

II.—PREPARACION Y COMPOSICION

En general comprende cinco tiempos fundamentales:

a) Extraccion de los materiales nutritivos de los tejidos ani-
males o vegetales que los contienen;

b) Adicion de las substancias de sostén (medios sélidos) o de
nuevos materiales nutritivos;

¢) Ajustarlo al pH éptimo;

d) Reparticién;

e) Esterilizacion.

III.—CLASIFICACION

Desde un punte de vista prictico podempos distinguir tres cla-
ses de medios nutritivos:

1.—Medios corrientes. apropiados para la gran mayoria de los
microorganismos: caldo ordinario, agar - agar, etc.

2.—DMedios especiales o mejorados que se emplean para el cul-
tivo de determinadas especies microbianas, cuyo desarrollo es escaso
o nulo en los medios cortientes.

3.—Medios diferenciales, que se emplean para la identificacidn
o diagnodstico de los microbios. Estan constituidos por los mismos
materiales nutritivos de los medios ya nombrados, pero llevan ade-
mas ciertas substancias o dispositivos que permiten revelar determi-
nadas propiedades bioquimjcas inherentes a algunas especies micro-
bianas: produccién de gases, de acidos, accidén proteolitica, etc. Asi
el B. coli se diferencia del B. tifico, porque el primero fermenta la
iactosa, propiedad que se pone de manifiesto por el color rojo que
aparece en los medios lactosados - tornasolados donde se desarrolla
dicho germen.
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Atendiendo a su estado fisico, los medios de cultivo pueden

ser liquidos o sdlidos:

1. De procedencia animaf
—Medios liquidos 2. e prgcedencza vegeta

TR e 3. Sintéticos

. A base de agar - agar

" A base de albiminas animales

—Medios sélid :
B.—Medios s6ltdos . De procedencia vegetal

(
{
(
(
{
L

W N =

A.—MEDIOS LIQUIDOS

1.—De procedencia animal:

°

Son muy variados. Pero la mayoria de ellos se preparan tomando
como base el caldo corriente u ordinaio.

a) Tomar 500 grs. de carne de buey. Picarla a méquina reduciéndola a
pulpa. Macerar durante seis a doce horas en 1000 c.c. de agua. .

b) Calentar a fuego lento agitando constantemente. Hervir después lenta-
mente durante 10 minutos.

¢) Tamizar por un trozo de tela tupido, exprimiendo el residuo. Filtrar
en caliente el liquido que resulta por papel de filtro grueso (Chardin) previa-
mente humedecido con agua fria para retener la grasa.

d) Agregar al filtrado:

Peptona seca .. .. .. 10 grs.
Cloruro de sodio .. .. 5 grs.

Hervir agitando constantemente hasta que se haya disuelto la peptona.

¢) Ajustar el pH éptimo por los métodos ya indicados.

f) Colocar el matraz y precipitar en el autoclave a la temperatura de
115° durante 5 minutos. Se enturbia debido a la precipitacion ‘de los fosfatos
térrcos. Filtrar en caliente sobre papel Chardin himedo. El liquido debe ser
transparente.

g) Repartir en tubos o vasijas apropiadas. Tapar con algoddén no hi-
drofilo.

h) Esterilizar al auto-clave a 110 -115° durante 20 minutos.

Por adicién al medio asi preparado de diferentes substancias
se obtienen otras tantas variedades de caldos.

Asi el Caldo - suere, Caldo - ascitis, Caldo - timo, Caldo -
glucosado, Caldo - glicerinado, etc., se obtienen afiadiendo al caldo
ordinario las substancias correspondientes.
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Caldo Martin. -— Se obtiene por adicién al caldo ordinario de
una maceracién de estébmagos de cerdos.
PREPARACION DEL CALDO MARTIN:
Hasta el tiempo c) inclusive, como el caldo ordinario.
d) Agregar 5 gramos de cloruro de sodio.
¢) Mezclar el liquido obtenido con partes iguales de caldo de estémago
de cerdo, que se prepara como sigue:

[.—Piquensz mis o menos cinco estémagos de cerdo, previamen-
te lavados y bien limpios.

II.—Mezclar:
Pulpa de estémago ... ... ... - 200 grs.
HC1 puro . 0N
Agia A H0Y iemfe il e 000

Consérvese esta mezcla a 50° durante 24 horas.

IIl.—Caliéntese a .100? C. para destruir el exceso de pepsina
y cuélese por tamiz.

IV.—Alcalinicese con soda normal.

f) Calentar la mezcla de los dos liquidos a 70° para destruir los al-
baminoides.

g) Ajustar a pH conveniente y seguir como en el caldo ordinario, (tiem-
pos f), g) y h).

Agua peptonada. — Solucién de peptona al 10% mas clo-
ruro de sodio al 5%.

Leche. — Leche fresca ligeramente alcalinizada y esterilizada.
Suero. — Poco empleado al estado liquido.

Sangre. — Se emplea desfibrinada o citratada (3 o/o0o) para
evitar la coagulacién.

2.—De procedencia vegetal:

Agua de malta, Caldo de levadura, Maceracion de papas o de
zanahorias, efc.

3.—Medios sintéticos: .

De muy reducidas aplicaciones practicas. ,
Se emplean de preferencia en el estudio de algunos procesos

. bio'- quimicos de los microbios. Podemos citar: Liquido de Raulin,

Liquido de Pasteur, Liquido de Naegeli, Liquido de Kohn, Medio
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4
Y‘ ibira orres-
de Sauton, cuyas férmulas se descnblran en los capxtulos C
’

pondientes.
B.—MEDIOS SOLIDOS

En general se componen de las mjsmas substancias m'ltn.m;;}s
5 .
que los medios liquidos, pero llevan ademas una subsltancxa';;ras
ferente, de escaso o nulo valor nutritivo, que sirve a 1as pr1
de esqueleto o sostén.
En la practica la mas empleada
agar - agar o gelosa. '
La gelatina se usa casi exclusivamente como
cial, para investigar la accién proteolitica de algu

de estas substancias es el

medio diferen-
nas especies mi-

crobianas.

1.—Medios sélidos a base de agar - agar: '

El agar - agar procede de ciertos géneros de z-llgas de la Ind'xa
y se vende en el comercio en forma de fibras lamm'ares seca§.'T1e-
ne la propiedad de formar, por ebullicién en agua, jaleas resistentes
que no se lician sino a temperaturas proximas a 60¢. Como l'os' me-
dios preparados con agar - agar resultan opacos, deben'cla.rlflcarse
por agregacién de albuminas. En la prictica se habla indiferente-
mente de ‘‘agar - agar”’ o “gelosa’’.

AGAR ORDINARIO:

1.—Preparar un caldo de carne de buey, como ya se ha indicado hasta
el tiempo d) inclusive. : ;

2.—Afadir 20 grs. de agar -agar (2%) previamente cortado en pe-
quefios trozos, remojado en agua fria durante una o dos horas y exprimido en
un lienzo después.

3. Hervir la mezcla a 100® y mantener a esta temperatura agitando

constantemente hasta la total disolucién de la gelosa (alrededor de 30 minutos). '

4 —Comprobar la reaccién y reajustarla si se ha modificado.

5—FEnfriar hasta 55 a 60° y afiadir una clara de huevo batida en
100 grs. de agua. -

6.—Llevar al autoclave a 120? durante 1 hora. La albiimina se coagula
-y aprisiona las impurezas que enturbian el medio.

7.—Filtrar en caliente antes que el agar solidifique.

8.—Repartir ripidamente, también en caliente, mediante embudo de re-
particion.

9.—Esterilizar al autoclave a 115* durante 20 minutos.

22

2.—Medios sélidos a base de albuminas animales:

Suerc coagulado. -— Se emplea de preferencia el suero de buey
o de cabalio coagulado por ¢l calor.

Debe ser transparente. Para que el suero conserve esta propie-
dad, la coagulacién se practica en tubos inclinados a temperaturas
que no excedan de 68¢ a 70°. .

No puede esterilizarse por los métodos corrientes. Por lo tan-
to: 1) Debe aprovecharse su esterilidad natural, recogiendo la san-
gre por procedimientos especiales y por practicos adiestrados para
evitar asi su contaminacién. 2) Esterilizar por pasteurizacién com-
binada con la tindalizacidn, o por filtracién por bujia.

Gelatina. — Es un medio sdélido a la temperatura ordinaria,
pues se licua a 23° a 24°.

Se le utiliza mas bien como medio diferencial para reconocer
los gérmenes que tienen accidén proteolitica.

Liquido pleural. Liquido ascitico. — Generalmente se em-
plean como componentes fundamentales de algunos medios espe-
ciales: agar - ascitis, caldo - ascitis, etc.

Huevo. — Empleado de preferencia como medio especial en
el cultivo de algunas especies microbianas: Medio de Pétrof, para
el B. de Koch; Medio de Dorset, etc. Puede usarse al estado puro

coagulado por el calor, pero generalmente se mezcla con otras subs-
tancias.

3.—Medios sélidos de procedencia vegetal:

Papa. — Se emplea cortada en trozos. previamente pelados y
lavados, de forma semi - cilindrica, incluidos en tubos especiales
(tubos de Roux) que se esterilizan a’ 120¢ durante 20 minutos.
El tubo tiene en su extremidad inferior un estrangulamiento que
separa el trozo de papa del agua de condensacién que sirve para
mantener himeda la atmdsfera interior.

. Zanahoria. — De muy reducidas aplicaciones. Se prepara co-
mo la papa.
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[V.—CULTIVOS DE GERMENES ANAEROBIOS

Los medios de cultivo para arlxaerobios son, ’en‘ re?lidad, e
dios mejorados” (extractos hcpét’xco ylilobulareS,d?szlcss'a: etc.),
y que deben estar privados de oxigeno li re o en ’ dcfu.)fl il
diante variados procedimientos (regeneracién, vacio, adicién de

substancias reductoras, etc.) .
Los medios liquidos se cu

(vaselina liquida, aceite, etc.), P

(Ver Capitulo XXX: Anaerobios).

bren de una substancia aisladora,
ara evitar la penetracién del aire,

24

CAPITULONT]

SIEMBRAS, AISLAMIENTOS Y ESTUFAS

SIEMBRAS O CULTIVOS

DEFINICION. — Es uno de los medios de investigacién bac-
terioldgica. ““Sembrar” un germen es depositarlo asépticamente en
un medio de cultivo.

Toda siembra debe adaptarse a los siguientes principios:

l.—Practicarse en medios de cultivo favorables y con instru-
mentos asépticos.

2.—No contaminar ni destruir la semilla.

3.—Depositarla asépticamente en los medios de cultivo esco-
gidos.

4.—Esterilizar los instrumentos inmediatamente después de
cada operacion. s

Los medios de cultivo para la siembra se reparten en: tubos,
matraces de formas diversas, placas de Petri, etc.

INSTRUMENTOS. — Para efectuar las siembras se utiliza:

1.—El alambre de platino, (de 3/10 a 1 milinietro de espe-
sor) sujeto a un mango de vidrio o de metal. El hilo de platino
termina recto o doblado (asa), o aplastado (espatula).

2.—Pipeta de Pasteur. Tubo de vidrio con una extremidad
afilada y cerrada, y la otra taponada con un trocito de algodén
Cardet.

3.—Pipeta en bola. Variedad de la anterior con una parte
ensanchada por insuflacién del vidrio calentado al rojo.
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de medio sélido a med;j

i n tubos. — Puede hace'rs-e  solido o

sélidos“z;:::ad: platino) ; de medio solido a medio liquido y de

medio liquido a medio liquido (pipeta Pasteur o asa) y de medio
liquido a medio solido (pipeta Pasteur o asak

Siembra en medios sé6lidos.—Se usa el asa de 1_)1'a’tino. Tomar
los tubos en la palma de la mano izquierda en posicion casi hori-
zontal. Sostener con los dedos. Con los tres primeros de la derecha
tomar el asa de platino Yy esterilizarla en ,el me?l?ero de Bunsen,
Retirar el tapon del tubo que contiene la ser'nflla utilizando el quinto
dedo y la palma de la misma mano; esterilizar a la llama la boca
del tubo: introducir el asa sin tocar las paredes del tubo; esterilizar
l2 boca del tubo y taponar. Retirar en la misma forma el tapén
del tubo que se va a sempbrar. Introducir el asa cargada de semilla.
Si se trata de una siembra en ‘‘picadura” (agar o gelatina vertical)
llevar el hilo recto del platino a la superficie del medio y clavarla
hasta el fondo del tubo. Retirar el hilo recto de platino y taponar.
Esterilizar siempre a la llama-el asa después de sembrar para evitar

" contaminaciones cuando se trabaja con gérmenes patdgenos. Si se
trata de una siembra en estria (agar, gelatina o papa) tomar la se-
milla con el asa, llevarla al fondo del tubo que se va a sembrar y
retirarla rozando suavemente de abajo hasta arriba la superficie “del
medio haciendo varias estrias paralelas o una estria ondulada.

Siembra en medios liquidos.— Se usa la pipeta de Pasteur.
Cortar el extremo cerrado; pasar por la llama; tomar la semilla
u}troduciendo la pipeta al tubo que la contiene; aspirar; retirar la
pipeta en posicién horizontal taponando su parte alta con el indice
para evitar su vaciamiento; taponar el tubo después de llamear;
llevar la semilla al tubo que se va a sembrar introduciendo la pipe-
ta y depositando una o varias gotas del liquido; retirar la pipeta.
Llamea.r _cl tubo. Taponar. La pipeta usada se deposita siempre en
un recipiente con solucién desinfectante. Los tubos o recipientes
sembrados deben marcarse inmediatamente con el mombre del ger-
men o del producto patolégico que se estudia; se anota la fecha y
s¢c llevan a la estufa a 37¢ o ala temé Spti de I
especie microbiana, (B. d K ) ¥ r’atura et

{ e Koch a 38, .B. bilgaro a 42¢, etc.).
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El desarrollo microbiano comprende cuatro fases distintas:

* 1.—Fase latente. — (a - b) . Inmediatamente después de la siem-
bra los gérmenes no se multiplican, aun muchos mueren. La dura-
cién de esta fase depende de muchos factores: especie microbiana,
medio de cultivo, cantidad sembrada, edad del cultivo, temperatura
de incubacidn, etc.

9.0
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&; 8.0 {II d S e C
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® : /
\b 75 74
N gt
é 7.0 v
- 72
7 4
R 6o fi
- e Tyt /b
55
0 5 ) /5 20 25 30
Tiemypo en horas.
Recuvento globa/ lofe/ de gérmenes vivos o rmuerfos.
Recuenio parcrs/ ——=---- Nimero de gérmenes vivos.
2.—Fase logaritmica. — (b -c¢) En la que la multiplicacién

de los gérmenes alcanza su rapidez maxima. El aumento del nu-
mero de microorganismos se hace en progresion geométrica, de tal
manera que los logaritmos de sus niimeros se trazan con el tiempo;

" ellos siguen una linea recta ascendente. Si el recuento se hace a in-

tervalos es facil calcular el nimero de generaciones durante este in-
tervalo y la duracién de cada generacidn. .
Ejemplo.—Sea a = al numero de gérmenes al comienzo de

un tiempo dado.
b = al naimero de gérmenes al finalizar un tiempo dado.

al final de la primera generacidn,
b= a) X2
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al final de la segunda generacion,

b=ax2x?2
al final de n generaciones,
b=a x (2n).

El tiempo de duracién de la fas.e logaritmica depende también
de la temperatura, del medio de cultivo, del germen sembrado, etc.

3. Fase estacionaria. — (c-d) En la que cesa la multipli-
cacién y el niimero de gérmenes se mantiene constante.

4.—Fase de decrecimiento. — (d-e¢) En esta fase empieza
a'disminuir el nimero de gérmenes vivos y termina con la muerte
de todos los microbios. Durante un tiempo, variable segiin las es-
pecies, muchos gérmenes permanecen en estado de vida latente (for-
ma de resistencia) aptos para multiplicarse cuando se siembran en

un medio apropiado.

Observacién de los cultivos. — Cada 24 horas sé examinan

las siembras y se anotan sus caracteres; enturbiamiento, velo, gru-

mos, etc., en los medios liquidos; pureza de los cultivos, morfolo-
gia de las colonias, pigmento, etc. en los medios sélidos: alteracio-
nes de los medios diferenciales o especiales.

Conservacién de los cultivos. — Las especies microbianas que
se utilizan en trabajos de laboratorios conservan largo tiempo su
vitalidad y su virulencia si se les mantiene en un medio apropiado,
a la obscuridad, a baja temperatura (frigorifico) y en tubos capu-
chonados o lacrados para evitar la desecacién. Los gérmenes que se
desarrollan en medios corrientes (B. coli, estafilococo, etc.). Se
conservan en agar picadura. Deben ser traspasados cada 30 6 40
dias. ‘Otr.os gérmenes (gonococo, bacilo de Pfeiffer, bacilo de Bor-
det, meningococo, etc.), requieren para su conservacidn de medios
especiales (agar - sangre, agar - ascitis) y temperatura constante de
37*’._ I.)eb.en ser traspasados cada 4 6 6 djfas. Todavia existen
procedimientos especiales de conservacién para ciertos gérmenes:
sangre de.l‘animal inoculado y desecada en tubos cerrados a la 1dm-
para (utilizando la propiedad de vida latente en medios albumi-
nosos de gérmenes como el neumococo, el estreptococo, etc.).
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PREPARACION DE PASTA IMPERMEABLE PARA CERRAR TU-
BOS DE CULTIVO A CONSERVAR: :

Materiales: caoutchut picado LR, S e eI 0 0o P
patafina’ solida | . i e ] ) 5 ro)
talcorinta. st e R R 2 0 VoS S

1.—Se funde el caoutchut con la parafina.

2.—Sec agrega el talco y se mezcla.

3.—Se aplica la pasta en caliente sobre el tapén de algodén recortado y
llameado. A temperatura ordinaria tiene consistencia pastosa.

AISLAMIENTO DE LOS MICROBIOS

Para estudiar una especie microbiana necesitamos tenerla en
cultivo puro, es decir, libre de otros gérmenes. El aislamiento de los
microbios puede hacerse por:

l.—Medios mecdnicos a) dilucidn,
{ b) diseminacidn.

" a) destruccion de otros gérmenes (calor),
2.—DMedios bioldgicos b) cultivos en medios especiales,
¢) inoculacién experimental.

'

MEDIOS MECANICOS:

a) Dilucién en medios liquidos. (Lister). — Consiste en sem-
brar una gota de la emulsién microbiana en un primer tubo de caldo.
Mezclar. Tomar una gota para el segundo tubo y asi sucesivamente
en 10, 12 o més tubos. Se supone que el ltimo tubo debe contener
s6lo una especie microbiana. Método inseguro, poco usado.

b) Diseminacién o dilucién en medio sélido. — Puede hacerse:
1.—En medios previamente licuados. Sembrar a temperatura
conveniente (52° a 54¢). La dilucién se hace como en los medios
liquidos. Después de sembrar, enfriar los tubos en recipientes con agua
fria (anaerobios) o vaciar en placas de Petri esterilizadas (aerobios).
Se obtienen colonias aisladas, que se pueden retirar con pipeta Pas-

teur o con asa de platino.
2.—En medios sélidos al estado de tal (frios). Es el método
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eriologia para el aislamiento.microbia?q Se hat
) o placas de Petri (2o maS).;

na muestra de pus que contiene va-
a de platino esterilizada tomar una

particula de pus, sembrar el primer tubo de agar estria ;gu? los prir}-
cipios enunciados al explicar las siembras en genera .'ll'n omar mds
semilla se siembra el segundo y el tercer tubo. En el ultimo se obtie-
b COBI)OIEZS ;;ZZ‘:Z‘;C) Petri. Hacer una dilucion de'l producto patolé-
gico o del cultivo que se estudia, colocar. una gotita en el centro fie
una placa de Petri: distender con una pipeta Pasteur acodada y sin
tomar mas semilla sembrar en las otras placas. Marcar los tubos o
placas. Colocar a la estufa a 37 grados. Observar a las 24 horas. Si
la siembra fué bien hecha se habran desarrollado en la dltima placa
o tubo colonias aisladas de los diversos gérmenes en estudio. -

mas empleado en bact /
ce en agar estria (3 tubos o mas

A) En tubos supongamos U
rias especies microbianas. Con el as

MEDIOS BIOLOGICOS:

a) Destruccién por el calor de los gérmenes asociados. — Se
utiliza cuando se trata de aislar gérmenes esporulados de otros sin
esporas. La espora resiste al calentamiento a 100 grados, mientras
que los gérmenes sin esporas mueren a 60 6 70 grados.

b) Cultivo en medios especiales. — Se funda en que hay me-
dios de cultivo favorables para algunos microbios y que impiden
o retardan el desarrollo de otros. Ejemplo: el suero coagulado es
el medio de eleccidn para el bacilo de la difteria, el que se desarrolla
a las 8 6 10 horas, mientras que es un medio poco apropiado para

los gérmenes que lo acompafian, (estreptococos, diplococcus cata-
rrhalis, etc.).

¢) Aislamiento por inoculacidn experimental. — Se utiliza
en alg'ur?os casos especiales. Ejemplo: Inocular expectoraciéon de un
neumonico a una laucha blanca (via intraperitoneal). El animal
(reactivo bioldgico del neumococo), muere de septicemia a neumo-
coco. Todos los otros microbios de la expectoracidn son fagocita-
dos y destruidos. Para obtener el cultivo puro de neumococo se

;1er1nbr; en medios apropiados la sangre tomada del corazén de
a laucha.
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ESTUFAS DE CULTIVE

DEFINICION. — Son aparatos espectales destinados a mantener
los cultivos a una temperatura constante y conveniente al desarrollo
de los gérmenes.

DESCRIPCION.— La estufa es una caja de doble pared, una
interna de metal pulimentado y otra externa cubierta de una subs-
tancia aisladora. Entre ambas paredes se deposita agua cuya altura
es marcada por un nivel exterior. En la pared superior existe:

1) Un termémetro cuya extremidad inferior queda en el in-
terior de la estufa;

2) Otro termémetro que marca la temperatura del agua, y

3) Dos o tres pequefias aberturas que permiten la aireacion
del interior y evitan que el calentamiento se haga en forma desigual
(exceso de calor en la parte alta).

En la parte inferior estd el sistema de calefaccidn, (gas, elec-
tricidad, etc.). El regulador automitico puede ser de mercurio, bi-
metélico, etc.; sirve para regular la cantidad de gas o energia eléc-
trica y mantener asi una temperatura constante en el interior de la
estufa. El interior estd dividido en compartimentos por rejillas mo- -
vibles. La estufa debe cerrar herméticamente; lleva una puerta ex-
terna de doble pared como la caja de-la estufa y otra de vidrio
doble (resistente), ambas ajustadas a los bordes de la caja por tiras
de fieltro. La estufa descrita tiene capacidad relativamente escasa.

Para usos industriales y en los grandes laboratorios se requie-
re la

CAMARA ESTUFA. — Su fundamento es el mismo, con las si-
guientes diferencias dependientes de su mayor capacidad: La cima-
ra estufa es una pieza; no es transportable. También existe la do-
ble pared entre las cuales hay una substancia aisladora sélida (ase-
rrin, corcho, virutas, etc.). El sistema de calefaccion se encuentra
en el interior de la cimara y es indispensable que el aire caliente
circule y se reparta uniformemente por todo el espacio de la cimara.

Envio de cultivos y de productos patolégicos. — Para
enviar cultivos o muestras de productos patolégicos (pus, deposicio-
nes, expectoracién, etc.), se colocan los tubos en cajas de madera,
resistentes, herméticamente cerradas, con una etiqueta que indique su
contenido.
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CAPITULO IV

NICA MICROSCOPICA Y ULTRA-
9 MICROSCOPICA

La Bacteriologia, como ciencia microbioldégica que es, ha te-
nido que estar intimamente ligada al descubrimiento y al Perfec-
cionamiento de los métodos de visidn y entre éstos en especial del
microscopio, instrumento que pasa a ser asi un elemento fundamen-
tal en esta rama de la Medicina.

TEORIA DEL MICROSCOPIO

El microscopio es un instrumento. de dptica que permite ver
y estudiar objetos que, por su pequefiez, son confusos o invisibles.
La produccién de imdigenes amplificadas de objetos diminutos se
logra con el empleo de lentes de cristal: éstas se consideran, por lo
tanto, como las partes constitutivas esenciales de un microscopio.
Los demds érganos del mismo desempefian un papel accesorio en el
fenémeno Optico de la ampliacién de un cuerpo pequefio.

Es indispensable recordar algunos conceptos de épticé para
comprender la teoria del microscopio. Se.da el nombre de lentes
2 los medios transparentes limitados por dos superficies esféricas O
una esférica y otra plana que producen la convergencia o la diver-
gencia de los rayos luminosos. Las superficies esféricas pueden ser
* convexas (positivas) o cdncavas (negativas). Recibe el nombre de
lente convergente o cristal de aumento cuando en ella predomina
l? superf1c1? convexa; y la de divergente o cristal de reduccién
si la cara céncava es la dominante. De esto se deduce que en el mi-
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croscopio tienen aplicacién exclusivamente las lentes convergentes,
y a ellas nos referiremos. Estas propiedades de las lentes son debi-
das a los fendmenos de refraccién de la luz, es decir, a la desvia-
cidén que sufren los rayos luminosos cuando atraviesan medios de
densidad diferente. Esta desviacién puede ser resumida en el prin-
cipio de éptica que sigue: Un rayo luminoso que pasa de un medio
menos denso a uno mds denso, se refracta acercandose a la normal
(perpendicular a la superficie de separacién de los dos medios) ; si
pasa de uno mas denso a otro menos denso, se aleja de la normal.
Los rayos‘de incidencia normal no se refractan. .

Estudiando los fenémenos de refraccién en las lentes conver-
gentes, llegamos a las dos conclusiones siguientes:

1) Todo rayo que pasa por el centro de una lente no es re-
fractado. : '

2) Todo rayo que no pasa por el centro es refractado cre-
ciendo la desviacion con la distancia del rayo a aquel punto. A esto
se debe que todos los rayos que inciden en direccién paralela sobre
una lente convergente concurran, después de atravesarla, a un mis-
mo punto llamado foco, porque también en él se concentrarin
las radiaciones térmjicas. .

Distancia focal es la distancia que separa el foco del centro
del lente.

Los fenémenos de refraccién que acabamos de estudiar nos
van a explicar la formacidén de las imagenes por las lentes. Puesto
que todos los rayos emanados de un punto concurren al punto en
que se cortan dos de ellos, ficil serd construir la imagen de un
objeto producida por una lente cuando se conozca la marcha que
siguen en ésta los rayos luminosos. Distinguiremos dos clases de
imagenes: reales y wvirtuales. Las reales estin formadas por
rayos convergentes y pueden recogerse sobre una pantalla. En las’
virtuales los rayos divergen y sélo prolongindolos posteriormente,
es decir, en sentido contrario al de su propagacién llegan a cortarse
en una imagen, la cual, por ser mera creacién subjetiva, no puede
proyectarse sobre una pantalla. /

De cuantos casos engendra la diversa posicion relativa del ob-
jeto y la lente, elegiremos las dos pertinentes a.nuestro propdsito,
a saber: A 1

1) El objeto se halla a una distancia un poco mayor que la
focal de una lente convergente. Este caso que, como veremos, co-
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| objetivo del microscopio, nos suministra una imagen
calo '
i i lificada.
real, mvgnd;‘) ,ytc?l::; situado entre la lente convergente y su focg,
obje ' ; . ;
Tal 2) et Je] ocular del microscop! que forma una imagen vir.
al ocurre i :
tual, derecha y amplificada.
Combinando estas dos
lente, se deduce facilmente la

rrespond

posiciones del objeto con respecto a |

0 cOMPUESTO. — Este consta de dog
sistemas de lentes centrados, es decir, con_el mismo eje 6p.tic?, La
lente en cuya proximidad se sitda C‘I objeto se llama obJe'thO ¥
ocular aquélla a la cual aplica el ojo el observador. La ’d%stancia
focal del objetivo es relatjvamente corta, de manera que facilmente
se consigue poner ¢l objeto algo mas allda del foco para obtener
una imagen real, invertida y amplificada. Dicha imagen cae entre
el ocular y su foco y determina ya que aquel actiia como lupa,
una imagen aun mas amplificada, visible ya para el observador.

TEOR{A DEL 'MICROSCOPI

DESCRIPCION DEL MICROSCOPIO. — Un microscopio consta,
esencialmente, de:

1) La parte mecdnica.

2) El aparato de tluminacion.

3)- La parte ptica propiamente dicha, constituida por el ob-
jct'ivo y c'l ocular, lentes que son los elementos fundamentales del
microscopio.

Eowy A :

: l.—Parte mecdnica. — Consiste en un pie de forma va-

. nalblc que asegura la estabilidad del instrumento, del cual parte la
colu : ¢ iti incli

s :;a' artxculsada con ¢l para permitir una inclinacién variable

Junto. Sobre la columna se dispone una mesita llamada

platina donde se coloca I3 Preparacién a obsery
lleva en su parte central un

na para iluminar Ia prepara
table. En el extremo superi

: ar. La platina
agujero por donde pasa la luz necesa-
con; puede ser fija o mévil y calen-

deseado y para tener una vision de los diferentes planos de la pre-
paracion.

2.—Aparato de iluminacién. — Para iluminar el objeto ob-
servable, en microscopia se utiliza:

a) Iluminacion transmitida.

b) Iuminacién lateral (fondo obscuro).

Nos referiremos a la primera, que tiene apficacién directa en el
microscopio.

El aparato de iluminacién, situado debajo de la platina, consta
del espejo, el diafragma y el condensador. Como fuente luminosa
puede utilizarse tanto la luz natural como la artificial a condicién
de obtener un cono luminoso homogéneo y bastante ancho.

El espejo es siempre doble, céncavo por una cara, plano por
la otra. Su objeto es reflejar la luz proveniente de la fuente lumi-
nosa y enviarla hacia la preparacién bajo la forma de cono de ilu-
minacion.

El condensador, constituido por dos lentes convergentes, tie-
ne por objeto ensanchar el cono luminoso, de lo que se deduce que
su uso serd indispensable cuando se trata de grandes aumentos.

El diafragma colocado debajo del condensador, regula el cono
luminoso en el sentido de aumentarlo o disminuirlo.

3.—Parte optica propiamente dicha.

Objetivo. — Es el dérgano mds importante del microscopio,
porque ademas de producir el aumento principal del sistema, la
nitidez de la imagen microscépica depende de la nitidez de la imagen
producida por él. Es un sistema dptico centrado formado por una o
varias lentes convergentes que produce, como sabemos, una imagen
real y aumentada del objeto. Se atornilla en la parte inferior del
tubc, sea directamente, sea por intermedio de un revélver porta -
objetivos.

Distinguimos dos clases de objetivos:

1) A seco.

2) De inmersion homogénea.

Objetivos ‘‘a seco’”” son todos aquellos en los cuales existe
aire entre la preparacién y la lente. En éstos, muchos rayos lumi-
nosos no son aprovechados, porque al pasar de la lamina al aire y
después al cristal del objetivo se refractan, ya que se trata de medios
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i do refraccién es difecente SRR la nitidez
cuyo indice 4

. { agen. o5 7S ‘e
y la da"d?d de Iii;:::egse evita con los objetivos llamados - “de
Este inconve

i .2 on los cuales se interpone entre la preparacién y la lente
n 3 ° ., . .
lnmTfsm'do cuyo - indice de refraccién es sensiblemente el mismo
un liqui .  d
del cristal del objet1vo. ' AN
o CISe puede emplear el agua, pero especialmente utilizamos hoy

el “aceite de cedro” y hablamos en este €aso de “inm.ersién' homo-
génea” ya que el indice de refraccién de esta substancia es.x’gual al
del vidrio y, por lo tanto, los rayos allsahr de la’x prepflracwn.para
dirigirse a la lente siguen por un medio homogéneo sin desviarse,

Ocular. — Es la lente a la cual aplica su ojo el observador
y funciona como una lente convergente en la que el objeto esti
entre ella y su foco principal, objeto que no es otro que la imagen
real producida por el objetivo a la que aumenta transformandola
en virtual. Consta de dos lentes: una superior u ocular propiamen-
te dicho que funciona como recién anotamos, y otra inferior o
“lente de campo”, que no contribuye en nada al aumento sino que
tiene por objeto aclarar el campo al mismo tiempo que dilatar el
_perimetro observable de la imagen. Entre ambas existe un diafrag-
ma que suprime los rayos marginales.

Aplicaciones del microscopio en bacteriologia. — EIl micros-
copio se utiliza en bacteriologia para el examen y estudio de los
gérmenes. Dos procedimientos deben seguirse:

' a) Estudio del microbio al estado fresco, sin coloracién, in
vivo (nos indicara la forma, movimientos, rapidez de ellos, pro-
cesos de divisién, formacién de esporas, yemacién, etc.). 3

b) Estudio en preparaciones fijadas y tefiidas con colorantes

(nos permite apreci n mej
ke ejor forma detall
1 es de la es -
tertana Yy otras CaraCtCrfsticas)‘ tructura bac

tar limpios e
para proceder a un examen.

0 con c?bjetivo de inmersién, sera preciso
1;ara eVitar su desecacién. Con un trozo
rotara‘suavemente la lente de inmersién
Preparaciones que contengan microbios al

Cuidado que ha
il ¥ que tener con el mj &
lares y objetivos deberin es ¥ mieroscopio,

Al final, si se ha examinad
limpiar el aceite de cedro
de lienzo fj impi
i
1o y limpio se
con bencina o xjlo]. Las
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estado fresco, una vez usadas, se arrojardn a un recipiente que con-
tenga un antiséptico (por ejemplo: oxicianuro de mercurio).

ULTRAMICROSCOPIO

Estd basado en la iluminacién de fondo obscuro. Se ha
observado que en la iluminacién transmitida, la luz central
ofusca el ojo del observador que sélo percibe aquellas par-
tes suficientemente groseras u opacas para impresionarlo, de tal
manera que es incapaz de apreciar pequenios detalles que por la ex-
cesiva luminosidad no alcanzan a diferenciarse.

En el ultramicroscopio se evita este inconveniente:

1) Suprimienco la llegada de rayos directos al ojo del ob-
servador.

2) Iluminando el objeto sin iluminar el ojo.

Lo primero que se consigue por medio del diafragma de fon-
do obscuro, que intercepta la llegada de los rayos luminosos cen-
trales. Lo segundo se obtiene usando condensadores especiales de
fondo obscuro en los cuales los rayos luminosos sufren las reflexio-
nes necesarias' para no caer en el objetivo e iluminar el objeto. De
manera que en la obscuridad del medio ambiente el rayo que va a
sufrir la reflexién total, produce sobre la particula ultramicroscé-
‘pica una aureola de difraccién que la rodea y la agranda hasta ha-
cerla visible. Por lo tanto, con el ultramiscroscopio no vemos las
particulas sino que sabemos de su existencia, porque vemos la di-
fraccién luminosa que producen, de la que son base.

El ultramicroscopio se utiliza, sobre todo, para examinar “‘in
vivo’’ microbios invisibles (sin coloracién) por los procedimientos
habituales. En la actualidad es de uso corriente en la investigacidn
del treponema de la sifilis a partir de la serosidad obtenida direc-
tamente del chancro especifico. B

Técnica de los examenes ultramicroscépicos. — Comprende
sucesivamente los siguientes tiempos:

1°) Disponer los aparatos para la observacién en fondo obs-
curo. Estos aparatos son, fundamentalmente, el condensador de
fondo obscuro, el objetivo diafragmado y la fuente luminosa. El
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condensador de fondo obscuro viene a reemplazar al conden-
sador de Abbé. En cuanto al objetivo pueden utilizarse tanto [og
objetivos a seco como los de inmersién diafragmados. La “‘fuente
luminosa” debe ser muy poderosa para asegurar una buena ilumj.
nacién “laterai”. En estas condiciones el microscopio corriente que-
da transformado en un “‘ultramicroscopio’’.

2¢) Centrar el aparato de fondo obscuro, hasta que coincida
exactamente con el orificio de la platina. '

3%) Colocar la preparacion. Para su observacién es indispen-
sable depositar una gota de aceite de cedro sobre la cara superior
del c'ondensador y la inferior de la ldmina para evitar las burbujas
de aire. Para el objetivo de “‘inmersidn diafragmado’’ depositar una
gota de aceite de cedro sobre la laminilla como de ordinario.

4¢) Obtener el campo obscuro homogéneo.

CAPITTULG &V

EXAMEN MICROSCOPICO DE LOS MICROBIOS

El examen microscépico, los cultivos y las inoculaciones ex-
perimentales constituyen los procedimientos fundamentales de in-
vestigacion y diagndstico bacterioldgico.

El examen microscépico puede hacerse:

1) Al estado fresco.

2) En preparaciones fijadas y coloreadas.

1.—OSERVACION AL ESTADO FRESCO. — Se utiliza este pro-
cedimiento para investigar ciertas funciones bioldgicas de los mi-
crobios, tales como la movilidad, la aglutinacidn, la yemacién, la
esporulactdn, sus agrupaciones caracteristicas (cadenas, tetradas, etc.),
sus relaciones con las células de pus, etc., lo que permite facilitar
el diagndstico de las distintas especies microbianas. Este procedi-
miento tiene la ventaja de no provocar modificaciones en los ele-
mentos que se examina. '

El examen directo de los liquidos normales o patoldgicos (san-
gre, liquido céfalo - raquideo, materias fecales, orina, pus, liquido
pleural, ascitis, etc.), es muy importante porque permite estudiar su
citologia, parasitologia y bacteriologia. Pero es un procedimiento
insuficiente porque debido a la transparencia de los gérmenes su
refringencia se confunde con la de los liquidos; sus contornos se
hacen menos netos mientras mas elevado es el indice de refraccidn
del liquido. que los contiene; son muy visibles en los liquidos acuo-
sos mientras que en los medios albuminosos o soluciones azucaradas.
concentradas su observacién es dificil y aun imposible.
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a) sin coloracion,

¥ de verificarse: y
observacion pueé . : . v
Esta b) con coloracién. (Coloracién vital) |

Sin coloracién. — Si se trata de C“ltiVO.AlfQUido © emulsign
microbiana se coloca una gotita s?br'e U Iamc;mlla que se invierte
y se fija con vaselina sobre una Iax’mqa excava .a '(exan.nen en gota
colgante); o bien se coloca entre limina y Ian'umlla. S} los gérme-
nes son muy escasos, dejar sedimentar o centrifugar. Si estin con-
tenidos en liquidos viscosos (pus, desgarro, etc.), se tratan coy
soluciones poco concentradas de soda o potasa para fluidificarlos
‘antes de centrifugar. Las preparaciones en fresco se observan cop
objetivos a seco (nimeros 4 6 6). :

Es también una observacién al estado fresco el empleo del
ultra - microscopio, que nos permite investigar los elementos figy-
rados muy pequefios, como por ejemplo la Espiroqueta palida de
la serosidad del chancro sifilitico.

Coloracién vital. — Como su nombre lo indica, permite op.
servar los gérmenes coloreados al estado vivo. Esta coloracién pone
en evidencia ciertos' elementos microscpicos sin alterarlos Y permite
observar detalles de estructura que el examen directo es incapaz de
revelar. Se utilizan soluciones acuosas poco concentradas de colo-
rantes cllue Do tengan accién téxica sobre los microorganismos tales
::Z}Od‘; I;czjt;eiiut:c, eIl\I verde de metilo, el violeta de genciana, el

» etc. No hay una combinacién entre el colorante

y el germen sino una imbibicié <
imbibicién; sélo
. ; se colorea m i
clusiones celulares muertas, n realmente las in-

Téenica, — o
limina, agregar una
laminilla y
de 2 muestr

locar una gota del cultivo,

gota de solucién de
cerrar con v

; orina, serosidad, etc., sobre una
sl I0jo neutro a.xl 1 x 1000, cubrir con una
¢n puede cubrirse con Ia laminilla la gota

microbi:; mll_ un borde. ’de la Jaminilla, Ia que
e incIuS'. a coloracién aparece lentamente,
lones muertas de rojo vivo. Examinar

mismo indice de refraccién. Para evitar este inconveniente y poder
hacer un examen microscépico completo es necesario utilizar la co-
loracién de los gérmenes y de los elementos que los acompafian. La
coloracién es imposible al estado vivo y para realizarla es necesario
matar los gérmenes en forma instantinea para conservar sus carac-
teres y su estructura intima en el momento de la muerte. Este pro-
cedimiento de muerte celular que es debido a la coagulacién rapida
del protoplasma, se denomina fijacién. Para proceder a esta fija-
cién es necesario hacer un frotis del cultivo o del producto patolé-
gico que se estudia, distendiendo una delgada capa del material
sobre una lamina portaobjeto. Como substancias fijadoras se usan
el calor seco, el éter, los alcoholes etilico y metilico, el yodo, el
acido picrico, el formol o bien mezclas de estas substancias como
el alcohol - éter (en partes iguales), o el liquido de Bouin (acido
picrico, solucidén saturada, 75 c.c.; formol oficinal, 20 c.c.; acido
acético, 5 c.c.), o el fijador de Zenker (agua destilada, 100 c.c.;
bicromato de potasa, 2,5 c.c.; bicloruro de mercurio, 5 c.c.; sulfato
de sodio, 1 c.c. En el momento de usarlo agregar é4cido acético
cristalizado, 5 gramos).

Substancias colorantes. — El origen de las materias coloran-
tes empleadas en técnica microscopica es muy variado: algunas de
origen animal, como el carmin, que se extrae del Coccus Cacti, que
es un hemiptero parasito de un cactus de Méjico, y que es un pro-
ducto rojo pulverulento y albuminoideo. Otros se extraen de pro-
ductos vegetales, como la hematoxilina, que es una substancia cris-
talina, incolora o ligeramente amarillenta, que se extrae del palo de
campeche (Haematoxylon Campechianum), que es una leguminosa
arborescente de la América Central. La hematoxilina no tiene poder
colorante, pero se oxida ficilmente dando la hemateina que cuando
se une con una base se tifie de color violeta. La mayoria de los colo-
rantes son productos artificiales obtenidos por sintesis, como los co-
lores de anilina, el azul de metileno, etc.

Desde Ehrlich se distinguen los colorantes acidos que estan
formados por un é4cido coloreado unido a una base incolora; éstos
se fijan indiferentemente sobre el protoplasma y niicleo celulares.
Se les llama colorantes difusos o plasmaticos (eosina, amarillo de

N

anilina, etc.).
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s estan formados por una base coloreada
Imente sobre la croma-
metileno, fucsina ba-

Los colorantes basico 130
unida a un 4cido incoloro. Se fijan principa

tina y se les llama colorantes nucleares (azul de
sica, violeta genciana, etc.).

Los colorantes neutros reunen las propiedades de los coloran-
tes 4cidos y basicos, y tifien de variados colores los diferentes ele-
mentos citoldgicos; son los colorantes panépticos (azur de metileno,
cosinato de azul de metileno, etc.).

Por lo general, los colorantes tifien los elementos celulares con
su propio color: la fucsina tifie de color rojo, el azul de metileno
de color azul, etc.; pero ciertos colorantes tifien de diferentes colo-
res los elementos celulares, como la tionina, que colorea de verde los
globulos rojos, de color violeta rojo los nicleos celulares, etc, Esta
propiedad se designa con el nombre de metacromasia (colorantes

. metacromaticos). Ejemplo: azul de toluidina, violeta de metileno,
azul policromo.

En bacteriologia se usa de preferencia los colorantes bisicos
que, como l.acmos visto, tienen afinidad electiva por los nicleos y
por consiguiente, por los microbios que, practicamente | puede con-'
-siderdrselos como poseedores de un nucleo difuso. :

Los colorantes basi
asicos de uso mas i e
gia son: corriente en bacteriolo-

Cristal violeta de Nicolle.
Fucsina fenicada de Ziehl.
Tionina,

Azul de metileno,

; O, potasa, etc.),
* generalmente) Y agua des-

: Z Pr .
Y se filtran antes de usﬂrlfs eparadas ge dejan 24

TECNICA DE PREPARACION.

Fucsina fenicada de Ziehl:

Fucsina 3 o e,
Actdoifenico s, By
Alcoholi absol UTo N S 10 cc.
Agua; idestiladal o R | () ()

Triturar en un mortero la fuxina y el alcohol. Agregar el acido fénico, tri-
turar. Mezclar agregando poco a poco los dos tercios del agua destilada. Traspa-
sar a un recipiente de vidrio. Lavar el mortero con el tercio del agua restante y
afiadirsela a la mezcla anterior. Esperar 24 horas. Filtrar por papel filtro ordinario.

Cristal violeta de Nicolle:

Cristal violeta . e LR 1 gr.

Acido fénico Yooyt 6 Sdnte 2

Alcohal®absolutor S S S 1i0Nc e
o LLO0RE

Agua'destiiadats HENESEIREE N
Preparar como la fucsina fenicada de Ziehl.

Azul de metileno:

Azul de metileno 2 gr.

Acido fénico 2 %

Alcohol absoluto 10 lcic.
100

Agua des:ilada
Preparar como la fucsina fenicada.

Con estas soluciones colorantes hacemos las ‘‘preparaciones”
coloreadas, que pueden ser de tres tipos:

I) Coloracién simple;
II) Coloracién por el método de Gram;
III) Coloracién por métodos especiales.

I.—Coloracién simple. — Consiste en hacer actuar sobre la
preparacién fijada un solo colorante. (Azul de metileno, tioni-
natsetcy)s
TECNICA:

1) Hacer el frotis sobre un porta - objeto limpio.
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o ligeramente para no deformar

i) Desecacion. — Se ¢
los microbios.

3) Fijacid
el alcohol absoluto o ¢

4) Coloracion.—
cesario para cubrir comp

ij usar el calor hasta 60°,
n. — Como fijador se puede '

| alcohol - éter.
Verter sobre 1a prepa
Jetamente el frotis,

racién el colorante ne-
dejando actuar de dos

a cinco minutos.
5) Lavar con agua.
ma. Observar con inmersion.

Secar utilizando papel filtro 'y la lla-

I1.—Coloracién por el método de G‘r'am'f_' PRIE)(I:lII:iO.od_o
Los colorantes derivados de la para - rosan'llma ORI i Y'd d
ur?z combinacidn estable; algunos bacterios poseegates Sy
materia colorante y no se -
Efcriérfszlil alcohol (microbios que toman el Gram o ’G?am postti:
vos); otros gérmenes, por el contrario, se decoloran fac1lment.e por
el alcohol, (microbios que no toman el Gram o Gram negatwo§).
Es este un método de coloracion muy importante, porque permlFe
diferenciar especies bacterianas diversas, morfolégicgmente pareci-
das. (Bacilo coli, Gram negativo y Bacilo diftérico, Gram positivo) .
Para la coloracién por este método se usa el Violeta de Nicolle,
como colorante” (solucién hidro - alcohélica fenicada de cristal vio-
leta). Se hace actuar en seguida la solucién de Gram o Lugol (vodo
metalico, un gramo; yoduro de potasio, dos gramos; agua desti-
lada, doscientos gramos). Este reactivo hace el papel de mor-
diente. Viene después la decoloracién que se hace por el alcohol -
acetona (alcohol 2 partes, acetona 1 parte). Este tiempo es el que
diferencia los microbios Gram positivos de los Gram negativos:
los primeros resisten la decoloracién con el alcohol - acetona mien-
tras que los Gram negativos se decoloran totalmente bajo la ac-
cién del alcohol - acetona. ,
S_e contim};; la operacién, utilizando un colorante de contraste:
i, 2 e clos o micobis G givs 1
paracién (glébulos de pus, mucus, etc.).

TECNICA DE LA COLORACION POR EL METODO DE GRAM
1,29 3. — Como en ol

écnica de la coloracidn si
3. ) imple.
4.—Tefir con el violeta d ’

e Nicolle durante i o 2 minutos.
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desprenden de ella por la

5.—Depositar solucién de Gram. Mantenerla medio minuto.

6.—Decolorar con alcohol - acetona ripidamente. Lavar con
agua.

7.—Fuxina de Ziehl diluida durante uno o dos minutos.
Lavar con agua. :

8.—Secar. Examinar con inmprsidn.
III.—Coloracién por métodos especiales.

a) Coloracién de pulpa de 6rganos. — Es un procedimiento
rapido de investigar los gérmenes en las visceras (bazo, higado, san-
gre, etc.), de los animales inoculados y de los muertos por enfer-
medades naturales.

Se toma con una pinza un trozo de drgano (ganglio. ba-
zo, etc.), y se frota suavemente sobre un porta - objeto, se seca y
se fija con alcohol - éter; luego se hace la ‘coloracidn.

1.—Coloracién microbiana por el método de Gram.

2.—Coloracién, nuclear con hemateina (5 a 10 minutos).

3.—Coloracién protoplasmatica con eosina (2 a 3 minutos) .

4.—Examjinar con inmersion.

En estas preparaciones se observan las células y los microbios
tefiidos, pero no se ve la estructura histolégica de los tejidos,
porque. ésta se destruye al hacer el frote.

b) Coloracion de los bacterios dcido - resistentes. — Ciertos
gérmenes presentan gran dificultad a la penetracidon de los coloran-
tes basicos de la anilina a causa de una capsula cérea especial que
los reviste (Bac. de la tuberculosis, de la lepra, del esmegma, etc.).
El procedimiento mas corriente es la coloracién de Ziehl - Neelsen,
cuyo detalle se encontrara en ‘el capitulo de tuberculosis.

c) Coloracién de esporas, cdpsulas y cilios. — Estos métodos
seran descritos en el capitulo de morfologia microbiana.

III.—INCLUSIONES Y CORTES DE ORGANOS

a) Extraccién y fijacion. de los 6rganos. — Los trozos de o6rganos des-
tinados a hacer los cortes deben extraerse del cadiver recientemente autopsiado,
tener un tamafo de 10 a 15 milimetros por lado, introducirse inmediatamente
en un frasco pequeiio que contenga el liquido fijador. ]
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is empleados son: ‘
(mantener durante tres dias). :

% (durante uno O dos dx:fs‘).

| comercial 20 c.c., solucién acuosa saturad,
5 cc.) En este caso mantene,

Los liquidos fijadores m

1) El alcohol absoluto

2) Formol comercial al flO

iquido de Bouin (orm? merci

d 'ci3d)o I;;il?rl':clo 77 c.c., cido acético cristalizable
¢ d

. 24 a 48 horas. ‘n
o Z .
o de Argan Los trozos de organos fijados como se ip.

sometidos antes a las siguientes

el tro .
b) Inclusiones en parafina.

e ;
dica anteriormente, para incluirlos, dcpen se

operaciones:
1) Deshidratarlos
2) Hacerlos transparentes mce
3) Imbibirlos en una mezcla

n variable segiin el tamafio de las piezas).
4) Bafio de parafina fusible a 52 - 54 grados. Colocar a la estufa gra-

en alcohol absoluto durante 24 horas.
diante un bafio de xilol.
de parafina y xilol fusible a 35 grados (du-

racio

duada a 52 - 54 grados. 5
Viene la inclusién propiamente tal, que se hace en moldes de vidrio o metal

y con parafina fusible a 52 - 54 grados fundida. Oper.ar asi: vaciar una pe-
quefia cantidad de parafina en el fondo del molde (dejar enfriar ligeramente).
Clavar el trocito de érgano con una aguja y colocarlo en el molde. Llenar el
molde con parafina sin retirar la aguja. Dejar enfriar hasta que la parafina
tenga consistencia. Retirar la aguja. Colocar el molde con la inclusién en un
bafio de agua fria hasta enfriamiento completo. Separar el molde de la inclusidn.

¢) Cortes.”— Las inclusiones sz cortan con aparatos llamados micrétomos,
que se componen de un cuchillo para efectuar los cortes; un dispositivo especial
para medir cl espesor de los cortes (1, 2, 3, 4 6 mas micrones); y una pieza
metdlica para sostener la inclusidn.

(:'nda corte aparece como una delgada laminita de parafina semitransparente,
conlcmcndo“cn el centro una parte mis opaca que corresponde al drgano.
pie e s g o v s A
En seguida se calienta ligeramente el anflagonm' d(ei i Y fObre o e
R P aﬂgdi poniendo la limina sobre la llama de

¢ distender el corte.
agua con papel filtro. Se calienta |
mas o menos. para fundir la parafin

Se deja 1a limina a 1a estufa a
el resto de agua.

Para colorear:

1) Disoly

e Se retira el exceso de
a limina sobre una platina a 66 grados.
3 y pegar el corte.

37 grados, durante 24 horas, para evaporar
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CAPI TULOSVI

MORFOLOGIA MICROBIANA Y ESTUDIO DE LOS
CULTIVOS

MORFOLOGIA MICROBIANA

1.—FORMAS MICROBIANAS. — Los baclerios o “‘esquizomi-
cetos” son microorganismos unicelulares, sin clorofila, mdviles o
inmdviles, desprovistos de ntcleo diferenciado y que se reproducen
por divisién transversal o por esporas.

Se distinguen cuatro formas fundamentales:

a) Cocos. — Pueden ser esféricos, lanceolados (Neumococo)
o reniformes (Gonococo). Un coco puede encontrarse aislado, en
grupos de a dos (diplococos); en grupos de cuatro (tetragenos):
agrupados en racimos (estafilococos), o en cadenas (estreptoco-
cas); pueden, también, agruparse en los tres planos del espacio tons-
tituyendo las sarcinas. Los cocos miden por término medio algunas
décimas de micrén de diametro.

b) Bacilos. — Son gérmenes mis o menos alargados con for-
ma de bastoncillos. Los hay largos y finos (B. tuberculosos): de
un tamafo intermedio (B. disentéricos) y cortos (coco - bacilos).
Sus extremos pueden ser rectilineos (B. carbuncosa), redondeados
(B. tifico) o abultados (B. diftérico). En otros el abultamiento
se encuentra en la pared central (B. fusiforme). Se observan aisla-
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; . en cadenas (estreptoba.
1 rupos de dos (dlplobacllos), 0 o
dos, en 8 s
cilos). |
Son filamentos incurvados que forman sélo

¢) Vibriones. : : i
una parte de una circunferencia. ‘Tienen el aspe o

(Vibrion colérico) .
d) Espirilos. — Son filamentos con un nimero variable de

espirales (Spirillum pigrum).

VARIACION O DISOCIACION MICROBIANA Y MUTACION MICRO-
BIANA. — De todos los seres vivientes, las especies m.lc.tobla.nas pa-
recen ser las mas sujetas a variaciones morfoldgicas y fisioldgicas por
cambios en el medio en que se desarrollan.

Si modificamos las condiciones externas del medio (condicio-
nes fisicas, quimicas, fisico - quimicas o bioldgicas), la morfologia
mjicrobiana se altera mis o menos profundamente. Asi el B. carbun-
coso (Bacteridia de Davaine), tiene en los organos receptivos la
forma de gruesos bacilos aislados y capsulados, en cambio en los
medios liquidos artificiales se presenta sin capsula y formando lar-
gas cadenas. El B. piocidnico adopta diferentes formas cuando se
cultiva en medios adicionados con diferentes substancias. Toma la
forma de largos filamentos en medios adicionados de bicromato
de potasio: en medios con 4cido bérico toma forma de espiral y
forma de coco en medios adicionados de creosota. El B. prodigiosus
se presenta en forma de cocos en los medios alcalinos y de bacilos
rectos o esplr’ale's en el caldo adicionado de 4cido lictico.

En los tltimos afios, desde los trabajos de Arkwright (1920)

Onias puras y bajo la accién del
» el antisuero homélogo, el bacte-
la formacién de una colonia lisa

i colonias ‘“R” (Rough);
ciones morfoldgicas de 1as colonj ordes dentellados. A estas varia-

nes morfoldgicas y fisioldgicas de los microbios; asi es posible ob-
servar que mientras las colonias lisas ‘S’ permanecen virulentas,
las colonias rugosas “R’’ estain formadas por microorganismos avi-
rulentos. En algunas especies microbianas, como el B, Anthracis y
el Estreptococo hemolitico, las colonias ‘R’ son virulentas y las colo-
nias 'S han perdido su virulencia. Se observan, ademas, cambios en
Jas propiedades antigenas de los gérmenes de las colonias disociadas.

TIPO LISO (S!*%) TIPO RUGOSO (“R")

I Desarrollo en caido: uniforme- 1 Desarrollo en caldo: formacidn
mente turbio (homogéneo).
Emulsion estable en solucién fi-

de grumos que sedimentan.
Aglutinacién espontinea en so-
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sioldgica. . lucién fisioldgica.
3 Cilios y cdpsulas evidenciables. 3 Frecuente ausencia de cilios y
capsulas. ;
4 Movilidad (en caso de bacteria ci- 4 Movilidad a menudo reducida
liada). o ausente.
5 Alta virulencia y toxicidad. Escasa virulencia y toxicidad.

(=)

5
Resistencia a la fagocitosis. 6 Facilmente fagocitables.
7 Aglutinado por suero especifico 7 Aglutinados en pequefios y com-
en grandes grumos (flocular). pactos grumos (granular).

8 Propiedades bioquimicas mas ac- 8 Propiedades bioquimicas menos
tivas. activas. '

9 Mis frecuente durante la en- 9 Mais frecuente en portadores y
fermedad. convalecientes.

10 Mis comin en infecciones agu- 10 Mis comin en infecciones cré-
das. nicas.
Sensible al envejecimiento. 11 Resistente al envejecimiento.

12 Sensible al bacteridiaga. 12 Menos sensible al bacteriéfago.

En la mayoria de los casos estas variaciones son ‘‘temporales’’
y la forma normal se restituye cuando cesa la accién de los factores
externos que la provocaron. Estas modificaciones transitorias y re-
versibles de los bacterios se designan con el nombre de variaciones
microbianas. ;

Cuando una modificacién, una vez establecida, permanece
constante aun llevando el germen a las condiciones primitivas, se
hablz de mutacién microbiana. Asi, por ejemplo, el B. tubercu-
loso cultivado en medio biliado pierde su accidén patdgena sin re-
cuperarla jamas. (Calmette y Guerin). 5
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sc produce mucho més activamente que

erdi rgan
una disminucién 0 pérdida total de los o g‘,idenda :
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LA DISOCIACION MICROBIANA.

S QUE PROVOCAN
AGENTES Q te o puede ser provocada

La disociacion puede producirse cspontdneamen
po: agentes quimicos, fisicos y bioldgicos.
or encima del éptimum térmico pro-
La formacién de pigmentos
desaparece la formacién de

Temperatura. — La temperatura por
voca la variacién en muchas especies microbianas.
se inhibe: las propiedades fermentativas se alteran; ; :
cipsulas y csporas; se estimula la produccién de colonias secundar.las' y de colc’>—
nias tipo “R"" en el grupo coli - tifo - disentérico; se producen variaciones serolo-
gicas en los cultivos de neumococo y estreptococo. Otro factor importante es la
atenuacién de la virulencia en los cultivos a 40 grados o mis; el bacilo de la
difteria cultivado a esa temperatura no es virulento, cambia su morfologia y sus
propiedades fermentativas. El bacilo del carbunco cultivado a 42 grados pierde
la propiedad de producir esporas y se atentia su virulencia.

Composicion del medio de cultivo. — La adicién de hidratos de carbono
a los medios de cultivo facilita la variacién microbiana. En los medios con dulcita,

lactosa o rafinosa los bacterios del grupo intestinal dan lugar a la formacién
de papilas.

g Culr‘lvos viejos. — El envejecimiento de los cultivos es un factor que fa-
cxh.ta l'a disociacién microbiana. En los cultivos viejos de gérmenes del grupo
coli - tifo - disentérico, aparece la formacién de colonjas secundarias y colonias “R".

Substancias antisépticas, — La influencia de

4 SO A los antisépticos sobre la va-
riacion microbiana es muy conocida,

El fenol modifica la virulencia del 'bacilo
dei c.arbuf\co. altera la.s propiedades fermentativas y provoca la aparicién de
colonias tipo R del bacilo de coli. El mismo efecto tiene el formol
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Suero inmune o sangre inmune. — El bacilo del carbunco pierde su vi-
rulencia cuando se cultiva en presencia de su antisuero; el bacilo tifico dz tipo
normal "“S" cultivado ea las mismas condiciones se transforma en tipo R’ que
conserva o pierde su poder aglutinante. El neumcooco virulento capsulado pierde
su virulencia y su capsula y se hace ficilmente fagecitable cuando se cultiva en

presencia de su antisuero, al mismo tiempo que se observa la aparicién de colo-
nias “R'" avirulentas.

FORMAS DE INVOLUCION. — Se consideran formas de dege-
neracion que aparecen cuando los bacterios crecen en medios desfa-

vorables, o por envejecimiento (formas en masa, pera, raqueta,
huso, ramificadas, etc.). :

’ 2.—DIMENSIONES. — Su longitud varia desde 0,2 a 0,3
micrones hasta 30 - 50 micrones (sulfobacterios). Algunas espe-
cies tienen dimensiones tan reducidas que escapan a la observacidn
microscépica y ultramicroscépica. Su existencia sélo se evidencia
por la virulencia de los humores que las contienen. Son los ultra-
microbios, llamados también virus filtrables, porque atraviesan
los filtros de porcelana (o de Chamberland) o de tierra de infu-
sorios (o de Berkefeld). Hoy se los engloba bajo la designacién
de inframicrokios.

3.—PEs0O. — Por métodos ingeniosos se ha calculado el peso
de algunos bacterios: asi el B. coli pesa 0, mgr. 000.000.006.13.
El peso de un B. tuberculoso es de 25 cien millonésimos de mili-
gramo.

4. —ESTRUCTURA. — Estin constituidos por una membrana
mas o menos delimitada o ectoplasma y un contenido o endoplasma
que carece de un ntcleo diferenciado.

a) Membrana o ectoplasma. — En ciertos gérmenes de pro-

_toplasma finamente granuloso, la membrana puede observarse di-

rectamente por un examen al estado fresco, en otros sélo se puede
distinguir después de la retraccién del protoplasma por la influen-
cia del calor o del alcohol. Se distingue con mas nitidez durante
la formacién de las esporas y por el fenémeno de la plasmolisis. En
este Ultimo caso la membrana se separa del contenido protoplasma-
tico haciéndose mas visible. Es, en general, resistente y asegura a
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cierta persistencia en su for.

de aspecto gelatinoso y ma]
.nterna, delgada, considerada

ticular) .

{stingu ca
ma. Se le distingue una

delimitada (cap2 gelatinosa

: cu
Jadera membrana (capa

la ver 5 ’
como na. — En los gérmenes mas peque-

pero en realidad, lo mismo
los seres superiores, representa u.n' sistema
i especies se ha podido identificar cier-
as £ s10e
dan ¢l nicleo (néicleo cromidial);
inclusiones de naturaleza y fun-
acromaticos), pigmentos,

do o endoplas

ontent .
b) C ncia homogenea:

Fos tiene una apar
que el protopla'sma
coloidal complejo- En algun r
tas masas cromaticas que rect;e
n otras se encuentran vacuolas,

i . ’ met
"ciones mal conocidas (ccfrpuscu'los1 i
substancias proteicas, lipoides, cristales,

5. — Cilios, flagelos. — Son fila-

mocid
¢) Organos de loco : ;
) Org fragiles, generalmente mas largos que el cuerpo bac

inos, : 1
mentos fin | examen directo, se les pone en evi-

teriano. Poco o nada visibles a 3
dencia por métodos especiales de coloracion. ' ’ 3
Son 6rganos de motilidad cuyo mecanismo estaria en relacién

con las variaciones de la tension superficial en cont.acto con el me
dio ambiente. Son influenciados por todos los excitantes: mecani-
cos, térmicos, luminosos, eléctricos, etc.

d) Cdpsulas. — Ciertas especies microbianas estan envueltas
en una vaina de aspecto hialino que incluye a uno o varios micro-
organismos a la vez.-A veces quedan englobadas grandes masas de
gérmenes (zoogleas). .

Sélo algunas especies la producen y, en todo caso, estan en
relacién con la virulencia, las condiciones de cultivo y la composi-
cién de los medios (presencia de liquidos organicos). En su estruc-
tura quimica parecen entrar hidratos de carbono y substancias del
élf;rg:eliiézﬁicéz::;quPeralmente se les’atribl'xye el papel de 6rgano

Apenan un rol de antigeno incompleto (hapteno)-

COLORACION DE CAPSULAS. — Método de Johne.

SOIUCIOH acuosa 3zl 2 por cliento de Vloleta d". IVIetllo o Vio

n -y,
utos. Lavar rapidamente al agua (2 segundos). Tratar

or ci e Ao
P fe’mo de icido acético durante 10 segundos. Lavar
nmersidn.

_Por.una solucién a] |
al agua. Examinar por i
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e) Esporas.—Endosporas.— Representan una forma de resis-
tencia y de reproduccién del ciclo evolutivo de algunas especies mi-
crobianas. Constan de una membrana gruesa y resistente y una ma-
sa protoplasmatica refringente y condensada (menor cantidad de
agua que el protoplasma del germen que le dié origen). Se dispo-
nen: en la parte media del cuerpo bacilar (central) o en uno de sus
extremos (polar). Generalmente cada germen da una sola espora.
Los métodos de tincién de esporas se basan en la dificultad con que

toman los colorantes y en que una vez tefiidas, resisten a la accién
de los decolorantes mas enérgicos.

COLORACION DE ESPORAS. Método de Moller—

Fijacién: 2 minutos alcohol absoluto; 2 minutos, cloroformo. Sin lavar
hacer actuar el dcido crémico al 5 por ciento, 5 minutos. Hacer la coloracién
en caliente por la fuxina de Ziehl. Decoloracién por dcido sulfirico al 5 por
ciento, 5 segundos y después por alcohol absoluto. Lavar al agua. Recoloracién

con la solucién acuosa al 1 por ciento de azul de metileno v minuto. Lavar
al agua.

ESTUDIO DE LOS CULTIMOS

Para una determinada especie microbiana varia seglin el medio
de cultivo elegido y segin el procedimiento empleado en la siembra.

1.—EN LOS MEDIOS SOLIDOS:

En primer término se investigard el olor: fecaloideo (B.
coli) ; olor agradable sui generis (B. de Koch); etc. En seguida si
ha habido cambios en la’ coloracién del medio por la secrecién
de pigmentos difusibles; B. piocidnico (color azul verdoso). Fi-
nalmente si la siembra se ha hecho en profundidad, observar si en
ésta ha habido desarrollo, con o sin produccién de gas, burbujas,
rupturas del medio. .

a) Desarrollo en estria. — Se pueden observar los caracteres
de fermentacién, produccién de pigmento y hemolisis.

b) Colonias aisladas. — En general revisten los siguientes
caracteres: Dimensiones: para un tiempo determinado (24 & 48

‘horas) son muy variables de una especie a otra. Forma: Redondas
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s sinuosos (vibrién colé-

de
A cos) ; de bor 1 carbunclo) ;
(Estafilococ;as(,j Es;relc)itcoc:)specw filamentoso (B. de
rico) ; lobuladas ¥ :

oo ntas transparentes
B. tifico), et¢ Transparencxz;. C:i;)). opacas (B. di-
agrietadas (D- 4 coco, B: de IatDEREEER :
cio (NeumoCOD: . ~iomentadas (Estafi-
it gor)as dCe lr:r' Incoloras (Neumococo) i PIEM
sentéricos) . Color:

Jococo, B. prodigiosus) - ;
i sélo
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’ T oY vamente d §
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;)r;zitl(z))del Tétanos, Vibrién septico: Finalmente /89 :

o ofundidad (cul-
se desarrollan tanto en la superficie como en la pr
tivos en clavo) : Neunxobacilode. .C(;)ll-y . o entae
5 a si ha
Podri observarse en segul : :
dio (gelatina suero coagulado). Generalmente comienza en la su
= . ¥ i tamen-
perficie como un disco o ciipula que se va profunq;zanéic; lc(;r;bunco.
te hasta invadir la totalidad del medio: (Bacilo de :
B. piociénico, etc.). \
5 acerse:
El desarrollo a lo largo del trozo de puncion pue;le h
linealmente: Neumobacilo, Bacilo de la peste; en forma de un pun-
teado mas o menos confluente: B. disentérico; con prolongaciones
laterales: B. del carbunco. : "
El desarrollo en la superficie se presenta como un disco mas o
menos extenso muy poco caracteristico.

2.—EN LOS MEDIOS L{QUIDOS:

a) Caldos. — Primeramente se investigarad el olor del culti-
vo; los cambios de color que haya podido experimentar, y las mo-
dificaciones de la reaccién.

El medio puede enturbiarse: B. coli, Estafilococo, o permane-
cer transparente: B. subtilis, Estreptococos.

Ha.b.ra o no formacién de un velo en su superficie; espeso:
B. subtilis. Neumobacilo; delgado: B. diftérico
Koch: ascendente: B. de Koch: seco: B,

. llante: Neumobacilo.

Algunas especies forman filame

las paredes del tubo (B, carbunclo) .

; replegado: B. de
subtilis; himtedo y bri-

ntos en la ‘superficie o contra
Otras forman grumos miés o
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menos grandes que pueden permanecer en suspensién o caer al fon-
do del tubo (B. de la peste).

Por lo general, en los cultivos viejos se forma en el fondo del
tubo un depdsito mas o menos abundante, seglin las especies.

b) Leche. — Si el germen se desarrolla en este medio se pue-
den presentar tres modalidades:

1¢ Desarrollo del microbio sin modificacién del medio;

2¢ Coagulacién: a) por acidificacién; b) por fermento lab;

3¢ Digestion o no de la caseina.

3.—EN LOS MEDIOS DIFERENCIALES:

Aqui, ademis de los caracteres anteriormente enumerados, se
revelan las propiedades bioquimicas inherentes a cada especie mi-
crobiana; fermentacién de los azicares en los medios tornasolados,
propiedades reductoras en los medios con rojo neutro, etc. Accién
proteolitica en los medios a base de gelatina, carne, huevo, etc. Ac-
cién hemolitica en los medios con sangre; caldo - sangre, agar -
sangre, etc.
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CAPITULO VII

.

INOCULACIONES Y AUTOPSIAS

INOCULACIONES

La inoculacién experimental utilizada por primera pezapor
Pasteur es uno de los métodos de investigacion y diagnéstico bac-
teriolégico. Tiene multiples indicaciones:

Precisar- el agente especifico de una enfermedad, (postulados
de Koch).

Completar el estudio de un germen de especie conocida o des-
conocida.

Aumento y, a veces, atenuacién de la virulencia.

Preparacién de sueros especificos (aglutininas, hemolisinas, etc.)

Se utiliza también para el aislamiento microbiano, porque el
organismo de algunos animales tiene una afinidad electiva’ para
ciertos gérmenes (laucha blanca para el Neumococo, cuy para
B. de Koch tipo humano, etc.), de modo que si se inocula una mez-
cla de varios microbios de un producto patolégico (esputo) o de
un cultivo, la especie de eleccién predomina mientras que las otras
son eliminadas por fagocitosis; porque son los més préximos al
hombre en la escala zooldgica y, por lo tanto, mas receptivos a los
agentes pa'tégenos, se utilizan de preferencia les mamiferos: se eli-
gen los mas pequefios ‘porque son mas ficiles de manejar y de con-
servar en el laboratorio: (cuyes, ratas, conejos, lauchas) ; ademds,

sc suelen emplear las aves: (gallina, paloma) ; anfibios:

2 rana, sa-
po) : reptiles, etc. (rana, sa
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Material a inocular. — Puede inocularse cultivos o productos
patoldgicos al estado liquido o sélido; los liquidos se inyectan di-
rectamente, los sdlidos es necesario emulsionarlos en suero fisiolé-
gico y, a veces, (trozos de érganos), triturarlos en un mortero para
disociarlos completamente y hacer las emulsiones.

Contencion. — Varia con las diferentes especies animales em-
pleadas. Los ratones y lauchas se sostienen con pinzas especiales de
dimensiones variables; se los toma por la piel de la nuca y por la
base de la cola para inmovilizarlos. Los cuyes y conejos los man-
tiene en sus manos un ayudante en las operaciones corrientes; en
“caso de intervenciones delicadas (laparotomias, colocacién de sacos
de _colodién en el peritoneo, etc.), se fijan en una palangana de
cobre o zinc de diferentes tamafos, de bordes levantados y perfo-
rados. Las cuatro patas se fijan por nudos corredizos, amarrando
el extremo de cada cuerda a uno de los orificios mencionados. Para
animales mas grandes, como gatos y perros, existen aparatos utili-
zados especialmente en fisiologia (aparato de Latapie, de Debrand).
Los animales de mayor tamafio, como monos, buey, caballo. etc.,
s¢ inmovilizan por variados recursos de técnica.

Preparacién de la regién a inocular. — Depilacion. — Los
pelos deben cortarse mediante las tijeras curvas o bien rasurar. Una
vez eliminados los pelos, se desinfecta la piel con tintura de yodo,
dejando el tiempo necesario para que penetre las capas epidérmicas.

Anestesia. — Toda operacior delicada o que genere dolor,
debe hacerse bajo anestesia. :

El empleo de cloroformo es a menudo peligroso en los ani-
males, particularmente en el conejo. Los otros animales de labora-
torio lo soportan bastante bien. Se coloca un algodén empapado
en cloroformo dentro de un embudo metilico que tiene un extre-
mo cerrado con una rejilla. El otro extremo se aplica al hocico del
animal, de tal manera que el aire que penetra a través de dicha re-
jilla se mezcle con vapores emitidos por el cloroformo.

Instrumental. — Bisturies, tijeras, pinzas, agujas de Des-
champs, agujas de sutura, jeringas, agitadores, pipetas Pasteur, al-
godén, etc., todo debe estar perfectamente esterilizado.
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N. — Las mas frecuente‘s’son: ;
.osa. (escarificar la re'gxc?x’l y extender
trar por friccién) - .
introducir la aguja

V{As DE INOCULACIO

Intradérmica e intramuc
el virus o la toxina obligindola a pene .

Subcutdnea, (hacer un pliegue de la prel,
evitando la penetracidn muscular) . ]

Intramuscular, (hundir profundamente
musculares del muslo). '

Intravenosa, (vena margma)

ilar de las aves, etc.). .

¥ p;:!(z)"a::'t']lz:)rneal. (tomando las precauciones posibles para no
perforar el intestino).

Intrapleural.

Intraarticular.

Intraraquidea.

Intracerebral. . '

Ocular, (conjuntiva ocular y camara anterior del 0jo).

Digestiva, (ingestién y via rectal).

Respiratoria, (pulmonar, intratraqueal, p

a aguja en las masas

1 de la oreja en el conejo, safena

leural, inhalacién, etc) .

Puncién cardiaca. — Este procedimiento se emplea para obtener .sangrc
fresca, aséptica, ya sea con ¢l fin de obtener alexina o para la prcparacxén.‘de
medios de cultivo. Se coloca el animal cn decibito dorsal, se aseptiza la region
precordial con tintura de yodo, previa eliminacion de los pelos. El punto de
reparo para la puncidn intracardiaca en el comejo estd situado en el tercer espa-
cio intercostal izquierdo a tres milimctros del borde esternal del mismo lado a
cuye nivel se cac en el ventriculo derecho. En el cobayo el punto de eleccion estd
a 8 6 10 milimetros por encima del vértice del dngulo formado por la base del
apéndice xifoides y el ultimo cartilago costal articulado con el esternén y sobre
el borde izquierdo. La aguja debe introducirse a 15 & 17 milimetros de pro-
fundidad, por encima d: la pentltima articulacién condroesternal, en el sentido
cblicuo de delante hacia atrds, llegando en esta forma al ventriculo izquierdo.

La cantidad de sangre extraida no debe pasar mis alld de 10 c.c. para los

cuyes y de 25 c.c. para los conejos adultos; debe usarse una aguja de bisel corto
para evitar la hemorragia intra - pericardiaca.

Observacién de los animales.—Los animales inoculados (cu-
yes, conejos) se marcan con niimeros metilicos fijados en las o
y otras veces (lauchas, ratones)
colores. Deben mantenerse ente

rejas,

» S¢ marcan con tintas de diferentes

ramente aislados de otros anj

| r animales

sanos o enfermos, alejados de toda causa de infeccidn extrafia
1

Jjaulas metélicas fici =

les de asear, desinfectar Y transportar y al abrigo
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imal
¢ llevarse un protocolo para cada ani

del frio y de la humedad. Deb pRME 1 S digestivos,

inoculado donde se anotan

nerviosos, estado de la orina, etc. e o
Durante la enfermedad provocada por

-oldgi en
atologicos) , deb
cesario examinar la sangre, (humores O prthlCtOrSrgres deg e
tomarse las muestras asépticamente para evitar ¢ ;

AUTOPSIAS

Si es necesario sacrificar el animal para estud'lar las lesiones, lsz
emplea el cloroformo, el éter o el gas. La autopsm’ debe haci:j:dos
mas pronto posible después de la muerte, pues los org_anfos )7 ] s
se dejan invadir pronto por el B. Coli y el B. .P.roteus (infeccidn ca
vérica) . El cadaver debe fijarse en una inmovilidad tan absoluta como
sea posible, en dectbito dorsal, generalmente; las lal.lchas se co'loc;m
sobre un piso de corcho y se fijan las patas y el hocico con alfileres,
los cobayos y los conejos se amarran de las patas a los b'o'rdes de la
bandeja metalica, en la forma ya indicada: las aves se fijan por el
cuello y por las patas. Quemar los pelos o plumas de la regién ab-
démino - toricica. Humedecer con un antiséptico o alcohol toda la
region a incindir.

Se hace una incisién cutinea mediana, desde el cuello al pubis,

que se completa por incisiones perpendiculares a la primera, una a.

nivel de los miembros superiores y otra a nivel de los miembros in-
feriores. Se exploran en seguida las diversas partes del cuerpo obser-
vando especialmente el punto de inoculacidén si ésta ha sido intra-
dérmica o subcutanea.

Se separa, entonces, la piel de las partes subyacentes, rechazan-
dola hacia afuera; la pared muscular del térax y del abdomen, pues-
ta asi al desnudo, se abre primero el térax seccionando de abajo ha-
cia arriba la pared costal izquierda y derecha a 2 cms. por fuera del
esternén, se incinde el diafragma y se levanta hacia arriba la pared

tordcica anterior; se observa el estado de las pleuras y de los pulmo-

nes, del pericardio y de los ganglios mediastinicos; para extraer asép-

ticamente la sangre del corazén se toma su extremidad con una pin-

za, se quema un punto de su pared exterior con

o de vidrio, calentado al rojo, se introduce por e
terizado una pipet

un vastago metilico

, : 1 mismo punto cau-
a en la cavidad cardiaca y se aspira suavemente la
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sangre, dando a la pipeta un ligero movimiento de vaivén, en segui-
da se retira.

'A continuacion se abre el peritoneo con las tijeras, examinando
dctemdz}m'ente su estado y recogiendo la serosidad que se encuentre;
en seguld.a se revisan todos los 6rganos de la cavidad abdominal y
lc’)s.gangllos mesentéricos e iliacos. Las muestras de productos pato-
l6gicos o trozos de érganos para examen directo, cultivo o inocula-
ciones en serie deben tomarse asépticamente.

Para examjnar el tubo digestivo es preciso hacer una ligadura
por encima del cardias y otra en el recto; desprender enteramente y
abrir con tijeras romas: ver el contenido y la pared

En cuanto a los érganos pelvianos, es conveniente aspirar la
orina de la vejiga y examinar y abrir los érganos genitales.

Si se desea examinar médula dsea, es recomendable seccionar
el esterndn, cauterizar la superficie de seccién y extraer contenido
profundo (cultivo e inoculacién).

Los cadiveres de los animales autopsiados se destruyer en el

horno crematorio, por el acido sulfirico o se esterilizan en el auto-
clave.

TEMPERATURAS Y PESOS NORMALES DE LOS ANIMALES
DE EXPERIENCIAS

-

Las temperaturas de los animales-de laboratorio oscilan con res-
pecto a la normal en un ritmo variable para cada especie y aun para
cada individuo, por lo cual es aconsejable establecer tales variacio-
nes antes de iniciar una experiencia.

TEMPERATURA RECTAL MEDIA

CUY rr Gps g e i e 30%2
Conejost it iy i al RSl L SRR 39"'“5
DorTO it S0 Bienit o e ettt SR S s 39292
Gt i St e B SR s PRS0 88
Caballo s hiies o r e e 8 S et e M 37“-‘7
Pollos y palomas ... ... ... oo «oo 4205
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98
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550
650

74 grs.

CAPITULO VIII

FISIOLOGIA MICROBIANA

Estudiaremos algunas funciones microbianas demostrables prac-
ticamente y de suma importancia en la identificacién de los gér-
menes y accidén ‘‘in vivo’.

I.—RESPIRACION

El oxigeno es indispensable a los microbios para vivir y lo toman
ya sea al estado libre (aire) o en disolucién, o bien en combinacidén
con otras substancias en los medios que viven. (Ver diastasas oxi-
dantes). Aquellos que necesitan O libre o disuelto para su vida y
actividades fisioldgicas, se llaman aerobios. Es tanta la avidez
de O de algunas especies, que forman velos plegados en la superfi-
cie de los medios liquidos y muchas veces ascienden por las paredes
del tubo (B. subtilis, B. de Koch) -en busca de aire. Anaerobios
son los microbios que no pueden vivir en contacto del aire. Pueden .
ser anaerobios estrictos, (Vibridn séptico, B. sporogenes), que re-
quieren para su desarrollo medios estrictamente privados de aire
(O libre), o bien anaerobios facultativos (B. coli y B. tificos) que
crecen de preferencia en aerobiosis pero que pueden desarrollarse
igualmente bien en medios sin aire. Muchas especies son anaerobios
recientemente aisladas del organismo para pasar a ser aerobias des-
pués de algunos pasajes (estreptococos,. enterococos). Por eso es
recomendable sembrar los productos patolégicos en medios anaero-
bios en los diagnésticos bacteriolégicos.
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7ZIMAS
LES O ENZIM
11.—PRODUCCION DE DIASTASAS, FERMENTOS SOLUB
subs-

gérmenes. ‘SO
pro-

Son elaboradas en el protopiasm‘a de los

la

R i ue poseen
tancias de composicion quimica desconoc1da,de;lcomI;osiciérl e
. o is infi or .
piedad de modificar en dosis infimas (P o alterarse ni

tesis), cantidades considerables de materia orgallﬂcdae 51‘; Ziastasas i
destruirse en el ‘curso de las reaccio’nes. El pape i L
multiple: transforman las substancias complejas en s
ples, solubles y asimilables; desdoblan los compue N e
cibles generando calorias utilizables para otras reaccio a’teria e
las acciones que permiten elaborar y rcnovar.la propia o 2|
Son substancias solubles en agua Y glicerma: Prmpmn P 3=
alcohol absoluto, dializan mal. Su accion es mz'xxxma a tem;')ef;!num
de 38 a 40 grados; cada diastasa tiene un méximum, un mlfile e
y un Sptimum térmico; .se destruyen por calcnt;1m1er1tof e'n r(190
y 80 grados, y por la accién prolongada de la luz. El rio =
grados) no las altera. Los antisépticos quc'destruyen'los germe ;
no tienen ningin efecto sobre las diastasas. Cada r.rucroblo puede
secretar varias diastasas, pero una predomina e imprime a las reac-
ciones su caracter especifico. Inversamente varios gérmenes. pueden
generar diastasas idénticas. Igual que los pigmentos y t?x1nas, las
diastasas pueden difundirse en el medio ambiente (exodxasta'sns) o
quedar en el interior del protoplasma (endoenzimas) . Segin sus
propiedades, se dividen en:

DIASTASAS: a) Amiloliticas. (Amilasa, invertina, celulasa).
b) Proteoliticas. (Pepsina, tripsina).
¢) Lipoliticas. (Lipasas) .
d) Oxidantes. (Oxidasas) .
e) Reductoras. (Hidrogenasa) .
f) Citoliticas. (Hemotoxina, leucotoxina).

a) Diastasas amiloliticas.—Descomponen los hidratos de carbo-
no. La transformacién de los hidratos de carbono, (almiddn, azu-
cares) en substancias simples por accién de las diastasas amiloliticas, se
denomina fermentacién. En oposicidn a las diastasas o fermentos so-
lubles se da el nombre de fermentos figurados a los microorganismos
de la fermentacién: hongos (aspergillus Niger, Mucor), levaduras,
que son los verdaderos fermeéntos alcohdlicos que dislocan Ia mo-
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lécula de azlcar y la transforman en alcohol y CO2, lo que tam-
bién pueden efectuar algunos microbios, y ‘‘fermentos lacticos””. (B.
bulgaricus, caucasicus, etc.), que dan origen especialmente a acido
lactico. Los bacterios agentes de la fermentacién lictica, butirica,
acética, juegan un rol mas considerable todavia en la transforma-
cién de la materia orgédnica, y son industrialmente empleados en la
fabricacion de diversos productos (quesos, mantequilla, elaboracién
de tabaco, vinagre, etc.). Es interesante sefialar que el predominio

de la flora sacarolitica en el intestino provoca el cuadro de las dia-
rreas de fermentacidn.

EJEMPLOS DE DIASTASAS AMILOLITICAS:

La amilasa o dextrinasa que transforma el almidén en maltosa y glucosa:
la tnvertina que desdobla el azlcar de cafia y betarraga (sacarosa) en glucosa y
levulosa. Seglin su accién sobre un azilcar determinado, se denomina inulasa la
diastasa que ataca la inulina, lactasa la que ataca la lactosa, etc.

La fermentacién de los azéicares por la accién de las diastasas
es importante en la identificacidn de los gérmenes. En el Labora-
torio se pone de manifiesto en medios diferenciales sélidos y liqui-
dos agregando al medio de cultivo el azucar que se estudia y una
substancia colorante como indicador (tintura de tornasol hasta co-
lor azul claro). Como en la fermentacién de los aztcares hay siem-
pre produccidn de acidos, el azul de tornasol vira al rojo por su
presencia. ‘Esta fermentacidn puede efectuarse con o sin produccidn
de gases, lo que se demuestra empleando los medios de cultivo li-
quidos con el tubito en campana o tubo B. (Besson). La produc-

~cidn de gases se manifiesta por su presencia y acumulacién en la cam-

pana. En medios sélidos se emplean placas de Petri, tubos de agar
tendido tornasolado al que se agrega el azucar en estudio. Las co-
lonias que fermentan viran el azul de tornasol al rojo por pro-
duccién de acidos. Algunos microbios, (B. de Friedlander), fer-

‘mentan los azicares dando coloracién roja, después cesa la fermen-

tacién, contintan transformando en amoniaco las substancias ni-
trogenadas del medio, la reaccién pasa a ser definitivamente alcalina
y, por lo tanto, el medio vuelve a su color azul. Este fenémeno se
llama ‘‘camelonaje’’. ;

b) Diastasas proteoliticas. — Transforman las albiminas de
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EJEMPLOS DE DIASTASAS PROTEOLITICAS:

producida por ciertos gérmenes:

(0 ina. — seasd,
6n sobre la caseina. La ca jex :
e co, etc.), digiere en medio

(B. Proteua, B. anthracis, B. Megaterium, B. P'ic-)ctam
neutro o alcalino la albimina de la leche solubilizdndola. e : i
b) Accidn sobre las carnes, albumina de huevo y fibrina. — Son dis

. 4 i alca-
gregadas por tripsinas, pepsinas, protedsas, que actian en medio neutro o 3

lino hasta produccion de amoniaco, (anaerobios de la gangrena gaseosa) .

¢) Accion sobre la gelatina. — La gelatinasa produce la liquefaccion total
o parcial del medio: (B. Proteus, Estafilococo, B. piocidnico, etc.).
d) Accién sobre la urea. — La transformacién de la urea en carbonato

de amoniaco se cfectiia por accién de la ureasa o fermento de la urea. (Micro-
coccus urae) . ’

Putrefaccion. — La idea vulgar de putrefaccién corresponde
a2 la dislocacién de las substancias proteicas disgregadas por los ae-
robios y anaerobios mediante las diastasas proteoliticas que entran
en juego sucesivamente (proteasas, tripsinas, erepsina, amidasa para
las materias albuminoideas; lipasas para las grasas y zimasas para
los H. de C.). ‘

En la naturaleza Ios_ cadéveres de los animales y de las’ plan-

tas y todos los productos de desecho sufren el mismo proceso de
putrefaccién y una vez que la ‘materia orgénica se disgrega total-
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mente hasta la produccién de las substancias quimicas maés simples,
empicza nuevamente la elaboracién de la materia orgénica, las bac-
terias nitrificantes del suelo y del aire oxidan los compuestos amo-
niacales y los transforman en nitritos y después en nitratos asimi-
lables por las plantas con clorofila; estas plantas toman el C. del
acido carbénico del aire para formar sus albiminas, sus hidratos de
carbono y sus grasas.

El proceso de putrefaccién no sdlo se efectiia en la materia
organica muerta; hay gérmenes que, solos o asociados, son capaces
de producir la putrefaccién “‘in vivo’ (infecciones putridas, gangre-
nas gaseosas), por medio de sus diastasas amiloliticas, proteoliticas,
lipoliticas, etc.

¢) Diastasas lipoliticas. — Desdoblan las grasas en glicerina
y acidos grasos que son atacados principalmente por los hongos.

d) Diastasas oxidantes. — La transformacién del alcohol en
acido acético, de las sales amoniacales en nitritos y de éstos en ni-
tratos, la saponificacién de las grasas, son procesos de oxidacién.
Las oxidasas tienen como principal objeto suministrar el oxigeno
en forma activa: O naciente.

e) Diastasas reductoras. — Los fermentos reductores parecen
existir en todas las células vegetales y animales. Los extractos de
gérmenes obtenidos por trituracidn con arena y agua, poseen pro-
piedades reductoras. La  transformacién de nitratos en nitritos, la
producciéon de H2S, la decoloracidn de los medios adicionados de
tornasol, rojo neutro, etc., son fendmenos de reduccidon. Los colo-
rantes, tales como el azul de metileno, los transforman en un pro-
ducto inoloro: los “‘lens - derivados’’.

Los anaerobios son poderosos reductores: transforman los sul-
fatos en sulfuros, el dcido arsenioso en hidrdgeno arseniado, etc.

f) Diuastasas citoliticas. — Hoy dia se las considera como
toxinas parciales llamandolas Hemotoxinas y Leucotoxinas.

Hemolisinas o hemotoxinas. — Venenos microbianos que di-
suelven los glébulos rojos liberando la hemoglobina (Streptococcus
hemolyticus, B. Perfringens).

Para demostrar las propiedades hemoliticas se utiliza el agar -
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“cib icid i del medio. Es una propieda
cién y composicién quimica ; n: e
ble de disminuir o desaparecer segun las condiciones de cultwof:lLo
colores son de lo mas variados: blanco de porcelana (lEst';} i oc;)-.
co blanco) : rojo (B. prodigiosus) ; verde o azul (B. piocianico) ;
violeta (B. violaceus), etc.

INVESTIGACIONES DE LAS PROPIEDADES BIO - QUIMICAS DE LOS
MICROBIOS

Los productos formados en los cultivos varian cualitativa y
cuantitativamente segiin la especie microbiana que se desarrolla, lo
cual permite caracterizarla. Es importante conocer, para la determi-
nacién de los gérmenes, los procedimientos de laboratorio mas im-
portantes y usuales en la investigacién de tales prodiictos. Estas

investigaciones, a su vez, nos sefialan las propiedades bio - quimicas
de los microorganismos.
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PROPIEDADES SACAROLITICAS:

Acidificacién del medio.—

a) Accién sobre el carbonato de calcio:

Los medios liquidos azucarados adicionados de 2 por ciento de carbo-
ato de calcio evidencian la fermentacién de azficar cuando el germen sembrado,
al producir los dcidos, produce burbujas gascosas. Este es el procedimiento mdis an-

tiguo, poco usado actualmente, porque la formacién de burbujas es a veces fugaz
y el fendmeno puede pasar desapercibido.

b) Caldo tornasolado azucarado:

El caldo azucarado y con tintura de tornasol vira al rojo cuando el mi-
crobio sembrado produce icido por fermentacién del azicar.

¢) Agar tornasolado azucarado:

Se siembran los gérmenes en tubos en estria o placas dz Petri con agar
azucarado y tintura de tornasol. Si hay fermentacién del azicar el color azul vira
al rojo por ia produccidn de acido.

Produccién de gas.—

La fermentacién de los azucares por los.microbios se efectiia con .o sin
produccion de gas. La comprobacién del fendmeno constituye un dato impor-
tante para el diagndstico.

a) Siembra en agar profundo:

La siembra en un tubo de agar profundo azucarado nos revela la forma-
cion de gas por la fragmentacién del medio.

b) Método del tubo en campana:

Consiste en sembrar los gérmenes en un tubo de caldo azucarado que
lleva en st interior un tubito invertido y lleno de caldo. &i el germen sembrado
en este medio produce gas, una parte de éstz se coiectara en el tubito en campana

y el mayor o menor desplazamiento del caldo del interior registrard el poder
fermentativo del germen.

ACCION SOBRE LA LECHE:

Los cultivos en leche pura o leche tornasolada pueden presen-
tar los siguientes caracteres:

1 No hay desarrollo microbiano.
29 Hay desarrollo de gérmenes sin alteracion del medio.
3¢ Se produce la coagulacion de la leche:
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a) En medio dcido por fermentacién de la lactosa y produccién

de 4cido lactico que precipita la caseina, Y RH
b) En medio alcalino por gérmenes que no atacan la lactosa

R b s :
pero que producen fermento lab, quimosina © cuajo. En a bosl.ca
sos el codgulo puede presentar aspectos diferentes (compacto. liso,
esponjoso, etc.). :

4¢ El codgulo no presenta alteraciones: ' '

5¢ El codgulo puede ser digerido st el microbio genera dias-
tasas proteoliticas especificas para la caseina. ' -

Si se usa la leche tornasolada el color azul amatista del medio
vira al rojo cuando hay produccién de dcidos, no se altera cgando
la reaccién permanece neutra o alcalina y se decolora totalmente

cuando el germen tiene propiedades reductoras.

ACCION REDUCTORA:

a) Investigacion del H2S: . :
Agregar a un tubo de agar licuado por el calor una gota de solucién

recién esterilizada de:

Subacetato de plomo lig. de Codex..... 1
Agna destiladal i R S R O S G C.

Mezclar ripidamente haciendo girar el tubo entre las manos. Enfriar ri-

pidamente. Sc obtiene un medio sélido de color blanquizco. Se siembra por pi-
cadura profunda en varics puntos entre el vidrio y el agar. Si hay produccién
de H2S, el medio toma un tinte negro mais o menos marcado (stlfuro de plomo).
Pricticamente se dice que un germen ennegrece o no el agar - plomo. (Medio
diferencial) . '

b) Medios liquidos coloreados:

Se preparan tubos de agua p2ptonada con algunas gotas de tintura de tor-
nasol, solucién de rojo neutro al 1 por ciento o azul de metileno al 2 por
ciento. Sembrar. Observar los tubos entre 24 y 48 horas. La reduccién (decolo-
racién), comienza por la profundidad y gana progresivamente las capas super-
ficiales. La agitacion del tubo regenera la coloracién de tornasol y azul de meti-
leno (pero no el rojo neutro) por oxidacién al poner el medio en contacto
del aire. ; .

12 accién reductora puede investigarse también en leche adicionada de las
mismas substancias colorantes: la reduccién se manifiesta por la decoloracién
total o parcial del medio. X s

Besson ha aplicado estos principios a la preparacién de un medio de cultivo
muy util para la determinacién ripida de los microbios patégenos del intestino.
Es el tubo B. que contiene caldo glucosado adicionado de rojo neutro y con tu-
bitos de hemolisis invertidos (tubos en campana). Después de 24 horas de cul-
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tivo los tubos sembrados permiten apreciar: 1° Los fenémenos de reduccion del
rojo ncutro (decoloracién y fluorescencia); 2? Acidificacién (color amaranto),
o alcalinizacién (color rojo amarillento) del medio; 3? Produccién o no de gas
por fermentacién de la glucosa, y su cantidad observable en los tubitos inverti-
dos. Para facilitar citaremos algunos ejemplos tipicos: Bacilo tifico y disentéricos:
tinte amaranto (acidez); no gas. Paratifico A.: tinte amaranto (acidez); gran
burbuja de gas. Paratifico B.: fluorcscencia (reduccién); mitad dei tubito con
gas. Colibacilo: fluorescencia y color amarillo anaranjado (reduccién); mucho gas.

AcCCION PROTEOLITICA:

a) Produccién de Indol:
Se demuestra por la Reaccion del Nitroprusiato (R. de Weil - Legal).
A un cultivo de 24 a 48 horas en agua peptonada, agregar: 10 gotas de
nitroprusiato de sodio al 5 por ciento, 10 gotas de solucién de soda al 30%
y 5 gotas.de dacido acético cristalizable. La reaccidén positiva se manifiesta por
una coloracién azul.

b) Accidn sobre el suero coagulado:
Cuando el germen tiene accidén proteolitica produce la licuacién del medio
que comienza con la formacién de depresiones en cipula alrededor de las colonias.

¢) Accién sobre la albumina de huevo:

En un tubo de caldo colocar un pequefio cubo de clara de huevo coagulada
por el calor. Esterilizar al autoclave. El desarrollo de los microbios proteoliticos
da lugar a la disolucién mdis o menos ripida del cubo. Igual fenémeno puede pro-
ducirse empleando en lugar de cubos de clara de huevo, trozos de carne (caldo
carne).

d) Accién sobre la gelatina:

Sembrar- en superficie (Placa de Petri) o en profundidad (picadura en
tubo). Mantener a la temperatura ordinaria y observar la aparicion de la licua-
cién y sus modalidades (clpula, embudo, etc.). Para un diagnéstico ripido y
con gérmenes que no se desarrollan bien a la temperatura ordinaria 2s recomen-
dable dejar los tubos de cultivo a la estufa y a las 24 horas enfriarlos (heladera) ;
si persiste el estado liquido, significa qu¢ ha habido fermentos proteoliticos.
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CAPI'TUILOMEXS

FACTORES CELULARES DE DEFENSA

FAGOCITOSIS

DEFINICION. — Facultad que poseen ciertos elementos celula-
res, fijos o moviles, de adherir determinadas particulas orgdnicas o
inorgdnicas, englobarlas y digerirlas.

El aparato fagocitario en los animales superiores estd consti-

tuido exclusivamente por elementos celulares de origen mesodérmico
que pueden ser mduviles o inmdviles.

a) Elementos mdviles:

Estan representados principalmente por los leucocitos, de los
cuales gozan de propiedades fagocitarias los polinucleares neutrdfi-
los (micréfagos) y los monocitos (macréfagos). No participan en
la fagocitosis: los linfocitos, entre los mononucleares, y los baséfilos,
entre los polinucleares (granulocitos). Es discutida la accién fago-
citaria de los eosindfilos.

b) Elementos inmdviles o fijos:

En los distintos 6rganos y tejidos existen elementos dotados
de propiedades fagocitarias.

a) Las células reticulares de la pulpa esplénica, de los folicu-
los y de los cordones linfaticos, de los ganglios y otros teiidos lin-

foideos.
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b) Las células endoteliales de los senos de los ganglios linfa-
ticos, las del endotelio de los capilares venosos del bazo y de la
médula 6sea; ademds, las células endoteliales de todos los érganos
caracterizados por la posesién de sinuosidades (células de Kupffer
del higado, células endoteliales de las suprarenales e hipfisis) .

¢) Los histiocitos (clasmatocitos de Ranvier) o células mé-
viles del tejido conjuntivo, las células embrionarias de la piel.

d) Los esplenocitos que constituyen macréfagos activos, es-
pecialmente para los glébulos rojos.

Los monocitos se consideran como elementos originados de
las células fagocitarias fijas.

SISTEMA RETICULO - ENDOTELIAL (S. R. E.)

El S. R. E. estd constituido por ciertos elementos moviles e
inméviles del aparato fagocitario que tienen fuera de su origen me-
senquimatico, propiedades fisiolégicas comunes cuya manifestacién
mas aparente es la cromofilia o granulopexia. Efectivamente, si se
inyecta a un animal ciertos colorantes y substancias al estado coloi-
dal, (litio - carmin, pirrol, azul - tripdn, tinta china, etc.) y se
sacrifica posteriormente, se observa su fijacion (pexia) en diversos
elementos celulares fijos y méviles que constituyen en su conjunto
el S. R. E.

Sin embargo, no todas las substancias coloidales son fijadas
por el S. R. E. Se ha demostrado, en efecto, que su carga eléctrica
juega un papel esencial. En el organismo los cuerpos que se fijan
en el S. R. E. se comportan como coloides electro negativos. La co-
loidopexia se hace al nivel del S. R. E. como si los elementos de
éste representaran el anodo natural del organismo (Du Bois).

El conjunto de elementos celulares caracterizados por la pro-
piedad fagocitaria (polinucleares y S. R. E.), habia sido descrito
ya por Metchnikoff bajo la denominacién de micréfagos y macrd-
fagos. o8 h

Actualmente, Aschoff ha establecido que el S. R. E. estd com-
puesto fundamentalmente por: los endotelios de los vasos sangui-
neos y linfaticos; los fibrocitos o células ordinarias del tejido con-
juntivo; las células reticulares de la pulpa esplénica, de los ganglios
linfaticos y de los tejidos linfaticos en general; las células reticulo -
endoteliales de los senos de los ganglios linfaticos, de los senos san-
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i de los l6bulos hepaticos, (células
i | bazo, de los capilares de ;
ilculn(cl?;f?ect) E:ie Jos capilares de la médula 6sea, de las suprarenales,

joci i monocitos.
de la hipofisis; los histiocitos; los esplenocitos Yy los

MECANISMO DE LA FAGOCITOSIS

Se verifica en tres etapas:
|.—Fijacién o pexia. — En este periodo se produce el con-

tacto adhesivo entre las células fagocitarias y substancias multiples

(elementos no microbianos ¢o
tinta china, metales coloidales,
clementos microbianos). Este fendmeno se produc
citos muertos y depende exclusivamente de las'c‘ mes fisic:
de las células y de las particulas (tension superfxc.lal y viscosidad).
Cuando la fijacién se hace con elementos microbianos se habla' de
propiedad bacteriopéxica de las células. Asi, por e jemp.lo, se ha visto
que los bacilos de Koch a los pocos minutos de ser mo'culad?s en
la sangre son fijados y englobados por los endotelios sinusoidales
del bazo y por las células estrelladas de Kupffer.

11.—Englobamiento. — La adhesién es seguida del engloba-
miento que se produce gracias a un solevantamiento del protoplasma
que aprisiona la particula en contacto. El englobamiento puede ha-
cerse también por penetracién simple o hundimiento del cuerpo ex-
trafio en el citoplasma celular. Este fenémeno se efectiia exclusiva-
mente con células fagocitarias vivas aunque las condiciones fisicas
desempefian un papel de capital importancia.

particulas inertes de toda especie y
e aun con leuco-

ondiciones fisicas

III.—Digestién. — La ultima etapa de la fagocitosis es la di-
gestién, que se verifica con la formacién previa de una vacuola en
la cual se vierten los distintos fermentos: de oxidacién y reduc-
cién, de hidratacién y deshidratacién (proteasas, lipasas y amilasas)
y de coagulacién. No siempre hay digestién del germen englobado,
el cual, conservando su vitalidad, puede ser transportado a distan-
cia del punto de penetracién y determinar asi nuevos focos de in-
feccidn, (gonococo y meningococo).
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mo el carmin, el azul de pirrol, la

EXPERIENCIAS SOBRE FAGOCITOSIS

a) Microfagocitosis:

l.—Inyéctese por via intraperitoneal a un cuy de 400 grs. 1 c. c. de
cultivo de 24- horas en caldo glucosado de Streptococcus de virulencia mediana.
Después de 18 horas estidiese el exudado peritoneal tefiido con azul de metileno.

2.—Inoctlese en el saco linfitico dorsal de una rana 2 c.c. de un cultivo
de 24 horas en caldo peptonado de bacteridia carbuncosa. Esttidiese el exudaZo
obtenido por puncién cada hora.

b) Macrofagocitosis: p

‘Preparese una suspensién de eritrocitos lavados de paloma al 5 por ciento.
Inocilese un cuy con 3 c.c. de esta suspensién por via intraperitoneal. Después
de tres horas estidiese el exudado peritoneal obtenido por puncién por el métode
de coloracién de May - Grunwald — Giemsa o Policromo de Unna.

3.—Se extraen 5 c.c. de sangre humana por medio de una jeringa estéril
lubrificada, en su interior con vaselina también estéril. En seguida se coloca esta
sangre en una placa de vidrio revestida interiormente de una capa delgada de
parafina sélida (para evitar la coagulacién) y en la cual se ha colocado de ante-
mano una emulsién concentrada del germen con el cual se desea trabajar. Previa
agitacion suave, se coloca la placa a la estufa cada 5 minutos hasta enterar media
hora. Se hacen frotes con la sangre y se tifien sea con Gram (gérmenes corrien-
tes) o Ziehl - Nielssen (bacilos de Koch). Procediendo asi, es posible observar
desde los primeros frotis, el englobamiento de los gérmenes que en los ultimos
aparecen ya fagocitados.

4.—Coléquese una gota de sangre-en la excavacion de una limina exca-
vada tal como se usa para la gota colgante. Cibrase con una laminilla limpia,
cerrando los bordes con vaselina y coléquese en una placa de Petri grande que
contiene pedazos de papel filtro humedecidos con agua (cimara humeda). Co-
locar a la estufa durante 15 minutos.

Siquese el cubre objeto o laminilla y livese cuidadosamente con solucién
salina normal. Repitasz la misma operacién con la limina. Los eritrocitos son
arrastrados y los leucocitos quedan adhezidos a la limina y laminilla. En seguida
llenar la excavacién con suero fresco ;s agregar un asa de un cultivo en caldo de
24 horas de bacilo carbuncoso no virulento. Aplicar la laminilla y colocar vase-
lina en las margenes para evitar la evaporacién. Si es posible usar platina calen-
tabie y observar el proceso bajo el microscopio.

Observar si hay fagocitosis y ‘qué células actiian como fagocitos, como asi-
mismo las fases de fijacién, de englobamiento y de digestion.

¢) Autofagia:

Es facil estudiar la autofagia fagocitaria en el exudado peritoneal de cuy.
Inocular por via peritoneal una emulsién microbiana cualquiera. Se comprueba
primero la aparicién de polinucleares y mds tarde, (9 a 14 horas), la llegada de
los mononucleares grandes y con ello comienza la autofagia (destruccién de los
micréfagos por los mononucleares grandes), que puede durar de 1 a 3 dias.
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CAPITULO X

FACTORES HUMORALES

PODERES ANTITOXICO, PRECIPITANTE Y
AGLUTINANTE

Los sueros de los animales preparados o inmunizados adquieren
substancias o propiedades nuevas, denominadas anticuerpos, que re-
accionan especificamente con el antigeno correspondiente. Los anti-
cuerpos principales y mas importantes son: antitoxinas, precipitinas,
aglutininas, listnas (bacterio y citolisinds), opsoninas, etc. Los con-
sideraremos separadamente.

PODER ANTITOXICO

QEFINICION. — Propiedad que tienen los sueros de los ani-
male.? inmunizados de neutralizar especificamente las toxinas, en la
reaccion "antigeno - anticuerpo.

Las antitoxinas se ponen en evidencia de la manera siguiente:

a) Poniendo en contacto la toxina con el suero antitéxico

(_neut'ralzzaaon in vitro”) . La inoculacién de esta mezcla es in-
ofensiva para el animal sensible.

b) Inyectando previamente al animal una dosis de suero an-

titoxi p i
; Xico X‘algu'na:s’ horas después dosis mortales de toxina (neutra-
tzacton “in vivo”). El animal sobrevive,
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¢) Por la reaccién de floculacién. Una toxina puesta en pre-
sencia de la antitoxina respectiva produce una reaccién de precipi-
tacién en determinadas condiciones. En una serie de mezclas de
toxina - antitoxina en las cuales la antitoxina se halla en cantida-
des crecientes, la neutralizacién absoluta de la toxina se encontrara
en el primer tubo en que parece la floculacién (Ramén). El poder
floculante de la toxina se lo designa por L. F., que seria la cantidad
de toxina que mezclada a una unidad antitéxica provoca la flocu-
lacién.

Estos tres métodos se emplean en los distintos laboratorios
que preparan sueros terapéuticos en la titulacién de la toxina y de
la antitoxina (D. M. M. y U. A.; Dosis Minima Mortal y Unidad
Antitoxica). *

No todos los organismos tienen idéntica aptitud en la produc-
cién de antitoxinas. En los sujetos nuevos precisardn varias inyec-
ciones de antigeno para obtener un titulo determinado. En cambio,
en los organismos inmunizados (inmunizacién por contacto u ocul-
ta, por vacunacidn, por infeccidén clinica, etc.), la inyeccién de an-
tigeno determina una produccidn ripida e intensa de antitoxina
(“‘reactivacién’’) .

Seglin la relacién y tiempo empleado en las inyecciones es po-
sible estudiar en los animales el poder preventivo y el poder curativo
que en este caso especial constituye un ejemplo de un anticuerpo -
que es testigo de inmunidad a la par que de infeccidn.

PODER PRECIPITANTE.—FLOCULACION

DEFINICION. — La precipitacion o floculacién es la conden-
sacién en grumos de micelas coloidales en la reaccion antigeno -
anticuerpo. :

Hoy dia se tiende més a aceptar el término de floculacién que
recuerda el origen coloidal del fenémeno, que el de precipitacion que
sugiere un proceso netamente quimico.

Las precipitinas se ponen en evidencia mezclando “‘in vitro”
en proporciones convenientes el “‘antisuero’” con el “antigeno’” res-
pective, haciéndose visible la floculacién al poco tiempo, especial-
mente a la temperatura de 37 grados.

% Es frecuente la designaciéon de !a Dosis Mortal Minima por D. L. M.
(Dosis Letal Minima).
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Es posible evidenciar el fenémeno con un tiltrado de cultivg
en caldo de bacilo tifico (2 a3 cc.) ¥ Ules cRantisBaieg de suero
antitifico. Aparece un enturbiamiepto, mas tarde ’floc.ulos que al
precipitarse al fondo del tubo, deJﬁlf1 11mp‘1do el liquido resianio,
Si repetimos la experiencia con el mismo flltrafio pero agregam_iole
algunas gotas de suero normal, no se produce ningun enturbiamien-

to: no hay floculacién.
La reaccién tipo de
cién de Kraus.

precipitacion se denomina también Reac-

Precipitinas y aglutininas. —Se ha pretendido identifi_ca'r am-
bos anticuerpos. Un suero aglutinante es, en general, preclp.xtante,
pero un suero precipitante no es siempre y fatalmente aglut}nante.
La saturacién de la precipitina no disminuye el poder aglutinante.
‘Sin embargo, la absorcién de aglutininas hace desaparecer el poder
precipitante.

Suele, a veces, un antigeno provocar la formacién de precipitinas
que no sélo reaccionan especificamente con él, sino que también,
con antigenos de especies vecinas (coprecipitinas). Asi,” por ejem--
plo, si inoculamos un cordero con suero de conejo, Veremos
que el anticuerpo formado en el cordero precipita no sélo el suero
del conejo, sino también al suero del cuy.

Tiene importancia en la reaccién de floculacién las propor-
ciones relativas del antigeno y del anticuerpo y la presencia de un
electrolito. Un exceso de uno o de otro de los reactivos puede inhi-
bir la floculacién (fenémeno de zona). Este fendmeno ha sido uti-
lizado en los ultimos afios para la titulacién de los sueros antitd-
xicos y de las toxinas. El poder floculante no exige la presencia de
“alexina” o ‘“‘complemento’”.

Las aplicaciones de la floculacién son numerosas en Medicina.
En bacteriologia, conjuntamente con las aglutininas, se utilizan las
precipitinas para la investigacién de las especies microbianas y pata
el diagndstico de las infecciones (Reaccién de Ascoli para el car-
bunclo; Reaccién de Kahn para la sifilis). También se puede iden-
tificar substancias proteicas, (Reaccién de Uhlenhuth para las-man-
chas de sangre en Medicina Legal).
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PODER AGLUTINANTE

Fendémeno estudiado por primera vez por Bordet al observar
la accion del suero anticolérico sobre el Vibrién colérico de Koch.

DEFINICION, — La aglutinacién es la conglomeracién de ele-
mentos figurados (gérmenes o células) en la reaccién antigeno an- .
ticuerpo.

Es un fendmeno fisico - quimico que se efectia ain cuando
los elementos figurados sean microbios muertos. Las aglutininas se
ponen ficilmente en evidencia poniendo en presencia el antigeno,
representado por elementos figurados (emulsién microbiana o glo-
bulos rojos) y el anticuerpo correspondiente (suero de los anima-
les preparados). Asi, por ejemplo, si a un cultivo o a una emulsién
homogénea de bacilos de Eberth dejamos caer unas cuantas gotas
de suero aglutinante antitifico, observaremos al poco tiempo, ya
sea a la temperatura ordinaria, o mejor a 37 grados, la formacién
de grumos que tienden a sedimentarse. Si este mismo fenédmeno que
observamos a simple vista (procedimiento macroscépico) lo segui-
mos al microscopio, veremos que el bacilo de Eberth comienza por
perder su movilidad (primer tiempo) y tiende, secundariamente,
a agruparse en conglomerados de un gran nimero de microbios
(segundo tiempo). .

El fendmeno se mide buscando cuil es la mas pequefia canti-
dad de suero que puede determinar la aglutinacién (suero agluti-
nante al 1/10-1/100-1/1000, etc.).

Asi como hay coprecipitinas, existen coaglutininas o aglutininas
de grupo. Asi, por ejemplo, un suero anti - Eberth puede aglutinar
al bacilo paratifico A con menor intensidad que al bacilo de
Eberth. La Prueba de Castellani (saturacién de las aglutininas),
permite poner en evidencia estas aglutininas de grupo o coagluti-
ninas.

PRUEBA DE SATURACION DE CASTELLANI.

El frecuente hallazgo de las coaglutininas o aglutininas de grupo en el suero
proveniente de casos de enfermedades infecciosas, requiere precisar si tal aglutinacién
contemporinea para varias cepas de gérmenes corresponde a una aglutinacién secun-
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a1 método de Castellani o de satu-
principio cientifico:

a cepa bacteriana homéloga pierde
microbiana. En cambio el con-

réloga que provoca la coagluti-

1 especie conservandolo, en

Se recurre

a2 infeccion mixta. zecH
| siguicnte

as inspirado en ¢
ante saturado con 1.
oda otra especie
bacteriana hete
¢ sblo para ta

daria o bien a un
racion de las aglutinin :

1) Un suero aglutin
idad frente a t
la especie
dor aglutinant

totalmente su activ
tacto o saturacién con
nacién, hace perder su po ;
c ‘5. wara la cepa homologa. ‘ 3 ]
by : de un individuo en curso de una infeccién provocada por
g mixta’) y tratado con una sola de estas

(“'infeccion :
lla y no para la otra especic.

dos especies microbianas 3
utinante solo para ¢

especics, pierde el poder agl

Técnica de la Reaccion de Castellant.

que el suero en estudio aglutine tanto al B. tifico como al

an dos tubos (1 - 2) y se agrega a cada uno un
. c.c. de suecro. En el tubo 1, se agrega una o dos g'o'tas de emulsion de B. tifico;
en el segundo tubo la misma cantidad de B. paratifico A. Se colocan am‘bos tu-
bos en la estufa de cultivo por espacio de 12 horas..Se PIOCCd? defpues a se-
parar mediante centrifugacién el suero del material microbiano aglutinado y se
procede 2 provocar la aglutinacion de ia especie no empleada en la saturacién
descrita, es decir, en ¢l tubo N* 1 se pondri B. paratifico A. y en el segundo
tubo B. tifico. Si en esia prucba resnltare que frente al B. paratifico A. la acti-

. vidad del suero permanece inalterada a pesar de la saturacién con el B. tifico, o
bien. que la actividad frente al B. tifico subsiste aun a pesar de la absorcién
de las aglutininas con el B. paratifico A.. se podrd deducir que se trata de una
infeccion tifoidea a B. de Eberth, y deberemos interpretar como aglutinacién
de grupo la verificada anteriormente para el paratifico A.

Supongamos
B. paratifico ‘A. Se empl2

Las ‘aglutininas se utilizan en el diagndstico de ciertas enfer-
medades infecciosas (Reaccion de Widal para la fiebre tifoidea; Re-
accion Weil - Félix, para el tifus exantemdtico) y para la determi-
nacién o identificacion de especies o razas microbianas, (grupos I,
I' o IIT de neumococos). : :

l.a produccién de aglutininas se halla ligada a la penetracién

natural o artificial del antigeno en el organismo y no a la inmunidad..

En un Fopvalecientc de fiebre tifoidea y con presencia abundante
de aglutinina anti - Eberth es posible, sin embargo, la recaida o re-

e s f
cidiva. La reaccion z'xglutmante no es una reaccién de inmunidad,
sino una reaccidn de infeccidn.

glbtgncxor; d.e !as aglutininas, — Se obtiehe facilmente la pro-
¢ aglutiminas especificas inyectando a un animal dosis

creciente i icrobi
peritoneasl de' un cultivo microbiano ya sea por via subcutdnea
O intravenosa. Esta tltima es [a preferida

ducct
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El poder aglutinante no aparece, en general, sino diez o quince
dias después de la primera inoculacién; aumenta a medida que se
repiten las inyecciones sufriendo, eso si, y al igual que los demds
anticuerpos, un descenso inmediato a la penetracién del antigeno.

Las aglutininas es posible obtenerlas con gérmenes vivos o
muertos.

CARACTERES GENERALES.—Son ‘‘termoestables’: resisten un
calentamiento de 55 grados y sélo son destruidas a 70 grados. Mani-
fiestan de preferencia su accién a 37 grados. Resisten la desecacién
y la putrefaccién.

La presencia de un electrolito (cloruro de sodio), es indispen-
sable en la produccién del fenémeno.

En el organismo vivo se hallan, ademas de la sangre, en ciertos
humores (leche, humor acuoso. parte liquida del pus, orina, serosi-
dad pleural y pericardiaca). Por el contrario no pasan a la saliva ni
al liquido cefaloraquideo, pudiendo, sin embargo, hallarselas en el
feto, gracias a la permeabilidad placentaria a los anticuerpos en
general.

Aglutininas normales.

Ciertos sueros normales tienen capacidad aglutinante, siempre
débil, para determinadas especies microbianas. Este hecho tiene su
importancia practica en la interpretaciéon de las reacciones corrientes
de diagnédstico bacterioldgico de las infecciones.

El suero normal de caballo aglutina el B. coli y el B. tetanico.
El suero humano es, a veces, aglutinante a titulo 1/10 - 1/20 pa-
ra el B. Eberth; con frecuencia para algunas cepas de colibacilos,

B. Flexner, M. Melitensis.

EXPERIENCIAS

Neutralizacion de la toxina:

1.—Inyectar por via endovenosa 2 c.c. de toxina histolitica a un conejo.
Observar la ripida muerte del animal.
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toxina con antitoxina en la cantidad necesaria para
c " . .

37 grados (fijacién). Inyectar la mezcla
Observar la supervivencia del animal,

* 2.—Mezclar 1 cc. d
‘neutralizarla. Incubar media hora a {
por via endovénosa a ua segundo conejo.

Precipitacion *'in vitro”: . o
E tubo de hemolisis colocar una toxina (toxina diftérica). Agregar
n un (suero antidiftérico) . Observar el fenémeno

lentaments la antitoxina respectiva
de floculacién.

Aglutinacion “‘in vivo™:

a) Cultivar en un medjo liquido apropiado el Tipo I de neumococo du-
rante 24 horas. Centrifugar totalmente 200 c.c. y sufpcnd.er los coccus en 10 c.c,
de suero fisiolégico. tratando de obtener una suspension libre de grl‘lmos.

b) Inyectar 5 c.c. de esta suspension intravenosa a um conejo.

¢) Extraer inmediatamente un poco de sangre del corazon y hacer frotis,
Sacar nuevamente muestras 5, 10 y 15 minutos después y preparar frotis. Co-
locar para el examen de los neumococos. :

d) Inyectar 5 c.c. de la suspension en un segundo conejo e inmediata-
mente después 2 c.c. de suero antineumdnico Tipo I; ambas inyecciones por via
intravenosa. y

¢) Inmediatamente extraer sangre del corazén (en menos de 1 minuto
de la inyeccion del suero) y hacer preparaciones. Repetir 2, 3, 5, 10 y 15 mij-
nutos después. Colorear y examinar las preparaciones.

¢Hay evidencia de aglutinacion en la sangre del segundo conejo? iHay
evidencia de fagocitosis? Discutir la relacién de la.jnmunidad con las aglutininas,

Aglutinacion “'in vitro™:
Exp. 1. — En un tubo de ensayo colocar | c.c. de una emulsidn homo-
génea de bacilos de Eberth (vivos o muertos). Agregar a esta emulsién de anti-

geno el anticuerpo representado por el suero aglutinante anti - Eberth. Observar
el fenémeno macro y microscopicamente.

Exp. 2. — Influencia de los electrolitos:
0 a) A una emulsién de bacilos tificos agregar en partes iguales una dilu-
cion dcb;uc};otantil- Eberth. Incubar una hora a 37 grados (fijacién). Centrifugar
otar e i i i ;
destilada, destruyendolq]uolsdogr?lumeosso:;:n::iataz’ié;r.nu’swmr R
¢) En tubos de hemolisis colocar:
1) 1 cc de la emulsién + I c.c. de agua destilada,

2) 1 cc. de la emulsign -~ :
e R e n T 0.9 cc de agua destilada + 0,1 de suero

30 1 cic. de Ia emulsi
e (09 i i6
al 2 por mil de sulfato de cobre. “hE e S
Incub:fr 3 37 grados durante una hora
Investigar en qué tubos se h :

. a produci AR B :
fluencia de los electrolitos en ¢l fend , do 1la aglutinacién y cudl es la in-

meno.
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CAPITULO XI

FACTORES HUMORALES

PODER LITICO (BACTERIOLISIS Y CITOLISIS)

DEFINICION. — Es la propiedad que tienen los sueros de los
animales preparados de disolver los elementos figurados (gérmenes’
o globulos rojos) en la reaccién antigeno - anticuerpo.

Asi, por ejemplo, en el fenémeno de Pfeiffer se observa la pro-
piedad que adquiere el suero de los cuyes vecunados con vibriones colé-
ricos de transformar estos gérmenes en ‘granulos y de lisarlos total-
mente cuando son puestos en su presencia. El suero de estos animales
asi preparados contiene bacteriolisinas (anticuerpo) capaces de lisar
especificamente a los vibriones coléricos (antigeno). Idéntico
fenémeno se observa si a un conejo le inoculamos en serie glébulos
rojos de cordero. El suero de ese conejo adquiere la propiedad de
disolver especificamente los hematies de cordero. El anticuerpo se
llama, en este caso, hemolisina.

La hemolisis puede ser producida por diversos agentes no es-
pecificos fisicos y quimicos que actuan igualmente sobre los eritro-
citos de un gran nimero de animales y agentes especificos que ac-
tlian sobre los eritrocitos de una sola especie animal.
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tancias pueden agruparse en la forma siguiente:
s

Estas sub
s inica.
Agitacion mecan y
; Cgmbios de temperatura (calor: alternativas
de congelacion y desh.lclo). g .
3 Agua: soluciones salinas hipotonicas e hiper-
ténicas. ; A%
4 Acidos, sales y otras substancias quimicas.
: 5 Extractos de tejidos (productos autoliticos) .
Hemolisis 6 Coloides inorgdnicos (acido silicico) .
no especifica: 7 Substancias foto - dindmicas (tintas, etc.)
8 Venenos vegetales (ricina, abrina, crotina, sa-
ponina) . ¥ '
9 Venenos bacterianos (tetanolisina; estreptoli-
sina: estafilolisina, etc.)
10 Secreciones animales (veneno de aranas, vene-
no de cobra, etc.)
Hemolisis 1 Hemolisinas naturales del suero.
especifica: 2 Hemolisinas de sueros inmunes.

MECANISMO DE LA LISIS

Estos fenémenos de cito y bacteriolisis se ponen en evidencia
slempre que en esta reaccion antigeno - anticuerpo se hallen presen-
tes tres elementos:

I.—El antigeno (hematies, gérmenes, etc.).

I—La dalexina o complemento, que existe normalmente
en el suero fresco de todos los animales,

; (desaparece con el envejeci-
miento)

» es termoldbil (se destruye a 55 grados) y no especifico.
¥4 III.— La sensibilisatriz o anticuerpo especifico que existe
unicamente en el suero de los animales preparados por inoculacio-
nes previas del antigeno, es termoestable (no se destruye a 55 grados)

se fij ifi i
y s %a esp‘c‘cnfxc:jxm??te en el antigeno. haciéndolo. sensible a la
accon de la “alexina” o complemento.

Los microbios o las cél
aon la sensibilisatriz:
Vos y centrifugacién d

. ulas sensibilizados conservan por fija-
.;l se los desembaraza por lavados sucesi-
€l suero sensibilizado en el cual se hallan
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en suspension, conservan, a pesar de todo, la propiedad de ser des-
truidos si se los pone en contacto con la alexina. Segiin Bordet,
desempefiaria el mismo papel de los ‘“‘mordientes’” que preparan
las células de los tejidos a la accién de las materias colorantes.

Las tres experiencias siguientes permiten precisar estos con-
ceptos:

[.—GI. rojos de cordero - suero normal (alexina o comple-
mento) . = No hay hemolisis.

II.—Gl. rojos de cordero -4 suero anti - cordero calentado a
55 grados. = No hay hemolisis.

III.—GI. rojos de cordero -4 suero anti - cordero calentado a
55 grados - suero fresco normal (alexina o complemento). = Hay
hemolisis.

FIJACION DE LA ALEXINA O DESVI'A_CION DEL COMPLEMENTO
(Reaccién de Bordet - Gengou)

En vista de que los antigenos lisables son relativamente es-
casos, (glébulos rojos y una que otra especie microbiana), Bordet
y Gengou se han valido de un artificio para poner en evidencia el
anticuerpo especifico (sensibilisatriz) en un suero determinado.

La reaccién de Bordet - Gengou tiene la siguiente técnica
general: Tomaremos como ejemplo el diagndstico de la disenteria
bacilar. En un tubo de hemolisis se vierte:

1.—Suero anti - disentérico calentado a 55 grados, /4 hora,
(sensibilisatriz) .

2.—Una emulsién de bacilos disentéricos (antigeno).

3.—Algunas gotas de suero normal no calentado (alexina o
complemento) . Ponemos esta mezcla a 37 grados una hora (en la
estufa o al baflo maria).' Durante este tiempo el antigeno (bacilo
disentérico) sensibilizado por el anti-suero correspondiente (sensi-
bilisatriz) fija la alexina. En un segundo tiempo a la mezcla ante-
rior agregamos al sistema hemolitico: globulos rojos de corde-
ro - suero anti- cordero (calentado a 55 grados o envejecido).
Como la alexina o complemento ha sido ya fijada por el primer
sistema (bacilo disentérico 4~ suero anti - disentérico), no se pro-
duce hemolisis por estar incompleto el sistema hemolitico. Ahora
bien, si en el primer tiempo usamos un suero que no contiene sen-
sibilisatriz disentérica, por cjemplo, normal, ¢l complemento o ale-
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i A 11 y Ia NY f! ara em [

duciéndose la hemolisis. : .
i La reaccion de Bordet - Gengou  es posttiva cuando no hay

1 10.
hemolisis y es negativa en el caso contrar

Preparacion del material.

1.—Suero en estudio. — Puede ser el suero de un ?nimzfl Aoy
cunado o bien de un enfermo en el cual se sosp.echa la exxitencm d’el
anticuerpo especifico (“sensibilisatriz”). Se cah'enta baom e
durante 14 hora a 55¢ para destruirle la alexxr}a.f) co-mpl'emex'lto,
temperatura que en cambio deja intacta la SCnS’lblllsatI.'lZ si_existe.
2.—Antigeno. — El antigeno varia segin la- investigacidon
que se pretenda hacer y puede ser microbiano o emulsx’m_ de 6rgano
(higado heredo - sifilitico, por ejemplo), o bien un simple anti-
geno coloidal (lipoides).

3.—Alexina o complemento. — Esta representado por el sue-
ro fresco de un animal nuevo. Es preferible el cuy, tanto por la facili-
dad de extraer la sangre por puncidn cardiaca, cuanto porque posee la
alexina que representa menos variaciones comparadas con la de los
otros animales. (Se recomienda no usar cuyes hembras, pues cuan-

" do estin prefiadas tienen poca alexina).

4.—Sistema hemolitico, que comprende:

a) Suero hemolitico anti - cordero, que se prepara inyectan-
do, por*ejemplo, 6 a 8 c.c. de sangre "defibrinada de cordero en el
peritoneo de un conejo. Se repiten estas inoculaciones 3 veces con
intervalo de 8 dias. Ocho o diez dias después de la Gltima inyeccidén
se extrae la sangre de conejo por puncién de la vena marginal de
la oreja, de la yugular o de Ia carétida. Después de la coagulacién
se dcca{lta el suero obtenido y se calienta a 55¢ durante 14 hora,
para privarlo de su propia alexina. ‘ :

! b) GIdbulos rojos de cordero.
obtiene por puncién de Ia vena yugul
chan los animales del matadero). Se

perlas de vidrio para defibrinarla por
-lava repetidas

— La sangre de cordero se
ar, (en la practica se aprove-
utiliza un matraz estéril con
agitacién. Se centrifuga y se
veces con  suero fisiolégico estéril. Después de
ugacion se emulsionan log hematies en un volumen
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‘Nota: La mayoria de los elementos precedentes deben estar
previamente titulados, pues si no la reaccién dejaria de tener valor.

Aplicaciones practicas de la reaccién de Bordet - Gengou.

Se utiliza:

l.—En el diagnéstico de las enfermedades infecciosass sifilis
(Reaccion de Wassermann), tuberculosis (Reaccién de Besredka),
quiste hidatico (Reaccién de Weinberg), blenorragia (Gonoreac-
cién), brucellosis, fiebre tifoidea, etc., etc.

2.—Para la tdentificacién de especies microbianas. Partiendo
de un antisuero conocido se puede identificar el antigeno especifico
(especie o raza microbiana desconocida). ;

EXPERIENCIAS

l.—Hemolisis no especifica:
Resistencia de los glébulos rojos a las soluciones salinas a diferentes con-

centraciones.
1.—Colocar glébulos rojos humanos y de cordero en agua destilada y en

soluciones salinas a diferentz concentracién variando desde un 3 o/oo a un
19 o/oo. Observar en qué tubos se produce hemolisis.

2.—En una serie de tubos de ensaye colocar sangre citratada -humana o
de cordero y agregar una solucién de saponina Merk al 1 por mil, recién pre-

parada. Observar la hemolisis.
3.—Idem, agregando soluciones crecientes de dcido y de alcalis.

Il.—Hemolists especifica:
Las experiencias de este tipo estin consignadas en la parte descriptiva de

la presente clase prictica.

111 —Especificidad de la hemolisina:
Emplear hemolisina anti - cordero y anti - humana y observar si hay he-
molisis cruzada con glébulos rojos. de cordero y humanos.

IV .—Hemolisis microbiana:

Observar cultivos de Estreptococos o Estafilococos dotados en caldo vy

medios sélidos adicionados de glébulos rojos.
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CAPITULO XII

LA HEMOAGLUTINACION

GRUPOS SANGUINEOS

El concepto moderno de grupos sanguineos es la conse-
cuencia del descubrimiento de las aglutininas y lisinas, anticuerpos
de los sueros normales. Su fundamento bioldgico se deduce del es-
tudio de los fendmenos de heteroaglutinacion, es decir, la aglu-
tinacién producida por un suero sobre gldébulos rojos de un indivi-
duo de diferente especie: de isoaglutinacién con suero y hematies
de individuos de la misma especie: autoaglutinacién cuando son
del mismo individuo.

La experimentacién ha demostrado que los hematies de un
individuo dado quedan en suspensién homogénea, ““in vitro”, en pre-
sencia del suero del mismo individuo: (la autoaglutinacién y la
autohemolisis son muy raras y constituyen un fenémeno patoldgico,
como sucede en la hemoglobinuria paroxistica) . Existe, en cambio,
1s‘oag1utinacién (aglutinacién de los glébulos rojos de un indi-
viduo por el suero de otro) como hecho fijo, inmutable, especifico
y constitucional,
teinerE: fiitxi:ls(zrg: ijlteo Selii:slé:l P+ oo La{lfls-
Gt e A Fé)resentflban en estado normal, fisio-
e ' 0. independientes de cuadros patolégicos.

partir de estas observaciones se tents la clasificacién de 1
ros de los diferentes individuos en los et S
que llamamos hoy los gru-

Pos sanguin ¢ i ifi
By guineos y a través de varias clasificaciones se llegd a la de
» que es universalmente aceptada

|

8R

Moss ha demostrado que los seres humanos se dividen en 4
grupos cuyos caracteres describiremos:

Grupo I, raro, constituido por individuos cuyo suero no aglu-
tina ningln glébulo rojo, en tanto que sus glébulos son aglutina-
dos por todos los sueros excepto los del mismo grupo. Es el grupo
de los receptores universales, cuya sangre no aglutina los glébulos
rojos humanos transfundidos; puede, entonces, recibirlos sin dis-
tincion. :

Grupo IV, muy frecuente, de individuos cuyos hematies no
se dejan jamés aglutinar ni hemolisar; por el contrario, su suerc
aglutina los glébulos de todos los otros grupos. Es el grupo de los
dadores universales cuyos glébulos inaglutinables pueden ser
transfundidos a cualquier persona y sin peligro alguno.

Grupo 11, igualmente frecuente, posee glébulos que son aglu-
tinados por el suero de los grupos III y IV y su suero aglutina los
glébulos de los grupos I y III.

Grupo 111, raro. es aquel cuyos glébulos son aglutinados por
el suero de los individuos de los grupos II y IV y cuyo suero
aglutina los glébulos de los grupos I y II.

En resumen, los individuos del grupo I pueden recibir sangre
de todos los demas grupos y no pueden cederle sino a los de su
propio grupo. Los del grupo IV, a la inversa, pueden cederle san-
gre a todos los individuos y no recibirla, en cambio, sino de los
de su propio grupo. Los del grupo Il pueden darle sangre a los
de los grupos II y I y recibirla de los grupos II y IV. Finalmente,
los del grupo III reciben sangre de los grupos III y IV y ceden
a los grupos III y I. :

Glbbulos rojos ~_SUEROS DE LOS GRUPOS
de los grupos | 1 | " % ,,'V
I e 3
11 o s +
11 7 U e i R +
IV L afa o s — —

| :
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;Cual es ahora la hipétesis que trata de explicar la constitu-
é

. ?
cién de los grupos sangumcos.
entre los fenémenos de isoaglutinagién y

. i6n estrecha . ) ; .
Existe una relacion a— isohemolisis en ausencia de isoaglutina-

i isi cto, J . fe
c isis. No hay, en efe U soLED :
H posible la isoaglutinacion intensa sin isohemolisis.

L e A v ate a la isoaglutinina, exige la presencia de

La isohemolisina, contrariame
iti j u ac
la alexina (clemento litico) para ejercer S

cion.

acciones de aglutinacién son la consecuen-
sanguineo de dos aglutininas que
se designan por las letras alfa y beta., que reaccionar.ia? especifica-
mente frente a dos substancias aglutinables o aglutinégenos con-
tenidos en los glébulos y que se designan por las letrfls Ay B. De
tal manera que la aglutinina alfa s6lo aglutina el antxgem? A, reac-
cién especifica y, a su vez, la aglutinina beta lo hace sélo fre'nte
al aglutinégeno B. Como principio fundamental en esta reaccién
antigeno - anticuerpo hay que sentar el siguiente: La aglutinina y el
aglutinégeno especifico no se encuentran jamas en la sangre de un
mismo individuo, porque en esta circunstancia habria aglutinacién
. in vivo y no se concebiria la existencia de hematies libres circu-

Se acepta que las re
cia de la presencia en el suero

lantes. :
La diferente distribucién de estos elementos en la sangre de

los diversos individuos ha permitido la clasificacién de Moss, co-
mo lo vamos a demostrar.

Los individuos del grupo I poseen en sus gldbulos ambos
aglutinégenos A y B, en cambio, su suero es inactivo, ya que no
posee aglutininas. Los del grupo II poseen aglutinégenos A en sus
globulos y aglutinina beta en el suero. Los del grupo III poseen
aglutindgeno B y aglutinina alfa en su suero. Finalmente, los del
grupo IV no poseen aglutinégeno en sus glébulos (O) y si ambas
aglutininas, alfa y beta en sif suero.

Se pfxliré, pues, tener aglutinacién cuando en la mezcla de san-
gre se verifique una de las siguientes combinaciones:

Ak o ¥ B

En el esquema a continu
las caracteristicas de cada grup
de exponer: '

acion se puede observar claramente
o de acuerdo con lo que acabamos
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~ SUERO 3
I II | II| IV | Sangre
o , B Ly a3 |

IAB| — | 4 |+ |+ | 0AB

Glébulos | 1T A — Ao L R
rojos o R RS A O

IV-QL | i S

TECNICA DE LA DETERMINACION DE LOS GRUPOS SANGUINEOS

(Investigacion de la isoaglutinacién)

Para reconocer el grupo de un individuo seria necesario 14gi-
camente establecer su ‘‘férmula de aglutinacién’’ frente a sueros de
todos los grupos. Pero si se observa atentamente el esquema se verd
que basta con buscar estas reacciones frente a los sueros II y III so-
lamente. En efecto, los glébulos del grupo I son aglutinados por
ambos sueros: II y III; los del grupo IV no son aglutinados por
ningtn suero; los del grupo II lo son por el suero III y los del gru-
po III, a la inversa, por el suero II. Es, pues, posible, de acuerdo
con esto, caracterizar el grupo al cual pertenece un individuo po-
niendo su sangre frente a los sueros II y III solamente.

1¢ Procedimiento indirecto (Método de Beth - Vincent) :

Es indispensable poseer sueros etalones de los grupos II y III
perfectamente controlados y citratados al 1,5%. En estas condi-
ciones se deposita sobre un portaobjetos una gota de suero II en -
un extremo y en el otro una del suero III etalén. A cada una de
ellas se le agrega una gota de sangre del sujeto a clasificar, por pun-
cién de la yema del dedo. El citrato impide la coagulacién. Mo-
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anteniéndolo slemnpre=en SPOREEA hori-
clas de sangre Y suero y se interpretan
5 minutos. Existen cuatro posi-

viendo el porta - objetos, m
ambas meZ

zontal, se agitan
curso de

los resultados en el trans
bilidades macroscopicas.

Si la sangre examinada aglutina con ambos sueros tipos, se

indivi receptor universal) .
o Pl dcllu?i;?zic)érf f(rentepa ninguno de los sueros
S duo del grupo IV, (dador universal).
ngre frente al grupo II,' con ausencia
[II, nos revela un individuo de este

Si no s gl
etalones, se trata de un indivi
La aglutinacion de la sa
del fenémeno frente al grupo
{iltimo grupo, IIIL. '
El caso contrario, es decir,

III Gnicamente nos revela un 1in
Como control puede utilizarse un Suero

que suministra una garantia suplementaria.

aglutinacién frente al suero etalén
dividuo perteneciente al grupo II.
etalén del grupo IV

20 Procedimiento directo (Método de Jeanbrau) :

Cuando no se poseen sueros etalones II y III, es posible rea-
lizar una “‘prucba directa” de isoaglutinacién entre el suero del fu-
turo receptor y los glébulos rojos de los posibles dadores. Se ob-
tiene sangre del receptor por puncidén venosa y se recoge el suero
apenas se separa. Se mezcla una gota de este suero (previamente ci-
tratado) ¢on una gota de sangre del dador en estudio. Si no hay
aglutinacién (aspecto homogéneo) la sangre del dador eventual es
utilizable, ya que sélo tienen importancia la iso - aglutinacién vy,
por lo tanto, la lisis de los glébulos rojos del dador por el suero
del receptor (incompatibilidad de iscaglutinacién).

Aplicacicnes del fenémeno de isoaglutinacién.

La nocién del grupo sanguineo es de enorme importancia en
B’iologia, en Medicina Legal y en Clinica. En este wltimo terreno
bas.t?nos recordar el papel fundamental que desempefia en la trans-
f}lSlon sanguinea cuyas indicaciones y aplicaciones aumentan dia-
ramente, como igualmente en las inmunotransfusiones.

i d'I'_a propiedad individual de Ia sangre puede ser utilizada en
A Cdel;l:aplgreagalla eiI:1 veelstrieg:czril::x:iiz?;o' de las reIacion‘es de filiacion,

gica de la paternidad.
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Fijeza de los grupos sanguineos.

Se tiene hoy la nocién de la inmutabilidad de los grupos san-
guineos. Constituirian un caracter hereditario transmitible segtin las
leyes- mendelianas:

a) Las “estructuras bioquimicas” A y B de los hematies
no aparecen jamas en los niflos sino estan presentes, por lo menos,
en uno de los padres.

b) Cuando los padres presentan la misma estructura, los ni-
nos tienen, en general, pero no siempre, el grupo sanguineo de
ellos. :

¢) La estructura ausente en los padres faltard igualmente en
los descendientes.

EXPERIENCIAS

\

l.—Procédase a clasificar el grupo sanguineo a que pertenecen los dife-
rentes alumnos, de acuerdo con la técnica descrita mas arriba, es decir, utilizando
sueros II y III como etaldn.

2.—En presencia de un suero, que se considera como futuro receptor, prac-
tiquese la prueba directa de hemoaglutinacién, utilizando los glébulos rojos de
los .alumnos que actian como posibles dadores.

3.—En un tubo de ensayo podngasz en presencia suero hemolitico, frente
a los gldbulos rojos que han actuado como antigeno. Demuéstrese la aglutina-
cion de los hematies que precede a la lisis de los mismos. Si el suero se calienta
previamente a 56 grados, se produce siempre la aglutinacién pero no la lisis
(destruccidon de la alexina).

93



CAPITULO XIII

PODER REACCIONAL DEL ORGANISMO Y SUS
VARIACIONES

El papel desempefiado por los anticuerpos en la inmunidad no
es exclusivo. Las verificaciones experimentales y las observaciones
clinicas demuestran que no existe paralelismo estricto entre el estado
de inmunidad y el titulo de los anticuerpos. Pueden desaparecer los
anticuerpos de un organismo inmune sin que esto afecte a la refrac-
tariedad adquirida natural o artificialmente. Es posible también la
existencia de una inmunidad adquirida (vacunacién local, segin
Besredka), sin la intervencién de los anticuerpos.

Los hechos anteriores dejan presumir la existencia de otros fac-
tores en la inmunidad. Uno de los factores més importantes estd
constituido por las modificaciones del poder reaccional del organis-
mo frente a un antigeno determinado. Hay variaciones individuales
de reaccion del organismo en presencia de una dosis determinada de
antigenc, (caballos buenos o malos dadores de anticuerpos, conejos
buenos o malos suministradores de sueros aglutinantes o precipitan-
tes, ng:.). Existe, pues, una aptitud reaccional particular en la ela-
boracién de los anticuerpos, lo que constituye un factor individual.
Se l?’l'ledc asignar con el nombre de ergia este coeficente personal de
reacc1on.ar a la‘introduccién de un antigeno.

e ll':‘l:;‘:;il; ;; ia:tif::ret(r)acié'n de un antigeno no :sélo pro-
apto a producirlos a cada nuef:os; e bt o
. ontacto con ese antigeno. Es el es-
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tado hiperérgico propio de los vacunados y de la inmunidad ad-
quirida naturalmente.

Anergia. — Es la desaparicién de todo poder reaccional fren-
te a un antigeno determinado. De mecanismo obscuro, es un estado
freguente en determinadas enfermedades infecciosas: grippe, saram-
pion, coqueluche, escarlatina, etc. El estado anérgico se revela por la
desaparicién de los anticuerpos del organismo (poder aglutinante,
sensibilisatriz para la reaccién de Wassermann, antitoxinas, etc.) y
de las reacciones cutdneas (tuberculinicas).

Alergia. — Segiin el concepto de Pirquet, seria una modifica-
cién érgica del organismo en el sentido de la aparicién inmediata
o acelerada de las reacciones. Las reacciones en las reinoculaciones se
hallan modificadas cronolégica, cualitativa y cuantitativamente. Es
un estado dificil de definir y de separar de la hiperergia, pero que
corresponde mas especialmente a una hipersensibilidad celular adqui-
rida frente a un antigeno. Seria un estado hiperérgico celular. El fe-
némeno de Koch y las reacciones tuberculinicas son manifestaciones
cvidentes de estados alérgicos de la tuberculosis. Estos estados hiper-
érgicos celulares pueden disminuir o desaparecer, al igual que lo hacen
los anticuerpos, en los estados de anergia.

Anafilaxia. — La primo - inyeccién de un antigeno puede, en
ciertos casos, sensibilizar extraordinariamente al organismo frente a
ese mismo antigeno. El antigeno anafilactico debe ser de naturaleza
albuminoidea y tener las propiedades de peso molecular, solubilidad,
estado coloidal, etc., que caracteriza a los antigenos en general. Las
proteinas bacterianas no son, sin embargo, anafilactizantes, lo que
constituye una superioridad de las vacunas sobre los sueros.

La dosis antigénica preparante puede ser extremadamente débil
(1 millonésimo de c.c. de suero de caballo para sensibilizar un cuy).
La dosis 6ptima varia entre 1/10° y 1/100° de c.c. Las dosis débi-
les sensibilizan a menudo en forma mas ripida e intensa que las
dosis fuertés (Besredka).

L2 sensibilizacién puede obtenerse por’diversas vias: intrave-
nosa, peritoneal, subcutinea, etc. La via digestiva no es propicia en
l2 anafilaxia experimental, pero las observaciones clinicas (intole-
rancias alimenticias) y los accidentes séricos precoces y graves con
las inyecciones de suero en los individuos que se alimentan de carne
de caballo, revelan la sensibilizacién digestiva. La via respiratoria
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: srmiten i ente la sensibili-
(asm rtspiratorh) y la via ocular permiten igualm bili
asma re ;
zacién del organismo.
Un periodo de 1ncubac
hipcrsensibilidad. Puede variar

inferi : dias.
uede ser inferior a 8 6 12 o Lin ;
3 Las dosis desencadenantes pueden ser débiles y su eficacia estd

relacionada intimamente con la via de introduccién. La via intra-

venosa ¢ intracerebral son las mas seguras y severas. b
Los fendémenos anafilacticos son estrictamente especificos. Los

animales preparados con suero de caballo no reaccionan jamas a una
pbumina de huevo.

inveccion desencadenante de al .
Existe una anafilaxia pasiva del todo comparable a la inmu-

nidad pasiva. Con una dosis suficiente de suero del animal anafilac-

tizado es posible provocar en un animal nuevo y casi inmediata-

ubacién es indispensable para establecerse 1a
. segtin ¢l antigeno o la dosis pero no

mente el estado de anafilaxia. La duracién de la hipersensibilidad .

conferida pasivamente no sobrepasa de 15 a.2Q dias:

Fenémeno de Arthus. — Anafilaxia local. — Si se inyecta
bajo la piel de un conejo 10 c.c. de suero de caballo, no se observa
reaccién alguna; pero si se repiten estas inyecciones a dosis mas dé-
biles (5 c.c.), se observa primero un poco de edema, después un
edema pseudo - flegmonoso y por ultimo la gangrena o la necrosis
aséptica (en la quinta o sexta inyeccién). El fendmeno es especifico.

Sintomas generales de la anafilaxia experimental. — El cua-
dro sinFomético es semejante para las especies en estudio y se realizan
le maximo en el cuy, por ser el animal mis sensible a las inyecciones
intravenosas. La inyeccién desencadenante determina de inmediato
1"1. agitacién, la inquietud, el rasquido, la tos, la emisién de mate-
rias fecale§ y de orina. Si la dosis es suficiente, se observan movi-
n'}le.ntos giratorios, convulsiones, disnea, caidas dé costado y muerte
rapida del animal.

e Enr:é;elI::Oxizj:gzllzafa::ledeenex:litacién es mas corta y la fase para-
]l cu

o ' y. En el perro predominan los
fendmenos gastro-intestin B >

ales (vomitos y diarreas sanguinolentas) .

:Phcatf:.ilongs practicas del concepto de anafilaxia. — La nd-
dicinae aﬁa 1 a}xna y de shock ha sido fecunda en patologia y en me-
¥ ha aclarado la patogenia de numerosas enfermedades. Mu-
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chas aplicaciones practicas han nacido de tales conceptos, que .es
posible resumirlas en dos grandes grupos: .

1¢ Las reacciones de anafilaxia, reveladoras del estado de hiper-
sensibilidad del organismo frente a una substancia determinada, lo
que constituye un precioso procedimiento de diagnodstico en multi-
ples enfermedades infecciosas y parasitarias.

Las cuti-reacciones utilizadas en la prictica médica corriente
son numerosas y obedecen como mecanismo a las reacciones de anafi-
laxia local. Tales son las cuti-reacciones a ia tuberculina, a la me-
tilina, a la maleina, al liquido hidatidico, etc. Las cuti - reacciones
con proteinas animales o vegetales estan destinadas a revelar
los estados de hipersensibilidad que son el origen de los es-
tados anafilacticos: polen, proteinas alimenticias, pelos, plu-
mas, etc. Con estas cuti- reacciones se puede afirmar el origen
anafilactico de varias afecciones y precisar la causa de una sensibili-
dad determinada del organismo: asma anafilactica, coriza espasmo-
dice, romadizo del heno, jaquecas, -urticarias, eczemas, etc.

2¢ La anti - anafilaxia. — Los frecuentes accidentes anafildc-
ticos han orientado hacia'la creacién de métodos protectores anti -
anafilacticos:

Preservacién contra el shock.

a) Puede obtenerse mediante la anti - anafilaxia especifica: in-
yeccién previa de una pequefia dosis de la substancia anafilactizante.
Es posible demostrar experimentalmente la anti - anafilaxia por los
métodos de Besredka de las vacunaciones subintrantes y de la anti -
anafilaxia local.

b) También es posible obtener la anti - anafilaxia no especifica
mediante inyecciones de proteinas diversas: peptonas, extractos de or-
ganos, diastasas, leche aséptica, autoseroterapia, autohemoterapia, etc.

EXPERIENCIAS

1* Anafilaxia en el cuy. — Después de 12 dias de la inyeccion sensibilizante
de cuero normal de caballo, proceder a desencadenar el shock mediante la inyeccion
intracardiaca del mismo antigeno. Observar los sintomas que se presentan. :

2¢ Especificidad de la arafilaxia. — En cuyes sensibilizados con suero de
caballo inyectar albiimina de huevo diluida al 14 . ~
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\nafilaxia pasivd. — Obtener 1 c.c. de suero de conejo sensibilizado cop
! tlaxta . 3 . .
3% Anafilax :sc-mnas antes y proceder a inyectar intraperitonealmente op
cinco sei

respectivamente.

horas después Yy Por

de anafilaxia y

sueto de caballo
dos cuyes 0.5 c.c.,

Inyectar a las 24 I
caballo. Observar los sintomas
i - anafilaxia. — Inyectar 1/50 de c.c. de suero de caballo en el peri-

o. Proceder a la inyeccion intracerebral, (1 ¢ 2
Observar la proteccion comparativamente con yp

via intravenosa 0,2 c.c. de suero de
discutir su naturaleza.

4% Ant
toneo de un cuy ya sensibilizad
horas después) de 1/8 de c.c.
animal testigo sin inyeccion previa.

5¢ Anafilaxia local. — (Fendmeno de Arthus). — Observar los conejos

con inyecciones subcutdneas seriadas de suero de caballo.

6° Reacciones alérgicas. — Observar la reaccidn cutinea provocada por [a

inyeccion de tuberculina en los cuyes tuberculizados.
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CAPITULO XIV

VACUNAS

DEFINICION.—Las vacunas estdn constituidas por suspensio-
nes de microbios (vivos o muertos) o por sus productos (filtrados
de cultivos, toxinas). Introducidas en el organismo son capaces de
determinar la formacién de anticuerpos y de conferir la inmunidad
en forma especifica.

La vacunacién constituye la inmunizacién activa adquirida
artificialmente y puede ser utilizada para evitar la aparicién de la
enfermedad infecciosa (vacunacién prsventiva), o bien para pro-
vocar o acelerar la curacién de la enfermedad declarada (vacunacion
curativa o vacunoterapia).

METODOS DE VACUNACION ;

Existen diversos métodos, los que se pueden clasificar de la
manera siguiente:

a) Vacunacién por gérmenes vivos.

b) Vacunacién por gérmenes muertos.

¢) Vacunacién por productos microbianos solubles.

d) Vacunacién por bacteriéfago.

a) Vacunacién por gérmenes vivos:

Puede hacerse por:
1.—Gérmenes vivos no modificados. — El principio de este
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L

| hecho de que introducidos los gérmenes
distinta a la de Ia infeccién natural, pro-
a inmunizar (vacuna

método estd basado en ¢
de entrada
por una puerta : paois
vocan una infeccién benigna suficiente P
anti - colérica de Ferran).

3 — Estas
2.—Gérmenes atenuados. ; :
s vivos cuyas propiedades patogenas han sido atenuadas

. envejecimiento, cultivo a temperaturas

i ili @) retct
disgenésicas, cultivos en medios biliados ‘(B. C ) i Tt
En esta clase de vacunacion es preciso llegar a o que

se denomina virus fijo (Vacuna, B. C. G., vacuna antirdbica, etc.).

vacunas estan constituidas

por gérmene
por un artificio apropiado

b) Vacunacion por gérmenes muertos:

Este método constituye una vacunacion eficaz en un gran ni-
mero de infecciones y es el més usado en la actualidad; presenta,
ademds, la ventaja de estar desprovisto de poder patégeno',’aunque
suele provocar a veces reacciones: (reaccién general, reaccién local

y reaccién focal).

TECNICA DE PREPARACION.

La preparacién de vacunas por gérmenes muertos obedece a reglas de téc-

nica general que'conviene ‘conocer y que exponemos a continuacion:
a) Cultivo.
b) Recoleccion. "
¢) Titulacion.
d) Ampolletage.
e) Esterilizacion, y
. f) Control.

a) Cultivo. — Pueden utilizarse medios liquidos o sdlidos. Se usan de
preferencia los sélidos, porque los liquidos contienen substancias proteicas que
al ser inyectadas pueden actuar como agentes de shock.

) La slcr'nbra en medios sélidos puede hacerse en tubos o en placas de Roux,
s2guin la cantidad que se necesite:

b) Recoleccion. — La recoleccion se  hace
estéril a los tubos o placas de Roux. Por agitacién
colonias microbianas de la superficie del agar obtenie
que es preciso titular (esta es la llamada emulsién

zgregando suero fisioldgico

madre) .

¢) Titulacién. — Obtenida la emulsién

; - ST es preciso diluirla i-
piente, ya sea suero fisiolgico estéril, el mas usa e

do, o en aceites vegetales purifi-
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cados  (lipovacunas), ete. La titulacién o numeracién por centimetro cubico
puede hacerse por varios métodos, de los cuales los mas usados son los si-
gulentes: 5

Numeracion microscopica. — Se utiliza una cimara cuenta - glébulos cua-
driculada  (Thoma - Zeiss) y cuyo volumen total se ha calculado previamente,
por cjemplo 1/4000 de milimetro ciibico. Se coloca en la célula o cimara una
gota de la emulsion tefiida por el azul de metileno o fucsina. Se toma el término
medio del nimero de gérmenes encontrados en varios cuadrados y se multiplica
primero por 4000 para tener ¢l nimero contenido en un milimetro ctibico y en
seguida por 1000 para obtener la cantidad total por centimetro cubico.

Método de Wright. — Mezclar con una pipeta de Wright, 1 volumen de
sangre humana (proveniente del dedo o de la oreja), 1 volumen de emulsién
microbiana y 1 volumen de suero fisioldgico. Esta mezcla se extiende sobre li-
minas, se fija, se tifie con tionina fenicada o con Giemsa y se observa con in-
mersién. Deben contarse en varios campos microscépicos simultineamente el ni-
mero de globulos rojos y el de gérmenes: por ejemplo, si se encuentran 500
glébulos y 670 gérmenes, se establece la proporcién siguiente:

670 x 5.000.000
X=———'— 6700.000 x 1000.
500

Asi tenernos el niimero de gérmenes por centimetro cibico. Este método
es poco usado, ‘pues tiene muchas causas de error. g

Método opacimétrico. — Consiste en la comparacién de la opalescencia
de ia emulsion madre a titular con la opalescencia de emulsiones tituladas de
este mismo germen por !os métodos anteriores (emulsién tipo, test o etalén).

Las diferencias de opalescencia entre dos suspensiones son apreciables cuan-
do la diferencia del. nimero d2 gérmenes es superior a 25 millones por centi- .
metro cubico.

Las emulsiones test o etalones se preparan en los laboratorios de la. manera
siguiente: en una serie de tubos se coloca agua formolada al 0,5% vy emulsién
microbiana en titulos crecientes desde 50 millones hasta 400 millones, aumen-
tando 50 millones en cada tubo. Se cierran los tubos a la limpara y se conservan
en la obscuridad. Los tubos que sirven para comparar las suspensiones vacunales
con las suspensiones test deben ser del mismo calibre y del mismo vidrio.

Para apreciar con mayor exactitud las diferencias de opalescencia se usan
aparatos especiales llamados nefelémetros o fotdmetros.

Un método prictico es la comparacién por opacimetria con los tubos de
la escala de Brown. Estos tubos, de ocho centimetros de largo por 4 milimetros
de ancho, numerados de 1 a 10 y cerrados a la limpara, contienen suspensiones
de sulfato de bario desde 1 por mil a 1 por ciento: de tal modo, que el niimero 2
es de doble opacidad que el niimero 1: el nimero 3, triple, y el nimero 10, diez
veces mas opaco que el primero. La suspensién del sulfato estd hceha en solucion
de citrato sédico al 1 por 100 y lleva, ademds, gelatina para solidificar la sus-
pensién y que no sz sedimente al sulfato. En un tubo de exactas dimensiones se
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de los tubos de la escala; se aprecia
tratando de leer una hoja impresa
dificado por Cumingham y Thi-
o ctbico y su correspon-
tro ciibico de los gérmenes

. .’ Con lﬂ

compara la opacidad de la suspension s

i i

la igualdad de la opacidad con algun; e

2 su través. [l siguiente cuadro dc-: r .or T
da la concentraciéon en millones P

thy, o time
316:(;: en peso de bacteria desecada, lamblt’.n por l“’:‘ul‘m st
mas corrientes. en la oPi‘Cid"Id correspondiente 3
Millones Miligramos
por c.C. por c.c.
: y 400 0.250
Noisseria catarrhalis (en agar SUETO) RIS T 9553
Vibribn -colérico % »+ > =4 et s SRS 0'204
Bndilo. de Pleiffer = 4. fn- o sl Sl S . 400 0'196
Gonococo . . . - - o R 1 S : i oo
Neumococo . . - BRI TR et e s o oo bt
Meningococo . O g R S R i e
Batilo: PiociANicor vo-o - o SEEEER o e
Lstreptococo b e e SR AR TR '
: 7 400 0515
I.'s\’ci(s;cri.\( 'c..u:rrhnhs (en agar comun) B 0'142
. 1senteric ety P e ¢ .
ses ibaci 400 ¥ 0'138
ifico. para - tifico B, colibacilo
g;u::{ll:ochi:z;sis ; te 800 0'133
Estifilococo dorado 400 0'1 12}
Estifilococo blanco 300 0'105
d) Ampolletage. — Una vez titulada la emulsién® madre se diluye hasta

¢! titulo deseado agregindole un excipiente cualquiera (suero fisiologico, ya-
uén, etc.) y se procede a la reparticién en ampolletas por medio de una pipeta
en bola pari las pequefias cantidades o aparatos repartidores especiales para gran-
des cantidades. Las ampolletas deben cerrarse herméticamente al mecherc de Bun-
sen o al soplete.

e) Esterilizacion. — Puede obtenerse por varios procedimientos. El mis
usado es el calor. Una temperatura suficiente para destruir la vitalidad de los
gérmenes no esporulados ro altera sus propiedades antigenas. La temperatura
usada y el tiempo de duracién son variables para cada especie microbiana.

También se emplaan los antisépticos, tales como: el éter, alcohol - éter.
yatrén, yodo, formol. etc. } -

” f) Conrro.!. — Se siembra el contenido de una o dos ampolletas ya este-
rilizadas en medios aerobios y anaerobios: si al cabo de 24 a 48 horas no hay
decarrollo, puede entregarse ia vacuna para su uso.

VARIANTES DE LAS VACUNAS POR GERMENES MUERTOS
Viacune sensibilizada.

— Consiste e .
S n mezclar una 16 i a
muerta por el calor con su emulsién microbian

antisuero correspondiente. Después de doce horas de
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contacto se decanta, se lava el residuo por centrifugacién y se emulsiona en un
excipiente. ¢

En estas vacunas la toxicidad se halla disminuida y estimulan la fago-
citosis.

Vacuna de los productos de lisis microbiana. — Los gérmenes se lisan
espontineamente por envejecimiento, ademds, se pueden lisar artificialmente por
agentes fisicos (presién), agentes quimicos (soda) y por agentes bioldgicos
(bacteriéfago).

Los lisados contienen las proteinas bacterianas entre las cuales estin las
proteinas tdxicas o endotoxinas. La accién de estas vacunas es comparable a Ia
de los cuerpos microbianos muertos.

¢) Vacunacién por los productos solubles microbianos:

Este "'método consiste en la vacunacién por las toxinas solu-
bles hechas atéxicas (anatoxinas) por la accién del calor (40 gra-
dos) y del formol (4% ). En estas condiciones desaparece el poder
toxico y se conserva integramente el poder antigeno.

La anatoxina mas empleada en la actualidad es la anatoxina
diftérica. Existe la posibilidad de emplear este método en otras toxi-
infecciones tales como: tétanos, disenteria, botulismo, etc.

Ademis del formol pueden utilizarse otras substancias anato-
xigenas tales como la acroleina, aldehido etilico, los jabones, etc.

La vacunacién local mediante los antivirus de Besredka,
que tienden a saturar las “‘células receptivas” de sus afinidades para
con los gérmenes, es otro ejemplo de inmunizacién por productos
solubles microbianos.

d) Vacunacién por el bacteriéfago:

Estas vacunas representan un antigeno complejo (bacteriéfago
y cuerpos microbianos lisados por él).

Se obtiene por este método una inmunizacién activa por los
productos de lisis microbiana y ademas una diseminacién en el or-
ganismo de un bacteriéfago de poder litico activo.

AUTO Y HETEROVACUNAS

Las vacunas preparadas y que se expenden en el comercio cons-
tituyen las heterovacunas, denominadas también stock - vacunas. Es-
tas vacunas pueden estar constituidas de una sola cepa microbiana
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do la vacuna se prepara con varias ce-
se denomina vacuna poliva-
da con estafilococo dora-

(vacuna, monovalente). Cuan :
pas de una sola especic microbiana,
lente; cjemplo: la estafilovacuna prepara
de, citrino y blanco.

paran con dos o

Sc llaman vacunas mixtas aquellas que se pre
maés especies de gérmenes. Ejemplo: la vacuna T A B preparada con

bacilos tificos y paratificos A Y B.
Las autovacunas se preparan con

del enfermo. Son de uso muy frecuente, especialmente en infeccio-

a sobre las stock - vacunas de poseer

el o los gérmenes aislados

nes pidgenas. Tienen la ventaj :
una mayor especificidad, puesto que se emplea el mismo antigeno

provocador de la infeccién.
El método de preparacién es idéntico al descrito anteriormente

para la preparacién de vacunas por gérmenes muertos. La titulacién
depende de las especies microbianas aisladas y de la edad y del es-
tado general del enfermo.

CAPITULO XV

SUEROS

El concepto de suero terapéutico engloba el estudio de los pro-

cedimientos de prevencién (seroprofilaxis) y tratamiento (serote-
rapia) de las enfermedades infecciosas mediante el suero de los ani-
males y del hombre inmunizados contra ellas.

La seroterapia tiene por objeto la inmunizacién pasiva ad-

quirida artificialmente. Entrega los anticuerpos ya formados; es,
por lo tanto, de efecto inmediato; pero de duracidn relativamente
corta, dado que tratindose de una albimina extrafia, el organismo
receptor tiende a eliminarla.

METODOS SEROTERAPICOS.

Los sueros se clasifican en tres grandes grupos:
a) Sueros antitéxicos,
b) Sueros antimicrobianos,

¢) Sueros mixtos.
Los sueros antivenenosos, dado.el caricter del antigeno con

que se preparan, pueden incluirse en la categoria de los sueros an-
titoxicos.

[lamamos suero homéloge a aquel que proviene de indivi-
duos o animales de la misma especie (suero de convalecientes).
Suerc heterélogo, el que proviene de individuos o animales de

distinta especie.

N
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SUEROS ANTITOXICOS

general inmunizando los animales contra Iag
n en

Se prepara se distinguen varias etapas:

toxinas. En esta preparacion

Eleccién de los animales.

ilizan para la preparacién de los sueros
son ios caballos. Se prefieren por'una sen'rie de ra?ones: fac1'1 ma-
nejo; poca sensibilidad para l.as inoculaciones y las e?(traccxones;
cantidad de suero que proporcionan (50 por ciento mds o menos
de la cantidad total de sangre) ; poca tox1c1dafi del suero; gran
cantidad de anticuerpos y finalmente, por el bajo costo.

Estos animales suministran mensualmente al’rededo’r de 6 Ii-
tros de sangre, lo que permite obtener en 2 sangrias mas o menos
3 litros de suero.

Se prefieren, por otra parte, animales viejc?s Yy que posean an-
ticuerpos naturales, lo que se investiga por las intradermo - reaccio-

Los animales que se ut

nes especificas.

Inmunizacién de los animales.

La inmunizacidén se obtiene por la inyeccién de dosis progre-
sivamente crecientes de toxina pura o atenuada (toxoides, anato-
Xinas). 5

Las primeras dosis, insuficientes para provocar la muerte, per-
miten el acostumbramiento del animal a dosis mis y mas fuertes
hasta alcanzar asi una inmunidad absoluta.

. La inyeccién se hace, generalmente, por via subcutinea; el
a.qlmal experimenta una reaccién local que sirve de control para
fijar la periodicidad de las inoculaciones. Se establecen asi diferen-
tes esquemas de inmunizacién, en relacidén con la toxina y las reac-
ciones que el animal experimenta.

En lineas ge

g nerales, se hacen inyecciones bisemanales y se con-
tinua en esta for

cuales se practi ma durante 2 meses, més o menos, al cabo de los
Stbro. ) IZst 1€d una sangria exploradora para estudiar el titulo del
: e es satisfactorio ge procede a la obtencién del suero.
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Obtencién del suero.

Se hace la sangria, mas o menos después de 8 a 15 dias de
a2 ultima inyeccién del antigeno. La vispera de la sangria se deja
el animal en ayuno para evitar la bacteremia digestiva que conta-
minaria el suero: con ello se obtiene, ademés, un suero mas limpi-
do y libre de lipoides derivados de la digestidn.

La sangria se practica asépticamente a nivel de la vena yugu-
lar por medio de trécares estériles que se comunican por medio
de tubos de goma, a recipientes especiales que permiten recoger la
sangre y obtener secundariamente el suero en forma estéril.

Titulacién:

La medida del poder antitéxico de un suero se hace, en general, estudiando
cudl es la mds pequefia dosis de antitoxina susceptible de neutralizar la toxina que
le ha servido de antigeno. Esta titulacién se puede efectuar in vitro como in vivo.
Los procedimientos de titulacién in vitro son los corrientemente empleados y
entre ellos especialmentz dos: 1) el procedimiento de Ehrlich, y 2) la titulacién
por floculacién. ;

1) La titulacién por el método de Ehrlich exige un suero standard o etaldn,
que sc considera como una unidad antitdxica y en relacidn al cual se titulan los
sueros de los diferentes institutos. Se justifica el aue se utilice al suero como eta-
16n y no a la toxina por la constancia de la actividad del primero y la conser-
vacion integral de sus propiedadss aun después del envejecimiento.

Para titular el suero que acaba de ser preparado se titula previamente la
toxina que le ha servido de antigeno en relacidén con el suero etalén. Se busca

" asi lo que se llama el L +. es decir, la cantidad de toxina que hay que mezclar

a una unidad antitéxica para que mate al cuy al cabo de 3 6 4 dias; en la pric-
tica un cuy de 250 gramos. Titulada la toxina, podemos titular el suero a in-
vestigar. Se utiliza el L + como dosis de toxina cono¢ida que se pone en pre-
sencia de diluciones crecientes de suero. Se inyecta esta mezcla, a cuyes de 250
gramos y se\concluye que la mezcla que mata al cuy al cabo de 3 dias contiene
una unidad antitéxica (1 U. A.).

En resumen, con el suero etalédn se titula la toxina y con la toxina recién
titulada se titula el suero que se desea.

2) Para ciertos sueros, como el suero antidiftérico, se puede reemplazar la in-
vestigacién en cuyes por la busqueda de la reaccidn de floculacién de Ramon.

Este procedimiento se basa en el estudio de los fenémenos de floculacion
que se producen en las mezclas de toxina antitoxina cada vez que hay neutrali-
zacién. En efecto, se ha visto que mezclando a concentraciones diferentes toxinas
y antitoxinas el primer tubo en que se produce la floculacién corresponde a la
neutralizacién exacta de ambos eclementos. Se puede, asi, titular una toxina en
relacién con el suero etalén y titulada la toxina se procede a titular el suero a
investigar utilizando la toxina a dosis fijas y el suero a diluciones variables.
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Purificacion. :
os anticuerpos estan adosados a ciertas globy.
objeto, entonces, 1a liberacidén de]

{levan anticuerpos Y CUya presencia

Sabemos que 1 '
linas. La purificacion tiene por
imi e no

suero de las albuminas qu

tian co
es desfavorable, porque ac ' Ly : :
rificacion se hace precipitando dichas albiiminas por disoluciones

salinas diversas y a concentraciones variables. ’Las e f.recuente-
mente usadas son los sulfatos de sodio, m“?“m,o .y Ao
La purificacion trae como consecuencia légica la concentra-

cién de los anticuerpos del suero. At y
Se termina la preparacién del suero filtrandolo por bujia que

asegura la esterilidad y ampolletdndolo.

SUEROS ANTIMICROBIANOS

Se obtienen inoculando el antigeno por via endovenosa.

Existe gran dificultad para titular estos sueros, especialmente
por el inconveniente de no poder reproducir en los animales la in-
feccion experimental. En lineas generales, se ‘titulan buscando Ia
dosis protectora para el animal. Se inyectan los animales recep-
tivos con dosis variables de suero y se’investiga en seguida qué
dosis de microbios virulentos son capaces de soportar. Sin embargo,
no existe un procedimiento standard que permita una comparacién
entre los diferentes sueros, dado que la virulencia microbiana es un
caracter muy variable.

Se pueden titular, ademds, estos sueros por la investigacién
de la tasa dF los anticuerpos, lo que da atin menos garantias.

El mejor procedimiento de titulacién nos lo da la clinica. Ella
puede apreciar cl'Poder curativo o preventivo de un suero.
técnici_aq fere}?:;f;;o?n ;ieca}:;ce en lineas generale.s ’de‘ acuerdo con la

para los sueros antitdxicos.

- SUEROS MIXTOS
Se preparan con especies microbianas

deres agresivos: la viry]
ctar los sueros antigan

que gozan de ambos po-

encia y la toxicidad. Como tipo podemos
grenosos.
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mo albtiminas extranas. La py. -

Para obtener estos sueros se pueden inocular los cultivos tota-
les, o bien, separadamente los cultivos filtrados (toxinas) y los
microbios emulsionados; las toxinas, por via subcutinea, los mi-
crobios, por via endovenosa. .

La titulacién se hace combinando los dos métodos que hemos
indicado precedentemente para los sueros antitéxicos y antimicro-
bianos. El resto de su preparacién no ofrece nada de particular.

SUEROS CONTRA LOS INFRAMICROBIOS

Son, en general, sueros de convalecientes, porque muchas de
las infecciones a inframicrobios son netamente humanas. ‘El suero
del convaleciente se recoge, generalmente 8 dias después del periodo
de efervescencia. Se hace con la sangre las reacciones' de Wasser-
man y las reacciones de prueba para la tuberculosis 'y si resultan
negativas se extrae el suero y se reparte en ampolletas. Su actividad
dura al parecer sélo algunos meses.

VIAS DE INTRODUCCION DEL SUERO

El suero puede ser inyectado por via venosa, muscular, subcu-
tanea, raquidea, articular, traqueal, pleural, bucal o rectal. Las dos
ltimas vias se las emplea excepcionalmente y son a menudo inefi-
caces. En ciertas ocasiones puede emplearse el suero localmente, en
la piel o en las mucosas o bien a nivel de las infecciones localizadas.

1) La via venosa siendo la via ideal para la seroterapia, tiene
sus ciertos peligros cuando las inyecciones deben ser masivas y en la
practica no es recomendable inyectar mas de 40 a 50 c.c. por esta
via. Es de temer, también, la produccién de accidentes anafilacti-
cos en las reinoculaciones, debiéndose, en todo caso, inyectar lenta-
mente. La via venosa debe considerarsela de urgencia. En las intoxi-
caciones & en las infecciones graves la primera dosis puede ser inyec-
tada por via venosa para continuarse el tratamiento seroterapico por
via subcutdnea o muscular.

En la seroterapia antimicrobiana y especialmente en las infec-
ciones septicémicas, la via venosa es, a veces, la unica eficaz.
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, ousculor pECmIIE RIS difusion raplfia de los sye-
RN altas dosis (100 c.c.), siendo un poco

u vez, i
% filacticos bruscos.

ros terapéuticos Y, |
X a los accidentes ana

dolorosa. No expone
s de difusion mas leflta pero pe’rmite o
dosis elevadas de sueros (tejido subcutaneo ab-
a del muslo). Es la via recomc?r'xdada para con-
de la primera inyeccion de suero por

3) La via subcutdnea e
introduccién facil de
dominal, cara extern
tinuar el tratamiento después
via venosa.
dea o ventricular, s de rigor en ciertas afec-
ya que los sueros no vencen los plexos
coroideos y los anticuerpos no llegan al quuic’io céfal,o - raquideo.
Se puede inyectar 40 a 60 c.c. de suero por Vvia raql'ude.a: pero la
repeticién prolongada suele provocar accidentes de meningitis séricas,

4) La via raqui
ciones meningo - encefalicas,

5) La via articular es empleada en las artritis, especialmente
gonocdcicas.

6) Las aplicaciones locales, de sueros son utilizadas en espe-
cial en los portadores de gérmenes, en la difteria, escaras, gangre-

nas, etc.
7) Las vias bucal y rectal, son generalmente ineficaces ya que

los anticuerpos son destruidos por las secreciones gastrointestinales
y la absorcion por las mucosas es lenta e incompleta.

Posologia—Es variable, segtin los sueros, el grado de intoxi-
cacién y de infeccién, la precocidad del diagnéstico, etc. La ingyec-
cién debe ser precoz y las primeras dosis de suero muy elevadas.
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SEGUNDA PARTE

CAPITULO X Vil

CARBUNCO

BACTERIDIA DE DAV AINE. (BACILLUS ANTHRACIS)
CARACTERES MORFOLOGICOS

Aspecto microscépico.

1) En la sangre y en las visceras la bacteridia se presenta bajo la
forma de bastoncitos capsulados de 5 a 10 micrones de largo por
1 a 1,5 micrones de ancho, con sus extremidades cortadas en an-
gulo recto. Se encuentran generalmente aislados.

2) En los cultivos, especialmente en los liquidos, se unen en
largas cadenas que aparecen como filamentos sinuosos, cilindricos, en-
trelazados como madejas de hilo enredadas. Ya a las 24 horas de
cultivo se observan esporas que aumentan progresivamente con la
edad del cultivo.

Coloraciéon. — Gram positivos.

Capsulas. — Se observan especialmente en la sangre y en las
visceras de los animales infectados. En los cultivos ordinariamente
no estd capsulado. Para ponerlas en evidencia se usan métodos
de tincidén especiales. para capsulas.
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—. Condicion indispensable para que se formen, og
eno libre; de ahi que no se las encuentre ni en
recién extraidos de los organismos ip.
fectados, como tampoco en 1os caddveres de animales muertos poy
esta infeccion. Es evidente que no tardaran’en aparecer en 193 cul-
tivos o en los productos patoldgicos espamdos’fuera 'del 3n11}1al !
del cadaver (orina, por ejemplo), ya que el oxigeno libre esti pre-

sente en estos €asos. 2
En cuanto‘a la temperatura, Jas esporas .solo se desarro]lan

entre 18 y 41,5 grados. A 42 grados ya no se forman (“forma

Esporas.
la presencia de oxigeno
la sangre ni en los tejidos

aspordgena’’) . ; ! 4
La espora tiene cl aspecto de grano ovoideo, refrigente, que

ocupa la parte central del bacilo sin deformarlo. Cada bacteridia no

produce sino una espora.

ASPECTO DE LOS CULTIVOS

El Bacillus Anthracis se desarrolla en todos los medios co-
rrientes entre 20 y 44 grados.

Temperatura Optima, 37 grados..

Aerobio; anaerobio facultativo.

Caldo ordinario. — Antes de las 24 horas se observan copos
en la superficie del liquido y en las paredes del tubo. El resto del
caldo permanece transparente. Después de algunos dias los copos
caen al fondo formando un sedimento blanquecino.

Gelatina en picadura. -— Se observa a las 24 & 48 horas un
trazo central blanquecino del que parten perpendicularmente fila-
rTlen't,os plumosos que dan al cultivo el aspecto de un ‘‘pino inver-
u(.io - A nivel de la parte superior del trazo central la gelatina co-
mienza a fluidificarse de manera que a los 10 6 12 dias la licuacién
es total.
opac;:g:lc‘ -btzrg;:'s-Tig:r\arl;est:dhoras colonias blanquecinas rugosas,

i entados. Crecen rapidamente en su-
perficie y en espesor.

s Dnge L
b i‘:’;-;:;;’ny";?::;lcaél;-c;m Ltas cepas \firulentas dan colonias
cilos avirulentos dan colonias m;'lr‘1 eh’:'on ba’ﬂlos ik Caden’a;' i
constituidas de bacilos aislados ci . o e .morfOIOglcamente

» €0s germenes unidos por sus cos-
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tados o pequefias masas. (Constituye tal apariencia de las colonias
una excepcion a las caracteristicas clasicas de las colonias “S”" y “R”).
Suero coagulado. — Estria blanco mate al principio, grisicea.
Al cabo de algunos dias lictia al medio.
Leche. — Desarrollo abundante. Coagulacién hacia el tercero o
cuarto dia sin acidificacién. El codgulo se redisuelve aproximadamen-
te el octavo dia (proteolisis).

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Accion sobre los aziicares. — Escaso o nulo poder fermen-
tativo.
Accién proteolitica. — Licia la gelatina, el suero coagulado

y redisuelve el codgulo de la leche. En general esta accién es tardia.
Indol. — No produce.

Hidrégeno sulfurado. — Pequenas cantidades o negativo.

Accién hemolitica. — Se manifiesta tardiamente. No cons-
tante.

Accién reductora. — No tiene.

CARBUNCO EXPERIMENTAL

Animales receptivos y refractarios.

La laucha, el cuy y el conejo son los mas receptivos y los mas
empleados en los laboratcrios.

Los bovinos. — Son muy sensibles a la ingestiéon. Resisten
mejor la inoculacién subcutanea.

Los equinos. — Muy sensibles a la inoculacién cutidnea y
subcutanea.

Los carnivoros. — En general son poco sensibles; el perro
adulto presenta inmunidad natural relativa.

Las aves. — En condiciones naturales son refractarias. En-

frizndolas previamente por inmersién en agua (Pasteur) o con
anti - términos - (Wagner), se logra vencer la inmunidad natural.

Los carneros. — Muy sensibles a la inoculacién subcutinea
y a la ingestion, a excepcién del carnero de Argelia, que es refrac-

tario.
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o pueden usar: la cutdnea (sey

intra - dérmicay, subcutine,

inravenosa ¢ inlr,mm:,cular, A8
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Ceonran carbuncosa, Cualquier via que se emp,,
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Para Besredha Y
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ta st no hul
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un hecho crerto,

serfa 1no¢
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Sintomas [La inoculacién cutanea O subcutanea en el c¢o.
n as. 8 ’o. crleierna
I cuy de productos patolégicos © de un cultivo carbyp.

en 12 6 15 horas, edema en el punto dz inocyla.
os vecinos y alza térmica de 1 ;5 9

nejo o en ¢
coso determina, :
cion, tumefaccion de los gangli

grados. En las primeras 24 a 30 horas el eftado g :"--_Z’IIiEne
para agravarse luego bruscamente y después de u ; 2ién del
pulse, hipotermia, ¢l animal cae en coma parz morir 2 los pocos
minutos.

Autopsia. — La caracteristica anatémica el czrbunco es Ia
presencia de la bacteridia en los capilares szmguiz:ics. 2z manera
que la invasion de los parénquimas de Ios Srgzzco: == szcundara
2 la rotura de aquéllos.

A la autopsia comprobamos: edema gelatinoso muy pobre en
leucocitos en el punto de inoculacién. Sangre cbzzuzz replesz de

bacilos sin esporas. Hipertrofia del baze.
gado y pulmones igualmente congestionzcos.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DEL CERILNIO

UL COAlODTU N

En ¢l hombre ol diagnéstico clinico

R

Que es la forma mis frecuente de carbuncass

LURAK L

marse sempre por la in\'csligaci(\n bactericléaic. 1z o3l s
del exudado contenido en 13 plistula en la sisvients Formne
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II.—Cultivos. — Sembrar en los diferentes medios para com-
probar sus caracteres.

II.—Inoculaciones. — De preferencia en el cuy o en la lau-
cha blanca, a partir del producto patoldgico. Se utilizard la inyec-
ci6n subcutdnea o la escarificacién de la piel. :

Si se trata de carbunco pulmonar, intestinal o septicémico,
s6lo el examen bacteriolégico del desgarro, de las materias fecales
o de la sangre nos permite el diagnéstico especifico respectivo.

REACCION DE PRECIPITACION DE ASCOLI:

Esta reaccion se utiliza para el diagnéstico de la carbuncosis en los cadi-
veres de los hombres y de los animales. Su fundamento es el siguiente: los sue-
roi de los animales hiper - inmunizados precipitan los extractos de Srganos de
animales muertos de carbunco en los cuales existe el polisacirido especifico pro-
cedente de la cipsula (hapteno).

Técnica. — Triturar y diluir en agua fisioldgica los Srganos sospechosos.
Hacer hervir la emulsién durante varios minutos. Filtrar. El producto de fil-
tracién se deja caer gota a gota en la superficiz del suero especifico. Los dos li-
quidos se superponen y se forma un precipitado anular en la zona de contacto
(floculacién).

La reaccién es también positiva si se practica en cadiveres que tiemen meses
v aun afios. i

La reaccién de aglutinacién carece de valor, pues es irregu-
lar y suelen darla incluso los sueros normales.

BACILOS PSEUDO - CARBUNCOSOS

Son, morfoldgicamente, anilogos a la bacteridia. Se hallan
muy repartidos en la naturaleza y sus esporas se evidencian en la
tierra, en el polvo, en el agua, en el aire, en la superficie de los
vegetales, excrementos de los herbivoros, heridas de guerra, etc.

CARACTERES GENERALES. Bacilos Gram positivos, esporulados
La mayoria poseen cilios vibratiles y estin dotados de movimien-
tos. Se desarrollan bien en los medios ordinarios y forman velos
en los medios liquidos. En los Laboratorios constituyen los agen-
tes mas frecuentes de contaminacién de los medios de cultivo. Los
mas conocidos son:
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Bacillus Subtilis.

Bacillus Mesentericus Vulgatus o Bacilo de la papa.

Baoillus Megaterium.

Bacillus Pseudotetanicus (espora terminal).

Bacillus Mycoides.

El diagndstico diferencial del Bacillus anthracis con los ba-
cilos pseudo-carbuncosos puede hacerse recordando los siguientes ca-

racteres distintivos:

B. ANTHRACIS B. PSEUDO-CARBUNCOSOS
1 Inméviles. Generalmente moviles.
2 Capsulados. No capsulados.
3 Largas cadenas. g Aislados o cadenas cortas.
4 No enturbia los medios liquidos. Generalmente enturbian.
5 Pino invertido en gelatina. Ausente o atiptico.
6 R. de precipitacion: intensa. Reacciones débiles.
7 Patégeno. Avirulento.
8 Proteolisis lenta. Ripida.

118

CAPITULO XVII

GERMENES PIOGENOS

ESTAFILOCOCO. (STAPHYLOCOCCUS PYOGENES)

El Estafilococo se halla cominmente como sapréfito en
el aire, en la superficie de la piel y de las mucosas. Como paté-
geno es uno de los agentes habituales de las supuraciones agudas.
En patologia se le encuentra a menudo en el pus de los foriinculos,
antrax, osteomielitis, abscesos y flemones diversos. A veces pasan
a la sangre 'y producen septicemias con localizacién ulterior en
la pleura, pericardio, peritoneo, endocardio, arbol respiratorio y
urinaric, etc. Es, ademds, un agente habitual de asociacién micro-
biana, complicando a menudo las pleuresias y meningitis tuber-
culosas, la neumonia, la difteria, etc.

Segtin la produccién de pigmento visible (poder cromdgeno)
en las colonias, se distinguen tres variedades: Estafilococo dorado
(“aureus”), Estafilococo amarillo (“citreus”) y Estafilococo blan-
co (“albus”). Hoy dia se admite que la especie es una, ya que este
poder cromdégeno no constituye un caracter fijo. El aspecto mor-
folégico y los caracteres bio - quimicos son idénticos en las tres
variedades. :

CARACTERES MORFOLOGICOS /

Aspecto microscépico. — Cocos Gram positivos, inmoviles
hasta de 1 micrén de didmetro. En los productos patolégicos rara
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hallan agrupados en racimo: abundan los coceus disladog
yez se fios de 4 a 5 elementos y tétradyg E'
- Bn

1 3 I s f .

mis elementos.

MEDIOS DE CULTIVO

Generalidades. — Su cultiV(.) i fééil y abundante aun ep los
medios pobres en material nutritivo (agua. peptonada). Se (o
arrolla entre los 10 grados y los 44 grados, siendo su éptimum tér-
mino 37 grados. Anaerobio facultativo.

Caldo. — A 37 grados hay enturbiamiento homogéneo que
empieza a las 12 6 14 horas.

Gelatina. — A 20 grados cultivo granuloso a lo largo de i
picadura. La parte superior comienza al tercero o cuarto dia a ;.
cuarse en cono o embudo no alcanzando el fondo sino en conta-
das ocasiones.

Agar. — A las 24 horas de permanecer en. la estufa aparecen
en la superficie del agar numerosas colonias aisladas, redondeadas,
espesas, salientes y que confluyen rdpidamente para formar unz
banda ancha, lisa y himeda. Hay produccién de pigmento de Ia
variedad caracteristica. _

Papa. — Gran produccién de pigmento.

. Leche. — Coagulacién por fermentacién de la lactosa. No hay
redisolucién posterior del codgulo. (El Tetrigeno no coagula la
leche).
prOdul?;;oizisgsm;:;?iax:a.— A}’)arentemenl'fe lo:s estafilococos
sy estn af]J:\I,]' es entc;e si. Sabatucci ap1.1cand‘o ‘el pro-
o it oo unI; agl:tl; rl))lll 0 ii.emostrar ’la'ex1st.encxa d'e dos
togeno y el recomendado en laas ey 'ESte e

preparaciones de vacuna.

PROPIEDADES BIO - QUIMICAS

Fel‘mentaq on., — IVI s .

Accién py sy
Proteolitica. — Prodyce una diastasa que licta la ge-
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latina (gelatinasa) y que peptoniza la clara de huevo: No licta, en
cambio, el suero coagulado.

Produccién de pigmento. — La formacién de pigmento se
hace intensa a 25 grados. Es indispensable la presencia del oxigeno.
Dicho pigmento es retenido por el germen; no se difunde en los
cultivos (enddgeno) y es insoluble en agua. Es soluble en el alcohol,
cloroformo y éter y para obtenerlo es necesario destruir los gérmenes.

Produccién de toxinas. — (Hemolisina, leucocidina, exoto-
xina). — Los estafilococos producen “in vitro”” e “in vivo” toxi-
nas que es posible separarlas de los cuerpos microbianos por filtra-
cién y capaces de producir anticuerpos neutralizantes.

En los caldos de cultivos es posible hallar tres substancias té-
xicas diferentes:

1.—Hemolisina:

Si se agrega una gota de sangre de conejo a un cultivo de es-
tafilococo en caldo se comprueba, después de algunas horas a baja
temperatura que la sangre se ha disuelto completamente (estafilo-
lisina). La produccién de hemolisina seria para muchos autores, ex-
clusiva de los estafilococos virulentos. La estafilolisina tiene poder
antigeno: inoculada a los animales provoca la formacién de suero
anti - hemolitico. La antihemolisina existe normalmente en el suero
humano y aumenta en el curso de las infecciones estafilocdcicas.

Se destruye a 56 grados.

2.—Leucocidina:

Los glébulos blancos en las supuraciones a estafilococo se en-
cuentran profundamente alterados debido a la produccién de una
substancia destructora o ‘‘leucocidina’’ que se comporta como un
fermento soluble; esta substancia no es un producto -de reaccién
del organismo, pues ella existe en los cultivos. Se destruye a 56
grados. Es fijada por los leucocitos y forma anticuerpos.

3 —Exotoxinas:

Estudios recientes evidencian en ciertas cepas de estafilococos
la aparicién de una substancia téxica soluble, capaz de producir
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muerte de los animales de laborato-
3 intravenosa O subcutanea

ciones especiales de creci-
do, atmosfera de COZ)B
los conejos inoculados

necrosis locales e igualm?x’ltc .1 o
rio después de la inyeccion bnfrdst .

ondi
(Porker, Gross, Burnet, etc.) - c};iﬂ cmina
miento (peptona especial, pHL oy

i car en
se obtiene una toxina capaz de provoc L
intradérmicamente con 0,02 c.c. una 1nria .

2 o las tres o cuatro horas Y, que-se extiende gradualmenteSustis
cia

ioui is v ulceracién.
provocar al dia siguiente unl y

a extensa necrosi ; o
Este principio toxico se inactiva completamente despucs de
una hora a 55 grados. En el

hombre produce efectos analogos a los
descritos en los animales de

laboratorio. . e
Se ha obtenido un suero neutralizante mediante 1nmunizacion
de caballos u otros animales capaz

de inactivar la toxina '‘in vitro”
(control hemolitico) e “in vivo

" (control intradérmico) .
Siguiendo principios genera

les se ha preparado anatoxina es-
tafilocécica para el tratamiento de las afecciones producidas por
este microorganismo.

Vitalidad. — Conserva largo tiempo su vitalidad en los me-
dios de cultivo y en los productos patolégicos. En los cultivos ca-
lentados a 80 grados muere a los 15 minutos, y en los productos
patolégicos resiste varios minutos la accion del vapor de agua a
100 grados.

Virulencia. — El estafilococo aislado del organismo pierde ra-
pidamente su virulencia en los medios de cultivo. La presencia de
glucosa en los medios de cultivo y el pasaje por animales exaltan su
virulencia.

INOCULACION EXPERIMENTAL

. No existe un paralelismo estrecho entre la accién patogena ex-
perimental y el poder patégeno natural. Muy a menudo la virulen-
cia de los estafilococos recién aislados del organismo humano (supu-
raciones, septicemias, etc.), es nula o mediocre.

El conejo es el animal de eleccién para las inoculaciones.

Llos r'esultafios son muy variables, seglin la virulencia de las
cepas, la via de inoculacién y la edad del animal
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La inoculacién subcutinea suele producir abscesos que se
abren al exterior; la generalizacién y la muerte del animal
es poco frecuente. La inoculacién peritoneal preduce a menudo una
peritonitis fibrino - purulenta mortal. La inoculacién endovenosa
provoca, segun la virulencia del germen desde una septicemia pura
sin localizacion aparente, hasta una piohemia con abscesos en el ri-
fién, en el higado, pulmén, endocardio, o, si el animal es joven,
cndlo)s huesos (osteomielitis) en las articulaciones (artritis supu-
radas) .

‘Los demds animales de laboratorio son menos sensibles que el
conejo a la inoculacién experimental.

La virulencia se atentia en los cultivos viejos y se la puede

exaltar por pasajes en conejos. La presencia de azticar exalta la vi-

rulencia (predisposicién de los diabéticos a las supuraciones) .

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Generalidades. — Siendo un germen normal de la piel y mu-
cosas, todo examen se hard previa una antisepsia rigurosa de la
region.

a) Examen directo. — Los frotis de pus se colorean por el
método de Gram con coloracidn de fondo. Es util observar la canti-
dad relativa de cocus Gram positivo y el estado de degeneracién de
las células de pus.

b) Cultivo. — Para obtener colonias aisladas y diagnosticar
los gérmenes asociados, si los hay, es preciso cultivar en medio s6-
lido (tres tubos de agar en superficie y por agotamiento).

¢) Hemocultivo. — Antisepsia muy rigurosa: tintura de yodo
en la piel de pliegue del codo y cauterizacion en el sitio de penetra-
cién de la aguja). Recoger 10 cent. clib. de sangre y sembrarla en
un matraz con 200 a 300 c.c. de caldo. Hay que ser prudente en la
interpretacién de los resultados, sobre todo si hay desarrollo de es-
tafilococo blanco. Es recomendable repetir el hemocultivo hasta tres
veces para afirmar el diagnéstico.

d) Inoculacién. — Se inocula en la vena auricular del conejo
cuando se desea estudiar la virulencia de los cultivos.
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: CROCOCCUS TETRAGENES)
TETRAGENO (M1 ‘
1filococo, €s sapréfito del aire, de la piel
ando se hace patogeno puede producir
leuresias purulentas, adenitis, me-
furanculos, etc.

como el est
pucal. Cu
anginas, P

i jcemias,
gitis, abscesos dentarios, septicem

El tetrageno,
y mucosd nasal ¥
diversas supuraciones:

nin

CARACTERES MORFOLOGICOS

crén de didmetro. Gram positivos, 1nmévoles,
s y rodeados de una voluminosa

cipsula visible en los productos patoldgicos y en los m.edlos c’le ?ul-
P [buminosos, desaparece en los cultivos corrientes sin albtmina.
tivo a '

Igual que el estafilococo, no produce esporas y comstituye USSR

fito de la piel y dé las mucosas.

Coccus de un mi 4
generalmente agrupados en tetra a

MEDIOS DE CULTIVO

. Se desarrolla en los medios de cultivo corrientes, entre 15 y 45
grados. Temperatura 6ptima 37 grados. Anaerobio facultativo.
Caldo. — Enturbiamiento homogéneo a las 24 horas. Des-
pués sedimento filante y cremoso.
Agar. — Colonias blancas, cremosas y Viscosas.
Gelatina. — La picadura da un cultivo “en clavo”, sin lique-
faccion del medio (diferencia con el estafilococo) .

Leche. — Desarrollo sin coagulacién (diferencia con el esta-
filococo) .

Suero liquido de conejo. — Conserva la capsula y su disposi-
cién en tétradas. .

PROPIEDADES BIO - QUIMICAS

Fermentacién. — El tetrigeno no fermenta la- lactosa ni coa-
gula la leche (diferencias con el estafilococo) .

Accién Proteolitica. — No produce indol ni hidrégeno sul-
. furado. !
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. Hemolisina. — No produce hemolisinas (diferencia con el es-
tafilococo) . '
Vitalidad. — Conserva su vitalidad por muchos mests en los

medlof de 'cultxvo.'Muere por calentamiento a 60 grados durante
15 a 30 minutos.

; Virulencia. — El germen aislado de productos patoldgicos no
pierde su virulencia por pasaje en los medios corrientes de cultivo;
por cultivos en sacos de colodién en el peritoneo de los animales sen-
sibles, las razas de tetrigenos sapréfitos pueden hacerse virulentas.

INOCULACION EXPERIMENTAL

Laucha blanca. — La inoculacién subcutinea le produce la
muerte por septicemia a las 24 6 48 horas. La sangre y las visceras
contienen abundantes tétradas capsuladas.

Cuy. — La inoculacién subcutinea determina la formacién
de una escara seca o de un absceso con pus cremoso; el animal mue-
re a los tres o cinco dias. La inoculacién intraperitoneal produce
una peritonitis purulenta y septicemia.

Conejo. — Menos receptivo. La inoculacién subcutinea le pro-
duce una escara o un absceso y la inoculacién infraperitoneal da
lugar a una peritonitis.

DIAGNGSTICO BACTERIOLOGICO

Seguir las mismas indicaciones que en el caso del estafilococo.
La diferencia con el estafilococo se hara:

1) Por la disposicién frecuente en tétradas.

2) Porque no coagula la leche.

3) Porque no fermenta la lactosa.

4) No licia la gelatina.

5) Posce cipsula cn los exudados.

6) No es hemolitico.

7) Inoculado a la laucha produce septicemia con tétradas capsuladas en
los frotes de sangre y visceras.

8) El suero de los enfermos posee aglutininas especificas para el tetrageno.
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\icO (BACILLUS PYOCEANEUS)

pACILO PIOCIA :
- oo “bacilo del pus azul” de Gessard, como [og
El B. plogimc:xistc 1 estado saprofito en la tierra, aguas, e
tam 1en

anteriores el lumen intestinal. Como patogeno. Produce su-

{as mucosas ¥ Ltcrizﬂdas por el color azul del pus: otitis, peritoni-
: arac L

.puraaoncs car cemias.

i i t1
tis, pleuresias: anginas, S€P

CARACTERES MORFOLOGICOS
m negativo, de extremos redondeados y con un fla-

Bacilo Gra (monotrico). Muy mévil. Tiene 1 a 15

gelo vibratil terminal

micrén de largo- . o
Variaciones morfologicas. — La presencia de antisépticos en
aria

los medios de cultivo modifica notablemente su morfologia. En lc.)s
caldos con acido fénico o bicromato <.ie PoEs S 3P3TCC?H formas .ff-
Jamentosas; la presencia de 4cido bérico da origen a forn}as espiri-
lceas: la creosota, a formas de coccus. Sembrado después en me-

dios corrientes recupera su morfologia primitiva.

MEDIOS DE CULTIVO

Generalidades. — Cultivado en presencia de oxigeno en todos
los medios un pigmento de color azul verdoso difusible; en los
medios sin oxigeno el pigmento no se produce. Anacrobio faculta-
tivo. Se desarrolla en todos los medios corrientes entre 15 y 45
grados. Optimum térmico, 37 grados.

Caldo. — Enturbiamiento homogéneo con produccién de co-
lor verde fluorescente que aparece primero en la superficie y que
invade después todo el medio. Forma un velo blanco rugoso. Pos-

teriormente el caldo se hace viscoso y desprende un olor aromatt-
Co caracteristico.

Gelatina. — Lictia el medio en forma cilindrica. La gelatind
toma el color verde fluorescente por la difusién del pigmento.

Agar. — Todo el medio toma color verde fluorescente.

Leche. — Coagula en reaccién alcalina por produccion 98
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f?fmcmo lab.' EI codgulo se redisuelve algunos dias después (ac-
c1én proteolitica) .

Papa. — Desarrollo abundante. Coloracién intensa del medio.

PROPIEDADES BIO - QUIMICAS

i No tiene accién sacarolitica: no fermenta ningin azucar. Tiene
accion proteolitica intensa: licda la gelatina, disuelve el coigulo de

la caseina, fluidifica el suero coagulado y la albimina de huevo. po-
see. ademds, accién hemolitica.

; Vitalidad. — Es muy resistente. Conserva por largo tiempo su
vitalidad en los medios de cultivo. Resiste largo tiempo el efecto

de los rayos solares. Muere en 10 minutos a la temperatura de
60 grados.

Virulencia. — Persiste largo tiempo en los medios de cultivo,
puede exaltarse por pasajes por los animales sensibles.

INOCULACION EXPERIMENTAL

Conejo. — La inoculacién subcutidnea o intraperitoneal da re-
sultados poco seguros. La inoculacién intravenosa mata al animal
en dos o tres dias. El animal presenta una enfermedad aguda con fie-
bre, albuminuria y diarrea. A la autopsia se encuentran pocos gér-
menes en la sangre pero son muy abundantes en el bazo, higado y
rifiones. A veces la enfermedad se hace crénica y se acompafia de
enflaquecimiento y parélisis de las extremidades.

Cuy. — La inoculacién subcutinea o intraperitoneal provoca
septicemia.
Laucha blanca. — La inoculacién por cualquier via produce

una septicemia que mata rapidamente al animal.

DIAGNGOSTICO BACTERIOLOGICO

El pus de las heridas infectadas es de color azul verdoso por la
produccién de pigmento (piccianina).
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EXAMEN BACTERIOLOGICO DEL PUS
INFLAMACION

Generalidades. —Las supuraciones, desde el punto de x-lista préc-
tico, debe considerdrselas siempre como de origen microbiano. Son
numerosisimos los gérmenes que tienen tendencia a provocar supura-
ciones, pasando a ser una propiedad comin a la gran mayoria de
los gérgenes patégenos (‘‘propiedad pidgena’’). Los mas frecuen-
{es son:

a) En las supuraciones agudas: Estafilococo, Estreptococo,
Bacilo Proteus, Tetrigeno, Piocidnico, Neumococo, Enterococo, Go-
nococo, Meningococo, Bacilo tifico, etc.

b) En las supuraciones fétidas se hallan de ordinario gérme-
nes anaerobios (B. perfringens o de Welch, Bacilus putrificus, etc.),
solos o asociados a aerobios. (Estafilococos, Proteus, etc.).

¢) Las supuraciones subagudas o crénicas son producidas por
el l?acilo de Koch (abscesos frios) y por ciertos parasitos micros-
copicos y Hongos (Actinomicosis, Esporotricosis, etc.) .

En las' supuraciones subagudas o crénicas la presencia de un
germen habl.tualmente pidgeno no se opone a la presencia simultd-
nea del bacilo tuberculoso; de ahi que debe tenerse como norma

la investigacidn sistemética en tales casos del bacilo de Koch ¥
de hongos.

. Extra(;:cmn del pus. — Inmediatamente de abierto el foco eX-
Pus de la profundidad, con ayuda de una pipeta o de una

128

torula esterilizada evitando en lo posible la sangre. Si no debe abrir-
sc el absceso, puncionarlo mediante una jeringa premunida de agu-
ja de grueso calibre y previa rigurosa antisepsia de la piel o mucosa.

En la prictica diaria (envio a Laboratorios de Diagndstico)
se envia la misma pipeta que ha servido para extraer, después de
cerrar a la llama ambos extremos, o bien verter el contenido de ella
o de la jeringa en un tubo estéril, o en una ampolleta estéril que

se cierra después. Si se usa una térula ird colocada en tubo o en sobre
impermeable esterilizado.

~ Examen directo. — EI examen directo al fresco (sin colora-
cién), es habitualmente inutil (excepcién hecha de las supuracio-
nes parasitarias, amebianas, o producidas por ciertos hongos).

El examen directo con coloracién es de rigor. Hacer el frotis
con cuidado para no deformar las células mediante una laminilla
o tarjeta de visita como para los frotis de sangre: delgado y uni-
forme.

Si el pus presenta granos amarillos, pensar en la Actinomico-
sis; extraer un grano y romperlo entre limina y laminilla.

Para la coloracién utilizar 2 laminas. Se trata la primera con
coloracién simple (Tionina fenicada, Azul de toluidina, etc.),
que permite evidenciar la presencia de microbios, su morfologia, su
modo de agruparse, sus relaciones con las células de pus (intra o
extra celulares). Observar y anotar igualmente la caracteristica de
los elementos histoldgicos (poli o mononucleares) y su estado (pic-
nosis, cariolisis, degeneraciones, etc.).

La segunda limina se utilizard para la coloracién de Gram,
para determinar si los microorganismos toman o no el Gram, lo
cual orienta el diagnéstico y facilita la identificacién posterior.

Si es necesario se procederd en una tercera lamina a hacer la
coloracién de Ziehl - Neelssen para la investigacién de los gérme-
nes alcohol y acido resistentes (B. de Koch).

Examen por cultivos. — La técnica difiere segin los resulta-
dos del “‘examen directo’’. Como practica util se recomienda sem-
brar siempre el pus por dilucién en placas de agar - sangre para ob-
tener desarrollo ripido aun de los gérmenes mas exigentes en me-
dios de cultivo y para apreciar inmediatamente las propiedades he-
moliticas de los gérmenes (anginas, osteomielitis, etc.). Si se sos-
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Examen por inoculacién. — En la practica se recurre a este
método, cuando se sospecha la naturaleza tuberculosa (inoculacién
al cuy) o neumocécica (laucha pestosa, rat'a, etc.). Igualmente g
Gtil en las infecciones gangrenosas (anaerobios) .
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CAPITULO XVIII

ESTREPTOCOCCIAS

GENERALIDADES

El estreptococo se encuentra como sapréfito en la superficie
de la piel, en las aberturas naturales exteriores (boca, nariz, tubo
digestivo, vagina), en la saliva, materias fecales, etc. Los tipos
“viridans’”” y ‘“‘anhemoliticos”” son los mas frecuentes en condi-
ciones saprofiticas.

Se los encuentra también en el aire, tierra y aguas estancadas.
En los medios exteriores parece perder ripidamente su virulencia.

El papel del Estreptococo en la patologia humana es multi-
ple. Es el agente especifico de la erisipela y agente habitual de las
infecciones puerperales, flemén difuso, impétigo, septicemias. Se
halla a2 menudo en las anginas simples, en las pleuresias puru-
lentas: flebitis, mastoiditis y meningitis supuradas. Menos fre-
cuente en abscesos simples, pericarditis supuradas, nefritis. Inter-
viene a titulo de infeccién sobreagregada en el curso de numerosas
enfermedades, especialmnte anergizantes. -

ASPECTO MICROSCOPICO

Se presenta en forma de cocos dispuestos en cadenas. Mide de
0,6 a 1 micrén de didmetro en los productos patolégicos (sangre,
pus) . Individualmente, cada coco es muy semejante a los que cons-
tituyen los racimos de los Estafilococos pero se diferencian de ellos
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por su disposicion en cadenas. El tamafio de los cocos varia en
los medios de cultivo y aun pueden perder su forma esférica, ha-

ciéndose ligeramente ovalados.
Coloracién. — Gram pOSItiVOS.

ASPECTO DE LOS CULTIVOS

Se desarrolla en todos los medios de cultivo ricos en substan-
cias nutritivas, entre 20 y 46 grados de temperatura; pero lo hace
preferentemente - en los medios adicionados de suero, sangre, glu-
cosa.

La longitud de las cadenas es mayor (hasta 40 elementos)
en los medios de cultivo liquidos que en los productos patolégicos

y medios sélidos (4 a 6 elementos). Basindose en estas variacio- ’

nes de las cadenas y de los cocos que la constituyen, en las pro-
piedades anormales que suclen presentar algunos cultivos (no re-
sisten la decoloracién en el Gram, licdan la gelatina, etc.) en las
diferentes enfermedades a que dan origen, algunos experimentadores
sostienen que hay diferentes especies de estreptococos, (‘‘pluralis-
tas’’). Otros, por el contrario, sostienen que estas variaciones no
tienen nada de especificas. Se pueden provocar en una misma cepa,
modificando los medios de cultivo, (“‘unicistas™).

El estreptococo es un anaerobio facultativo. Puede desarro-
llarse en medios privados de aire, y aun mas, se ha logrado aislar,
de heridas de guerra, Estreptococos anaerobios estrictos, pero que
constituyen especies distintas.

Caldo. — No enturbia el medio. Ya a las seis horas, aparecen
copos pequenos que adhieren a las paredes y que maés tarde caen al
fondo. Si se agita el tubo, estos copos que tienen aspecto de migas
de pan, flotan sin enturbiar el medio.

Agua peptonada. — No hay desarrollo por ser un medio po-
bre en material nutritivo.

Sueros. — En el de caballos y en el de buey hay desarrollo
escaso y de aspecto semejante al caldo. En el suero de conejo hay
abundante desarrollo. 344

Leche. — Se desarrolla coagulindola a los 3, 4 dias por aci-

_ dificacién. A veces no se produce la coagulacién. Nunca hay redi-
solucién del coagulo.
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Gelatina. — Da un cultivo escaso sin fluidificar el medio.

Agar. — A las 24 horas se desarrollan colonias blanquecinas,
pero transparentes, puntiformes, que se comparan a granos de sé-
mola. Si al agar se agrega sangre, hay un desarrollo mas abundan-
te y es posible estudiar el poder hemolitico.

Agar profundo de Veillon. — En este medio, especial para
anaerobios, da buen resultado. Las colonias son pequefias, lenticu-
lares.

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Propiedades sacaroliticas. — Los Estreptococos fermentan la
lactosa, glucosa, levulosa, maltosa y sacarosa sin producir gas.

Accién reductora y proteolitica: negativa.

Accién sobre la sangre: la accién hemolitica es variable y
es debida a una estreptolisina que se puede aislar por procedimien-
tos especiales, (Besredka).

La accién hemolitica se observa tanto en el ‘organismo Vivo
(endocarditis lenta), como también en los medios de cultivo adi-
cionados de unas cuantas gotas de sangre.

Seglin su accién sobre la sangre, los Estreptococos se han di-
vidido en 3 grupos:

1.—Hemoliticos, producen un halo transparente alrededor
de la colonia por destruccién de los glébulos rojos. Entre estos
tenemos al ‘‘pyogenes’’, al “sarcalatinae’’, al ‘‘erisipelatis’’, al “equi”
y otros. :

2.—Viridans, que por oxidacion transforma la hemoglo-
bina en metahemoglobina de color verde oliva, virando. fal color
del medio que rodea la colonia del rojo al verde. El E. vm@a.ns lo
encontramos como el agente mas frecuente de la- endocarditis ul-
cerosa y del reumatismo articular agudo. .

3.— Inertes, por su nula accion sobre la sange. L.OS E. iner-
tes se hallan en su mayoria en la boca, faringe e intestinos. Entre
ellos tenemos al S. salivarius, S. mitis'y Otros.

Accién de la bilis. — La presencia de bilis en los caldos de

cultivo, impide el desarrollo pero no tiene accion disolvente, (dife-
rencia con el Enterococo y Neumococo).
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Toxina. — En los medios de cultivo con estreptococos hay
muy poca toxina soluble. La inoculacién del filtrado de los medios
de cultivo es inocua para los animales de laboratorio.

ACCION PATOGENA

Conejo. — El procedimiento cldsico es la inyeccidn en la base
de la oreja. Segiin la virulencia y el punto de inoculacién, las reac-
ciones son distintas. Si la cepa es muy virulenta hay una septicemia
mortal en 24 a 48 horas, sin lesién local. Las cepas medianamente
activas, que constituyen la mayoria, determinan a las 24 a 48
horas una erisipela tipica en la regién inoculada. La oreja estd tu-
mefacta y colgante, infiltrada de serosidad con Estreptococos. Hay
hipertermia, inapetencia y diarrea. Puede terminar por septicemia y
muerte por erisipela flegmonosa o curar sin otra evolucién. Las
cepas poco virulentas determinan un simple absceso o una ligera
rubefaccién eritematosa.

Los pasajes exaltan enormemente la virulencia (Marmorek) .

Cobayo. — Es poco sensible, reacciona solamente por la in-
yeccién de Estreptococos muy virulentos (abscesos, peritonitis, sep-
ticemia, segin la via de inoculacién). En general no” hay relacién
entre la virulencia humana y la animal. i

L.aucha blanca. — Es muy receptiva. La inoculacién subcuti-
nea o intraperitoneal provoca la muerte por septicemia a las 24 6 48
horas, segiin la virulencia del germen.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

.Ya que se trata de un germen pidgeno, se le buscari en lz pus
(heridas, abscesos, derrames, liquido céfalo-raquideo). Una vez
hecho el frotis, se hace la coloracién de Gram. Se observan ca-
denas cortas, cocos aislados, intra o extracelulares.
s6lo es posible con gérmenes de aspecto semejante, como el neu-
mococo y el enterococo. Se completa el diagnéstico por los cultivos
en caldo y agar - sangre, muy féciles de hacer cuando el estrepto-
€oco se encuentra puro en el producto patolégico. En caso de sep-
ticemia se procederd a hacer un hemocultivo.

La confusién

134

o

Es indispensable que los productos patolégicos se siembren
siempre en aerobiosis y anaerobiosis por la existencia de coccus que
son anaerobios en los primeros cultivos o bien anaerobios estrictos.

En caso contrario, se procederd, previamente, al aislamiento.

Si se trata de una muestra de garganta o de heridas supuradas
en que generalmente hay otros gérmenes, es necesario hacer el aisla-
miento en medios sélidos ‘de preferencia en placas de agar - sangre.

Inoculacién. — Los gérmenes virulentos para el hombre, fre-

cuentemente no lo son para los animales de laboratorio. Debido

a esta circunstancia, la inoculacién experimental no da resultados
practicos.

INTERPRETACION.—La presencia del estreptococo significa ‘in-
feccidon estreptocdcica, cuando el examen directo o los cultivos lo
revelan en un organismo o tejido normalmente exento de esta es-
pecie microbiana, (supuraciones diversas, septicemia, meningitis, etc.)
Aun en estos casos es indispensable estar seguro si el Estreptococo
se halla puro o bien asociado a otros microorganismos.

La presencia del Estreptococo en productos provenientes de la
garganta (angina) y de todas las regiones normalmente habitadas
por él, no basta para caracterizar una infeccién. En espera de mejor
criterio, no se afirmara tal diagndstico sino cuando el estreptococo
es muy abundante, tanto al examen directo como en los cultivos
(medios sélidos) . :

(Ver cuadro diferencial con ¢l Enterococo y el Neumococo).

STREPTOCOCCUS SCARLATINAE

Tiene caracteristicas de grado que lo diferencian de los demas:

1° Es hemolitico.

2° Produce una toxina soluble.

30 Aglutina con los sueros especificos. Esta ﬁltim'a cualidad
también se observa en Estreptococos que no tienen- relacién con la
escarlatina.

Los caracteres morfolégicos, de cultivo y propiedades bioqui-
micas son iguales a los del estreptococo pidgeno.

135



DIAGNGOSTICO BACTERIOLOGICO

Se toma una muestra del exudado que reviste las amigdalag
con una térula de algodén esterilizada. Se emulsiona en 2-3 c.c. de gye.
ro fisioldgico estéril y se siembra por agotamiento en placas de agar-
sangre. Se las coloca en la estufa a 37 grados. Después de 24 horas
de incubacién se observan colonias microbianas muy diversas (flo-
ra buco - faringea) entre las cuales se evidencian colonias muy
pequefias, hemoliticas que seguramente corresponden al estreptococo
de Dick. Se procede a la identificacién por el examen directo.

En los convalecientes, con un fin profilactico, se repite la
siembra hasta tres veces, con intervalo de 8 a 10 dias, y si resulta

negativa se dard de alta al enfermo con la seguridad que no trans-
mitird la infeccidn.

REACCION DE DIcK:

Es una reaccién intra - dérmica - cutinea que sirve para

demostrar la existencia o no de la inmunidad para la escar-
latina; por lo tanto, la reaccién positiva nos indica que el indi-

viduo es susceptible de contraerla. Es una reaccién de inmunidad
no de infeccidn.

Técnica: Se
cion de toxina esca
se inyecta en el ot
a 100 grados una
vas al maximum a

inyecta en el dermis 0,1 a 0,2 c.c. de una dilu-
rlatinosa (1/500 a 1/1000). Al mismo tiempo
ro brazo dilucién de toxina inactiva (calentada
o dos horas) como control. Las reacciones positi-
' las 24 horas y se manifiesta por una papula roja
indurada con eritema de la piel en el punto de inoculacién que al-
canza de medio a dos centimetros de didmetro Y que se designa con -,
T4 6 - segun su intensidad. Sj .
las 24 horas no se observa ninguna alteracién de 1a piel lo mismo
que en el control. En los casos de pseudo - reacciones en que el control
es positivo, la reaccién debe considerarse dudosa porque el individuo
reacciona a las proteinas del liquido inoculado,

' Si'la reaccién es negativa (igual al control), nos sefiala la
existencia de antitoxina en la sangre del individuo Y, por consi-
guiente, su resistencia a la infeccidn escarlatinosa.

La prueba de Dick no sirve como medio diagnéstico de [q es-
carlatina.

la reaccién es negativa, a
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ESTREPTOCOCOS ANAEROBIOS

En la vagina normal o patoldgica, en las anexitis, afecciones
urinarias, en apendicitis, en procesos gangrenosos bucales,‘del seno,
del pulmén, etc., pueden hallarse Estreptococos anaerobios estric-
tos. Generalmente no son hemoliticos, no fluidifican la.’gelatma.
acidifican la glucosa, levulosa y maltosa; no tienen accidén so'br'e
la lactosa, dulcita, glicerina, inulina. Gram positivos. Pueden divi-
dirse en:

a) Puatridos. — Comprenden el S. foetidus (Veillén), el S.
anaerobius Navig de largas cadenas; el S. putridus Schottmiiller
productor de gas e hidrégeno sulfurado.

b) No putridos. — No producen ni o}or ni gas. Se describe
el S. micros (cocos muy pequefios) y el S. intermedius (Prevost),
que es el unico de los estreptococos que coagula la leche en masa.

El poder patégeno experimental es escaso o nulo.
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CAPITULO XIX

NEUMOCOCO Y ENTEROCOCO

NEUMOCOCO. (MICROCOCCUS PASTEURI DIPLOCOCCUS
LANCEOLATUS DE TALAMON Y FRAENKEL)

- GENERALIDADES

Sapréfito frecuente de las vias respiratorias superiores: boca,
amigdalas, rinofaringe, fosas nasales.

Es el agente especifico de la neumonia lobar, hallindose puro
en el foco de hepatizacién y abundante en el desgarro, asociado
principalmente al estreptococo pidgeno, estafilococo; bacilo de
Friedlander, etc. Germen de asociacién en las bronconeumonias;
, agente etioldgico de las complicaciones de las infecciones bronco -
PUI'monares a neumococo donde actlia como germen pidgeno (pleu-
resias, p.ericz%rditis, endocarditis, meningitis, nefritis, artritis supura-
das, peritonitis, otitis, abscesos, etc.) Estos mismos procesos pueden

. ser primiti a ne i i '
anmvz'lmente a neumococo. Puede, finalmente, producir septi-
cemias (ancianos, nifios, alcohdlicos, etc.).

ASPECTO MICROSCOPICO

Cocos que miden de 0,50 a 1 micrén.

En el organi A
de los 6 gantsmo. —En el desgarro, en la sangre en la pulpa

rganos, e
: I neumococo se Presenta en forma de cocos, algu-
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nas veces redondeados, generalmente capsulados, ovalados, y ligera-
mente afilados en sus extremidades (formas en lanceta, llama de
vela, granos de cebada, etc.). Estos cocos se reunen de a dos for-
mando diplococos.

En los cultivos. — Se observan formas lanceoladas o redon-
deadas, aisladas o asociadas en diplococos, cadenas cortas de diplo-
cocos especialmente en los cultivos en medios liquidos.

Coloracion. — Gram positivo; se colorea ficilmente con los
derivados basicos de la anilina.

Capsula. — Posee capsulas, lo que constituye un importante
caracter morfoldgico y antigeno.

La cépsula es muy visible en los érganos de los animales ino-
culados, en la sangre, expectoracién, pus, etc.

Aparece, también, en los medios de cultivo albuminosos: sue-
ro liquido, caldo - sangre, etc.

CULTIVOS

Acrobio facultativo; no se desarrolla en los medios de cultivo
corrientes (diferencia con el enterococo). Necesita una ligera alcali-
nidad. Se desarrolla bien en medios de cultivo albuminosos: agar -
sangre, agar - ascitis, caldo - sangre, caldo - suero, cdldo - ascitis, sue-
ro de conejo, medio MN. (Caldo glucosado con suero de caballo). -
En los medios sdlidos las colonias son pequefias, ‘‘en gotas de ro-
cio”. En los medios liquidos hay enturbiamiento homogéneo y se-
dimento después de las 48 horas. Antiguamente se usaba de pre-
ferencia el medio de Cotoni o medio T (Truche y Cotoni) que
es caldo o agar glucosados y peptona Chapoteaux (albumosas y
peptonas), los medios antes citados dan desarrollo mas abundante.

PROPIEDADES BIOLOGICAS

Fermentacién de los aziicares. — Fermenta sin produccién de
gas, la glucosa, levulosa, sacarosa, maltosa, galactosa y lactosa. La
mayor parte de ellos fermenta la inukina, caracter que los diferen-
cia de los Estreptococos y Enterococos.

Accién proteolitica. — El neumococo no posee propiedades
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no produce 12 icuefaccién de Ia gelatina ni del suerg
edisuelve el coagulo de la leche.
coagulado; 10 T fitica No produce hemolisis, sino la transfor.
16 molitica. — ‘ ns
Acclon1 hehemoglobina en metahemoglobina que se manifiesta
10 a :
mamon1 de .o verdosa alrededor de las colonias en agar - sangre,
coloracion . o=
por Accion de la bilis; fenomeno de Neufeld. Este autor de.
c i -
tr6 que la bilis tiene accion disolvente sobre los neumococos;
mostro . e, :
la técnica de la prueba de Neufeld es la.s'lg}n.ente. :
Se centrifuga ¥ s¢ emulsiona en suero fisiolégico un cultivo de Neumo-
¢ ce A 2 cc. de esta emulsion. sc agrega 2 a 5 gotas de bilis de
bucy o de conejo; st produce la bacteriolisis a los dos o tres minutos, y el medio
uCZchra Este fendémeno sélo lo experimentan los neumococos virulentos. En
?:1g1r‘dc‘ la Dbilis puede obtenerse también la bacteriolisis usando sales biliares

del comercio (taurocolato de sodio al 5 por 100).. ) . |
El fenémeno de Neufeld no aparece jamas con cultivo de es-

treptococos Y enterococos (método diferencial). Los neumococos
virulentos son siempre disueltos por la bilis.

Vitalidad. — Es escasa; muere rapidamente en los medios de
cultivo debido a su acidificacion y 2 la presencia de aire. Para
conservar su vitalidad y virulencia por largo tiempo deben con-
servarse en sangre de laucha blanca o de conejo, desecada y al vacio.

proreoliticas:

. \
coco en medio MN.

PNEUMOCOCCIA EXPERIMENTAL

Los animales de laboratorio mas sensibles al neumococo son
la laucha blanca (*‘reactivo bioldgico del neumococo’) y el conejo.
Inoculando intraperitonealmente a la laucha pequefias canti-
dades de cultivo o exudados neumocécicos, fallece de 12 a 30 horas

por septicemia, obteniéndose el microbio de la sangre al estado puro
(diagndstico bacterioldgico) .

El conejo muere de uno a tres dias por septicemia o por una

verdadera neumonia lobar.

lesionj;l li)gcliiaelscilrxlerzllic.}lnos.otros microbi'os, el neumococo determina

£ 2 1?“ 1nversa a su virulencia.
S s:-rzzcx:nige antlcl.lerpos'.'— En el suero sanguineo del'hom'
e en.’o una u}feccxon a neumococos y de los animales
tinantes z)sa;': Zsfee rx:iecrzzsb-wvf b ml.le.rtos.', aparecen propiedades aglt-
b = i 10. La clasificacién serolégica de los neumo-
AL 1Ty IV 0 X se funda en las pruebas de aglu-
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tina'cic'm que son estrictamente especificas para los tipos I, Iy II;
el tipo IV o X de esta primitiva clasificacién comprendia todos los
gérmenes que no aglutinan con los sueros anteriores. Los estudios de
los tltimos afios, (Cooper) han demostrado que los neumococos del
tipo IV pueden agruparse en 29 tipos serolégicos que se designan
en los numeros 4 a 32. El antigeno somatico ‘O es especifico para
la especie de neumococos virulentos y avirulentos; la especificidad de
tipo de los gérmenes virulentos es debida al polisacarido de la capsula
de los gérmenes virulentos. La diferenciacién en “‘tipos’” del neumo-
coco avirulento es imposible. El neumococo avirulento da formas
degradadas, formas “R”, en las que la pérdida de su capacidad de
sintetizar el polisacarido especifico, cambia su estructura quimica y
antigénica, y con ella su caracteristica morfoldgica (ausencia de cap-
sula), de cultivo, (colonias rugosas), patégenas (pérdida de la vi-
rulencia), y seroldgicas, (pérdida de la especificidad de tipo).

INMUNOLOGIA

Para hacer el diagnéstico del tipo de neumococos se procede en
la forma siguiente:

El centrifugado de un cultivo en medio MN de 18 horas, se emulsiona
en cgua destilada y se reparte en tubitos a la dosis de 1 c.c. para cada tubito.
Se agrega el suero aglut(inanle tipo a la dosis de 1/10, 1/20, 1/50, 1/100,
1/200, etc. Se deja a 37 grados. Si no se observa aglutinacién a la media hora,
sc dejan los tubitos a la estufa a 37 grados durante 24 horas para leer entonces
el resultado.

La investigacidn del tipo seroldgico tiene importancia en Me-
dicina para la aplicacién del suero antineumocécico homélogo.

En los tltimos afios (Avery y Heidelberger) se ha aislado po-
lisacaridos de las capsulas, serolégicamente especificos, para cada uno
de los tipos de meumococos. Estos hidratos de carbono -puestos en
presencia de los sueros especificos producen una reaccion antigeno -
anticuerpo de precipitacién. Cada tipo de neumococo estd caracte-
rizado por un polisacarido con propiedades fisicas y quimicas pro-
pias.

Los distintos polisacaridos son haptenos, es decir, que inocula-

dos al estado puro a los animales, son incapaces de producir anti-
cuerpos (antigenos incompletos) .
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DL‘\GNOSTICO BACTERIOLOGICO

) Métodos directos: (desgarro, pus: liquido Céfaloﬂlquideo'
a) 4 :

cétera) - . on ‘o :
et 1) Examen directo previa coloracién. Se concluird que I e

feccién es neumocécica si la presencia de este germen es abundange
eccion

i estadg lct?f,lo.pu;: es practico, pues generalmente se dificulta el
2) “por b'allarse asociado a otros gérmenes de facil desarrol]o,
3) Inoculacién. Por via in.traperltox.leal en la laucha. blanca
que muere por septicemia. Se o.btlene cultivos Puros a partir de Ia
sangre o del cerebro. Se recomienda lavar previamente el desgarro
en suero fisioldgico para desembarazarlo lo mas posible de los gér-

menes de asociacién antes de la inoculacion.

aislamiento

b) Métodos indirectos:

Investigar las aglutininas “‘tipo especifico” en el suero de los
enfermos colocindolo en presencia de los diversos tipos de neumoco-
cos: (aglutinacién ripida, lenta, reaccién capsular de Neufeld).

Investigar la presencia de precipitinas “‘tipo especifico’ en fil-
trados de desgarro o pus por la accién del suero tipo.

REACCION CAPSULAR DE NEUFELD.

(Quelungsreaction. Reaccién de hinchazén o de erupcién). — En un
porta - objeto se disponen 3 gotas de suero fisioldgico en las que se emulsiona
un trocito de producto patoldgico en estudio. Se agrega una gota dz cada uno de
los tres sueros I, 11, III, no diluidos y se afiade a los tres una gota de azul de
metileno de Loeffler al 1/5. Mezclar. Cubrir con un cubre - objeto. Examinar
con inmarsién. Por la accién del suero especifico el germen aparece bien visible,
capsula grande, no tc_r'xida. bien definida, aspecto vitreo. En las otras gotas no
se observa, en cambio, la cipsula que rodea al neumococo también coloreado. Esta
prucba pucde tepetirse igualment> con los sueros 4 a 32 del grupo X.

o it s e g0 o e 1 skt
+ posibilidad de emplearlo en cultivos impuros, ahorro

de suero, rapi i ili
iero, rapidez (minutos) que facilita de inmediato la indicacién del suer®
terapéutico a usar.

Es el polisacirido de la ca

. b psula que al precipitar en presencia del suero
tipo especifico provoca Ia reaccién - "

de hinchazén,
En ¢l ‘ - '
hepatizadoe:utdad? neumonimo. —Practicar una puncién en el foco
raves de un espacio intercostal y aspirar un poco de
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liquido sanguinolento que servird para el examen microscépico, los

cultivos y las inoculaciones. Se procederi en igual forma para con
el jugo pulmonar de los cadaveres.

En la sangre. — Practicar un hemocultivo sembrando 5 a 10
c.c. de sangre en 300 a 400 c.c. del medio MN con liquido ascitico.
Un hemocultivo positivo nos indica una infeccién general.

ENTEROCOCO

GENERALIDADES

El enterococo de Thiercelin es un sapréfito normal del orga-
nismo, susceptible de hacerse patdgeno. Se le encuentra en los indi-
viduos sanos en las vias digestivas (boca, faringe, estémago, intes-
tinos, etc.), en la piel, en la vagina, etc.

Virulento, causa trastornos digestivos, invade el organismo
para determinar septicemias y localizaciones a distancia (aparato
respiratorio, aparato uro - genital, meninges, etc.). Al igual que el
estreptococo y el neumococo, actia como germen pidgeno y es causa
frecuente de supuraciones, (artritis, uretritis rebeldes, heridas in-
fectadas).

ASPECTO MICROSCOPICO

Presenta gran polimorfismo. A menudo toma el aspecto del
neumococo (diplococos capsulados) ; a veces de estreptococos a
cadenas cortas y aun adquiere forma coco - bacilar. En una misma
preparacién los elementos son de tamafio muy variable.

Coloracién: Gram positivo.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

Se desarrolla facilmente en todos los medios ordinarios, sien-
do poco exigente de material nutritivo como de temperatura. Es
aerobio facultativo; su temperatura éptima es de 37 grados.
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Da un desarrollo abundante en agua peptonada y se desarrq.
lla en gelatina a la temperatura ordinaria. Estos caracteres lo dife.
rencian del neumococo y de los estreptococos.

Se desarrolla en leche coaguldndola por fermentacién de |z
lactosa.

En agar forma colonias pequefias transparentes azuladas.

PROPIEDADES BIOLOGICAS

Fermentacién de los azicares. — Posee en alto grado propie-
dades sacaroliticas sin produccién de gas. Ataca la glucosa, lactosa,
levulosa, galactosa, sacarosa y manita. No fermenta la inulina (di-
ferencia con ‘el neumococo).

Accion proteolitica. — Igual que el neumococo.

Accién hemolitica. — No produce hemolisinas.

Accién de la bilis. — No es lisado por la bilis y, por el contra-
rio, se desarrolla abundantemente en los medios de cultivo adicio-
nados de bilis, (diferencia con el estreptococo y con el neumococo).

Vitalidad. — El enterococo conserva largo tiempo su vitalidad
en los medios de cultivo.

ENFERMEDAD EXPERIMENTAL

Gran variacién en la virulencia. La laucha blanca es el animal
mas sensible, pudiendo morir por septicemia a las 24 horas. El
conejo, menos sensible, presenta septicemia o formacién de abscesos.

Los animales inoculados con cultivos muertos de enterococos
suelen sucumbir de una afeccién caquectizante (toxina termo-estable) .

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

En los productos patclégicos.

. I) EI examen directo no permite diferenciarlo del estreptococo
ni del neumococo.

IT) Los cultivos aerobios y anaerobios facilitan el diagnds-
tico- por los métodos diferenciales ya indicados.

III) La inoculacién en la laucha y el conejo determinan la
virulencia.
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CUADRO DIFERENCIAL

et

Estreptococo Neumococo Enterococo

Agua peptonada  |No hay desarrollo 'No hay desarrollo Desarrollo abund.

——

;It‘dios biliados No hay desarrollo ;Lisis total (virul.) Desarrollo abund.
e |
';Indifcrentes |
Agar - sangre \Viridans \Viridans Indiferentes
‘\Hcmoliticos
: oo
Accién de la bilis No hay lisis. Lisis total (virul.) No hay lisis

Resistencia al calor
60 durante V2 hora

Fermentacion de la

(nulina

i Fermentacion de la

mantta

Negativa Negativa Positiva

‘Negativa Positiva Negativa
Negativa ‘Negativa [Positiva

10%




CAPITULO XX

GONOCOCO Y MENINGOCOCO

Estos dos gérmenes se estudian juntos, porque tienen una serie

de caracteres comunes desde el punto de vista bacterioldgico. Asi,
tanto en un pus blenorrigico o en liquido céfalo-raquideo de un
enfermo de meningitis cerebro - espinal, se encontrarin microbios
libres, o lo que es mis frecuente, intracelulares. En el pus bleno-
rragico, el leucocito estd invadido de gonococos, (30 a 50); en el
liquido céfalo - raquideo, el meningococo, igualmente intracelular,
se halla en menor cantidad. En los dos casos se trata de un micro-
bio en grano de café que se decolora por el método de Gram (Gram
negativo) .

El gonococo y el meningococo son microbios muy fragiles y
sensibles al frio y a la desecacién, dificiles, por lo tanto, de cultivar;
de ahi que los productos patolégicos deban ser sembrados tan pron-
to bhayan sido recogidos y los tubos ser colocados inmediatamente
a la estufa. El cultivo es siempre dificil.

Los medios ordinarios no se utilizan, es necesario tener me-
dios ricos en albiminas (sangre, liquido ascitico, etc.).

Por fin, es necesario hacer notar que estos gérmenes son pid-
genos: el gonococo es especialmente pidgeno en la uretra, el menin-
gococo lo es especialmente en las meninges.

Bacteriolégicamente sélo se les puede diferenciar mediante las
pruebas de fermentacidn; asi, mientras el gonococo fermenta tuni-

camente la glucosa, el meningococo actia sobre la glucosa y la
maltosa.
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GONOCOCO DE NEISSER. — (NEISSERIA GONORROHAE)
GENERALIDADES |

Es el agente especifico de la blenorragia. Se le encuentra en el
pus uretral y vaginal, en los abscesos periuretales, prostatitis, epi-
didimitis, bartolinitis, salpingitis, peritonitis, etc. Se le halla, tam-
bién, en la rectitis blenorrigica y en la oftalmia purulenta del re-
cién nacido. s T

Produce septicemias, artritis y meningitis.

ASPECTO MICROSCOPICO

El elemento individual es un coco irregularmente redondea’dc.).
de forma arrifionada o en grano de café. En los pfoductos patoldgi-
cos, frecuentemente estan dispuestos-de. a dos (dlplococosl) de mﬁ
nera que los elementos acoplados se miran por su cara p am\virloS
geramente concava. En el pus blenorraglc'o lo co_me.n;e es ot
incluidos en las células de pus o en 'las células cpiteliales, sin
bargo, suelen encontrarse elementos libres. oA

En los medios de cultivo, los elementos son desiguales y
dondeados u ovalados. :

Coloracién. — Gram negativo.

ASPéCTO DE LOS CULTIVOS

Aerobio que puede desarrollarse en ciertas cogzhcr:zr;isjs eesn
anaerobiosis. Se desarrolla entre 30 y 39 grados y e};x'b e
peciales a base de albtimina. Las siembras .e’n los me 1051'1 Al s
no dan resultado. La humedad y la reaccion neutra o lig
icida favorece el desarrollo.

Agar - sangre. — Desarro
ni forma metahemoglobina.

Agar con liquido ascitico' ¥
muy abundante: colonias grandes
para preparacién de vacunas. B

Caldo - sangre. — lgual que €2 o-a

llo -abundante. No produce hemolisis

extracto hepatico. — Desarrollllo
y opacas. Es el medio de eleccion
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Calde + liquido ascitico + extracto hepatico. — Enturbia.
miento, grumos en suspension a veces velo.

Caldo - ascitis. — A las 48 horas enturbiamiento, despugs se
forma un sedimento grisiceo.

Agar - ascitis. — En estria, a los 2 6 3 dias, da una banda
delgada, semitransparente cuya superficie es himeda y brillante, Las
colonias aisladas son puntiformes, blanco - grisiceas, trasltcidas y

ligeramente sinuosas. Al cuarto dia alcanzan el tamafio de una ca-
beza de alfiler.

PROPIEDADES BIO - QUIMICAS

Accion sobre los aziicares. — Actiia Unicamente sobre la glu-
a (diagndstico diferencial con el meningococo que ademis fer-
menta la maltosa) sin produccién de gas.
No produce indol.

No tiene accién proteolitica.

Cos

Vitalidad y resistencia.
del gonococo en el agua. Sus
2 la conclusién de que seguin
en el agua estéril o en el agu
rante 2,30 hs. a 14 horas,

; En la orina puede sobrevivir durante 24 horas. En Ias espon-
Jas que quedan hiimedas igualmente se mantienen vivos 24 horas,
(peligro de contaminacidn, vulvo - vaginitis de las nifas).

— Engering ha estudiado Ia resistencia
investigaciones le han permitido Ilegar
las cepas la resistencia de los gérmenes
a de las piscinas puede mantenerse du-

Accién de los agentes quimicos.

Substancia quimica

' Titulo Resistencia
Nitrato de Ag. MR R ) 5 minutos
Prot?rgol B o w05 S GG 10 minutos
Sublimado 1 p. 1000 20 minutos
Oxcicianuro de Hg. i 1 p. 1000 5 minutos
Permanganato de potasio .. I p. 1000

Accién incom-
pleta en Y hr.
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ENFERMEDAD EXPERIMENTAL

Los animales son poco sensibles al gonococo.

Las inoculaciones subcutineas y uretral son inofensivas para
el conejo, perro, caballo y mono. La inyeccién intravenosa de cul-
tivos gonocécicos en el conejo y en el cuy, le provocan la muerte
por intoxicacién (endotoxina).

Las uretritis y conjuntivitis que se han logrado producir en
algunos animales son también debidas a las endotoxinas: lo prue-
ba el hecho de haber obtenido idénticos resultados con la inocula-
cién de cultivos muertos.

INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

En la infeccion aguda y subaguda.

a) Examen microscépico del pus.

I) Pus uretral, conjuntival, rectal y meningeo. — Debe hz}-
cerse los frotis sin comprimir para evitar la destruccion de las cé-
lulas de pus que dejarian en libertad los gérmenes intracelulare’s.
No enviar nunca a un laboratorio una gota de pus entre dos la-
minas. La mejor técnica es la utilizada para los frotis de sangre
con una laminilla o tarjeta de visita.

Coloracién. — Hacer una coloracién simple con azul de. me-
tileno o tionina y una coloracién doble de Gram. La presencia de
diplococos intracelulares. Gram negativos basta para precisar el diag-

Ssti itis gonocdcica.

nosml?)d(;’:::;:itagl en la mujer. — Salvo en l.os casos de .VUIV'O' -
vaginitis de las nifiitas, donde se impone 'la técnica df: Ia-exL;z?zclixolr;
del pus a nivel de la vulva o de la vagina, es Prea;o edstu1 1S o-
secrecién purulenta de la uretra o del cuello uterino donde 3 gl
nococos se hallan en mas abundanciaf. Igual cosa resl?ecto ebt-f
foliculos y de las glandulas de Bartolino. ‘La certeza soélo se obti
ne por la identificacién mediante los cultivos.

b) Cultivos. o £
Se utilizan mas que para hacer el diagndstico, para obtengr
as. Se
un desarrollo abundante de gonococos y preparar autovacun

o 4 eferencia
usarin medios mejorados (agar - ascitis) y se harin de pr
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en el mismo laboratorio para colocar los tubos a la estufa inme.

diatamente.

En la blenorragia crénica.

El gonococo se hace mas y mds raro a medida que la afeccién
tiende a la cronicidad, hasta parecer bacterioldgica y aun clinicamen-
te curada. Sin embargo, las contaminaciones y las recidivas vienen
a comprobar lo contrario (gonococcismo latente) .

Gota matinal.— En la uretritis crénica el pus no aparece sing
en la mafana, y es ¢l que debemos aprovechar para sembrar y hacer
frotis. Es frecuente en tales casos no encontrar el gonococo o bien
encontrarlo mezclado con otros gérmenes de asociacién (B. cutis
communi. Estafilococo. Tetrdgeno, etc.).

' Para la investigacién bacterioldgica se procede a obtener cul-
tivos con el siguiente método:

Reactivacién. — Es la primera fase de la investigacién de la
b'l’enorragia latente. EI método més antiguo consiste en la inges-
tién de cerveza; el masaje de la préstata y las instilaciones uretra-
les con nitrato de plata son otros métodos que suelen utilizarse. Si
con esta reactivacion hay secrecién uretral, se procede al examen
directo y a los cultivos. Si no hay secrecién uretral, se procede a
hacer orinar en un vaso esterilizado, centrifugar inmediatamente y
hacer un examen directo y cultivos con ese centrifugado.

Examen del liquido articular.
agar - ascitis o en caldo
te positivos si se tiene
(0,53 1 cc.).

' Espermocultivos, — §; los
O st se sospecha la existencia de
se hard el examen bacteriolégico

ac —  Sembrar directamente en
iascms. Los resultados son frecuentemen-
4 precaucion de sembrar abundantemente

procedimientos anteriores fracasan
gonococos en las glandulas anexas,
del liquido espermitico eyaculado.

TECNICA:
1) El enfermo €3 reactiy,

2) Debe v
tes del examen,

: ado.
enir al i i

laboratorio, habiendo evitado orinar 5 a 6 horas an-
3) Limpieza rigurosa el ¢

. é : lan .
directo y cultivos de 1a gota may; T fistolégte scil MESEE

nal,
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4) Con cl miximo de asepsia recoger la totalidad del liquido espermitico

en una placa de Petri esterilizada y mantenida a 37 grados.

5) El producto cyaculado se deja fluidificar durante 10 6 15 minutos
en la estufa a 37 grados.

6) Practicar las siembras:

a) Algunas gotas en agar - ascitis.

b) Alguna gotas en agar - sangre.

¢) El resto del esperma sembrarlo en un medio liquido (caldo-ascitis) .

7) Proceder a la identificacién del germen si hay cultivos positivos 48 &
mas horas después de la siembra.

3) Er la septicemia y artritis gonocécicas.

En las septicemias.

Se hace hemocultivo con 10 c.c. de sangre en 300 - 400 c.c.
de caldo - ascitis. Diariamente se examina el matraz y se siembra en
medios solidos (agar - ascitis) para comprobar la presencia y pro-
ceder a la investigacién del gonococo. Recordar que el desarrollo es,
a veces, tardio (3 a 5 dias).

En las artritis.

Fijacién del complemento. — La reaccién de Bordet-Gengou
aplicada a la fijacién de los anticuerpos gonocdcicos (gomo - reac-
cién) puede suministrar 100 p. 100 de reacciones positivas en cier-
tas manifestaciones gonocécicas (artritis, orqui - epididimitis, afec-
ciones ginecoldgicas, etc.). Es preciso emplear como antigeno una
‘mezcla de varias cepas de gonococos cultivadas durante 24 horas
en agar - ascitis, emulsionadas en agua fisioldgica al 8,5 por 1000,
calentadas durante 1 hora a 60 grados y conservadas en ampolle-

tas cerradas.

Las reacciones positivas persisten generalmente durante o se-
manas después de la curacién clinica; una mayor persistencia sugie-
re la idea de la existencia de un foco gonocécico aun activo.

Es preciso temer presente que la vacunoterapia provoca la
formacién de la sensibilizatriz gonocdcica que aparece a los 12 dias
de iniciado el tratamiento.
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MENINGOCOCO

GENERALIDADES

El Meningococo de Weichselbaum es el agente especifico de Ia
meningitis cerebro - espinal epidémica y se le halla en el exudado
meningeo y en el liquido céfalo raquideo. En los portadores sanos
se le encuentra en la rinofaringe.

ASPECTO MICROSCOPICO

En los productos patoldgicos se presenta en disposicién muy
analoga a la adoptada por los Gonococos (diplococos en grano de
café, mirdndose por su cara céncava y con predominio intrace-
lular). En los cultivos se encuentran elementos aislados, diploco-
cos, tétradas, algunas veces en pequeflos grupos y con frecuencia
verdaderas formas gigantes (formas de involucién).

Coloracion. — Gram negativos.

ASPECTO DE LOS CULTIVOS

Aerobio estricto. Al igual que el Gonococo, no se cultiva en
los medios ordinarios y exige medios albuminosos, de preferencia
albimina humana, por lo menos en las primeras generaciones.

Caldo wascitis. — Enturbiamiento con sedimentacién.
Agar ascitis. — Desarrollo idéntico al gonococo.
Disociacién microbiana. — Enders ha logrado obtener a par-

tir de un cultivo puro y por traspasos repetidos en agar - sangre
desfibrinada de conejo, dos formas basicas de colonias, lo que cons-
tituye un nuevo ejemplo de disociacién microbiana en colonias
Sy R

L2 variante “R" produce colonias con granulaciones, de super-
ficie arrugada y bordes ligeramente desiguales que estan en marca-
do contraste con la suavidad de la superficie de Ia variante “‘S”". Mor-
folégicamente la forma “R"’ es un poco mis grande que la fom']a “S”
y muestra una tendenica a agruparse en tétradas: hay también di-
ferencia en el tipo de crecimiento en medios liquidos, mientras que
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las reacciones fermentativas de los azficares son en ambas variantes
cualitativamente las mismas. Las pruebas de adsorcién con sueros
aglutinantes “anti-R” y “anti-S”" indican una estructura antigénica
mas compleja para la forma “S" que para la forma “R”.

PROPIEDADES BIO - QUIMICAS

Accioén scbre los aziicares. — El meningococo, a cualquier ti-
po que pertenezca (A. B. C. o D.), descompone la glucosa y mal-
tosa sin produccion de gas. Sobre los demis aziicares no actia.

Vitalidad y resistencia. — Una caracteristica de los meningo-
cocos es la escasa resistencia a las temperaturas bajas. Ya a las 6 - 8
horas pueden los cultivos hacerse estériles si en lugar de mantenerlos
a 37 grados se los abandona a la temperatura ordinaria o en la
hielera.

Los cultivos precisa mantenerlos en la estufa y repicarlos ca-
da 3 dias (recién aislados), y posteriormente cada semana.

ENFERMEDAD EXPERIMENTAL

En general, es poco patdgeno para los animales.

La laucha es el mas receptivo, sucumbe por inoculacion intra-
peritoneal de grandes cantidades de cultivo. Peritonitis franca a la
autopsia, cuyo liquido contiene numerosos gérmenes.

Menos receptivos son el cuy y el conejo; sin embargo, las
inoculaciones masivas por via venosa o peritoneal los mata por in-
toxicacién, mas que por infeccidn.

En el macaco, mediante inoculacién raquidea se ha conseguido
provocar una verdadera meningitis mortal.

VARIEDADES DE MENINGOCOCOS

Se ha podido demostrar la existencia de variedades de mer.lin-
gococos cuyos caracteres morfoldgicos y propiedades fermentatlvefs
son anilogas a las del Meningococo de Weichselbaum. 8619 se ’dl-
ferencian de éste y ellas entre si, por las pruebas de aglutinacion;
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de tal manera que los sueros procedentes de individuos enfermog
de meningitis cerebro - espinal, aglutinan al meningococo del] tipo
causante de la enfermedad. Son antigenos di;tintos.

La clasificacion de Nicolle y Jouan es la siguiente:

Tipo A. Muy frecuente y que corresponde al Meningococo de
Weichselbaum.

Tipo B. Mas frecuente.

Tipos C. y D. Muy raros.

La diferenciacién de estos tipos tiene un alto interés practico:
los sueros preparados con los diferentes meningococos y el suero
de los enfermos no poseen propiedades aglutinantes mis que para
el microbio del tipo correspondiente. El estudio del tipo de menin-
gococo es indispensable, pues los sueros terapéuticos son especificos.

PRECIPITACION.

Se emulsiona un cultivo en medio sélido en suero fisioldgico, abando-

nindolo 24 horas a la temperatura ordinaria para centrifugarlo después. Se
vierte en un tubo 20 gotas del liquido claro obtenido (extracto autolitico) y 1
gota de suero anti - meningocdcico no calentado y homélogo al meningococo que
ha suministrado el antigeno A. B. C. o D. Se forma pronto un precipitado abun-
dar}tc que se deposita en el fondo del utbo. Los caracteres de la precipitacién
estan calcados sobre los de la aglutinacion.
. Es importante retener que si a veces hay irregularidades,
tinacién como en la precipitacién, ello es debido a Ia presencia de coaglutininas
y fc-)-l:)'recnpninas en los sueros heterlogos. Sin embargo, las pruebas de ‘‘satu-
raclo{l. de las aglutininas y de las precipitinas, permiten definir la naturaleza
especifica y separar el grupo para las necesidades de Ia practica médica.

tanto en la aglu-

PSEUDO - MENINGOCOCOS

' Son un grupo de gérmenes que suelen encontrarse ne la rino-
faringe y capaces de producir meningitis Yy rinofaringitis Y que por
ser C.Sram negativos y poseer caracteres morfolbgicos parecidgs aI;OS
meningococos, pueden ser confundidos con éstos. Sin embargo el
diagnéstico diferencial es facil por los caracteres siguientes: -

1) Diferentes propiedades fermentativas,
2) Se cultivan fdcilmente en los medios ordinarios

3) Ninguno de ello es aglutinado

gocdcicos por los sueros anti-menin-
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Micrococcus catarrhalis (neisseria catarrhalis).—No tiene pro-
piedades fermentativas. Puede producir meningitis y septicemias.

Neisseria pharyngis cinereus. — No fermenta ningln azicar.

Neisseria pharyngis flavus 1. —Fermenta Ia glucosa, la malto-
sa y la levulosa. Produce pigmento amarillo.

Neisseria pharyngis flavus II. —Fermenta la glucosa, la mal-
tosa y la levulosa. Produge un pigmento amarillo.

Neisseria pharyngis flavus III. — Fermenta la glucosa y Ia
maltosa. Da coloracidn amarilla intensa. .

Neisseria pharyngis siccus. —Fermenta la glucosa, la levulosa
*y la maltosa. Colonias secas.

Diplococcus crassus (neissenia crassus). — Fermenta la gluco-
sa, la maltosa, la galactosa, la lactosa, la sacarosa. Gram positivo.
(Puede producir meningitis purulentas a consecuencia de trauma-
tismos craneales) .

FORMACION DE ACIDOS EN AGAR-SUERO + TORNASOL Y AZUCAR

GERMEN Glucosa Maltosa Lgvulosa

=

IN.¥oonorrohae s a i e
N. meningitidis (A, B, C, D)
N. crassus N
N catarrhalishe

N. pharyngis siccus

N. pharyngis cinereus

N. pharyngis flavus I ..

N. pharyngis flavus I ..

N. pharyngis flavus III ..

e B oS
S N et
1A el O
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Debido a que poseen iguales propiedades fermentativas puede
confundirse con el meningococo la N. pharyngis flavus III, pero
este Gltimo germen se distingue facilmente por la produccién de pig-
mento amarillo.

INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO
1) En la meningitis cerebro - espinal.

Se centrifuga 15 a 20 minutos el liquido céfalo - raquideo
extraido asépticamente. El centrifugado servird para el examen di-
recto y los cultivos.

a) Examen directo. — Se observara la presencia de células
epiteliales y polinucleares alterados. En los espacios libres o en el
interior de las células se buscaran los diplococos Gram negativos.
Este examen permitird distinguir facilmente los gérmenes frecuen-
tes de las meningitis agudas, la mayoria de los cuales toman el
Gram, (neumococos, estreptococos y diplococcus crassus).

.b) Cultivos. — Se harin de inmediato, pues los gérmenes
mueren a la temperatura ordinaria. Son indispensables para proce-
der al diagnéstico de certidumbre y obtener mediante los sueros
aglutinantes el tipo especifico. Se utilizard el agar - ascitis o el agar -

sangre inclinados o en placa de Petri. Si hay desarrollo se procede
a la investigacidn.

2) En los portadores.

Se extraerd una muestra a nivel de las amigdalas palatinas y
del mucus nasal. El examen directo es insuficiente y solamente
los -cultivos y la identificacién posterior aseguran el diagnéstico.

Los cultivos se hardn por agotamiento en placas de Petri con agar -
ascitis o agar - sangre. '

3) En la infeccion generalizada.

En el momento de los calofrios o cuando la temperatura esta
vecina a su acmé, proceder a un hemocultivo en caldo - ascitis con
extracto hepético. Repicar en agar - ascitis o ¢n agar - sangre in-
clinados e identificar los gérmenes si hay desarrollo.
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Identificacién. — Las investigaciones precedentes deben ser
completadas por las pruebas de identificacién:

1) Prueba de las fermentaciones de los azucares, (diferencia
con el gonococo y los pseudo - meningococos) .

2) Prueba de la aglutinacién, (identificacién de tipo).

EXPERIENCIAS
[ —Bacteriolisis. (Prueba del peritoneo del Dopter) :

Inyectar cn el peritoneo de wvarios cuyes 0,5 c.c. de suero normal'y 0.5
de suero anti - A. Inocular 24 horas después 1 c.c. de ex:nulsién de un cultivo del
Tipo A (un tubo de zgar en 6 c.c. de agua 'fisc.)légxca). Extraer el cx-uda.do
peritoneal cada cinco minutos, extenderlo sobre liminas y colorearlo con tionina
fenicada para el examen microscépico. ‘ d

Se observard: 1% Cuyes testigos que no han recibido sino la f:mulsx?n
microbiana se observard una gran cantidad de meningocecos; los leucocitos solo

ienzan a llegar a la sexta hora. ;
Comlcngl“ Cuyes que han recibido - previamente suero normal prescnmr?n una
evolucion mds rapida; los leucocitosis aparecerin a la segunda'o tercera hora
y los meningococos. muy numerosos hasta cntonfes, .dcsap?r.eccran. '

3% Los cuyes inycctados con el suzro a.ntlmemngococ‘xco prcsc'mar..m ux;:
fagolisis intensa que no dura sino 5 a ‘10 mmut.os. It hlxpetlcuc.ocxtcz’s\s :z 5
regla y los meningococos sufren una h’S\S pt?grcswa. al mxjmo ‘ucr:cp ] qinycc-
fagocitosis es intensa a nivel del epliplon. 'chtc mmu'tos .CSP'UCS e
cién microbiana el examen no nos revela sino escasos linfocitosts y p

cién de los gérmenes es completa.

Il —Prueba de la vena:

5 s. de peso
Si se inyecta en la vena yugular de un cuy de 250 a 300‘5‘; emulsién
una mezcla de suero antimeningocdcico no calentado (IAC;C-) i;):n g
de meningococos del tipo correspondiente (155 c.c.), se determ

i ilacti S5 la rapida lisis
trastornos inmediatos que recuerdan los sindromas anafildcticos. Es la rip

la causante del trastorno.
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CAPITULE @

BACILOS HEMOGLOBINOFILOS

Son gérmenes que tienen la propiedad de cultivarse solamente
en los medios que contienen sangre; se creyd que el elemento indis-
pensable para su desarrollo fuera la hemoglobina, pero se comprobd
que en realidad era indispensable un extracto globular independiente
de la hemoglobina.

A este grupo de gérmenes pertenece:

El B. de Pfeiffer, considerado en un tiempo como agente de
la influenza.

El B. de Bordet - Gengou, que es agente especifico de la co-
queluche.

El B. de Ducrey, agente etiolégico del chancro blando.

BACILO DE PFEIFFER

Descubierto por Pfeiffer en 1890 en la rino - faringe de los
enfermos de influenza. Bacilo pequefio, Gram negativo, dificil de
tefiir y que sdlo se cultiva en los medios que contienen sangre.
Pfeiffer lo consideré como agente especifico de la influenza porque
no se encuentra en los esputos de individuos sanos y porque consi-
guié reproducir experimentalmente, en los monos, una enfermedad
comparable a la grippe humana. Por las investigaciones de Ch. Ni-
colle y otros se ha demostrado que el agente de la grippe es un virus
filtrable y que este germen sdélo interviene como microbio de
asociacidn, ‘‘de sortie”’. En los enfermos de grippe se le encuentra
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MORFOLOGIA:

Es un bacilo muy pequefio, de 1 a 2 micrones, de extremos
redondeados, inmovil, aislado o en cadenas de dos a cuatro ele-
mentos, Sin capsulas ni esporas. Es poliformo: en los productos
patolégicos s¢ encuentran formas ovoideas, con coloracién bipolar;
en los cultivos hay formas filamentosas y formas de involu-
ci6n (hinchadas, ovaladas o en forma de maza). Es Gram nega-
tivo, dificil de tefir, se recomienda hacer actuar la fucsina diluida
durante 10 minutos, el azul de metileno o la tionina fenicada en
caliente.

En los productos patoldgicos puede ser intra o extracelular.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

El bacilo de Pfeiffer no se desarrolla en los medios corrientes de
cultive, necesita medios mejorados a base de sangre, de hemoglobina
o de extractos globulares. Temperatura 6ptima: 37 grados. A las
24 & 48 horas los caltivos presentan colonias pequefias con aspectos
de gotas de rocio. También se desarrolla en caldo con sangre huma-
na o de conejo, los cultivos en este medio se enturbian y aparecen
copos blanquecinos. Se ha observado que el estafilococo tiene una
accién favorecedora sobre los cultivos de bacilos de Pfeiffer porque
facilitan su desarrollo. Al lado de las colonias de estafilococos el ba-
cilo de Pfeiffer presenta colonias mucho mas grandes que en los
cultivos puros, (colonias satélites). El colibacilo, el bacilo de Eberth
y el bacilo de la difteria tienen también accién favorecedora aunque
menos pronunciada. Estos fenomenos pueden comprobarse experi-
mentalmente (estimulacién).

Toxina. — Los cultivos muertos por el calor son tOXicos, (en-
dotoxina). G
Aglutinacién. — El suero normal humano y de los animales

aglutina al bacilo de Pfeiffer al 1x 10 6 1x20; esta propxedlad
aglutinante no aumenta en los convalecientes de Tnﬂuen‘za o en 1OS
portadores de gérmenes. El suero de los animales inmunizados aglu-
tina a diluciones al 1 x 200 y al 1x500.

INVESTiGACION Y DIAGNOSTICO

El bacilo de Pfeiffer debe investigarse en los IQSP“)“’S Yta‘::b;gs
exudados (faringeo, pleuritico, meningeo y artict ares) Y

en la sangre en los individuos enfermos de influenza.
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Al examen directo de los productos patqlégicos se presenta co.
mo un bacilo Gram negativo, polimorfo, bacxl.os delgados, cocobs-
cilos, formas ovoideas que se tifien en fo.rma bipolar.

Los cultivos se hacen, de preferencia, en agar - sangre.

BACILO DE BORDET - GENGOU

Es cl agente de la coqueluche y es responsable de las compli-
caciones de esta misma enfermedad (bronconeumonia, pleuresia),

MORFOLOGIA

Es un bacilo pequefio, a veces cocobacilar, en diplobacilos, Gram
negativo y se tifie en forma bipolar. En los exudados puede ser intra
o extracelular.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

Como el bacilo de Pfeiffer, necesita para su desarrolio medios
con sangre. Para los primeros cultivos, Bordet y Gengou aconsejan
utilizar un medio compuesto de agar, papa y sangre (medio de
Bordet - Gengou) . El desarrollo aparece a las 48 horas en forma de
colonias pequefias, blancas y prominentes; en caldo - sangre y

caldo - suero produce un ligero enturbiamiento y un depdsito vis-
coso después de algunos dias.

Toxina. — No produce exotoxina. Se
una endotoxina tan activa como los cultivos vi
piedades necrosantes (inoculacién subcutinea d

ha conseguido aislar
VOs, Y que tiene pro-
e 0,2 e altcuy)s

Aglutinacién. — El bacilo de Bordet -
intensamente por el suero de caballo inmuni
de coqueluche las propiedades aglutinantes
se observan s6lo en la convalecencia. La sangre
mal nunca aglutina al bacilo de Bordet -

Gengou es aglutinado
zado. En los enfermos
aparecen tardiamente,
0 suero humano not-
Gengou.

Fijacién del complemento. — El bacilo de Bordet - Gengou
fija el complemento en presencia de
y también con el suero de los enfer
de fijacién es mucho mis constant
sangre de los enfermos:
de ella se puede establece

suero de animales inmunizados
mos de coqueluche. La reaccién
¢ que la de aglutinacién en la
se observa en todos los casos y por medio
r el diagnéstico de Ia coqueluche larvada o
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de las formas en que faltan los sintomas caracteristicos. La reaccién

es positiva después de la segunda semana o mas tardiamente y per-
siste durante uno o dos afos.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Cultive. — EI bacilo de Bordet - Gengou no puede eviden-
ciarse sino en el primer periodo de la enfermedad, pues mas tarde
es dificil aislarlo por la presencia de numerosos gérmenes de aso-
ciacién. Para obtener cultivos se coloca delante de la boca del en-
fermo (20 a 25 centimetros), una placa de Petri con medio de
Bordet - Gengou, en el momento de un acceso de tos. Tapar
la placa y llevar a la estufa a 37°. Observar a las 24,
48 y 76 horas. La identificacién se hace por los caracteres de los
cultivos, el aspecto microscopico del bacilo y por aglutinacién y fi-
jacién del complemento en presencia del suero experimental. Estas
ultimas pruebas lo diferencian del bacilo de Pfeiffer que tiene mu-
chos caracteres comunes con el bacilo de Bordet - Gengou.

BACILO DE DUCREY O BACILO DEL CHANCRO BLANDO
- El Bacilo de Ducrey fué descubierto en 1889, por este autor
y es el agente especifico del chancro blando. Se encuentra en el pus

del chancro blando asociado a diversos microbios: estafilococo, te-
trigenoc, etc.; y al estado puro en el pus del bubén chancreoloso. del

que pueden obtenerse cultivos.

MORFOLOGIA
Es un bacilo de 1,5 a 2 micrones de largo, de extremos redon-
deados. En el pus se encuentra aislado o en cadenas cortas o largas.

' : rmas
Puede ser intra o extracelular. En los cultivos se encuenga en fo g
e -

aisladas, en grupos o en cortas cadenas. Es un germen Gram neg

Vo y se tifie en forma bipolar.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

: : ; oo

No se desarrolla en los medios corrientes de cultlvo’s. EI m;d;o

j tima, »

més favorable es el agar - sangre de conejo. Tem’peratura oapicanzan e
Las colonias son redondeadas, prominentes, brillantes y

desarrollo maximo a las 48 horas.
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Vitalidad y virulencia. — En el pus de los chancros al abrigo
del aire conserva su virulencia durante bastante tiempo (hasta 17
dias), igualmente se conserva en la orina, agua, ctc.'La desecacién
a la temperatura ordinaria hace disminuir la virulencia en 24 a 36
horas. Las temperaturas de menos de 16 grados no ejercen efecto
sobre l1a virulencia. El bacilo muere ripidamente por la accién de los
antisépticos débiles, por las bases y por los acidos. En los cultivos
en agar - sangre el bacilo conserva su virulencia y su vitalidad durante
bastante tiempo; los cultivos sucesivos conservados a 37 grados du-
rante tres semanas dan resultados positivos; ademas, después de once
generaciones en agar - sangre es susceptible de producir el chancro ex-
perimental en el hombre.

INOCULACION EXPERIMENTAL

Hombre. — EI pus chancreoloso y los cultivos, inoculados al
hombre reproducen el chancro blando tipico; basta para ello una
simple excoriacion del tegumento. La lesién, que aparece ya a las 24
horas, toma el aspecto caracteristico a los 4 6 6 dias. Puede repro-
ducirse indefinidamente: no confiere inmunidad.

Animales. — No es patégeno para ninglin animal, con excep-
cion del mono que es receptivo. Inhibiendo la fagocitosis (4cido lac-
tico) puede exaltarse la virulencia para el cuy por via peritoneal.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Indicaciones. — En presencia de una ulceracion chancreolosa
genital o paragenital, acompafiada de un bubdn ulcerado o no.

1¢) Examen directo. — Evitando hacer sangrar, se limpia cui-
dadosamente la superficie del chancro, para eliminar parte de los
gérmenes de asociacidn. Escarificar el borde con el asa de platino
y hacer frotis y coloraciones.

2°) Cultivo. — El diagnéstico por cultivo es dificil por la
presencia de gérmenes de asociacién. Se puede partir de un ‘“‘bubdn
ce:rrado" mediante puncién: de un “‘bubdn abierto’” extrayendo con
pipeta estéril o jeringa el pus de profundidad: del ‘“‘chancro simple”’
o del “chancro de reinoculacién”. Sembrar en agar sangre. Observar
el aspecto de las colonias y especialmente buscar las largas cadenas
en el liquido de condensacién. '

Q 4 >z rigs .,
3°) Reinoculacién. — Hacer una escarificacion con una lanceta
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en la region deltoidea del enfermo. Cubrir con un vidrio de reloj y.
observar. Verificar la presencia del bacilo y destruir el chancro for-
mado mediante un termocauterio.

4¢) Intradermo-reaccién de Ito-Reenstierna. — Se utiliza co-
mo antigeno un cultivo de B. de Ducrey muertos por el calor. La
reaccién alérgica es positiva cuando aparece en el punto de inocula-
ci6én una papula rodeada de una zona eritematosa,

La reaccién es especifica, constante y permite un diagnéstico
retrospectivo aun diez afios después. (Diferencia con las reacciones
tuberculinicas). La inoculacién * de estreptobacilina provoca una
reaccién débil en los que tienen un chancro blando de 8 ¢ 10 dias
de evolucién. Se hace més viva cuando se propaga a los ganglios.

5¢) Fijacion del complemento. — Se hace evidente ya a los 8
dias de aparecido el chancro y puede persistir dos o tres afios.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.—La presencia de los
bacilos en el examen directo asegura el diagndstico. Su ausencia no
petmite rechazarlo. (Repetir los exdmenes). g

La presencia de B. de Ducrey no debe hacer rechazar en forma
absoluta la sifilis, pues es posible la existencia de ‘‘chancros mixtos’.
Hacer el examen ultramicroscdpico (sifilis) .

Se diferenciard del B. de Yersin (bubdn) por el facil desarro-
llo del bacilo pestoso en los medios corrientes.
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CAPITULO XXII

MICROBIOS DE LAS CONJUNTIVITIS

Los microbios corrientes de la supuracion pueden encontrarse
en las conjuntivitis (estafilococos, estreptococos, neumococos, go-
nococos, etc.), pero, ademds deben estudiarse ciertos gérmenes que

tienen como caracteristica su predileccion ocular (“‘virulencia elec-
tiva'’).

BACILO DE WEEKS

GENERALIDADES

Es el microbio especifico de la “‘conjuntivitis aguda contagio-
sa’’. Presenta una gran analogia con el bacilo de Pfeiffer tanto en
sus caracteres morfoldgicos como de cultivo y bioquimicos.

ASPECTO MICROSCOPICO

Bacilo fino, corto, aislado o en diplobacilo sin capsulas ni
esporas e inmoévil. En el exudado se encuentra extracelular o in-

cluido en los leucocitos polinucleares. No toma la coloracién de
Gram.

CULTIVOS

No se desarrolla en los medios ordinarios. Es un aerobio es-
tricto. Los medios especiales mas favorables son aquellos que con-
tienen sangre o extractos sanguineos. (Mayores detalles ver en

B. de Pfeiffer).
164

>
PROPIEDADES BIOLOGICAS

Ningin poder proteolitico. La 2

Ni . glutinacién y saturacién de
aglutininas revelan pluralidad de raza

s de bacilos de Weeks.

PODER PATOGENO

Ninguna especie animal es sensible

, o al bacilo de la conjunti-
yitis aguda ni siquier

a es virulento para los monos. En el hombre
la lesion especifica se reproduce con cultivos puros. La individuali-
dad del bacilo de Weeks estd constituida por su adaptacién a la
conjuntiva humana sobre la cual el bacilo de Pfeiffer carece de ac-
cién. Ningun otro caracter, ni bioquimico, ni cultural,

i : . ; ni morfo-
l6gico permite diferenciar ambas especies microbianas.

BACILO DE MORAX - AXENFELD

Es el agente patdégeno de una inflamacidén subaguda de Ia
conjuntiva y que se distingue por su localizacién en el angulo
ocular “‘conjuntivitis angular”. ‘

En los frotis de ligrimas o de exudado conjuntival, el ger-
men se presenta bajo la forma de gruesos bacilos cortos, a menudo
dispuestos en diplobacilos y con extremidades redondeadas. Es
Gram negativo, inmévil y no esporulado. i

Los cultivos sélo se obtienen en medios albuminosos que con-
tengan sangre, suero o liquido ascitico. Se desarrollan sobre el suero
coagulado que es licuado lentamente por sus colonias.

El cultivo reproduce la conjuntivitis subaguda diplobacilar,
pero no es virulento para los animales de laboratorio ni para los
monos. '

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LAS CONJUNTIVITIS

En la practica diaria es suficiente el examen directo con colo-
racién (una coloracién simple para el estudio de las relaciones mi-
crobio - celulares, y una coloracién doble de Gram para completar
I2 identificacién) . La interpretacién diagnéstica se hard siempre que
¢l germen se halle puro o en gran abundancia. j

El diagnéstico por cultivo permite asegurar y confirmar el
€Xamen anterior. ‘

165



CAPITULO XXIII

DIFTERIA

GRUPO CORYNEBACTERIUM

Son bacilos inméviles, Gram positivos, caracterizados por la
presencia de granulaciones intraprotoplasmaticas, por la dilatacién
de sus extremidades que dan el aspecto de masas y por la propiedad
de dar formas ramificadas en los cultivos viejos.

Las principales especies que comprende este grupo, son:
Bacilo de la difteria (Corynebacterium diphteriae).
B. pseudediftérico de Hoffman (Corynebacterium communi).

B. cuti communi (Corynebacterium cutis).

B. de la xerosis (Corynebacterium xerosis).

C.DIPHTERIAE (B. DE KLEBS-LOEFFLER)

El bacilo de Loeffler se encuentra:

g 1‘ En las falsas membranas de Ia difteria humana (angina
diftérica, crup, difterias nasal y cutinea, etc.).

0 y - .
2? En la boca Y en las fosas nasales de los convalecientes.

3¢ En la boca de las perconas sanas que han estado en con-
tacto de los enfermos (portadores sanos) .
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4 En la piel y en las mucosas de os bovinos (vac
mando vesiculas y ulceras. Constituyen una fuente de cont
5¢ Puede conservar su vitalidad bastante tiempo en

de las habitaciones o en los objetos y ropas que han e
contacto con los enfermos.

as) for-
agio.

el polvo
stado en

CARACTERES MORFOLOGICOS

El bacilo de Loeffler rara vez se encuentra puro en las falsas
membranas. Con frecuencia los microbios que lo acompafian estan
en pequefio numero y sin importancia patoldgica. A veces, sin em-
barge, al lado del bacilo diftérico se halla un ntimero considerable
de ciertas especies bacterianas que influyen en la gravedad de la
difteria, ensombreciendo el pronéstiso. Los mas frecuentes son:

El estreptococo, cuya asociacién constituye la ‘“estrepto - dif-
teria’’, que acentua considerablemente el cuadro tdxico.

El estafilococo, menos grave-que el anterior (Flegmones).
El colibacilo, mas raro, pero grave.

El coccus de Brissou, de prondstico benigno.

Aspecto microscépico. — Es un bastdn recto o ligeramente
curvo muy polimorfo. Extremidades redondeadas y a veces ensancha-
das. Sus dimensiones son muy variables y, a este respecto se disti.n-
guen tres variedades: B. cortos (2 micrones), son casi cocos 'dl?-
puestos paralelamente en grupos de dos o mas; raros en los d.xftc-
ricos, mas frecuentes en los portadores. B. medianos (3 a 4 micro-
nes) y bacilos largos (4 a 5 micrones), generalmente dispuestos en
empalizada o bien por sus extremidades formando una V son los
més frecuentes en las anginas diftéricas y los mas toxigenos. No
producen esporas. Son inmoviles.

En los cultivos antiguos y en las membranas se observan for-
mas de involucién: formas de pera, de raquetas, de masas, granu-
losos, a veces ramificados.

2 isicos de
Coloracién. — Se colorea facilmente con los colores basico
la anilina.
Toma el Gram a condicid
no se prolongue demasiado.

n de que el tiempo de decoloracion
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Corpuisculos metacromaticos. — Son granulaciones.intrapro-
toplasmaticas que se disponen gcneralmeite en las' e)‘ctremldades del
bacilo (corpisculos polares) y que se tin.en de dlstmt? modo que
el protoplasma (corpusculos metacfror'natlcos de B'ab?s:),

Hoy no se consideran caracteristxcos’ del B. dx'fterlc.o,‘ porque
hay cepas que no los presentan Y, ademds, se han identificado en
los bacilos difteromorfos.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

La temperatura 6otima del cultivo es 37 grados.

Es un anacrobio facultativo, pero se desarrolla mejor en presencia del aire.

Los medios neutros o ligeramente alcalinos son los mds convenientes. Ph,
6ptimo: 7,3 a 7,6.

Caldo Martin. — Se utiliza de preferencia para la preparacion de toxina.
Crece mejor que en otros medios liquidos. Ya a las 12 6 24 horas forma en
la superficie un velo muy tenue. que luego se espesa y cae formando un sedi-
mento blanquecino en el fondo. El velo se regenera por segunda y a veces por
tercera vez. El caldo permanece transparente.

Se consigue un cultivo mds abundante haciendo pasar una corriente de aire-
por la superficic del-medio (matraces de Fernbach).

En los primeros dias se desarrolla en los cultivos en caldo, una acidez pro-
nunciada que luego desaparece y el medio toma una reaccién alcalina. Esta aci-
dez es mds marcada y persistente en los caldos glucosados y glicerinados.

Suera coagulado. — Constituye el medio de eleccién para el
diagnéstico y un procedimiento de identificacién y aislamiento por-
que su desarrollo en este medio es més rapido que el de cualquier
otro germen con el que pueda confundirselo o estar asociado.

Ya a las 18 horas aparecen colonias en forma de puntos blan-
cos grisiceos que toman rapidamente el volumen de una cabeza de
alfiler. En los cultivos viejos las colonias alcanzan hasta 2 mm.
de didmetro.

En estria se presenta en forma de una banda grisacea.

Agar. — lgual que en suero coagulado pero el desarrollo es mas lento.

'/.lgar \fei!lon (medio anaerobio). — Se desarrolla en profundidad y en
cuperficie; (diferencia con los pseudo-diftéricos) .

Gelatina. — Desarrollo escaso sin liquefaccién.
Leche. — Desarrollo abundante sin coagulacién.
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PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Accién sobre los aztcares. — Fermenta sin produccién de gas la levulosa,
]a galactosa, la maltosa, la glicerina y la glucosa (diferencia con los pseudo-
diftéricos) . Esta accién es muy variable de una cepa a otra. No fermenta Ia
sacarosa, la lactosa, la manita, la dulcita y la rafinosa.

Accién reductora. — No tiene.

Accion hemolitica. — Muy débil. No parece estar en relacién ni con Ia
toxicidad ni la virulencia de las razas.

Vitalidad. — Se conserva vivo en los cultivos durante 5 6 6 meses. Al

estado hiimedo pierde en pocos minutos su vitalidad a 58 grados y por accién
de los antisépticos. Al estado seco en las falsas membranas o cultivos desecados,
resiste varios minutos a 95 grados y a los antisépticos.

. TOXINA

Pertenece al tipo de las toxinas solubles o exotoxinas. En el
hombre y en los animales inoculados experimentalmente, es el
factor determinante de los trastornos provocados por la presencia
del bacilo diftérico en estos organismos.

En los medios de cultivo y especialmente en los medios liqui-
dos, se difunde sin que haya necesidad de destruir los cuerpos bac-
terianos (toxina soluble, exotoxina) para librarla. Ella se produ-
ce a medida que se desarrolla el germen.

Sin embargo, se ha descrito una endotoxina, (Rist), existen-
te en los cuerpos bacterianos, diferente de la toxina soluble no neu-
tralizable por el suero. ]

La toxina soluble se prepara cultivando una cepa toxigena en
caldo apropiado, caldo Martin, dispuesto en gran superfici’e y a
condicién de que la reaccion del medio se mantenga lo mis fija
posible evitando la acidificacién. A los ocho dias, que es cgand?‘ la
actividad de la toxina llega a su méximo se la obtiene por filtracion.

ACCION PATOGENA EXPERIMENTAL. — Inoculada a los ani-
males sensibles a la infeccién diftérica, la toxina reproduce los
mismos efectos que los cultivos vivos. Con -dosis deul/IO y 1/100
de c.c., produce el edema en el punto de inoculacién y la muerte

entre 24 y 48 horas. Con dosis menores, no mort.ales, el ammai
y con frecuencia, especialmente en e

enflaquece progresivamente { als v
; e diacas (miocarditis) y parali-

conejo, hay necrosis de las fibras car
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sis de las extremidades posteriores. La toxina, al igual que los cul-
tivos, aplicada en la superficie de las mucosas, forma falsas mem-

branas.

TITULACION DE LA TOXINA. — La actividad de la toxina
es muy variable a pesar de:que se utilice siempre el mismo método
y las mismas condiciones para su obtencién. Por lo tanto. una
vez preparada, toda toxina debe titularse.

a) Por inoculacién:

Se prepara diluciones crecientes de la toxina a titular en agua
estéril, 1/100, 1/200, 1/500, etc. Se toman tantos cuyes como
. diluciones se hayan hecho y se inyecta cada animal con 1 c.c. de
cada dilucién. La cantidad menor de toxina que provoca la muerte

del cuy de 250 gramos de peso en 96 horas, se denomina dosis :

mortal minima (D. M. M.), o unidad téxica. Si por ejemplo el
cuy inoculado con 1 c.c. de la dilucidn al 1/600 muere en estas

condiciones, se dice que la toxina contiene 600 unidades por cen-
timetro cubico.

b) Por floculacién:

La toxina posee la propiedad de precipitar o flocular en con-
tacto del suero antitéxico correspondiente. La accién floculante se
manifiesta desde el momento que la toxina es neutralizada exac-
tamente por la antitoxina. Luego, se podrd- medir el poder de flo-
culacién de las toxinas por la cantidad de antitoxina que provoca
l2 aparicién de la floculacién inicial.

Sin embargo, el poder floculante de una toxina no siempre
marcha paralelamente con el poder téxico. Este aumenta a la par
que el poder floculante durante el periodo de elaboracién de la
toxina, (alrededor de 8 dias). Pero en las toxinas antiguas, en
_tanto que el poder téxico baja gradualmente, el poder floculante
se mantiene estacionario.

La técnica consiste en colocar en una serie de tubos un vo-
lumen constante de la toxina a titular: sea 2 c.c., agregando en se-
guida cantidades decrecientes (2: 1,6: 1,4; 1,0; 0,9: iR cicIS

de un suero antitéxico con el cual se ha hecho previamente una
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tabla que indica el niimero de dosis mortales de toxina correspon-
dientes a cada dosis del suero test. Después de agitar, se deja en re-
poso a Ja temperatura .de 54 grados y se vigila la aparicién de ia
primera floculacién. Si ésta se produce en el tubo que contiene
0,9 c.c. de sucro, por ejemplo, se busca en la tabla el nimero co-
rrespondiente a 0,9 c.c., sea 765 dosis mortales por centimetro ci-
bico. :
De lo dicho se desprende que la titulacién por floculacién sélo
mide exactamente el poder téxico en el periodo de elaboracién de
la toxina y posteriormente sélo el valor miximo alcanzado duran-
te su preparacion.

ANATOXINA

Es la toxina diftérica que ha perdido su poder téxico, con-

.servando su poder antigénico (toxina atoxica) por la accion de cier-

tas sustancias quimicas.

Ramon prepara su anatoxina tratando la toxina por el formol
comercial a la dosis de 3 a 4 por mil y conservando la mezcla en
la estufa a 40 - 42 grados durante un mes.

La anatoxina desprovista de toxicidad, (inocuidad absoluta)
conserva todas las propiedades antigénicas y floculantes de la toxina
de origen, en cantidades sensiblemente equivalentes. A mayor poder
floculante, mayor poder inmunizante o antigénico. Basado en este
paralelismo se ha avaluado el valor antigénico de la ar'latoxma en
unidades anatéxicas representadas por el nimero de unidades anti-
téxicas capaces de saturar “‘in vitro” 1 c.c. de anatoxina, o sea, hacer
aparecer la floculacién inicial.

SUERO ANTITOXICO

i i izacié n to-
En la practica se obtiene del caballo por inmunizacion co

Xina o anatoxina a dosis progresivas. El suero d.el z’xn.lmal a'sx trata-
do se denomina suera antidiftérico o antitéxico diftérico y tiene 'prz:
piedades preventivas y terapéuticas en el.hombre ¥ G blPS %3‘0’“
les sometidos a la accién del veneno difténcc'J y del m‘crz 10V 'e.da-
La inmunidad que determina es pasajera, carece. de propi

1 7.1




des bactericidas y posee rara VeZ las propiedades aglutinnates, pero
es

tiene alto poder neutralizante.

TITULACION. — Téenica de Eh.rlich. — Se baiz} en la Propie-
dad que tiene la antitoxina de neuFrall_za,r la toxina “in vitro®,

Para el suero antitéxico Ehrlich introdujo una umda'd de me-
dida, 1a unidad antitéxica (U. A.-), que. fepreseiia Ia’df)S’S de sue-
ro que es capaz de neutralizar cten dosts mortales minimas de to-
xina (D. M. M.). y

En primer término hay que procurarse una bue.r}a toxina ti-
tulada. En seguida es preciso determinar, por inoculacién en el cuy,
la dosis de esta toxina que es exactamente neutralizada por la unj-
dad antitéxica de los sueros etalones que suministran ciertos Ins-
titutos cientificos. Esta dosis de toxina se designa Lo. Después se
determina la dosis suplementaria de toxina que hay que afadir a
Lo, que se ha hecho inofensiva por neutralizacién, para transfor-
marla en una dosis L + que mata, seguramente, al cuy en las con-
diciones ya indicadas. Podria creersc que esta dosis deberia ser Ia
D. M. M.

= Lo + 1, puesto que Lo ha sido neutralizada exactamente;
pero en la practica es siempre un poco superior a la D. M. M. Co-
nocida la dosis L. 4 de la toxina, se puede titular facilmente
cualquier suero.

Se preparan volimenes de suero al .1/100; 1/150; 1/200,
etcétera, y se mezcla 1 c.c. de cada disolucién a la dosis L - de
toxina. Se completa el volumen de 3 c.c. por adicién de suero fi-
siolégico y después de 30 minutos de contacto a la temperatura
de 5 grados se inocula bajo la piel de cuyes de 200 a 300 gra-

mos de peso. Se dice que un suero contiene al 1/200 mezclado a la
dosis L 4 de toxina, no mata al cuy en 4 dias.

DIFTERIA EXPERIMENTAL

El cuy es animal de eleccidn,

Inoculacién subcutanea.
a 1 cc. de un cultivo de 24
del animal en 2 § 3 dias se
produce edema e

— La inoculacién subcuténea de 0,5
horas en el caldo determina la muerte
11as seglin el poder patégeno del germen. Se
n el sitio de inoculacién, alza térmica, respiracion
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anhelante, el pelo se eriza y el animal sucumbe. Cuando los culti-
yos son poco toxigenos, el cuy puede escapar a la muerte; al edema
local sigue la formacién de una escara que se climina y el animal
cura. El mismo cuadro se observa con la inoculacién de la toxina.

En el edema subcutaneo el bacilo pulula hasta la octava hora:
su multiplicacion se detiene y su nimero decrece progresivamente.
No pasa jamds a la sangre ni a las visceras.

A la autopsia se nota una congestidn intensa de las visceras,
particularmente de las cépsulas suprarenales que se presentan tu-
mefactas hiperémicas y de color rojo obscuro. A veces se encuentra
exudado abundante en las serosas.

Inoculacién a nivel de las mucosas. — La inoculacién intra-
traqueal, previa escoriacién de la mucosa, produce falsas membranas,
un verdadero crup y la muerte sobreviene rdpidamente. Se puede
reproducir falsas membranas en todas las mucosas previamente es-
coriadas. L.a presencia de gérmenes en una mucosa sana no basta
para producir lesiones.

Se puede reproducir falsas membranas sobre la conjuntiva y
vulva de cuyes, infectando la mucosa escoriada con cultivos frescos.

Incculacién intraperitoneal. — Esta inoculacién es menos se-
vera que la subcutinea y no provoca la muerte sino en 4 a 10 dias .
con derrame peritoneal y lesiones viscerales tipicas. El bacilo no se
generaliza.

Conejo.

Es menos sensible y no sucumbe sino a la inoculacién de cul-
tivos muy toxigenos, a los 5 6 7 dias, con edema en el punto de
inoculacién, aumento de volumen y congestién de las suprarenales
y a veces paralisis de las extremidades posteriores. .

L2 inoculacién en la piel escoriada de la parte interna de la
oreja produce falsas membranas. La inoculacion intratx:aqueal y
en las mucosas ocular y vulvar produce las mismas lesiones que
en el cuy. R

El perro, el gato, la vaca, son sensibles a la inoculacién expe-
rimental del bacilo diftérico. Esta tultima puede presentar también
la difteria espontanea (mamitis diftériga).

La rata y la laucha son refractarias.
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INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

La infeccién por el bacilo de Loeffler puede prestarse a dog
clases de investigaciones: la de la inmunidad conferida por medjo
de la reaccién de Shick y la del germen propiamente dicho.

1) Investigacion del germen:

La investigacién del germen esta indicada como un elemento
de diagnéstico indispensable en muchos casos y como elemento de
profilaxis en los convalecientes o en los individuos sanos, cuando
se quiere saber si son portadores de gérmenes.

TOMA DE LA MUESTRA:

Técnica. = Material: Un mechero o limpara de alcohol, una torula
montada en alambre y esterilizada, o bien un asa de platino. Un baja-lengua.
Porta-objetos. Dos o tres tubos de suero coagulado.

Colocar la fuente de luz y emplear el baja-lengua lo mismo que para
practicar un examen de la faringe. Tocar con la térula suavemente en la zona
sospechosa (falsa membrana), sin traumatizar ni hacer sangrar la mucosa. Al
retirar la térula evitar de tocar ningiin otro punto de la cavidad bucal. Sembrar
sucesivamente, sin volver a cargar, sobre dos o tres tubos de suero coagulado y
con el resto hacer dos o tres frotis. Llevar los cultivos a la estufa a 37 grados.

Examen directo del frotis.

Tefir por el método de Gram una o dos preparaciones. cui-
dando que la decoloracién con alcohol acetona sea breve, y en otra,
prolongando este tiempo. El bacilo de Loeffler presentara los ca-
racteres ya estudiados: Bacilo Gram POsitivo, poco resistente a la
decoloracién, tamafio mediano o largo, a veces formas de involu-
cién, agrupacién en empalizadas, Los bacilos difteromorfos (B. de
Hoffmann, especialmente), se presentan: como bacilos cortos, Gram
positivos, resistentes a la decoloracién, agrupaciéon en empalizadas.

En los cultivos.

Se vigilard la aparicién de |
al microscopio las sospechosas.

Si el examen anterior da resultado dudoso,
prueba de la anaerobiosis sembrando en agar Veill
la prueba de los aziicares y al estudio del poder pa
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as primeras colonias examinando

se procede a la
on y también a
togeno.

Presentan hoy gran interés los medios de cultivos “‘al telurito”’,
por considerarse los mas electivos. Entre éstos el més recomendable
es ¢l medic de Pérgola, constituido de suero, huevo y telurito de
potasio debidamente solidificado.

PREPARACION DEL MEDIO DE PERGOLA:

Suero de buey o caballo \i N [0 0c.c:
Yemas de huevo f - 1
Solucién de telurito potasico al 1% . .. 7 ¥cics

Mezclar en un matraz agitando suavemente hasta la completa emulsion *
de la yema de huevo e introducir en el gelatinizador de l.(och para c;\l'cn:n' a
85 y 90 grados durante veinte minutos, 3 dias consca.mvos. El medio debe
quedar color amarillo huevo. Para la siembra se procede igual que con el suero

coagulado.
En ecste medio las colonias del bacilo diftérico adquieren a las 12-15
horas un color claro y son solevantadas y himedas. Las colonias no diftéricas

son negras.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Examen del frotis:

1) Gran namero de bacilos largos y medianos con los ca-
racteres del Loeffler confirman el diagndstico. i

2) El resultado negativo no faculta para rlxegar la difteria.

3) En ambos casos debe recurrirse al cultivo.

. ; ik
4) Asociaciones microbianas. Para afirmar elldxagnosnco'
germen asociado predomine

1acid icrobiana es preciso que el '
| o 5 biana tanto en el

apreciablemente sobre el resto de la flora micro
frotis como en los cultivos.

Examen de los cultivos:

1) Si las colonias son mas o menos
madas de bacilos largos o medianos con lo
Loffler, se confirma la difteria. . :

2) Si las colonias corresponden 2 bacilos cortos, }La'y;sgued;e)rcl)a
ceder a la diferenciacién por las pruebas de _l?, anaerobi 'ta]
fermentacién de los aztcares y de la inoculacién experimental.

numerosas y estan for-
s demas caracteres del
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2) Investigacién de la inmunidad diftérica por la reaccidn de Schick.

El estado refractario frente a la infeccién diftérica se debe a [og
siguientes hechos:

1—En el suero normal de ciertos individuos existe una anti-
toxina natural.

a) En el lactante hasta los 6 meses, de caracter pasivo por
trasmisién de anticuerpos de la madre al feto durante la vida intra-
aterina y, posteriormente, por la leche durante la lactancia.

b) Activa, en la mayoria de los adultos, a consecuencia del
ataque anterior de una difteria manifiesta u oculta.

o) La inmunidad més o menos acentuada de estos individuos
depende de la cantidad mayor o menor de antitoxina contenida
en su suero.

PRINCIPIO DE LA REACCION DE SCHICK.—Si se introduce en el
dermis una pequenia cantidad de toxina diftérica diluida, el indivi-
duo inmune no experimentard la menor reaccién local, porque lleva
en su plasma cierta cantidad de antitoxina capaz de neutralizar la
pequena dosis de toxina inyectada: (reaccidon negativa). Si es re-
ceptivo su suero carece de antitoxina y la toxina actGia produciendo
una reaccion especifica: (reaccién positiva).

En resumen, la Reaccién de Schick es una prueba de inmuni-
dad, y no de hipersensibilidad, frente a la toxina diftérica.

TECNICA:

: Inoc.ul.xr en el dermis de la cara anterior del antebrazo una cantidad de
toxina ]fquxvalcnt'c' a 1/'50 de la D. M. M. contenida en el volumen de 1/10 c.c.
:n la regidon vecina o en el antebrazo opuesto practicar el control con la

mnsn}a dxlucx?n y’ el mismo volumen de toxina calentada a 75 grados durante
5 minutos (inactivada).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

La reaccién positiva se caracteriza por:
‘ a')’ Aparicién lenta, es decir, 24 a 48 horas después de la
inyeccidn.

b) Presencia de una micula roja que generalmente progresa

g8l anstonia en una placa papulosa; rara vez se produce edema.
c) La reaccién alcanza su méaximo a los 3 & 4 dias.
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d) Desaparicion gradual con descamacidn y pigmentacién al
go 6 10° dia. . :

Las pseudo reacciones O reacciones paradojales, son fendmenos
de hipersensibilidad del organismo frente a sustancias contenidas
en ¢l caldo que ha servido para preparar la toxina. Se caracteri-

or:

- pa) Aparicién precoz a la 6% u 8* hora.

b) Llegan a su maximo a las 20 6 48 horas.

¢) Desaparecen. sin dejar huella, al 3° 6 4¢ dia.

d) Son mas infiltradas y menos circunscritas que la verda-
dera reaccion de Schick.

e) No producen descamacién ni pigmentacion.

.os siguientes casos pueden presentarse:

le Si no hay reaccién con la toxina calentada y se produce
con la toxina no calentada: reaccion positiva.

2¢ Si las dos intradermo - reacciones son positivas con los ca-
cacteres de las pseudo - reacciones, podemos afirmar que se trata de
una Reaccién de Schick negativa. ey

3¢ Si se produce con la toxina calentada una reaccion rap'lda
que desaparece al tercer dia, y en el brazo inoculado con la toxina
no calentada se determina una reaccién que progresa ¥ llega a su
maximo al tercer dia, se puede concluir de que se trata de una re-
accién positiva.

4¢ Si ambas zonas in .
guna, se puede afirmar que la Reaccion
negativa. O

oculadas, no presentan manifestacion al-
de Schick es absolutamente

BACILOS DIFTEROMORFOS

j 531 . dif-
En general son muy semejantes morfologlcamentelal rl‘? ) 1de
térico junto con el cual, como hemos visto, forman el grup

los Corynebacterium.
Corynebacterium co
Vive como saprofito en
- Corynebacterium cutis.
y como germen de asociaciéon en 2

mmunis o B. pseudo-'diftérico de Hoffman.
{2 mucosa de la faringe y fosas nasales.
__ Vive en la piel y en las mucosas
lgunos procesos supurados.

17
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Corynebacterium xerosis. — Se encuentra como germen de
asociacion en las afecciones de la cornea y de la conjuntiva,

Se desarrollan mejor y mds rapidamente en los medjos ordi-
narios. Por lo general enturbian completamente el caldo Y no for-
man velo.

En agar profundo regenerado no crecen en la profundidad sino
en la zona de aerobiosis y en la superficie, (método diferencial) i
excepcién del C. cutis.

No tienen propiedades hemoliticas.

Carecen de poder patdgeno.

El C. communis no fermenta ningin azicar y resiste enérgi-
camente la decoloracién por el método de Gram.

El C. cutis fermenta los mismos aziicares que el B. diftérico,
se desarrolla en anaerobiosis y como él resiste poco a la decolora-

cion por el método de Gram. Es considerado por algunos autores .
i 2 4 t bio se encuentra en la tierra, en los vegetales, en el
como en B. de Loeffler, que ha perdido su poder patdgeno. Este anaero g

El C. xerosis tiene los caracteres del anterior y da cultivos intestino del hombre y de 105 herbivoros (:'portadores de Iger(rir.lenes. )-'
muy finos, : . cuyos excrementos desempefian un papFI 1mp9rtante en la disemina
cién de las esporas tetdnicas en el medio ambiente. En el organismo
enfermo es posible encontrarlo en el pus de la herida. No invade ni
la sangre ni las visceras.

CAPITUIE@SXSINE

TETANOS

BACILO DE NICOLAIER
GENERALIDADES

MORFOLOGIA

* Es un bacilo recto, delgado, de 3 a 4 micrones de largo por
0,3 de ancho, con cilios peritricos que le dan, en los cultivos recien-
tes, movilidad a los gérmenes no esporulados. Toman_ Ifx colora'aon
de Gram (Gram +). La tnica espora que poseen se sitia terminal-
mente dédndole al bacilo el aspecto de alfiler o palillo de tambor.

CULTIVOS

Anaerobio poco exigente; puede crecer en medios que poi;an
cierta cantidad de oxigeno. Se desarrolla entre 14 y 43 grados.
Temperatura éptima: 38 grados.

e Ao G g A s o - 3

Caldo glucosado. — Enturbiamiento. Sedimenta a los 13 o

14 dias. Olor desagradable (cuerno quemado). ey :
Caldo-carne. — L os mismos caracteres. No digiere la carne.
Caldo-sangre. — Hemolisis (tetanolisina).

Agar profundo. (Medio de Veillon). — Colonias radiadas y

con nicleo central o en copos de algodon. Gases.
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Gelatina. — Colonias radiadas como en agar, Llcuefaccién

lenta (dos semanas). Colonias rodeadas de burbujas de gas.
Leche. — Buen desarrollo. No coagula.
Suero coagulado. — Digestién lenta o nula,

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Propiedades protecliticas. — Poco enérgicas. Licta lentamen,.
te la gelatina. No altera la ovo-albimina, ni la carne, Digestién
lenta o nula del suero coagulado.

Propiedades sacaroliticas. — Fermenta excepcionalmente |y

glucosa.

Hemolisina. —- Genera una hemolisina activa Para los gléby-
los rojos de Ia mayor parte de los animales (tetanolisina).

Aglutinabilidad, — EL,B. de Nicolaier no es aglutin
suero de los hombres o animales atacados de tétanos. Los sueros
antimicrobianos han revelado la existencia de varios tipos seroldgi-
cos. El suero de Jos individuos portadores de gérmenes posee, con el
tiempo, aglutininas para las cepas homdlogas. I a toxina elaborada
por las distintas razas aglutinantes es idéntica Yy neutralj
consiguiente, por cualquier antitoxina tetanica,

ado por e]

Vitalidad y virulenc
cién de la [uz y el aire
rapidamente,

ia.—FEl bacilo de] tétanos expuesto a la ac-
o de los antisépticos o del calor, muere

cxonlse destru?en en5 338 minutos, [ ag esporas mezcladas con tierra
Y a la obscuridad conservan su vitalidad Y virulencia durante afios:

pero desecadas en hijog de seda o Papel y-expuestas a Ia luz y al aire

se alterap rapidamente. Desecadas cop el pus, liquidos albuminosos,
substancias porosas, trozg

por Z0s de astillas o Proyectiles, las esporas con-
Servan su vitalidad Y Virulencia poy mucho tiempo

ACCIo

Es posible provocar el tétanos i'noculando’ el pus, la tie'rra te-
tanigena, los cultivos puros o la toxina. I',os smtgmas son siempre
semejantes: tumefaccién en el punto de 1noculacién, cc?ntractl{r’as,
después de un periodo mayor-o menor,.pero fatal, d.e’ m'cubaaon.
Estas contracturas aparecen prxm.ero a nivel de la reglon’ inyectada
para generalizarse después. El animal sgxcumbe a Ias' ’36 6 48 h'oras
de iniciarse los sintomas. "’Fc')das las vias, a excepcién de la diges-
tiva, provocan el tétanos tipico. : % 't

El microbio no se generaliza. La inoculacién de do?1s mm’lmas
produce el “'tétanos local”, y el animal muere a los 20 6 30 dias o
puedech:lsmers'poras puras, lavadas y ca]en'tzfdas a 80 grad'os son in-
ofensivas. Si se inoculan en ciertas condiciones (traumatismos, aso-
ciaciones microbianas, 4cidos, toxinas, etc.), esas esporas germman‘

y el tétanos estalla.

TOXINA

Es un microbio esencialmente toxigeno. La toxina eSs mt;);iea:;
tiva y tiene afinidad especial por el sistema nerv1os<(nj.e éergznos 5
cultivando el germen en caldo - carne con extra:(t)oooo oueies
pH 7,6 a 8 y a 37 grados. La inocula,aon d(‘ad%’/' : ok infe.ccién:
el cuy, por cualquiera via, produce el tétanos idéntico

(local eneral). : 4 35 |
(locaEIo ciy nuevo es sensible a la ingestién de toxina. La laucha

g ’

anllnal llldl ere e estion de tOXlna, SucUIIlbe, Sin elllba[ o

ng

f rent a la 1

<« la imtoxicacion pOr esa via s1 se haCe pXCVlaIXlCIICe lngell[ bllls

’ 3 . F . 1 . . .z
)‘ J

(Illetodo de Isesledka EI conejo es re ractario a a 1ntoxicacion

por via digestiva.

INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO 2
a
Indicaciones En la practica es poco frecuente ’la' necels’lnico
icaciones. — , recu i
de invrelstigar el agente microbiano del tétanos. EI diagnost

de la enfermedad es, en gener?l,l'faicclzll. ol
- A - '
estigacién bacterio . R
If“a I.;.nvla t%erra polvo, etc., con el objeto de saber si son p
g n , ,

% ' ; oS a i tierrcl
2 E h rida mds 0 menos nfractuosa, sucia con
¢ n una e

i las, vidrios, etc.).
y cuerpos extrafios diversos (trozos de vestido, balas :
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30 En las heridas operatorias y en el instrumental quirdrgico
o catgut cuando hay sospecha de contaminacion.

El germen debe investigarse por el examen'del pus, por culti-
vos y por inoculacién experimental que autoriza un diagndstico
seguro, pues por su morfologia y caracteres .de cultivo .puede conl
fundirsele con el Bacillus putrificus o el Bacillus. tetanoides.

Examen directo. — Hacer frotis con el pus o el exudado de la
herida. Colorear por el método de Gram. Entre los gérmenes de
asociacién, generalmente abundantes, se observan los B. tetdnicos
excepcionalmente esporulados y en cantidad minima, lo que difi-
culta el diagndstico bacterioldgico. Si el examen es negativo no debe
excluirse por ello la posibilidad de infeccién. El examen directo es
insuficiente.

Examen por cultivos. — Sembrar el producto patoldgico en
caldo peptonado fresco y en anaerobiosis. Al cabo de 5 dias, para
purificar el cultivo, calentarlo algunos minutos a 100 grados, los
gérmenes son muertos, las esporas tetdnicas resisten. A veces se halla
mezclado al Vibridn séptico o ai B. putrificus (a esporas terminales) .
Como ambos gérmenes también resisten el calentamiento gracias a
sus esporas, es necesario obtener cultivos por agotamiento en medios
solidos para aislarlos (varios tubos de Agar de Veillon).

Examen por inoculacién. — La reproduccién del tétanos en
los animales de laboratorio (laucha o cuy). por inoculacién de pro-

ductos patolégicos o de los cultivos, confirma plenamente el diag-
nostico bacterioldgico.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.—Para afirmar la pre-
sencia del B. teténico sera preciss no contentarse con los solos “‘carac-
teres'morfolégicos", que son comunes a otros gérmenes (B. putrificus
de Bienstock) igualmente presentes en el polvo y en la tierra. Precisa-

ra confirmar el diagnéstico mediante los cultivos y especialmente la
inoculacién experimental.
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CAPITULO XXV

BOTULISMO

BACILO BOTULINICO (BACILLUS BOTULINUS)

GENERALIDADES

El B. Botulinico de Van Ermengem es el a.g'ente del botulxsmlc?.
afeccién provocada exclusivamente por la ingestion de conservas ali-
menticias alteradas a consecuencia de su desarr'ollo e'n ellas. .

Este anaerobio se halla relativamente difundido en las tierras

y a veces se lo encuentra en las materias fecales.

: - o
No solamente las conservas alimenticias a base de car o
sino también las conservas vegeta

pueden al-

pro-

ductos de caza, pescado, etc.,
(porotos, espinacas, esparragos
terarse por el B. botulinico que elabor et ) W
resistente a los jugos digestivos Y. POr COHSlgUIeI} 'ico i
via oral. Las conservas contaminadas con B. botulin

i i {rico.
olor putrido, sino a veces .un ligero olor butl

: i jcaci
Los sintomas predominantes de 12 ln-tOXICZralitico)
esencialmente nerviosos y secretores (de tipo I:i A
Se ha establecido ato i del Cu:itro ripmeros los mas fre-
TR G o LIl A (1) ) 'endo (o} (o} p
fos;, A", B, O YD

1pos

: ‘cacl anas. Estos tipo

cuentemente encontrados en las intoxicactones hur:racteres g
son exactamente iguales respecto morfologia, ¢

. e | comportamiento
y accién patégena de la toxina; solo difieren por ¢ éctaras
: 1 inas resp 3
serolégico de las toxinas frente a sus antitoxin

aceitunas, frutas, etc.), .
2 una activisima exotoxina

4n botulinica son
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MORFOLOGIA

Bacilos rectos, de extremos redondeados de 4 a 8 micrones de

largo por 0,9 a 1 micrén de grosor; cilios peritricos, poco mdviles,

Esporas terminales o subterminales. No se forman en los cultivos

temperaturas superiores a 35¢. Las esporas son destruidas por calen-

tamiento a 115° durante 10 minutos y resisten varias horas a 100Q¢,
Coloracién. — Gram positivo.

CULTIVOS
Anaerobio estricto. Prefiere los medios ricos en peptona adi-

cionados de extractos de érganos y fuertemente azucarados y tam-

bién los caldos vegetales (trigo, maiz, papas, etc.). Optimum tér-
mico: entre 20 y 30 grados. Se desarrolla dificilmente a 37 grados
y sin formacién de toxina.

Médios liquidos (Caldo glucosado, Caldo-carne, Caldo-huevo).

Enturbiamiento; mucho gas (olor butirico, no pitrido) . Hemo-
lisis en los medios adicionados de sangre.

Agar - profundo. — Colonias en forma de discos delgados tras-
lucidos, con nicleo excéntrico, opaco, rodeadas de burbujas de gas.

Gelatina. — "Colonias como en agar. Licuefaccién del medio.
Leche. — No coagula.
Suerc coagulado. — Digestién rapida del medio.

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

\ Propiedades proteoliticas. — Enérgica. Licuefaccién de la gél
latina. Dlges.tlén del suero coagulado, de la carne y de la ovoalbi-
mina.

Propiedades sacaroliticas. — Fermenta con produccién de gas
la glucosa,,la levulosa, Ia maltosa y la glicerina.

ACCION PATOGENA

; Como el B. botulinico no se multiplica a temperaturas supe-
riores a 379 su inoculacién es inocua a los animales de laboratorio
y la enfermedad humana es producida por la toxina preformada en
las conservas, ya que es imposible la infeccidén bacilar.

TOXINA

; Se .produce en los medios con carne y extractos de érganos. en
os medios con jugos de legumbres (trigo, arvejas) y también en
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{as cONSErvas de frutas y legumbres (ar’vej.as, papas, maiz, frejoles).
Se genera entre 22¢y 379 temperatura optlr’na: 35% Es la exotoxiqa
mis activa que se con'oce: mata en cuatfo dias a un cuy de 250 gra-
mos de peso a la dosis de '1/500.000 o '1/1.000.000 de c.c. en in-
yeccion subcutanea. Por via oral se necesita una dosis mil veces ma-
yor. La toxina es destruida por ca}lentamlento a 100"_ durante 90
minutos. La resistencia al calor varia de una raza a otra. Para des-
truir con seguridad la toxina l?qtulinxca en las conservas alimenticias
os necesario prolongar la ebullicién ‘durante 20 a 40 minutos.

. Animales sensibles a la toxina botulinica. — Todos los ani-
males pueden adquirir la enfermedad por la ingestion de conservas
averiadas o forrajes infectados. Se manifiesta la enfermedad por pa-
ralisis de los musculos del cuello y de los ojos. A la autopsia, no se
encuentran lesiones macroscopicas de los 6rganos.

DIAGNOSTICO DE LA INTOXICACION BOTULINICA

En las conservas. — Por siembras y aislamiento en el medio
de Veillon se hara la investigacién del bacilo. La presencia <'ie toxina
botulinica se revelara haciendo ingerir la conserva a un an1rr3a1 sen-
sible (pollo, laucha), o bien inyectando la parte liquida del alimento.

En el hombre. — No es practico ni alcanza a hacerse dentro del
plazo tutil. Excepcionalmente ha sido posible encontrar en la sangre
suficente toxina para matar a la laucha o al cuy.

Diagnéstico de “tipo”. — Inocular a 3 lauchas blancas:

N* 1 Con mezcla de toxina o producto sospechoso + Suero
anti A.

Nt)
anti B.

N’ 3 Con mezcla de toxina o producto sospechoso + Suero

normal. : g i
La toxina sera del tipo correspondiente al animal g

Con mezcla de toxina o producto sospechoso - Suero

[§8]

vive.

SUEROTERAPIA )
do caballos con

i ini inoculan
L antibotulinicos se preparan 1 =
. e pecifico y en la

anatoxina botulinica. El suéro curativo es de tipo es
practica se emplean sueros polivalentes.

Los narcdticos (morfina, luminal) y
dan eficazmente al tratamiento retardando el avance

cidn.

los anestésicos (éter), ayu-
de la intoxica-
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CAPITULO XXVI

MICROBIOLOGIA NORMAL DEL INTESTINO

FERMENTACIONES Y PUTREFACCIONES

El tubo digestivo del recién nacido es aséptico, pero ya al cabo
de algunas horas comienza a poblarse de gérmenes diversos, muchos
de los cuales son destruidos o eliminados. Las especies microbianas
que se adaptan al medio intestinal constituyen posteriormente lo
que se denomina flora normal u obligada.

Pero antes de constituirse esta flora normal, el microbismo in-
testinal pasa por distintas fases:

1¢ Fase aséptica. — Corresponde a las 20 6 30 primeras horas
que siguen al nacimiento durante las cuales el intestino es absoluta-
mente estéril.

2¢ Fase de infeccion creciente. — La aparicién de los microbios
en el tubo digestivo se produce atin antes de todo ensayo de alimen-
tacion; comienza con la eliminacién del meconio y se completa con
las primeras deposiciones de leche. Esta flora es muy variada (medio
exterior, estacién del afio, etc.), y estd constituida principalmente
por Estafilococos blancos, Colibacilos, B. Perfringens, B. lactis ae-
rogenes, Enterococo, Sarcinas, B. mesentericus, B. acidéfilo, etc.

3¢ Fase de simplificacién. — A paritr del tercer o cuarto dia
esta flora tan variada se simplifica bruscamente bajo la influencia
de la alimentacién invariable del lactante. El examen microscépico
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deposiciones pone en evidencia una sola especie microbiana:
de las . epbifido de Tissier. Este germen es un diplo - bacilo Gram
¢ E;:;lo anaerobio estricto, gran fermentador de los aztcares. (Fer-
Sitivo,
Ir):ento l4ctico) - : o e b
En los ninos con alimentacidn artificial (blber?n, (’:tc..), a fase
: L feccién creciente se prolonga mucho y no se simplifica brusca-
L totalmente como en los alimentados a pecho. El examen
m§nte e o de las deposiciones nos revela, en efecto, que al lado del
mlcr?fs'cc;)plsfe encuentran otras especies microbianas, (Coli, Aciddfilo,
11_3,;1:231 atro'genes, Bacilo III de Rodella, Estafilococo blanco, sar-
Cmas,Letc.fo'se de ‘‘simplificacion” termina con el destete. Bajo. la in-
fluenci:l1 de 1a alimentacién mixta la fl'ora ir'nesti.nal se comé)llca c;u;
]a aparicion de gran cantidad de 'especuas mlclro.blanas 1quefl an'zr\ltez_
deposiciones el aspecto ‘microscopico caracteristico de la flora 1
tinal obligada o normal.

FLORA MICROBIANA NORMAL

Normalmente los microbios sacaroliticos o ameI;F:'C:: ;zrce:c:l)‘
minan sobre los gérmenes proteolit'ic?s. L'a'flora sacaro ;ul c(',ns'tame
Enrerococo, Lactis aerogenes, B. acidi lactict, etc.),.pox;)ioS Vil
produccion de 4cidos, impide el desarrql!o de los r;.lcrodiversos 2
trefaccién (Proteus, Mesentericus, Subtilis, I’Rnaerod 1céram qu; il
La coloracion de las deposiciones por el metodo. ;iticos .permite e
rea en rojo los sacaroliticos y en azul los Islroteoroja O, e
forma practica diferenciar ambasj floras. La c;er: e
tacién, predomina en las deposiciones no'rm:; ﬂ:’)ra ety
alimentacién hidro - carbonada. En ca.mbxo a ptimetlaie:
trefaccion, desplaza a la roja en la ahmen;amocrllia“eas Hystass
trastornos intestinales (constipacion rebelde,

cién, etc.) .

FERMENTOS LACTICOS

os
bido evolucionar con los progres

pulke e o -
El concepto de fermento lactico ha i con Jos e

ice re
ecto que dice -4
“de 11 bacteriologia, espzcialmente en pups ;S}l: ber ccllarameme demostrado que di
o 1 Pasteur ¢l ha
cesos de fermentacién. Se debe

istencia en el ele-
i uponen la exis
chos procesos son vitales en el sentido de que ellos presup
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mento a fermentar de ur ser Vivo, organizado, de cuya vida depende todo el yp,.
canismo de la fermentacion.

De acuerdo con lo anterior, los fermentos lacticos son microorganismos que
transforman las materias azucaradas en icido lictico. Sin embargo, numerosas sop
las especies miciobianas que producen cido lactico ccmo un elemento de su me-
tabolismo frente a los hidratos de carbono. Es el caso del estafilococo, del estrep-
tococo, del neumococo, etc., a los cuales no se les puedc considerar como fermentos
licticos en sentido estricto. En efecto, la escuela moderna ha aplicado para ellos ]
mism? criterio que para los fermentos acéticos. Es un criterio, por asi decitlo
cuantitativo, dado que considera como tales a aquellos gérmenes en los cuales la’
produccién de acido lactico se cifra por una tasa elevada, utilizable en la practica
y, pcr lo tanto, en terapéutica.

Por definicién, los fermentos lactices .son miczoorganismos que determinan
una fermentacién lictica propiamente dicha, caracterizada por una gran produc-
cién de icidos, especialmente acido lictico, a expensas de la casi totalidad (90 a
9'5 ‘./c) del hidrato de carbono presente. Se comprende lo dificil que es fijar el
limite de la transformacién del aztcar de una manera precisa, ya que Se trata
(_ic un fenémeno bioldgico. Se pueden aceptar rendimientos inferiores, aun de u
50%, .a condicién de que s2an importantes, es decir, utilizables. 2

Fijado asi el concepto de fermento lictico, ha empezado a considerarse el
problema con criterio cientifico, intentando relacionar en una clasificacion : l'e
las ml'x.ltiplcs especies que han sido aisladas de la naturaleza y que em ixic:mp 3
se utilizaban en la alimentacién, en la industria y aun en medicina I;;i ti mﬂllite
efecto, las leches acidas que forman parte de la alimentacidon corrientle) d“m' :
10508 pueblos orientales, deben su accién antiputrida a la presencia de ” 'nun:ie-l
tipo de los fermentos ldcticos, cuyas propiedades varian segin la ‘ro 16 csf:]“‘zs !
p'rucgds:-n. Es, a partir del yoghourt, del kefir, del koumiss, del Iebex;gletrz i
:‘ti:,l;;ozl:xz l:s mas conocidas, de donde se han aislado las diferentes cspfcax: I:!:
hidmosgdx: ;\:t;.o::.c presentan en mdas alto grado la propiedad de fermentar los

Este j i
positivos, que sc agrupan en diploco;ofo eno:u;lpos morf.°1°g‘c°5: W
a ics cuales Beijerink propuso dar el nombr; - ba_ﬂlos i [’omnn v

El iniciador de la sistemitica del grupo, h ge':eml . IJCtObBCHOS:
puesto una clasificacién que contempla ap l:: a sido Ol - !u &
cuitivo y las propiedades cnziméticas frente i 109' e T
o a los diferentes componentes de la

De las multi i i e
de considerar en def)a]lelse ;2’:;‘1“; ?ll:xee (:I:::n daSl‘hca'ﬂ'én‘ eﬂglOba'-' Mgt 4,

aplicacién en Medicina, a las cuales

nos vamos 2 refcrir a cont’ i6 i ecies son: el b 1 bu garo de Grl
v 1 imnuacion. DlChilS eS; i i
. syt : ’ :
jr % actio 1 a
gO!O(f el bJCllo aCldOfllO de MOl‘O Yy los estreptococos li’lCtiCOS
.

BACILO BULGARO DE GRIGOROFF., :

LS un germen que s i
que se encuentra especialmznte en el yoghourt, leche acids
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so obtiene sembrando la leche con un producto conocido con el
d “maya’’ obtenido por desccacion de un yogourth antiguo.

EgiP= cn-ucnlmn en el yogbourt varias especies de bacterios, de los cuales la

s me s 2l bacilo bulgaro, fermento lictico muy enérgico.

de Bulgaria. que

mas importa
__ Los clementos que lo represertan son bastones de grosor

W orfologia. p D :
i rones de longitud, por 0.5 micrones, inméviles, de extremi-

: 7 mic

.ariable, de 6 2 '
i algo redondeadas, @ menudo en cadenas, a veces en filanientos.

L g e

C oo la anilina. Son Gram pOsItiVOS.

Se colorean bien con ios colores basicos de

s. — EI bacilo bulgaro s¢ desarrolla mejor en pre-
a2robio facultativo.
ordinzria ni en general por debajo de 22% Se
o a 37¢ tiene su optimum térmico a 40°% creciendo aln bmn' a
dcil:.ﬂ'O“a P": 56“‘ VSc ’1c ha considerado, por lo tanto, como una especie termofila.
s }[]I,ajma;;er. gelatina ¥ caldo ordinario se desarrolla poco © 1o seddc;:cr;?ﬂ;
Al contrario en agar- glucosado, 1actosadf) o en .agar-suc;o O:OI b‘;nco
desarrolla abundantemente. dando colonias pequenas. puntiformes, de ¢ :

amarillento.
No se desarrolla ¢n papa-
La leche cs un espléndido
tiempo de

Caracteres de los cultivo

sencia de aire, pero parece S2r an
No vegeta 2 la temperatura

medio de cultivo; a 40% se coagula en algunas
h prolong,indosc el coagulacion 2 medida que la temperatura
oras, J d

1 25 y aun 30 grs. por litro

sciende. )
o roducido alcanza i
cos dan apenas 10 grs. Es

La cantidad de icido lactico P 24
de leche, en tanto que 1os otros bu2nos ferm?ntos facti
una mezcla de icidos lacticos derecho ¢ izquierdo.

Ademas de la lactosa, fermenta la gl‘u‘cosa, l'a
nando la formacion de scidos lactico, aceticor for

cién de gas. '
pmd“cBacterio;gégicamcmc considerado el bacil
de los fermentos lacticos cuyas grande
s en conjunto con

maltosa, la manita, determi-

mico, oxalico ¥ alcohol, sin

o bulgaro se reveid como el mas
. . : . . n
s aplicaciones en {a industria ¥ ¢
‘ i vamos
e {fa de los otros tipos que
terapéutica las consideraremo

a describir a continuacion.

BACILO ACIDOFILO DE MORO.

Moro ha descrito con este nombr s
alimentados 2 pgcho, sembran !

idulado al 1% con aci

aislado de las depo-
n un medio
ultivandolo

e un pbacilo qu2 ha o
cho producto ¢
siciones de los ninos o actico. . €
2 base de levadura de cerveza ac

S ey ia marcada
gSe trata de un germer qu2 presenta una preferencx

i 2 ¢ le designa- ;
g o i nonkes S ;s pastoncitos ordinariamente bastante
sentan son
Los clementos que lo repre

i esOT,
or 0 0,9 micrones de esp
cortos, que miden de 1i5kat micrones de laigo P ‘ 'ifsa A idane
’ T ' - o
de cxtremidades libres liger:meme en p\mtal- '1 i i e ‘osis se en-
2 nmov dispuestos

i 1 s. En los cultivos V os o en an obio
dxplobacdos o en cadenas cortas.

4 filamentosas.
cuentran a menudo formas mas largas

por los medios

o aun
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No presenta esporas.
Sec colorea muy bien por el método de Gram: sin embargo. en los ey
viejos los clementos se decoloran con facilidad. tivos

Caracteres de los cultivos. — Es un germen  eSpecialmente
desarrolla también, aunque con menos facilidad, al abrigo de| aire. Sy ¢ ti
térmico es de 37%; no se desarrolla por bajo 22°, PR

Como lo hemos dicho, prefiere jos medios icidos. Ep placas de
de igar - gluzosado, Jas colonias tienen el aspecto de pelotones de cabel]
en la periferia, prolongaciones muy finas, ramificadas que conver
Centro para formar un nicjco oscuro. Los cultivos despiden un clor

En agar corrient: se desarrollan colonjas delgadas, irregulares
de bordes ondulados, Igual aspecto presentan . en géhtina.

‘ En caldo - mosto acidificado no produce enturbiamiento, depggiss
sedimento que asciende por agitacion. | PoRER

En leche ¢] desarrollo ¢s bastante lento: des

Una coagulacién que comienza por Ia parte inferior,
involucidn,

agar - mostg,
© que emijtep
82n  hacj, el
acético

* lransparen;es.

pues de trog dias g Produce
. Son frecuentes las formas de

No hay crecimiento visible en Papa. No produc, indol ni fed
Fermenta 1a glucosa, |3 levulosa, 15 lactosa, 855
rosa y la rafinosa cop produccién de cidos en ca
Viven en ¢l intestiny del hombre,

donde es faci aislarlo en of periodo de lacta
nes de los adultos.

uce los nitratos,
la galactosa, la majtosa, la saca-
ntidad apreciable,

donde se aclimata ¢op facilidad y de

ncia. No se encuentra en ;s deposicio-

£, S.T REPTOCOCOS LACTICOs,

mentalmente por la falta g vi
Son excelentes fermento

1da, reprege . Yonifd
,cPresentada por la eXperimentacidn cienti-

Gaa ' Vivo (antibiosis), que ha con-
actericida de los fermentos o cons-

iruye el Acido lactico derivado de la fermentacidn de los hidratos de
if 4 ¥ 08 i i

arbono del medio, acido que al estado naciente goza de dichas pro-
@ . . { i

piedades bactericidas y es al mismo tiempo organotropo.

Aplicaciones de los fermentos lacticos.—FEs en Ia industria de
{2 leche y de sus derivados, donde los fcrmagtos léctiFos encuentran
aplicaciones que aumentan dia a dia. Es en la preparacidon de la man-
tequilla, de los quesos, etc., donde su papel es fundamental’ para la
obtencién de un sabor y de un aroma agradables. De aqui se 'han
deducido sus importantes aplicaciones en productos lacteos con fines
terapéuticos, como son la leche albuminosa, el babeurre, la leche
aciddfila, para no citar sino las més importantes.

Si recordamos la importancia que tiene la conservacif')n del equi-
libzio entre las floras sacarolitica y proteolitica’dell inFestmo normal,
se comprendera que los fermentos lacticos estarin md.lcados en.l't;c!os
aquellos trastornos que derivan de. ’Ia ruptura de dicho eqyi 1d;1;).
como son la enteritis y gastroenteritis agudas, las er}ferocolxtxs e la
infancia, las diarreas de fermentacién o de Qutrefaccxon,' I'a constipa-
cién rebelde. Como coadyuvantes de tratamxeptos es?ecxfl'cos pueden
indicarse en los sindromas disentéricos de origen microbiano o pa-
rasitaric, en la fiebre tifoidea, etc. ,

En todos estos casos los fermentos Iéctic'os contrlk-)qyerl' a nor-
malizar la flora intestinal y con ello las funciones del' mte,st}no ex:é
tando la produccién de nuevas cantidades de substancias toxicas q
son las responsables de estas enfermedades graves. o :

En el terreno de las afecciones supuradas; el éxito obtenido Ceir;
las observaciones de multiples autores; no es mas quedlaszorllliifclzgz :
16gica de sus propiedades frente a la flora gz;zgelr;z; f:rme;;tos o2y
el o i grandet Zs;Zia‘esEge:i:-ac.tﬁan destruyendo los

& icidas y organotr : »acht )
;Z;r:::e:ac;;e;:fljcc‘ié};, piro son absolutamente mofensxlvos :;:ayla;
células del foco aun cuando se empleen en forma prolong

concentraciones elevadas. : :
16 i series
En los focos supurados su accién se manifiesta por tres

de fenémenos fundamentales: ’ ' :
1¢ Los agentes patégenos son destruidos, porque la acidez de

medio impide todo metabolismo microbiano. . : eeiss
2¢ Las toxinas enddgenas y las solubles se inactivan
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manifiesta, con lo cual se evitan los fenémenos locales y de intoxijca-
cién general.

3¢ La reaccién alcalina del pus desaparece por el equilibrio que
s¢ establece entre los iones OH del foco y los iones H del cultivo de
fermentos. Como consecuencia de lo anterior la reaccién acida peri-
focal que el organismo ha producido como elemento de defensa, no
tiere razén de existir, la reserva alcalina vuelve a sus limites nor-
males, la nutricién de los tejidos del foco se hace en condiciones fi-
si.olégicas, su actividad aumenta y con todo ello los procesos biolé-
gicos de cicatrizacién y epidermizacion se aceleran.

De lo anterior se deducen las grandes aplicaciones de los fer-
mentos en las heridas operatorias supuradas, heridas contusas. abs-
cesos, ostc’omiclitis, ulceras atdxicas, panadizos, empiemas, etc. En
Gm'eCS)I'ogm: en afecciones supuradas del cuello uterino, en las vulvo-
vaginitis; en Urologia: en las cistitis banales como en aquellas que
comiplican la tuberculosis renal; en Obstetricia: en las infccciociles
pu?rpcra‘le's, los resultados obtenidos permiten concluir que la bac-

r
ltg:cziteerlzp:z;:oct:slzes ispf;:;i::t:; e:erllx:rc;ldc los tratamientos raciona-
g ’
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CAPITULO XXVII

GRUPO COLI Y OTRAS ESPECIES INTESTINALES

A estc grupo pertenecen algunas especies de bacilos Gram nega-
tivos de 0,5 a1 6 2 micrones no esporulados, moéviles o inmoviles
que fermentan la lactosa y otros hidratos de carbono con formacién
de acido y gas, coagulan la leche, forman indol en los medios pep-
tonados, no lictan la gelatina y se encuentran cn el intestino de la
mayoria de los animales. . -

Pertenecen a este grupo:

Bacillus coli communis.
Bacillus coli communior.
Bacillus lactis aerogenes.

Bacillus acidi lactici.

Se clasifican también en este grupo otros .germe{les muy seme-
jantes, pero que presentan algunos caracteres diferenciales respecto 2

sus propiedades fermentativas. Estos son:

o caracteriza por fermentar len-

Bacillus coli anaerogenes que $ ; :
lo produce gas después de 2 0 3

tamente la lactosa (7 a 21 dias) ¥ s0
dias de la fermentacién en medios liquides.
__ No fermenta la lactosa.

Bacillus para - coli. |
__ Los cultivos en medios sélidos lac-

Bacillus coli mutabile.
193
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tosados con rojo neutro muestran a los 3 6 4 dias la aparici
ricidn d
e

colonias hijas.

CARACTERES DIFERENCIALES
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B. coli communior —J{——{——-}— —_;_]Lw | !
‘ FE

solucion
se mani
pidr a 12 2

BACILO

hombre

nacimiento,
en el polvo, etc. Como

trics, fle

REACCION DE VOGE
S - PROSKAUER Y RE

ACCION
oE Lo DEL ROJO

Estas reac P
cionzs son reconi
. § ec mzadas por Ia e 1 a Yy americana para
scuela mgles
la ldCHUhCaCloll de.los '.mcmbros dcl grupo Coll. Para estas reacciones se Slelﬂbra
el germen en cs/lud/lo en (’1 medio de \ogcs-Proshauer (agua pcptonada al 1 «
con gIUCOSﬂ al 2 /0 Y ioSfatO blpotasu:o 31 /7 /0) Incubar . /
l, ¢ . a 3; grados

Reaccion d
e Voges Prosk ;
; s .
medio, se forma ademis de losa:i‘e'ré Por la fermentacién de la glucosa del
tancia volatil r cidos, acetil - metil - i
it 2til - carbinol
e Scrau qll;e cuando se mezcla con hidréxido dqu€ e, lna subs-
e cum‘.ro uce color rosado de cosina. La rmcc:épo':ast}c: iy e
5Ce 'O . < 4 n 2 o
acuosa de potasa al le/n d[_med‘0 de Voges - Proskauer con 5 ¢ cs d z‘celm'e'z
P e 2 .c. de solucién
color de cosin on. posttiva s (V
e a que - Bolieh ifi
e a;cgased produce lentamente (12 horas) y. se) sedmamﬁesta por
2 n 1o = u ins-
R e lo al c.umvo una solucién de alfa fp le e Obtener' A
on los cultivos de 24 horas, de 3 5 —
, de 3 y 5 dias.

Reaccidn del roj ;
jo de metilo. — ?
Prosk . : e AN5NcicNd ¢ ;
auer de 4 6 5 dias de incubacién a 37 g;;::lzvzge:: 3 6medl; e
ga a gotas de
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cuosa de rojo de metilo al 1 x5.000. La reaccion positiva (R. M. +)

a
. v 1 g o
a aparicion de un disco rojo en la superficie del liquido de

fiesta poOr 1
cidez del medio.

COLI COMMUNIS (BACILO COLI DE ESCHERICH)

GENERALIDADES

uentra como saprofito en la boca y tubo digestivo del
y de la mayoria de los animales ‘desde los primeros dias del
en la tierra, en las aguas contaminadas por excrementos,
patégeno produce septicemias, peritonitis, an-
bronconeumonias, endocarditis, peri-

Se enc

colecistitis anginas,

giocolitis,
carditis, meningitis, pielo - nefritis, cistitis, prostatitis, salpingitis, me-
Puede asociarse a otros agentes infecciosos

gmones gaseosos.

(estreptococo, B. diftérico, B. disentéricos) .

MORFOLOGIA

de extremos redondeados, de 2 a 4 micrones
a veces toma coloracion bipolar, posee
ble segun las razas.

Es un bacilo recto,

de largo, Gram negativo,
4 3 6 flagelos, su movilidad es muy varia

CULTIVOS

Anaerobio f acultativo, se desarrolla en todos los medios de cul-
tima 37 a 38

y 46 grados, temperatura Op

tivo corrientes entre 4
lor fecaloideo.

grados. Los cultivos tienen O

Caldo. — Enturbiamiento rapido, desarrollo abundante, olor

fecaloideo.
Agar. — Colornias p

lanas grisaceas, de contorno liso © irregular.
ugr y “R” por enveje-

Se puede obtener la disociacion en colonias ;
cimiento, por cultivos en medios con antisuero hamologo, por adl”
i6n del bac-

cién de sales de litio a los medios de cultivo, y por 3¢

teridfago. 57
Gelatina. — Cultivo sbundante. No hay 11cu?facc10n._ )
Leche. — Coagulacion en masa nl 1 e R0 s DR formacion
de acido lactico.
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PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Propiedades sacaroliticas. — Fermenta la mayoria de los azu-
cares con produccion de gas: Jactosa, glucosa, levulosa, galactosa, mal-
tosa, manita, glicerina. La fermentacién de la Jactosa constituye un
caticter diferencial con el grupo tifo - paratifico y grupo disentérico
que no la alteran. :

Propiedades proteoliticas. — No licta la gelatina, no digiere
el suero coagulado, ni la albimina de huevo. No disuelve el codgulo
de la leche. Ataca la peptona de los medios de cultivo con produc-
cién de indol e indicios de H2S.

Propiedades reductoras. — Tienc accion reductora enérgica
(tubo B., caldo tornasolado, etc.).
Vitalidad. — FEn los cultivos el bacilo coli conserva su vitali-

dad durante 4 6 5 meses. Muere por calentamiento a 60 grados du-
rante 10 a 20 minutos. Resiste tres meses a temperaturas de 1 a 11
grados, pero las alternativas de coagelacién y de deshielo lo matan
ripidamente. En el 1gua y la tierra vive 3 6 4 meses. Muere rapida-
mente bajo la accién de la luz solar (20 minutos) y de los anti-
sépticos, sublimado, fenol al 1 6 2 por mil.

Virulencia—Cecnserva largo tiempo su virulencia en los medios
de cultivo.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Para tener valor, el examen baclerioldgico debe efectuarse en el
indwiduo vivo. El Colibacilo pulula en el cadéver pocas horas des-
pués de la muerte y aun durante la agonia.

En la sangre. — Se hard un hemocultivo. Observar durante
varios dias y sembrar en medios sélidos para su aislamiento e iden-
tificacion. Tener presente la infeccién secundaria posible colibacilar
er]1 ;l curso de otra enfermedad infecciosa (fiebre tifoidea, por ejem-
plo).

'quuxdo céfalo - raquideo. — Seguir la técnica indicada en las
meningitis.
Exudados y pus. — Practicar previamente un examen directo:

st hay pocos elementos microbianos proseguir el diagndstico por cul-
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n la forma corriente, cuando la flora microbiana es smuy 4w
iada (pus, orina purulenta, deposiciones, et e rus
ar ¢l producto patologico, previa dilucidn en suer f

as de Petri con Agar lactosado tornssoiads

tivo ¢
dante Y VoI
micnda sembrar
- 14gico, en varias plac I o
5i0i08! de Wiirtz). A las 24 horas se observaran las colonias 2.2
((;:ed{:j COlibJCilO da colonias I'OjaS (Vira.if: del I,I;l’h?:’,’lz/ por er

mentacién de |
los disentéricos d

¢i€5rc
0

1 lactosa. Los gérmenes del grlipo ['ifo - paratifics y
an colonias azules (fermentacion negativa, .

iNTERPmaT,\CIéN DE LOS RESULTADOS.
1¢ Siendo agente habitual de la infeccion cadavérica, su €O
bacion carece de significacion en el cadaver. :
e indivi i s siempre un hecho p2-
2¢ En la sangre, en el individuo vivo, ¢ p I
tolégico. Asegurarse que no existe a
(B. tifico en particular) .
3¢ Su presencia en Organo g
higado, etc.). caracteriza una infeccion colibacilar. DR
4° En los organos que albergan normalmente ¢ ok ai 510:
i a una lesion
interpretacion debe ser prudente; se aflrmara‘ cuandc? exx(siti o
grosera (cistitis, angina) con desarrollo cast excluswo] e Smda. <
ir diagndstico bacterioldgico, comprobar 1a pre :
et i islado en el propio suero del
anticuerpos especificos para el bacilo aislado

enfermo (_aglutininas) :

o

| mismo tiempo OLrG Zermen

' : + 12 biliar
s cerrados (pulmén, vesicuia Dias

NEUMOBACILO BE FRIEDLAENDER

GENERALIDADES

emente
Al estado normal el neumobacilo se encue_zzrz 1::::;2:35.
en la boca y a Veces en las fo.s 2 nas;:ie;;sb;;n?e:ilones localizadas q‘clle
Al estado patolégico existe eft == ‘bacilo puede
provoca y, a vfces, en la sangre. Al igual Qule eal ;i—gl;ocar s
pasar del estado saprofitico, queé le s habitua r'leumonias' pericardi-
manifestaciones patolégicas: pletico bl'onfcondos meningitis, oti-
tis, endocarditis, abscesos superficiales ¥ R ‘;r inf'ecciones generali-
tis, cistitis, etc. También es capaz de provoc

I v v 1 ia

o ulen 1 uy anable. La tendenu
irul cia del neumobac1lo es m

e tal cs marcada.

4 .z 1 n
supurativa en la inoculacién experime e

PU— wm
2 ST



CARACTERES MORFOLOGICOS Y DE LOS CULTIVOS

Bacilo o coco - bacilo traposo, rodeado de un capsula muy vi-
sibie. No toma el Gram (Gram negativo). Inmévil. Sin cilios.

Se desarrolla facilmente en los medios corrientes de cultive
Anaerobio facultativo. El cultivo en gelatina por picadura da unz;
imagen en clavo muy caracteristica; no la licda. En los otros medjos
solidos (agar, suero coagulado, etc.) da colonias blancas, viscosas

Fermenta la mayoria de los aztcares. No produce indol, :

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

El examen directo (desgarro, pus, serosidad, falsas membranas)
nos hard sospechar su presencia, cuando revele la presencia de un
bacilo traposo, Gram negativo y capsulado. En todo caso sera nece-
saria la identificacién mediante los cultivos. El hemocultivo sefialara
una infeccién generalizada.

o L2 no produccién del indol y la cipsula permiten diferenciarlo
rapidamente del Colibacilo.

Variedades del B. de Friedlander.

Los .bacilos llamados del “Ozena” y del ‘‘Rinoescleroma’,
(B. de Frisch), son muy semejantes al B. de Fricdlander.

El Bacillus Lactis aerogenes es muy vecino al neumobacilo,
muy frecuente en la flora intestinal, fermenta los mismos aziicares
que .el' B. de Friedlander con excepcidn de la dulcita y es un enérgico
acidificador de la leche (“fermento lactico’™)

BACILLUS FECALIS ALCALIGENES

Es un huésped frecuente del intestino Y por excepcién puede
hacersc patégeno. Un examen superficial puede inducir a erpo
confundirlo con el bacilo tifico. Es la posibilidad de es lr i
nos induce a conocer este germen. " TR

Posce la mayoria de los caracteres del Bacilo de Eberth incl
la movilidad, pero no hace fermentar ningin azécar, no ;::d?lscz
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hidrégeno sulfurado e intensifica el color azul (alcalinidad) de los
medios tornasolados. Los sueros aglutinantes para el B. tifico no
aglutinan al B. Fecalis alcaligenes y viceversa. (Ver Bacilos tificos) .

BACILLUS PROTEUS (PROTEUS VULGARIS)

GENERALIDADES

Se halla muy esparcido en la naturaleza (agua, tierra, estercole-
ros, productos alimenticios alterados). Desempefia un papel impor-
tante en las putrefacciones (putrefaccion cadavérica).

Saproéfito casi constante del intestino del adulto, puede obser-
varse, como germen de asociacién en diversas infecciones intestinales
cuyo prondstico agrava siempre.

El Proteus es causa de infecciones intestinales, enteritis y dia-
rreas infantiles (colera infantil), intoxicaciones alimenticias. infec-
ciones de las vias biliares y urinarias, etc. Es igualmente agente de
supuraciones (peritonitis, pleuresias, artritis, otitis, sinusitis, etc.) y
puede infectar dlceras y heridas. Se asocia, a veces. a los anaerobios,

cuyo poder patdgeno estimula. Produce flegmones que simulan la-

gangrena gaseosa (flegmones urinosos).

CARACTERES MORFOLOGICOS Y DE CULTIVO

Morfologia variable (cocobacilos, formas bacilares y filamen-
tosas) ; muy movil. Gram negativo.

Anaerobio facultativo. Se desarrolla facilmente en todos los
medios de cultivo, aun en aquellos desprovistos de albtminas.

Agar. — Sembrado en el liquido de condensacion de.l agar apa-
rece un velo invasor que cubre toda la superficie del medio.

Gelatina, — Lictia ripidamente la gelatina.
Agar - plomo. — Produccién de Hidrégeno sulfurac.io.
Caldo. — Abundante desarrollo con produccién de indol. Olor

putrido.
INOCULACION EXPERIMENTAL

ble segtin las cc};as) para el conejo y el

Poder patégeno (varia :
de 5 c.c. de un cultivo en caldo,

cuy. La inoculacién subcutdnea
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determina la formacién de un absceso en el punto de i
er}rlaql{CCimiento progresivo y muerte del conejo hacia elli}l‘(‘) Culladén,
via peritoneal causa una afeccién caracterizada por diar g
pucs de provocar la caquexia termina por la muerte hazie;, ;l“e de’s-
il lcuy resxst? mejor a la inoculacién subcutanea. .
ey ic?:li,ipssﬁbj;t'los animales se cqmprueban ‘hemorragias en
Lo i z]meo, I;xudado peritoneal, congestiéon intesti-
i e m:ecs). 1 Proteus se puede aislar de las visce-
rtos por inoculacién experimental.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Las infecci
iones humanas por B. P
e A b nas p . Proteus pueden ser de
1)mductos1ologllc’amentc mediante la investigacién del germ e
. . . ; g en
e ‘pato ogicos (procedimiento directo) y el d"‘ né ! e
oidgico (procedimiento indirecto) e

Investigaciéon d

el B. Proteus Culti

aisla s . — Cultives. — Se

r de las deposiciones, de la orina, de la sangre, de lafﬁs lo .Ic)iugde
3 , s serosidades

o del pus. Basta
- sembrar el material
sospechoso en el a
agua de con-

densacién de un tubo de a inclin ]
i gar inclinado que se mantiene i
]igcfo - b21‘:nhzrea;s a la estufa a 37¢ el B. Proteus rccubr:e;telczi;
e quecino la superficie del medio. Proceder a su iden-
~ INTERPRETACIO!
T saﬁgi?:]uDE i_os I'lESU’LTADOS.——-Cuando el B. Proteus
ol Sl,;,D:lmc.v’a or dxagnost'ico es indudable. Si se encuen-
P 1 pre;mC;awn se le considerard como el agente especi-
R e i n'ormal en el intestino del adulto hace di-
e Obtieenn ciertos casos; (es mas facil interpretar los
e ﬂ;n en el recién nacide porque el B. Proteus
R iy pr;? normal de su intestino) Para confirmar
TR el eus en esos casos es preciso asociar los dos
g propiea:gmprot?ac1on directa y abundancia del ger-
L e la.g;utmante del suero del enfermo para el
Bt e o V1‘ ar que este microbio pulula en el ca-
tanto, su hallazgo en él carece de importancia.

Diagnésti
ostico serolégi
olégico. — El suero de los enfermos atacados

por el Proteus v :
ulgaris goza d i
s ¢ pro -
una emulsién de este microbio propiedades aglutinantes frente a
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VARIEDADES DEL BACILLUS PROTEUS

Se han descrito numerosas variedades de B. Proteus que se di-
{erencian PoT caracteres que no son especificos y que pueden ser fa-
mente modificados (accién sobre los azicares, accion sobre la ge-

cil
na, produccic’m de indol, etc.).

lat1

BACILLUS PROTEUS X 19

ariedad se caracteriza porque es aglutinada por el suero de
tifus exantematico: raientras el suero de conejo inmu-
{ Proteus vulgaris aglutina otras razas de Proteus pro-
intos origenes, el suero del tifoso actua especifica-

za X 19. Este hecho junto con la presencia
de estos mismos

Esta v
enfermos de
nizado con ¢
cedentes de dist
mente solo frente a la ra
de Proteus X 19 en la orina y en las deposiciones
enfermos (Weil y Félix), indujo a atribuirle un rol etiolégico en el
¢ifus exantematico. Hoy esto no se acepta y no obstante, la reaccion
de aglutinacion del Proteus X 19 por ol sucro diluido del enfermo
(Reaccién de Weil - Félix) se considera altamente especifica en el
diagnéstico del tifus exantematico. Se explicaria por la existencia
de factores antigénices comunes a la Rickettsia y al Proteus X%

FORMAS “O” y “H”.

Félix sobre el Proteus X 19 demostraron la comple-
jidad antigénica de este microbio. a partir del Gescubrimiento de dos variedades
de colonias en los cultivos viejos de este germen, que 010 solamente difieren POT
os sino principalmente Por sus caracteres gerologicos.
planas, regulares (e} = ohne hauch
— sin velo) se desarrollan otras colonias de crecimiento invasor, que se extienden
rapidamente por la superficie del agar (st = hauch — velo). El examen mi-
croscopico ‘al fresco’’ dz una emulsién de colonia ‘O demuystra que estd cons-
tituida por bacilos inméviles, mientras que los de colonia “‘H” estan dotados de

gran movilidad.

Desdz ¢l punto de vista serologico e
lacién expeximcmal de colonia
finc de aglulinacién (granular). mientras q
“H'" da el tipo de aglutinacién de grumos gruesos (flocular) .

La prueba de Castellani demuestra que el tipo “O” adsorbe so¥amcmc las
aglutininas «Q’, mientras que el tipo “H” adsorbe las de ambas variedades; en
ofecto, la inoculacién de la forma ““H' produce un suero mixto, de modo que si
cste suero se coloca en presencia de la SNl aglutinacién es positiva, pero

con los caracteres de aglutinacién granular.

Los estudios de Weil y

sus caracteres morfoldgic
Junto a colonias bien circunscritas,

xisten diferencias no menos interesan-

+O" produce un suero que da el tipo

tes: la inocu <
ue el suero obtenido con la forma

forma
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Antigénicamente, pues, fa forma “H" esti constituida Por los ang
receptores de las dos variedades, Ya que es capaz do Provocar sy aparicign en of
suero de los animales preparados y de adsorberlas por I3 Drueba de Castellan;.

También los antigenos “H" y “Q" tienen rropiedades diferenteg.
tigeno “H' es termolabil y el antigeno 'O’ g termoestable,

Basindonos en esia nueva diferencia, podemos demostrar Que la colopj, “H
posze ambos antigenos: si después de un calentamiento 80° durante
femos en presencia de su antisuero respectivo una emulsién de colonia *
agiutinard, pero solamente en la forma granular fina caracteristi
el antigeno “H" (que aglutina en gruzsos fléculos) ha side

Al contrario de ‘los antigenos, la aglutinina s
finiral{ @t ies termolabil,

Teniendo en cuenta que las colonias “‘Q"" esta
inmoviles (desprovistos de cilios), se ha pretendid
caria en el endoplasma microbiane (antigeno somti,

“H" de las colonias méyviles ciliadas seria ecto lasmatico antigeno ciligr).
Y g sto

explicaria que Jos gérmenes de I, variedad “‘H" tuvieran ambos antigenos: somj.
tico y ciliar. Por lo tanto, no puzden oxistir colonias que pose
antigeno “H” o ciljar.

Igenos

el an-

. ésta
ca del antigeng o)

destruido Por el cajoy,
¢S termoestable Y la agly.

an exclusivamente

(Para un estudio mas completo, consultar Capitulo XXX, Salm
Preparacién def antigeno “Q, i

hasta obtener colonias de gérmenes inméviles o bien cul
fenolado hasta obtener colonias lisas (&8

d2 antigeno Q' S2 preparan med;

tivese ef germen en agar
S”) e inméviles, [ as suspensiones muertas
ante el calor o o] alcohol absojnz

{destruccién
del antigeno M),

Preparacion el antigeno “H. __ Es mis dificil de obtener (suspensién
flagelar pura) . el procedimiento consiste en agiracign prolongada y centrifugacién
de un germen movil,

En la prictica ¢ usa el antigeno ‘O estandardizado Y muerto en Jas
reacciones de aglutinacidn pPara evitar

los peligros del antigeno vivo.
Obtencion (, SUErodanty=1=G) e Inoctilese 5] conejo con emulsign de
gérmenes Q.

Obtencion (e SUero. ante - pres P
aglutininas “Q"’
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CAPITULO XXVIII

GRUPO TIFICO PARATIFICO

GENERALIDADES

ifoi i agentes etiol6-
Las fiebres tifoidea y paratifoideas tienen corlx:o 'Ifs s
gicos al B. de Eberth (B. thyphosus) y a los bacilos p
e > fi ifoi o paratifoidea
; Se encuentran en los enfermos de f'lebre tquxdjas Czrmdos o
I bazo, higado, ganglios mesentéricos, foliculo. Saoi
e ’ : 2 anchas
intestino en la médula ésea, en la sangri, en llasbir;xis e
ido 1 i en la ;
i i tenido intestinal, S Y. =
as de la piel, en el con > int . i
glc.uentra tfmbién en las complicaciones de la fle’b're t;denitis i
einnLofaringitis bronconeumonias, abscesos, ostextls.como S
r 3 ' :
sias, pericarditis, meningitis, donde se comporta
g ido 1 i onvalecientes
plogerSlo'l ede aislar del contenido intestinal de Ioshczm ey
s u % . . . c
d 1e oorliadores sanos que son los md1v1guos qu
Teinghs ifoi tifoidea.
a o para ' A
fermos de tifoide - Y
contafltf) dli'fm iven en las aguas, hielo, leche, ostras
ambién vi

S G ermos. : ’
polvo de las habitaciones de ?s enft, formado por microorganismos
ifico - paratifico esta form os redondea-
El grupo tifico - p . “bacilos de extrem Ag
: : . comunes: sos cilios,
ciertos caracteres e
que tienen tivos, no esporulados, dotadqs d e
dos, Gram negativos, T n los medios ordi
6viles, se desarrollan ficilmente e turbian el caldo, dando on-
m ’ z { entu
. . la gelatina, : la sacarosa;
: os, no licuan ctosa ni la
bios facu.lt’att\,/ in formar velos; no fermentan la la
das “moirées’ sin

indol"".
no coagulan la leche, no producen 1 5



CULTIVOS

Son anaerobios facultativos. Se desarrollan en los medios de
cultivo corrientes entre 4° y 46°.

Caldo. — Enturbiamiento homogéneo, ondas "mc;irécs",

Agar. — Colonias brillantes, ligeramente azuladas y transpa-
rentes las de B. de Eberth; mas opacas las de B. paratificos. Con fre-
cuencia en los cultivos viejos de B. de Eberth o por los artificios de
técnica conocidos puede inducirse la disociacién microbiana en co-
lonias “S”" y “R” que poseen las caracteristicas ya conocidas; las
colonias ‘S’ son redondas, de bordes netos, salientes y traslicidas
‘Las colonias “‘R”” son de bordes dentados, mas planas, de superficie'
irregular, ligerament2 opacas; estas colonias “R" corresponden a la
antigua descripcién ‘‘en montana nevada’'.

Leche. — No la coagulan.

Gelatina. — No la lician.

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Propiedades sacaroliticas. — No fermentan la lactosa. El B.
de Eberth fermenta sin produccién de gas la glucosa, levulosa y ga-
lactosa, manita y maltosa.

Los B. paratificos A y B fermentan los mismos azlicares que
el B. de Eberth pero con produccién de gas.

Propiedades proteoliticas. — El B. de Eberth y B. paratificos
A y B no producen indol.

i Propiedades reductoras. — EIl B. de Eberth no tiene propie-
ades reductoras. El B. paratifico. A posee o no posee propiedades
reductoras. El B. paratifico B es muy reductor.

Los\caracteres diférentes se resumen en el cuadro siguiente:

. )

Caracteres I |
diferenciales B. Tifico B. paratifico AB. paratifico B

Cultivo en Tubo B.:Gz\s——-— Gas + G

Reduccion — [Reduccién ligera  Reduccién intensa

iTintc amaranto Tinte amaranto Fluorescencia

Cultivo en Agar-

plomo. (H,8) '+ + — S

Cultivo en papa: Desarrollo escaso  Idem. Capa café-amari-
) Ilenta espesa

Aglutinacion: '
Suero anti-Lberth Aglutina No aglutina 'No aglutina

., anti-Para A No aglutina Aglutina No aglutina

., anti-Para B No aglutina 'No aglutina - Aglutina

Vitalidad. — Son gérmenes que tienen larga vitalidad: en los

cultivos viven 3 & 4 meses. Se destruyen por calentamiento a 60°
en 20 6 30 minutos; a 53°% en una hora. A temperaturas de 17 a 11¢
se conservan vivos por muchos meses. En el agua o en la tierra se
mantienen vivos 514 meses. La luz solar y los antisépticos Jos matan
répid‘amcntc. . '

Virulencia. — Muy variable, puede exaltarse por pasajes en
seric en animales de laboratorio.

INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

ifoidea y paratifoideas esta basado

El diagnostico de las fiebres t %

: : i existenci
en la investigacion del bacilo en el organismo Y e la

anticuerpos especificos en ol suero del enfermo.
o en el organismo.

Hemocultivo. — La investigacion d'el grupo T1dfo hp;x;;;gi;ceo
en la sangre puede efectuarse desde los primeros dlasdaeesté 0
dad y se hace mas ficilmente cuanto menos ayar;za hasm, Sigh
los gérmenes pueden persistir en la circulacién 1nciuso

ta semana.

1¢ Investigacion del agente etiologic
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La practica del hemocultivo consta de la extraccién de 5
10 c.c. de sangre por puncion venosa; la siembra en un medio de
cultivo apropiado y, por tltimo, la identificacién del microbio. Es
recomendable, para el buen éxito del hemocultivo, sembrar la san-
gre en gran cantidad de caldo (300 a 500 c.c.), con el objeto de
diluir lo mas posible los anticuerpos normales (aglutininas, poder
bactericida, etc.), que retardan o inhiben el desarrollo.

Llevar el matraz a la estufa a 37 grados; examinar el conte-
nido al cabo de 24 horas. Si el examen es negativo, agitar el matraz
para favorecer el cultivo y llevar nuevamente a la estufa; repetir
el examen diariamente, pues es frecuente que el hemocultivo apa-
rezca positivo (caldo turbio, examen en gota colgante) sélo al ter-
cero o cuarto dia. El desarrollo se retarda a menudo por la accién
inhibidora de la sangre (poder bactericida) y en otras ocasiones el
caldo se observa limpido, y sin embargo en el fondo del matraz hay
grumos constituidos de cuerpos bacilares aglutinados (aglutininas
de la sangre sembrada). :

Para el examen del hemocultivo se procede a hacer una colora-
cién de Gram y una gota colgante con el liquido turbio o del fondo
del matraz, con lo cual se orientara inmediatamente con respecto a
Id existencia de gérmenes, su morfologia, su colorabilidad, su movi-
lidad, etc. Para llegar a un diagndstico de certidumbre es necesario
aislar puro el germen, sembrando en medios sélidos por dilucién o
identificar por los procedimientos corrientes (caracteres de cultivo,
bioquimicos, etc.), o mejor. para hacerlo mas rapido, mediante los
sueros aglutinantes especificos. No hay que olvidar que existen in-
fecciones mixtas a B. tifico, paratificos y Coli.

Urocultivo. — La eliminacién de los bacilos por la orina no
se efectlia sino después de los 15 6 20 dias y no es contante, por lo
cual no debe considerdrsele como medio practico de diagndstico.

Bilicultivo. — Los gérmenes persisten en la bilis largo tiempo
después de su desaparicién ‘de la sangre y, por consiguiente, el bili-
cultivo es un procedimiento eficaz para descubrir los ‘‘portadores
convalecientes o crénicos”. El procedimiento consiste en sembrar en
diversos medios la bilis obtenida por sondaje duodenal.

Coprocultivo. — EI aislamiento de los bacilos tificos y para-
tificos de las deposiciones presenta grandes dificultades, por hallarse
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mezclados a numerosas especies microbianas, particularmente al Co-
libacilo, que invaden los medios sembrados. Se han preconizado mul-
titud de ‘medios y de técnicas (antisépticos, medios electivos. etc.),
pero el procedimiento a recomendar es el siguiente:

Aislamiento en placas de Agar lactosado tornasolado (Medio
de Wiirtz). Este procedimiento es aplicable en la investigacién y diag-
néstico de todos los casos de infecciones intestinales: Colibacilo, gru-
po Tifo - paratifico, B. de Morgan, bacilos disentéricos, etc. Cons-
tituye, pues, un método general de examen bacterioldgico de las
deposiciones y por este motivo conviene conocerlo con cierto detalle.

1¢ Recoger las deposiciones en una placa de Petri estéril y prac-
ticar el examen tan pronto como sea posible, pues toda tardanza
favorece el desarrollo de los sapréfitos y falsea los resultados.

2¢ Examinar al microscopio las deposiciones para orientarse en
cuanto a la cantidad de gérmenes: a mayor nimero, mayor debe ser
la dilucién.

39 Diluir en suero fisioldgico para obtener, después de agitar
enérgicamente, una emulsién ligeramente turbia -(emulsién A).

49 Agregar a un nuevo tubo de suero fisiolégico unas cuantas
gotas de emulsién A hasta obtener, previa agitacién, una emulsion
apenas visible (emulsién B).

5¢ Dejar caer una gota de la emulsién B sobre un punto pe-
riférico del Agar lactosado tornasolado (placa de Petri) y extex}der
dicha gota mediante una espatula estéril o una pipeta Pasteur trian-
gular sobre toda la superficie del medio.

6° Sin recargar nuevamente la espatula o la pipeta, sembrar
una segunda placa de Petri con Agar lactosado tornasolado. Ambas
placas llevarlas a la estufa a 37 grados y observar a las 24 hqras.

En esas condiciones sera posible encontrar entre las colonias ro-
jas de Colibacilos (fermentan la lactosa), colonias azules del grupo
Tifo - paratifico, disentérico, etc. . , g

Para el diagnéstico definitivo de la especie es necesario, a partir
de una colonia azul que se siembra en distintos _med19§ hasta obterller
un desarrollo seguramente puro, proceder a la }denttﬁcacton por 1°f
procedimientos corrientes y especialmente mediante los sueros aglu
tinantes.

2° Suero - diagndstico.

’ < Z
Durante la segunda semana de enfermedad, despues de los die
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dias de iniciada, es posible hacer el diagnéstico por [z inv
de las aglutininas especificas contenidas en [a sangre del
Es el suero-diagnéstico de Widal.

esﬁgadén
enfermo_

TECNICAS:

L.—Preparar el siguiente material :

1* Tres cultivos ce 24 horas sobr
paratifico A y de Bacilo. paratifico B.

2% El suero de un enfermo obtenido por coagulacidn de
tros ciibicos de sangre extraidos asépticamente.

3® Tres series de cuatro tubos

4® Dos pipetas Pasteur estériles,

Operar de 1a siguiente manera:

¢ agar de Bacilo de Eberth, de Bacilo

algunos centime-

de hemolisis dispuestos

€n un porta - tubos.
del mismo calibre,

Preparar las emuisiones microbi
en suero fisioldgico.

Preparar con suero fisioldgico .una dilucién al 1/10 del suero de] enfermo
en estudio.

anas disociando cuidadosamente el cultive

Repartir ]as emulsiones y ¢] suero
primera’ corrida de tubos recibiri 1a emulsion  Eberth:
Para A; Ia tercera, la emulsién Para B. Lav
fisioldgica al Pasar de una emulsién otra.

Para cada upa de est

del enfermo de Ia siguiente manera : la

la segunda, I emulsién

ar cuidadosamente |3 pipeta en agua

as emulsiones agregar:

en el primer tubo: 16 gotas,
en el segundo tubo: 18 gotas,
en el tercer  tubo: 19 gotas, y
tn el cuarto  tubo: 20 gotas.

distribuyendo después con |a pipeta gemela que proviene del estiramiento a la
llama de un mismo tubo de vidrio,

el suero diluido a] 1/10, de la siguiente
manera:

1* tubo: 4 gotas,
2" tubo: 2 gotas,
3* tubo: | gota,
4" tubo: 0 gota.

Sz tiene asi una dilucién del suero a los titulos siguientes:

I* tubo: | por 50,
28 tubo= ] por 100,
3? tubo: | por 200,
4% tubo: control o testigo.

19 gotas, pero con el suero diluido al 1/100. Se obtendrd asi los titulos
1’6,‘18&5‘ 1 por 500, 1 por 1000 y 1 por 2000.
Slgmm] ; tubos son mantenidos a temperatura de laboratorio y la lectura de
| “':acién s¢ hara por el procedimiento microscopico o por el macroscopico.
Ja agluti

If. —Puede emplearse, también, la técnica siguiente, cuyo fundamento es
°;llc igual al de !a que acabamos de describir, de la que se diferencia vini-
‘tame d
S5 ;ue por ¢l volumen de los elementos que se emplean.
can]c . . . %
En esta reaccion iatervienen:
a) El antigeno. ‘ : : "
b) El anticuerpo (aglutininas), contenido en el suero del enfermo a
vestigar. 2.2
¢) Suero fisiolégico, que va a actuar como ele;tr.oluo. ' ol
Se disponen 6 tubos de hemolisis y a los 5 tltimos se ies agreg(;x i 402
oll0;25% cict
de suero fisiologico. Se diluye el suero del enfermo al 1 x 25 agregan i
& isiologi la aglutinina a investigar va a
de suero fisioldgico, ya que L 1al '
de_suero a 6 c.c. ol ; Ry
lélcmcnto variable de la reaccion. Se agrega 1 c.c. 1dc esta d;l};u.c;n aalpl 3 5oy
: i i s ;
i : utininas diluida
E te ultimo tendremos las ag :
al segundo tubos. En es LS o . .
:lld ; ue ya existian en él 1 c.c. de suero fisioldgico. Se mezcla mtIml:u:wd %
- . ’ i endr
: tqy se deposita 1 c.c. de esta mezcla en el tercer tubo, en el cu:; s
i : ‘ o n el ante
ﬁnr; dilucion de los anticuerpos al 1 x 100. S? }.)rocedc corlno(;]ud(m pechl
continta en esta forma, evitando agregar al ultimo tubo la
se : -
ceerpo, pues dicho tubo va a actuar comc; comr:l. s e L B,
i cCid regando 1 c.c. de la ¢ '
Se termina la reaccién ag it e =
inal a
' ici dremos una dilucién
stas condiciones ten o M
lulljo. %nl : 100 en el segundo, al 1 x 200 en el tercero, al 1 x 1
= e« : ) ilucio control.
;ual 1 x 800 en el quinto. No ‘hay dilucién de suero en el

i 5pico. — Permitird una lectura rapida

ocedimiento microscopico. : s

ya qul:res posible que a los 20 minutos de contaclt:éom:iu;: ;l, lamingla

‘ del laboratorio se pueda observar entre B

ralumble fenémeno: la pérdida de la movilidad y a prcomparar
s:n:lZmiraednos microbianos (aglutinacién). Es preciso

16 i trol.
siempre con la emulsién testigo o con

: a la tempe-
Procedimiente macroscépico. — DeJai nlolsa t::;z;a SR
ratura del laboratorio durantg 24 horaz ?man grumos mds y mas
rante 6 horas. Durante este tlempol Sfeon:lo e To fubosaLa lect-ura
gt g s fiepos;tzzgd: ;:relo menos sirviéndose de urx:“mlcl)l;
se'har?'en e agh'lt;n?ec ;)odr;i observar dos 6rdenes dehfﬁl;;se o
mmac“’"}:g{;ﬁ;;‘:;:n'to de la emulsion, que en-c}ugarxrij elaagua.
lesccnatz, como en el tubo control, se ve limpida co
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b) Sedimentacion de los microbios que por agitacidn de Io§
tubos ponen de manifiesto los grumos perfectamente visibles,

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.—EI diagnéstico es £3.
cil si la aglutinacién se produce para uno solo de los gérmenes Uti-
lizados.

Debe considerarse util para el diagndstico cuando al haber aglu-
tinacién para las tres especies microbianas, el titulo de una de ellas
es seis veces superior que el titulo de las restantes.

Cuando la aglutinacién para las tres especies es a titulos seme-
jantes o muy vecinos, hay que concluir de que hay presencia de
coaglutininas'o bien de que se tratarian de aglutininas especificas por
infecciones mixtas tifico - paratifica. El diagndstico en estos casos no
podra efectuarse sino mediante la prueba de la saturacién de las
aglutininas de Castellani.

La suero-aglutinacién es considerada como positiva en la inter-
pretacion clinica a partir 1 por 50 para el Eberth y Para A y al 1 por
100 como titulo minimo en el Paratifo B.

En los individuos vacunados por via subcutdnea con la va-
cuna preventiva TAB, la inmunizacién determina la formacién de
aglutininas idénticas a las provocadas por la infeccidn, lo que debera
tenersc presente para evitar un grave error de diagndstico.
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CAPITULO XXIX

BACILOS DISENTERICOS

La disenteria bacilar es una colitis ulcerosa esp'ecific’a.debida a
la accién de los gérmenes que pertenecen al grupo disentérico ydqlrlle_
se encuentran localizados en el intlest.mo grueso de lo§ lenfern}:o;,anoen
de producen ulceraciones caracteristicas, 'comoLtamble'n .sealez ety
los ganglics mesentéricos. No se gefmrahzan. 0s c;i)rmcxp DR
bros de este grupo son agentes patogenos que pro uc(eln ; e
senteriformes, caracterizados por la emision frecuente de dep s
(20 a 30 diarias) que contienen sangre, mucus y.pus, a.comfe e
de tenesmo. Los bacilos disentéricos se pueden dnfer.elr.lccila; s
grupos de gérmenes intestinales poF la falta de mgw lasa ;,Ppor e
mentar los hidratos de carbono sin producgpn edg e
reacciones seroldgicas. Se hallan en las deposiciones de b
y convalecientes, donde a veces pergisten pot alglunossomde e
dores de gérmenes) ; se les puede encontrar, en ¢ cur et
mﬁ\s. en individuos que han estado en contacto con
sin haber presentado sintomas disentenformes: e

Los bacilos disentéricos son: el B. de Sh;%:},{:ir 1B i
pico y produce los cuadros mas graves, el B. dT - 1esa, Pl e
y el B. de Strong, considerados por la escueia 15g e b
grepo (Andrews e Inman), que comprend;n e
V. W, X, Y y Z; ¢l B. de Schmitz y ¢ B. et 2 ennifhadles

Estos gérmenes tienen los siguientes cara? e g P
de extremos redondeados, de 1 a 2 micxones: i:)ls e
sin esporas; Gram negativos. Se desarrollén en
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corrientes. Temperatura optima: 37 grados. No fermentan la lacg
fermentan la glucosa y otros azucares (variables seglin las especci)sa:
sin produccién de gas: en tubo B. producen color amaranto sip es)
no producen H2S: no coagulan la leche, no lician la gelatina_gas:
agar desarrollan colonias grisdceas, pequenas, semi - transparentes'- .
caldo producen enturbiamiento uniforme. ? P

Después de las observaciones anteriores de Baerthlein, Arkwirgt,
demostrd, como ya se comprob6 para los bacilos tificos y paratificgot
vibrién colérico, etc., que también las colonias de bacilos disentéric 5,
cultivados en agar pueden revestir dos aspectos diferentes: unas 1is§s
“g" (smooth), las otras rugosas “R"” (rough). 2

Esta disociaciér puede presentarse espontaneamente en los cul-
tivos viejos o puede provocarse por artificios de técnica. Los dos ti-
pos de colonias tienen las caracteristicas anotadas en el parrafo de
disociacién o variacién microbiana (Cap. VI). En la variacidén lisa -
rugosa se produce el consiguiente cambio en la constitucién de su
antigeno “O" en 0.

PROPIEDADES BIOQUIMICAS

Prfa’piedades- sacaroliticas. — El B. de Shiga fermenta sin
i)roduccxon de gas la glucosa y ia dextrosa: no fermenta la manita ni
a maltosa (algunas razas). No fermenta la sacarosa ni la lactosa. El

bacilo de Strf)ng fermenta la glucosa, la maltosa y la sacarosa y, a
veces, la manita y la arabinosa. |

Propiedades proteoliticas. — Los disentéricos no digieren la
carne, la caseina, la ovo - albiimina, ni el suero coagulado; no for-
man H2S. No tienen accién hemolitica. El bacilo de Shiga no forma
indol, algunas razas del grupo Flexner - Hiss producen indol, el ba-
cilo de Strong produce siempre indol. :

Vitali e, : 3 :
oo dldad' - Los B. disentéricos son poco resistentes: sus cul-
T accipél:: den lsu vitalidad en tres o cuatro semanas. La desecacion ¥
de una h ¢ la luz solar los destruye rapidamente. Resisten menos

na hora al calentamiento a 58 grados.

Virulencia. — ; . :
ey ':iCl& La virulencia del bacilo de Shiga se conserva en
$ durante anos; si sufren muchos pasajes por estos medios
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_antisuero Shiga y es menos patogeno par

pierden su propiedad de producir las lesiones intestinales caracteris

ticas, pero matan al animal por toxicidad.

ACCION PATOGENA EXPERIMENTAL

El B. de Shiga in'oculado a los conejos por cualquier via, se lo-
caliza gracias a su “virulencia electiva”, en el intestino grueso. El
animal muere en 24 6 48 horas. A la autopsia se encuentra una en-
teritis hemorragica con exudado pseudomembranoso. Las placas de
Peyer se presentan aumentadas de volumen y hemorragicas y la mu-
cosa cubierta con falsas membranas. El germen puede aislarse del exu-
dado, de las ulceraciones y de los ganglios mesentéricos que se en-
cuentran congestionados y aumentados de volumen.

Si los animales sobreviven cuatro o mds dias, pueden presen-
tarse deposiciones muco - sanguinolentas y paralisis de las extremi-
dades posteriores.

La inoculacién de cultivos muertos o filtrados de B. de Shiga
tienen el mismo poder patdgeno que los cultivos vivos: inyectados
a los animales sensibles producen los mismos sintomas y las mismas
lesiones: esto demuestra que el B. de Shiga actda por toxicidad.

Los bacilos disentéricos del grupo Flexner - Hiss, B. de Strong,
B. Schmitz y B. de Sonne, carecen practicamente de accién patdgena.
Solamente grandes dosis por inoculacién intravenosa, subcutdnea o
intraperitoneal son capaces de reproducir la disenteria experimental.

B. DE SCHMITZ (B. AMBIGUS B. PARASHIGA)

morfolégica y culturalmente

Es un agente de disenteria bacilar,
algunas razas

muy parecido al B. de Shiga: se diferencia de ¢l en que

fermentan la maltosa, muchas producen indol, no es aglutinado por
2 los animales de laboratorio.

‘En el conejo sélo produce la ‘muerte con ulceraciones intestinales ti-

picas cuando se inoculan grandes dosis directamente en el intestino.

B. DE SONNE (B. DE DUVAL B. DISI'AR)

eriores porque tar-

Es un disentérico que se diferencia de los ant e t
pruebas serologicas

diamente coagula la leche. Se le caracteriza por las
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y por la aparicién de colonias hijas (en los cultivos en agar de Wiirtz)
TLZ)"R

donde fermenta la lactosa después de tres o cuatro dias. Ad

[ 1 Y % ’

fermenta la glucosa. la manita y la maltosa. Produce indol. I ¥
‘ : . Inocu-

lado a los conejos, produce cuadros disenteriformes. &

L Malta- o ! | Suero | !
. Manite | M:L‘“ ' sr%:: | Latlosa | Indol | ss:-m; fle;. | Suero | Swero | Suar
o1 | IS ] 08 | pigs | Strong | Schmifz | Sone
‘ e ke e L |
Shiga-Kruse | — @ — | — | — | — ) ! A
{ i | = _— ] — | —
e T
exner-Hiss | - I . | Sl PRIEREEEL S |
L5y I e = el fL
gEy Lo il | o | | | ‘ N
I SR P L it | |
St T : Ny
Strong T+ i+ =+ ==+ —=1=
£ N | i R i i
Schmitz -‘ o — f 1 B
P N e e e e e
: \ =4 e '
Sonne + ‘\ i L J 215 i‘ ‘ !-—- -3
lead:d | tardia | ! e B B
| |

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

El diagndsti 10ldgi
prindpalrnegtosnco E)ac'tenologmo de las disenterias bacilares se hace
nte, por ia investigacién de los bacilos disentéricos en la;

g r g

1) Examen de las deposiciones.

X macrosc d
caracterizan pOI su consistencia semi - Il ulda
b E.xa)nen ””.CIOSC — to y otro
OplCO. Hacer un examen dlrec

por coloracid [ ici
. n de deposiciones frescas. Estos examenes permiten com-

probar la i o h o e

o eﬁr;seestcoxzs\ zieell‘i)lz;cxlos mmovqes, Gram negativos y gran can-
leucocitos polinucleares cres. o la‘ ’dlsenteria bacilar predominan los
bio en la disenteria amcbr'l proporcién de 80 a 90 por ciento; en cam-
rosos y predominan e Ii:fma' los elementos celulatECHEEREERE
los polinucleares son ma it proI?OIQén de 70 a 80 por ciento;
en fresco sirve también s escascs {20 6 30 por ciento). El examen
: mbién para descartar la presencia de amebas disen-
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téricas, también con deposiciones recién emitidas, pues en pocas ho-
ras los demas gérmenes de la flora intestinal se multiplican abundan-
temente, dificultando el aislamiento de los bacilos disentéricos. Si
{as muestras se mandan a laboratorios muy distantes, es recomenda-
ple mezclar las deposiciones recién emitidas con glicerina diluida en
suero fisioldgico al 30 por ciento; la glicerina retarda el desarrollo
de los gérmenes secundarios. * ; .

El procedimiento recomendado consiste en sembrar en placas de
Petri con agar lactosado y tornasolado. Con el asa de platino se
toma una porcidn de mucosidad y se lava dos o tres veces en suero
fisiologico; se emulsiona en otro tubo de suero fisiolégico. Se toma
una gota de emulsién y se distiende en una o dos placas de agar
lactosado tornasolado. Se llevan los cultivos a la estufa a 37 grados
y se observan a las 20 6 24 horas y se procede a la identificaciéon
de las colonias azules sospechosas, por los cultivos y pruebas de aglu-
tinacion, estudiando separadamente tres O cuatro de ellas para mayor
seguridad. Los sueros de los enfermos y animales inmunizados con
B. de Shiga aglutinan al B. de Shiga y tienen coaglutininas para el
grupo Flexner - Hiss, no poseen coaglutininas para los B. Schmitz
y de Sonne ni para los B. tificos ¥ paratificos. Los sueros Flexner -
Hiss no tienen coaglutininas para el B. de Shiga, B. Schmitz ni B.

de Sonne.

2) Suero - diagnéstico.

Solamente puede investigarse la presencia de aglutininas en el
suero a partir del octavo O décimo dia de la enfermedad, siendo, por
consiguiente, un diagnéstico tardio. El suero-diagnostico es e'mple’a.do
también para afirmar retrospectivamente und infeccion dxse.nten’ca
hasta dos o tres meses después de la enfermedad, y para el diagnos-
tico de las disenterias bacilares cronicas.

Comov los sueros normales pueden aglutinar el ti.po Shiga has-
ta 1 x 30 — % A0,y los HDOS atéxicos hasta 1 X 100, es oportuno

hacer las pruebas con los sueros sospechosos desde 1 x 50 para el

Shiga, y 1 x 150 para los demas. .
Cuando el suero es aglutinante para mas de un tipo hay que
~ pensar en co-aglu'tininas o bien en infecciones rr}ixtas. Para 'o’nen-

tarse precisa en tales €asos Ja prueba de Castellani, de saturacion de

las aglutinas.
215



CAPITULO XXX

SALMONELLOS]S

INTOX]CAC]ONES ALIMENT]CIAS

GENERALIDADES

Se ha des;
esignado by
g Jo el nomp Shr
€ran nimero 1 f¢ genérico de
e b L e =Sal 1%
e s - nz;cxlos’que N0 toman el Gram Yy que I:Onellas o
sy 5 “lyorla. °U tamafio habitual e ( 4 ao3 e::_orulan;
‘ . . - , Icrones.
sajera o defipic: ultiv
nit O puede
€osa casi siem Vamente comg ¢p las formag I(;) Fn ey <8
o i . Fer
a sacarosa, p :HCEOH I;I‘Oducaon de gas. No fermentamelnnlin e
: ’ an la gelag; N 1a lactosa ni
indol. Tog 4 8elatina, no coagy] ;
para | a3 las Cspecies conocidas g y a’n 2 lehi g proditer
OS animales ¢ Dara: ambog On patdgenas para el hombre
El estudio g i .

. e la estryct . :
% o ura T
W“I.' Felix, Andrewes, Arjy, “ntigenica de este grupo (Smith

. ; ; i 2=
?sl'xco y dxferencxacién de Ia o Y su aplicacién Préctica al diag-

nicag

t1c.aI entre algunag especies
urales y bioquimices
8lcamente diferentes,
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Procesos clinicos. — Los gérmenes de este grupo pueden pro-
ducir dos clases de cuadros clinicos diferentes en el hombre Yy en los

animales:
a) Fiebre tifoidea y paratifoidea caracterizadas por el sindro-

me tifico, por su larga incubacidn, fiebre continua, septicemia, etc.

b) Gastro - enteritis o intoxicaciones alimenticias, enfermeda-
des. con periodo de incubacién corto, sindrome de diarrea, célicos,
vémitos; la septicemia es excepcional.

CLASIFICACION.

La clasificacion de Kauffmann - White (propuesta por la Comisién de No-
menclatura de la Sociedad Internacional de Microbiologia), se funda en el cono-
cimiznto de la estructura antigénica de los gérmenes de este grupo y en la exis-
tencia de dos antigenos en las especies moviles. Todos los repiesentantes flage-
lados (moviles) del grupo estin constituidos serolégicamente de antigeno so-
mitico “Q", termoestable, conterido en el cuerpo microbiano y del antigeno
ciliar “"H", termolabil, contenido en los flagelos. Las cepas no flageladas sélo
contienen antigeno “O"". En la preparacion de sueros en animales, los antigenos
“H” y “O" producen sus aglutininas hemoélogas (aglutininas “O” y “H"). La
aglutinina ‘O"" sélo actiia sobre el antigeno “‘O’" de los bacilos y produce su
aglutinacion; los flagelos permanecen” moviles, lo que se puede evidenciar al
microscopio. Macroscépicamenté se observan en el liquido grumos finos (aglu-
tinacién granular). Las aglutininas “H'" sélo actian sobre el antigeno “H'";
los flagelos se inmovilizan y se adhieren unos a otros, el liquido se observa turbio
y con grandes grumos (agiutinacién flocular). Cuando existen juntos los an-
tigenos y aglutininas O y ““H", la aglutinacién “OH" puede producirse si-
" se produce mucho mas ripidamente (me-

multineamente. La aglutinacién "“H’
0" (dos horas a 37

dia hora a la temperatura ambiente), que la aglutinacidn
grados y 24 horas a la temperatura ambiente). Los grumos de la aglutinacion
“H'" se disgregan ficilmznte al moverlos. mientras que la aglutinacion 0" es

permanente.
Los cultivos de algunas Salmonellas presentan reacciones aglutinantes, ya

sea frente a un sucro de su especie (gérmenes en fase especifica) o a un suero
de su grupo (germen en fase inespecifica o de grupo) . El antigeno ciliar H

e3 1esponsable ds estas variaciones de fase. ’ ba g

En la clasificaciéon de Kauffmann - White los tipos con antigeno (@)
total o parcialmente idénticos se reunen en cinco sub - grupos: A, B, C, D y E.
“Q’" se designan con numeros romanos:

Los antigenos termoestables o antigenos IiEio K
I, I, III, IV, V. VI, VII, VIII, IX, X. Los antigenos termolibiles H' en su
fase especifica se designan con las letras minusculas: @, b, ¢, .d, e, g netel y los
antigenos termolibiles ‘“H’" en su fase no especifica, se designan con los nime-

ros arabigos: 1, 2, 3, 4, 5 y 6. (Ver el cuadro). ;
Para identificar un germen sospechoso de Szlmonella, se procede previa-
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mente a verificar las prucbas bioquimicas
el género Salmonella. EJ cardcter de especi
gicas. Se empieza por desi
haciendo las prucbas de

Para establecer i ¢,
€ se establece por las
que pertenece o] ger
10 sueros SO

Puede jncjy;, ¢
Pruebas serolg.
men en QStlldio
3 especie dentrg

Sueros “py

sus fases especifica Y no especifica.

Ejemplo: Supon
suero “O" pertenece a]
Diremos que se trata
especifica o Y no presenta fase
La técnica moderna  siem
conjuntamente con |ag pruebas s

en
Por las pruehas de a
€a que presenta yp antigeno “‘Q» D¢

uando sdlo Presenia aglutinin, “H
no especifica’ de aglutinacign HE

Pre recomienda hacer las Pruebas bioqux’micas
eroldgicas,

grupo D, lo que signifi

glutinacién con
de un bacilo tifico ¢

EMA KAUFFMANN - WHITE, ACEPTADO POR LA COMISION DE
ESQU.\IONIENC[ ATURA DE LA SOCIEDAD INTERNACIONAL DE
1 ,

MICROBIOLOGI{A
| Antigeno [ ANTIGENO H
Grupo ESPECIES 0  |Especifico INo especif.
1 S p1nt-);pli)iﬁiA ' i.“ll: T ekl ok
g aratyphi A .. s ! 2 i
A 2 S s2nftenberg p bt = .
3 S senftenberg, var. newcastle ¢ : p
4 S paratyphi .B ; e
5 S typhi muzium Bl pias s - I
6 S typhi murium, var. binns . v, v, ' 12
7 S stanley = , ¢ b
B 8 S heildelberg . i A 1 122
9 S reading % 5
10 S derby ... . = __6
11 S abortus-equi ik 14,
12 S abortus ovis enlv‘ b5
13 S brandenburg ’ < P ;
|14H S paratyphi C | ; ;,2.2_5
lerae suss DB Wt ! by 34,
; {2 2 E}};glirac suis var. kunzendorf 3 La’i‘g
< 1 1 (e § ... 13 |
17 S typhisuis e o 349
18 S typhisuis, var. \old'a?‘ e y :,314,5
19 S thompson s ! h 34,
20 S thompson, var. berlin .... g 123
i?_l S vircho“;a e e § ";t .
22 S oranienburg ... 4 b
E 12358 potsdam ... | .Yh }‘2‘2
| i e 14y
|24 2 bare_g'an 4 o e
25 new et o
E 26 S newport, Vvar. koub-u?co o e 13:4’5
|27 S newport, var. puerto-r / r 1’2
|28 S morbificans bovis .; s ot 1,
129008 muenchen .. ... . R e = =
e e i
S enteriti A RS _
gé S enteritidis, var. c(lj::lr]?;ls: giﬁ =
S enteritidis, var. =
g?} S enteritidis. var. rostock g:p Gl
{35 S enteritidis, var. mosct X B 4
D (36 S sendai . . : i e
37 S dar-es-salaam : ‘ oh 24
3808 castbou’mc ot : ! 17 3,
39 S panamid ¢ | 3 y
40 S gallinarum 0 e = -
e — 353 Hah 14,6
42 S londres 3T A Lo ol P
5 ‘:3 2 ::3:2: var. muenster
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CAPITULO XXX!

BACTERIOFAGO

AISLAMIENTO

El bacteriof ' ;
ago puede aislarse d i
o e varias fuentes:
siciones, : entes: d
s deldagua de alcantarillas o acequias, del pus (ei IE;S depo-
ura A o / > de o
L esto}: rogs (antrax, osteomielitis, etc.). Para obtenerlo e
u = se 5
pH 7.4 al; 6 ycsteos §on una pequefia cantidad de caldo Martrinrfz
Se filtra po'r gasa c:a;:ill;'la la estufa a 37 grados durante 24 horasa
; ) iltro y por buji S
o por filtros Sei : ujias Chamberland L2
escasa o muChamvzi‘ IIESte- filtrado contiene el bacteridfago aCtiVOOI::{BE
bianas. Para invest;;ainsqa capaz de lisar diferentes especies micro
. u presencia en estos fi .
pruebas en medios sélidos y liquidos os filtad SRt A
1) Medios séli :
sélidos.— Se si
d& Pitsi-d . Se siembran en ‘‘nappe”’
. g pe’’ tubos o
e So&;)grar con cultivos frescos (18 a 20 horas) de un gefrlr?;;s
e i : ;
los cultivos a laeesst:ufs;ezqgga un:l o dos gotas dell GESRE i,
horas (segu : grados. Se observan a las 6, 8 5 mia
Gn 5 , 10 6 mas
s bt stag poreluirzlermen ut}lxzado), La presencia de b'acteriéfago se
e i A Puzdzona sin cultivo, de bordes cortados como con
nas gotas del .filtrade tambidn JncetE e cultivo fresco con algu-
B oy distenderse en ‘‘nappe’’ sobre el agar; en este
itd ansparentes se ‘g :
superficie del cultivo. : encuentran diseminadas en toda la
2) Medios liqui
! s [ : : :
ri6fago en los filég Lz;d'O& o Para investiga: la presencia del bacte-
TR N ; os originales se utiliza una serie de 3 6 mis
.c. (300 gotas) de caldo Martin a pH 7,4 6 7.6. En
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ol primer tubo se coloca 20 gotas del filtrado, en el segundo tubo,
3 gotas ¥ el tercero se deja como control (sin filtrado). Se siembran
todos los tubos con una o dos gotas de cultivo fresco del germen,
se agitan pard mezclar intimamente y se llevan a la estufa a 37 gra-
dos durante cuatro o seis horas. Al revisarlos se pueden encontrar:

a) Que los tres tubos estén igualmente turbios, lo que significa
xiste un bacteriéfago activo para ¢l germen o que el bacte-
nte en el filtrado es de muy escasa actividad: en este
exaltarse filtrando el contenido del primer tubo
ndo las experiencias en la misma forma descrita

que no ¢
riofago prese
aliimo ¢aso puede
de la serie Y repitie
hasta 6 u 8 veces.
b) Que el primer tubo con 20 gotas del filtrado aparezca trans-
parente Y los otros dos turbios; esto significa que existe en el filtrado
un bacteriofago suficientemente activo para producir la lisis micro-
biana cuando sc usa a escasas disoluciones.
¢) Que el primero y segundo tubo presenten aspecto transpa-
gnifica que el bacteriofago en estudio es capaz de pro-
£ 100. En todos los casos puede
o el contenido del

{a experiencia en la

rente lo que si
ducir la lisis en disoluciones al 1
exaltarse 1a virulencia del bacteriéfago filtrand
primer cubo de la serie ¥ repitiendo varias veces

forma ya indicada.

TITULACION DEL B!\CTERIOFAGO

Se puede hacer por diluciones en medios liquidos y POr recuento
de las areas liticas en medios solidos.

1) -Por diluciones en medios liquidos. —
con 11l c.c. (300 gotas) de caldo Martin a pH 7
3 gotas del bacteriéfago 3 titular, mezclar y pasd
clar nuevamente Y Pasat 3 gotas al tercer thbolysasts
altimo tubo haciendo por consiguiente cada vez diluciones 100 P ¢
¢l vltimo tubo se deja de control. Agregar 3 cada tubo und o dos g;)tns 3(:7 i
fresco del germen sensible; mezclar {ntima “C"'i‘f a ‘b“ cztllaranZ1 “s_‘f tom.l
durante 4 a 6 horas. Suponiendo que hasta ¢ uinto tubo ‘p ; dlnucioncs 5

(caldo {ransparente) . ol bacteriofago €0 cstudllo g2
1 x 10.000.000.000 (10 = 10) SV2sdEs las diluciones

en cada tubo. & ;

2) Titulacién por recuento de dreas {iticas. — SitY

¢ bacteriofago: sita ocer 1a g

capaz de produdir Ia lisis total en medios hc.;uxdos. Se toxr:a un r.te. g
recientemente preparada cn emulsion microbiana frese y ce 1epa

9]

ubos (6 a 8)

Tomar una serie de t
] primer tubo

467.6: colocar en ¢
: 3 gotas al segundo tubo, meZ-
{ sucesivamente hasta el pen-
yeces mayores;

¢ para conocer ¢l nume-

difucion méaxima que €S
esta dilucion
10 placas de

¢ Se ita con
ro de corpusculos d Se necesitd



Petri de agar (0,1 c.c. por cada placa). Se distiende
grados durante 4 ¢ 6 horas. Seguramente se obtien
cuentan estas ireas, se suman Y el total de [ag 10

e ot T viio . .Pll'ca [}
_dilucién primitiva del bacteriéfago Para obtener la capti B

que contiene 1 c.c. del bacteriéfago original.
Ejemplo: Sea [a dilucién  maxima que
1x1.000.000. s toma 1 c.c.

cultivo fresco del germen. Se siembra en 10 placas de Petrj
estufa. A las seis horas se hace el

Primera placa

igual 9 dreas liticas

Segunda v i gt o7 .
Tercera & 8 =
Cuarta " 6. 5
Quinta RN T N L 5 [0S b
Sexta GO IR R L . 309 :
Séptima 7 ST e
Octava " ; 53T i
Novena i
Décima ts = 5 Ty ,:
el o

56 dreas iiticas
56 x 1.000.000 — 56.000.000

Resultado: E] bncteriéfago original contiene 56.000.000 de corpiisculos
Por c.c. 56 x:1.000.000 igual 56.000.000,
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CAPITULO XXXII

- BRUCELLOSIS

GENERALIDADES

El género “‘Brucella” comprende dive'rsos tipolsVI qLII:, 'sf)::nlils ;i::
tes etioldgicos de la “‘Fiebre o’r'ldulante 'o'Flerre de Malta
e ef}')iZOéticfo j:llni:;?el;n ;eesﬁrucellas: la Br. meli-

las formas fun : :

tensisTII: st'(.):bortus y la Br. suis. Estf>s tres txpdoslsortlepa;:f;n?; pgt:
el hombre y pueden provocar la fiebre 'ondu. a;zecc,iosa. B
melitensis tiene un grado mayor de ’Cflpaﬂda :12 B e 5P 0
animales existe una 'adaptacié'n’ especifica mar;:cz:’:m,a sq s vl
rio que impone la diferenciacién .de las1 treg abort;ls P
tensis infecta a los caprinos y 'ovmos; a 'n:s
Bang, los bovinos y la Br. suis, los porcinos.

CARACTERES COMUNES

3 equefiisimos de forma de coccus © bacxlqs m:::

0 germen;s I?c?ones), inméviles, dotados de vivos movxlmlx %

S (O'.4 o . ilios, ni esporas, Gram negativos. Se. cu tx.v1 :

S browm?nos’ e S ' ero son de desarrollo lento recién alsha

1 medlos'ordlflar:;e'r;;ios facultativos; no c.oa’gulan lalle? e.

d?sf deler‘:;ag;n;cs);nz'zﬁiares, ni forman indol. No lician la gelatina.
ni ferm

ifico.
Son igualmente aglutinados por el suero especi
| 223



TRANSMISION
DE LA INFECCION
BRUCELLAR AL HOMBRE

ﬁs,qew‘e fuente Vie

anima/ de confagro | de confagio | de entradly

Puerts )

\y queso
Bovinos / Secrecian vagna/ \/Mempulac/on
Caonnos

[ (feto, plocents)  obs ae /o feche

Oor/ing Confaclo alrec/o

e00S/clones =2 /nojrecto cor

/DOfC‘///‘O.S‘-.‘f_‘ . animales

; _|_mgesticn g/
'G?/'ﬂé‘ 1resca — "Ma%/,'oa/ac'/'gn ,

/ngestion de Abs OF—C/F

e — POr 0S linfs.
Zé’C‘ﬁé’ /ecre cryas //0/.0 ke /gzhao

£ Produclos el Gborfo  ae/oS derivd- Absorcion por

N

e

,'oa/afﬁhos g

vie bucs/

=== forme ok confsglo Frecuente.
forme ol confogro poco frecuente.

INOCULACION EXPERIMENTAL

El cuy puede infectarse ficilmente por via subcutdnea, por in-
gestion y aun por escarificacidn. La infeccidén determina siempre una
reaccion linfatica y ganglionar que se generaliza; el bazo se hiper-
tFofia. La enfermedad es de larga duracién, crdnica y evoluciona sin
fiebre tipica. En el bazo, médula éséa y ganglios se forman ‘‘nidos

microbianos’’,

CARACTERES DIFERENCIALES

L.as distintas formas de Brucellas tienen escasas diferencias que
es posible ponerlas en evidencia por las pruebas bacteriostaticas
de Huddleson y la produccién de hidrégeno sulfurado. Para tales
pr}xe'bas se recomienda el medio de Staffseth (agar-higado a pH. 6,6)
adicionado de los colorantes que se indican en el cuadro adjunto:
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MEDIOS BACTERIOSTATICOS |
DE HUDD o
ESPECIE F/és' e 7*.;;,LE,§9111 /?'ldrogeno sulfurado
bldsi::,;a | Tionin P Dias de reproducccion
4 1X25.000 | 1X30.000 | 1X100.000 IXz00000 1 2 3 4
Abortus RRs — "F}‘i*f"%* e
Melitensis 1~ % pE R
2 — olle =1 | ‘ ‘ i
Suis | — Tt
‘ ‘ : £
DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
Indicaciones. — Se debe pensar en una Brucellosis cuando se

estd frente a una infeccién de caracter tifoideo de curso anormal; en
presencia de una infeccién generalizada a recaidas o mas bien a
tipo febril ondulante, como igualmente ante una fiebre intermitente
o estados febriles prolongados que recuerdan la tuberculosis (fiebre,
astenia, sudoracién abundante, enflaquecimiento, etc.). Igualmente /
en aquellos individuos que han ingerido leche o quesos de cabra y
proceden de una regidén contaminada.

Métodos directos.

Tienen por objeto aislar las Brucellas del organismo enfermo.

Hemocultivo. — Es el criterio mas seguro en cuanto al diag-
ndstico bacterioldgico. Sélo es posible obtener resultados positivos
cuando el enfermo tiene temperaturas superiores a 387 Se puede em-
plear la técnica corriente, o bien la siembra directa de la sangre no
coagulada en tubos con medios mejorados. Dado que las Brucel'las
tienen desarrollo lento recién aisladas, no debe considerarse: negativo
ningin hemocultivo sino después de una observacién prolongada
(8 a 15 dias). Se recomienda, para favorecer el desarroll? del B.
de Bang, colocar parte del material sembrado en una atmosfera de

anhidrido carbénico al 10%. En los tubos con medios solidos las
en al fondo a contacto con la sangre. Son

primeras colonias aparec
solevantadas,

de forma redonda, de bordes regulares y continuos,
homogéneas y cremosas.
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Inoculacién. — No constituye un ‘método recomendabl
que el diagnéstico es muy tardio, significa un peligro constae e
infeccién para el personal de laboratorio y obliga en todo Iclte *
recurrir al sero - diagndstico y a los cultivos para la identifi 35?’3
microbiana. e

; U.r‘o y Copro - cultivo. — Son métodos de laboratorio de t¢
nica dificultosa y, por consiguiente, sin aplicacién practica "

Métodos indirectos.

"I")e‘nen por objeto poner en evidencia los distintos anticuerpos
(aglumeas. sensibilizatriz), como asimismo el estado alérgico del
organismo enfermo. é

.Ag'luhinacién.—Reaccién de Wright. — Se procede en la f
ma mdx?ada en la sero - reaccién de Widal. El “‘titulo -mini Or’-'
para la interpretacién diagndstica es de 1 x 400. Sin embar -
frecuente obtener titulos altos (1 x 1000 a 1 x 3600), lo gzc': .
una car'act‘eristica de la enfermedad en evolucién. Es re;omercxldabi:
hacgr distintos titulos para despistar el ‘‘fenémeno paradojal”

es frecuente en la reaccién de Wright. i

Fijacién del complemento. —La investigacion de la sensibili-

foxeol

= Intr?f!exjmo-reaccién a la “melitina”. — Es una reaccion de

ta:;tieé;adir%cuci.nsf emplea como antigeno, en esta reaccién, llamada

LG P ) 11m cultivo en caldo'—'placenta de 20 dias y fil-

SE L i6on (1/10 de c.c. de melitina o abortina) es positiva
enfermos ya al cabo de 6 u 8 horas.

imposlirglreng?OE"rf{XCION EE lLos RESULTADOS.—La sospecha clinica
: nfirmar absolutamente sin el o
Co i b ' recurso del laboratorio, se
el aislamiento del
' germen del enfermo (h
i : ' : o (hemo-
ultive, u.rc; y copro-cultivo, inoculacién, etc.). Cuando un(a tem
peratura inferior de 38¢ (period iréti 15 ]
peral o apirético de la curva ond
; ! ondulante) ,
drir;pld? t'ales metodos,' se recurre a los procedimientos indirectos <)ie
gl:lf)Sth.O. L? Reaccmn de Wright con titulo alto es de gran pre-
sunc1orr:'d1'al’gnost1ca. La simultaneidad de reacciones (Wright, Bur
net y fijacién del complemento), positivas confirman el diagn'éstico
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CAPITULO XXXIITI

TUBERCULOSIS

BACILO DE KOCH

GENERALIDADES

El B. de Koch es el agente especifico de la tuberculosis del hom-
bre y de los animales. Se conocen actualmiente cuatro tipos de B. tu-
berculosos: B. humano, B. bovine, B. aviario y B. pisciario, seme~’
jantes entre si por sus caracteres fundamentales, pero queé difieren
por ciertas particularidades bioldgicas.

MORFOLOGIA

El B. tuberculoso se presenta como un bastoncito de ancho uni-
forme (0,3 micr.) ¥ de longitud variable (1,5 a 4 micr.), derecho
urvado. Es, generalmente, inmovil, pero en los
bien en los cultivos muy jévenes es ligera-
mente movil gracias a la presencia de cilios. La formacion de es-
poras ha sido discutida, pero actualmente se tiende a considerarlo
como no esporulado, dada su poca resistencia a los agentes de des-
truccién (bastan 75° durante 10 minutos para esterilizar los culti-
vos en medio liquido o las emulsiones del bacilo) .

o ligeramente 1inc
cultivos homogéneos ©
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Esta forma cldsica del bacilo no parece representar sing y,
pecto de un ciclo evolutivo complejo. De las formas alargadas, flex: g
sas y a veces ramificadas que recuerdan el aspecto de un micelio ;
puede llegar a los corplsculos gramoéfilos y también a lag for;’nse
no 4cido - resistentes. En trabajos recientes se ha sefialado Ias formas
filirantes, presentes en los productos patoldgicos y en los cultivos i
capaces de generar nuevamente la forma adulta como 'también d
provocar por inoculacién a los cuyes lesiones variables: forma n(:
dular, forma caquectizante sin lesiones macroscépicas o bien I3 for-
ma larvada cfimera sélo revelable por la intradermo - reaccién ala
tuberculina.

Coloracién. — EI B. de Koch se colorea dificilmente por |
cOIprantes basicos de la anilina, pero una vez que ha sido colorea;s
retienc cnérgicamente_la substancia colorante aun sometido a la aco
cién de decolorantes poderosos, tales como el alcohol absoluto y Io-
éciflos mineraies diluidos. De ahi, entonces, que el B. de la tubercuf
losis sea alcehol y acido resistente. Estos caracteres tintoriales los
comparte con un escaso nimero de gérmenes patdgenos (B. de Ia
lepra humana y B de la lepra de las ratas) y sapréfitos (B. de la
n'mntequiila). No es raro, ademis, encontrar en el hombre otros ba-
cilos écid'o - resistentes, pero que difieren fundamentalmente del gru-

‘PO anterior, porque no son alcohol - resisteates, (Bacilo del esmeg-
ma, del serumen, etc.).

El B. de Koch es susceptible de colorearse por el método de
Gram, pero esta coloracidn es muy dificil y exige un contacto pro-
longado con la solucién colorante. De ahi que se recurra a procedi-

mlenEos especiales de tincidn entre los cuales el mas recomendado es
¢l método de Ziehl - Neelsen.

PROCEDIMIENTO DEF ZIEHL - NEELSEN. #

1) Col i i
) orear con fucsina de Zieh] concentrada durante 2 6 3 minutos. Ca-

lentar ligera :
gcramente hasta la produccién de vapores pero evitando llegar a la ebu-

llicion.
2) Lavar la limina con a

gua fria para quitar Cl exceso d 1
R e colorante.
3) Decolorar con una so

flico al . - lucidon de Acido nitrico al tercio o de 4cido sul-
cuarto durante medio minuto. Lavar
4) Terminar la decoloraci

1 Er 6n con alcohol absoluto. Lavar.
5) Tincién de fondo con Pt

azul de Loeffler o con acido picrico diluido.

Los baci
acilos tuberculosos coloreados en rojo se distinguen ne-
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tamente del fondo azul de la preparcién. No siempre se presentan
homogéneos. A veces tienen granulaciones separadas por espacios cla-
ros que le.dan el aspecto de una cadena de cocos, (granulaciones cro-
mofilas). En los cultivos envejecidos se encuentran formas volumi-
nosas, ramificadas, terminadas a menudo por un engrosamiento en
masa,-que ha. permitido considerar al B. de Koch como un hongo.

CARACTERES DE LOS CULTIVOS

Es un germen aerobio. Su minimum térmico es de 30v. El
optimum térmico es de 38¢ para el B. tuberculoso de los mamiferos,
y de 40° para el bacilo tipo aviario (adaptacién a la temperatura
de las aves). El bacilo de Koch se cuitiva sobre un nimero limitado
de medios especiales: medios a base de suero(Koch), de glicerina
(Nocard y Roux), de yema de huevo (Dorset), etc. Su cultivo es
lento (2 6 3 semanas) y dificil, sobre todo en las primeras genera-
ciones. Para obtener un cultivo inicial no conviene utilizar desgarro
ni pus, pues los gérmenes de asociacion al desarrollarse rapidamente
impiden la multiplicacién del B. de Koch, sino trozos de organos
tuberculosos, extraidos asépticamente y molidos en un mortero con
arena estéril. '

Suero glicerinado. — Se utiliza el suero de buey glicerinado al
4 por ciento y solidificado a 72¢. El cultivo se hace visible-a los
12 6 15 dias en forma de pequefias colonias blancas, redondeadas,
mamelonadas y de aspecto seco. El suero glicerinado es preferible
para la obtencién del cultivo inicial.

Agar glicerinado. — EI cultivo aparece a las 2 6 3 semanas.
Las colonias son mas numerosas, mas voluminosas, rdpidamente
confluentes formando una membrana espesa, blanquecina, seca y

mamelonada.

Medios a base de huevo. — Son muy favorables al desarrollo
del B. tuberculoso. Se puede emplear el huevo solo (mezcla de clara
y yema coagulada) adicionado de agna (Medio de Dorset, Medio
de Besredka, etc.). También se emplean adicionados a otros medios:
Medio de Petroff, Medic de Petragnani, Medio de Loewestein, etc.
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Papa glicerinada. — Es un buen medio para obtener abup
dante cultivo y para la conservacién del bacilo. Los cultivos sop v'-
sibles desde el 10 dia y a las 3 6 4 semanas toman el aspecto de { i
masa saliente, mamelonada, granulosa, de color blanco - amarillentnoa
En el liquido que existe en el fondo del tubo se forma un veln més.
0 menos espeso con pliegues, util para los traspasos a medios Houidee

Caldo glicerinado. — El cultivo aparece a los 15 6 20 diag
formando un velo, al principio tenue, que recubre toda la suPEIficie'
del caldo, para hacerse espeso, plegado y dejando el liquido comple-
tamente transparentz.

Medios sintéticos. — El mas conocido es el Medio de Sauton

- . . . VP8 ’ . 4

que contiene asparragina, glicerina, acido citrico, fosfato bipotisico
suifato de magnesio. citrato de fierro y agua destilada.

PRODUCTOS TOXICOS

Los B. tuberculosos encierran substancias téxicas 'que son pues-
tas en libertad mediante la maceracién prolongada o la desagrega-
cion de los elementos microbianos por procedimientos mecanicos o
quimicos. Estas substancias toxicas estan ligadas intimamente al pro-
toplasma microbiano.

Toxicidad de los bacilos muertes.— Los cultivos muertos por
el calor a los 115¢ e inyectados subcutineaniente suelen producir un
absce.so local sin reaccién ganglionar. La inyeccién endovenosa en
conejos provoca la produccién de un granuloma a nivel de los pul-

morlms. La inyeccion peritoneal va seguida de un granuloma perito-
neal.

) E:ndo.tox'ma. — Se ha estudiado la accién de las endoproteinas
31' e los hpou'ies, sin confirmarse plenamente la presencia de verda-
eras endotoxinas en los bacilos de Koch.

il I:ge:e‘;‘i‘:";:& —d Se da el nombre genérico de tubercu.linas a

R plro uctos que representan extractos de.cultxvos 48

e . Y ia mayoria ‘de los cuales poseen idénticas propie-
mas estudiado es la “‘tuberculina antigua de Koch™.
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- s RS ;
Inpu—rucxom Estenl.lzar por calentamiento a 100° durante media hora
cultivos de 5 a G semanas en caldo glicerinado al 4 por ciento. Después concent
. rar

al bafiomaria hasta reducirlo a la décima parte del volumen primitivo. Se filt
. 1itra

para separar los cuerpos microbianos. El filtrado constituye la tuberculina bruta

Es un liquido de color obscuro, siruposo, limpido, de olor agradable cuyo
principio activo es muy resistente al calor. AR

Ias Ll}bcrcglinas se emplean corrientemente en clinica para
poner en evidencia el estado alérgico que se determina en el organis-
mo como respuesta a la penetracidn del bacilo de Koch. De ello se
desprende que todo individuo que albergue en su organismo el ba-
cile de Koch reaccionara frerte a la inyeccién de tuberculina, dando
lugar a manifestaciones de caracter diverso seglin cual sea la via em-
pleada. En el adulto, por lo tanto, las reacciones de tuberculina solo
indican presencia de bacilo de Koch, no revelan enfermedad. No es
posible, por lo'tanto, utilizarla en el diagnéstico de la tuberculosis.
En los nifios hasta la edad de uno a dos afios tiene gran valor, pues
la positividad de la reaccién permite afirmar la presencia de focos
de tuberculosis en evolucién, ya que en ellos rara vez se hallan focos
térpidos. 1
Ios estados de alergia determinan la desaparicién de las reac-
ciones de tuberculina: de ahi, entonces, que en los tuberculosos en
caquexia las pruebas sean negativas.

TECNICA DE LA REACCION.

Pueden emplearse las tres vias siguientes:

1) La cutdnea o dérmica.
2) La transcutdnea o {ntradérmica.
3) La conjuntival.

__ Previa desinfecciéon de

Reaccién cutinea de Von Pirquet. :
tican con una

la piel del brazo, en su cara anterior externa, se prac

lanceta, dos escarificaciones paralelas separadas entre si por espacios

de dos centimetros. Deben afectar sélo la epldermx-s... eV}tando, por
de estas escarificaciones se de-

lo tanto, la salida de sangre. En una ass o
posita una gota de tuberculina diluida al cuarto en glicerina esteril.

En la otra se agrega glicerina que sirve de control. \ g
La reacciém se considera positiva st a las 24 6 48 horas apare

i inte
ce uUna pépu]a edematosa, de limites regulares o festoneados, de tint
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rojo, que se acentdia ¥ llega a veces a ser violiceo. Su didmetr o
de cuatro a cinco milimetros, llegando en las reacciones fuertes harla
2 emts. El signo caracteristico es la induracién que la P Sta
senta al tacto: Cuando se la comprime con los dedos, da 13 Sensacpige.
muy neta de una resistencia elastica. n
Al cabo de cuatro dias la papula se borra y es reemplazad,

’ v ! 3 0
una fina costra que cae sin dejar cicatriz. Por
TUBERCULINA DERMICA.

En Pediatria se suele emplear, siguiendo los procedimientos de Moro y

Locwenstein, una pomada que contiene las sustancias solubles del bacilo de Koch v
los cuzrpos bacilares muertos por calentamiento. Se recomienda especialmente par;
¢l diagndstico de las afecciones bacilares del nifio.

Técnica. — Después de limpiar con éter, alcohol, la piel del brazo, espalda
o ¢l pecho, se deposita con ayuda de una pequenia varilla de vidrio una porcién
del preparado y se frota durante 1 a 2 minutos. La reaccién positiva se manifiesta
por la formacién de verdaderos nédulos o botones que aparecen al cabo de 24 a'72
hoias, segiin el grado de sensibilidad cutanea. En las afecciones escrofulosas,
ejemplo, estos nédulos se desarrollan en gran cantidad. 4

por

Reaccién intradérmica de Mantoux. — Se emplea tuberculina
diluida en suero fisioldgico al 1 x 5000. Se hace la inyeccién de
0.1 c.c. de la dilucién en el espesor del dermis del antebrazo. Cuan-
do va a ser positiva, la reaccién se manifiesta al cabo de algunas
-horas alcanzando su maximo de intensidad al segundo dia. Consis-
tc' en una infiltracidn eritematosa con un nédulo central de color rojo
vivo y rodeada de una zona eritematosa. La infiltracién central que
pu%w'ic tener de uno a tres ctms. de didmetro da, al palparla, la sen-
sacion de un espesamiento del dermis.

En regla general la reaccién empieza a regresar despﬁés de las
48 'horas: el halo desaparece ripidamente pero el nédulo central
persiste algunos dias.

En algunos casos, muy raros, la reaccién aparece tardiamente,

del 3° al 5¢ dia.
rccomsi;;:;plraaililczcxén al 1 x 5000 los resultad('m son nega.tivc?s, se
e s r una verdadera escala de reacciones con diluciones
:l;lnclusionis ex); 000 al 1 1000. De esta manera se Rigden s.acar
ctas respecto al grado de sensibilidad del individuo

ara la : ;
par tuberculina, que, como se comprende, es muy variable de un
sujeto a otro.
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Oftalmo - reaccion de Calmette. — Instilada en 1;1 conjuntiva
la tuberculina diluida al 1 x 100 determina en los portadores dc;
bacilos una congestién mas o menos intensa. En los tuberculosos ha
provocado, en ocasiones, accidentes oculares serios, por lo cual, a
pesar de tratarse de un método bastante demostrativo, se ha aban-
donado como .L'écn.ica en medicina humana y se la emplea especial-
mente en veterinaria.

ACCION PATOGENA EXPERIMENTAL

Cuy. — EI cuy es el reactivo por excelencia del bacilo tubercu-
loso tipo humano. Todo cuy inoculado con bacilo humano o con
productos patoldgicos que contengan atn en pequefia cantidad estos
gérmenes, contrae la tuberculosis y muere. La inoculacién de ani-
males nuevos primo - inoculacién, difiere en su evolucién de la
de los animales sometidos a una sobreinfeccién. E

La primo-inoculacién por via subcutdnea produce al cabo de 8 a
10 dias una tumefaccién en los ganglios correspondientes; el animal
comienza a enflaquecer hacia la tercera o cuarta semana, se caquectiza,
tiene temperatura y muere al cabo de 2 a 4 meses. A veces se forma
en el punto dc inoculacién un nédulo indurado, que se ulcera (chan-
cro tuberculoso) y que persiste hasta la muerte del animal.

A la autopsia se encuentran lesiones tuberculosas generalizadas:
el bazo es voluminoso, obscuro, sembrado de tubérculos caseosos o
de granulaciones amarillentas mas recientes; el higado presenta le-
siones analogas pero menos marcadas; las serosas y la superficie de
los pulmones y de los rifiones, aparecen con tubérculos blancos y
grises. Los ganglios linfaticos vecinos al punto de inoculacién estin

reblandecidos y caseosos.
En todas las lesiones se encuentra en abundancia el bacilo de

Koch.

L2 descripcién anterior corresponde a la tuberculosis experi-

mental tipo Villemin. .
Si el animal es sacrificado después de un mes es posible encon-

trar sdlo lesiones ganglionares y ‘granulaciones’ en el bazo e h
gado. :

- inoculacién transcutdnea (piel rasurada) produce

La primo 28 2
evolucién mas lenta.

idénticas lesiones que la subcutanea pero de
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Unas gotas de cultivo depositadas sobre el globo ocular i
lacién conjuntival, determina la aparicién de una tuberculosis gan.-
glionar tipica, al principio local (ganglio retromastoideo), y L,

pucs generalizada.

Le inoculacion intra - peritoneal provoca la muerte muy ripi-

damente (2 a 4 semanas) con el peritoneo infiltrado de tubérculog

y formando masas caseosas. En el macho hay a menudo una vagj.

nalitis. ?

- el

La inoculacién intra - mamaria efectuada en cuyes hembras en
lactacién produce una infeccidén rapida, con bacilos en la leche desde
el 80 al 15 dia y con tumefaccién precoz de los ganglios supra y

rerro - mamarios.

La infeccién experimental por inhalacion hace sucumbir a los
animales con lesiones pronunciadas de bronco - neumonia caseosa.

La ingestién de B. de Koch en los animales muy receptivos
produce lesiones localizadas a los ganglios traqueo - brénguicos y
pulmén.

Conejo. — Es poco sensible a la inoculacién del B. de Koch
tipo humano. En cambio es més sensiblé al B. bovino y especial-
mente al B. aviario. Se utiliza el conejo para el diagndstico diferen-

ciai del B. humano y bovino. El B. humano en la inoculaciéon sub -~

cutanea no determina sino un absceso local y el animal no sucumbe.
Sacrificado, no se encuentran lesiones o solamente raras granulaciones
en los pulmones y rifiones. Con el B. bovino el animal sucumbe en
unc o varios meses con' tubérculos o masas caseosas en los pulmones
o cn los rifiones, mis raramente en los otros érganos. El B. aviario
inoculado por via intravenosa produce la muerte del conejo en 2 6 3
semanas, sin lesiones aparentes, pero con la presencia de abundantes
bacilos en todos los 6rganos. Esta es la tuberculosis tipo Yersin:
El tipo Yersin es posible producirlo también con inoculacién de fuet-
tes dosis de bacilos de los mamiferos.

; Aves. — Constituyen el reactivo tuberculoso para el tipo avia-
rio. Son poco sensibles al bacilo de los mamiferos.
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FENOMENO DE KOCH

Cuando un animal ya infectado es sometido a una nueva ino-
culacién de bacilos tuberculosos, esta sobreinfeccién tiene una evo-
lucién muy distinta a la de la primo - inocuiacidn.

Si a las 4 6 6 semanas después se reinocula un cuy, la regién
inoculada se endurece desde el segundo dia, toma un tinte oscuro, la
piel se nectosa y finalmente se elimina la escara dejando una ulcera-
cién que cicatriza rapidamente sin que aparezca la adenitis corres-
pondiente. Este es el fenémeno de Koch que, comparado a la primo-
inoculacidn, se diferencia por su rapidez de aparicidén, su naturaleza
ne~rética y la ausencia de la infeccién ganglionar.
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CAPITULO XXXIV

DIAGNOSTICO BACTERIOLO.GICO DE LA
TUBERCULOSIS

El diagndstico bacteriolégico de la infeccién tuberculosa puede
establecerse por métodos directos y por métodos indirectos.’

% bL?s métodos directos tratan de poner en evidencia la presencia
el acilo por examen directo {coloracién), por los cultivos o por
& inoculacién experimental. Estos métodos son aplicables siempre

que sé trate de' lesiones tuberculosas abiertas o, por lo menos, accesi-
bles a los medios de investigacién.

i Los métodos indirectos estin basados ya sea en la accién espe-
cial <:.|e' la tuberculina, ya sea en la investigacidn de los anticuerpos
especificos (aglutininas,” sensibilizatriz, precipitinas), en los hunI:o-
res del enfermo. Sélo los métodos directos dan certit':lumbre' es mas
discutido el valor de los métodos indirectos. e

METODOS DIRECTOS

' Consideraremos sucesivamente los productos patolégicos que
ma; frecuentemente son objeto de investigacién
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DESGARRO.

a) Coloracion. — Para el examen micioscépico del desgarro es
recomendable sacar con el asa de platino la porcién de aspecto mas
séiido y purulento y extenderla en un porta - objetos con cuidado
y en capa delgada. Se procede en seguida a la tincién de este frotis
con el procedimiento de Ziehl - Neelsen, indicado anteriormente.

Concentracién con homogeneizacién previa.—Cuando el exa-
mer directo sobre lamina -con coloracién Ziehl - Neelsen es negativo,
hay que recordar que los bacilos expectorados pueden ser tan raros
que sélo una observacién microscépica prolongada durante horas
podria descubrirlos. Debe recurrirse en tales casos a los métodos de
concentracién que permiten reunir en una misma lamina la totalidad
de los bacilos diseminados en 10 c.c. de desgarro. La “homogenei-
zacién’ se propone disolver todos los elementos del desgarro, salvo
los bacilos tuberculosos que son muy resistentes. De los muchos -
procedimientos descritos el mas practico es el “‘método de Bezancon
y Philibert":

1) Medir una cantidad dada de desgarro (p. e.: 2 c.c.). Agregar una can-
tidad de agea destilada 10 veces supcridr. (20 cc.) y 1 gota de soda por c.c.
de desgarro (2 gotas).

2) Calentar en una cipsula de porcelana lentamente hasta la ebullicién
duzante 10 minutos, hasta obtener una emulsién limpida y homogénea.

3) Dcjar enfriar y agregar alcohol de 50?7 (5 c.c. por cada 2 c.c. de des-
garro). Se obtiene asi una disminucién de la densidad, 1til en la centrifug:'xcién.

4) Ceatrifugar 2 hora. Extender en liminas y colorear por el método
de Zielh - Neels2n.

Procedimiento de la antiformina.— Se mezcla en un matraz
20 a 30 c.c. de desgarro, de pus o de deposicién, con igual canti-
dad de una dilucién de antiformina al 15 p. 100 en agua destilada.
Agitar fuertemente por algunos minutos y dejar actuar durante 2 a 5
horas. Repartir en varios tubos de centrifuga estériles y centrifugar
durante diez minutos. Proceder a la coloracién por el método de

Ziehl - Neelsen.

b) Cultivos. — Los cultivos de Bacilo de Koch a partir del
desgarro se dificultan por la concurrencia de la flora de asociacién. De
ahi que se recomiende destruir dicha flora, tratando previamente el
desgarro con acido sulfirico al 1/5 durante 1/4 de hora, método
basado en la acido-resistencia del germen que nos ocupa. En seguida
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sc neutraliza la acidez con soda o caldo peptonado. El desgarrg agf
: ; ; : s
tratado se siembra en los diferentes medios especiales de cultivo 1

¢) Inoculacién. — Es indispensable tratar el desgarro con jcj-
do sulftrico, como lo hemos indicado mas arriba, a fin de evitar
las lesiones locales o generales de la flora de asociacién que van a
matar el animal al cabo de pocos dias y, por lo tanto van a impe-
dir la accion del bacilo de Koch.

La inoculacién puede hacerse por las vias que hemos indicado
en el capitulo respectivo. ‘

Cuando el desgarro es rico en bacilos, el cuy muere a las 8 6 10
semanas, precedido de un enflaquecimiento manifiesto. A la autop-
sia se observan las lesiones caracteristicas. Si hay urgencia en estable-
cer el diagndstice se puede, a los 15 dias, extraer el ganglio inguinal
mc'lerlo en un mortero estéril, someterlo al métodc de homggenei-'
zacidn, centrifugar el liquido y buscar los bacilos en el ccntrifuéado
Pexo si el desgarro no contiene sino escasos bacilos, puede no produ:
cirse la adenitis inguinal y el cuy conservar durante semanas y aun
meses apariencia de salud. Sin embargo, a la autopsia, sacrificado el
animal a los 3 & 4 meses, es posible hallar tubérculos en el baz
el higado. e
B lgar:o:rf;rrxzszrl;;at:}l:iesrtcel;lcc?sisdpc;r este procedimiento, es prcc?-
g e y ia de lesiones tuberculosas en el ani-
racién), que las Iesionlzzohzlclt:das:s:efhoso : '20) Bl (C°1'°'
s ; ala 'au'topsm contu'enen el bacilo
S Sonegfrx;::aljnfermlte elxmm’ar los bacilos para - tu-

nte poco patégenos y la pseudo - tu-

berculosi 4
sistentezls espontanea del cuy al no encontrar los bacilos acido - re-

ORINA.

Siendo la ori i
o orina un medio muy fermentescible, se someterd al
Farile pronto como sea posible después de la miccién. Si es ne-
v perar mas de una hora, se la conservara en hielo.

y conal)ascigclr?;::sl(;:di—c:die procede.a partir del c'entfifugado de orina
et SR s para el desgarro. Es. indispensable, eso si,
T e i6n por cl alcohol, debido a la presencia de

esmegma que son sélo 4cido - resistentes. En casos de
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duda se recurrird a la inoculacion que es el método seguro de diag-
néstico. ‘

b) Cultivos e inoculacién. — Se procederd como en la inves-
tigacién del bacilo de Koch en el desgarro, tratando el centrifugado
de orina con acido sulfurico. ,

Siendo el filtro renal impermeable para el bacilo de Koch, de-
bemos concluir que la presencia de este germen en la orina revela
una tuberculosis en el arbol urinario.

SANGRE (METODO DE LOEWENSTEIN).

Sc usa mas frecuentemente con la técnica de Loewenstein el
medio de cultivo que lleva el nombre del autor, hecho a base de hue-
vo, asparragina, glicerina, sales de potasio, magnesio y sodio. Se
adicionan como colorantes el rojo de Congo y el verde de mala-

quita.

Tecnicd de la preparacién del medio de Loewenstein.

Monofosfato potdsico ... ... .- 1 gramo

Sulfato de magnesia 1 A

Citrato de sodio 1 5

Asparragina 3 ,

Glicerina % 5 >
Agua . .. 1000 .

A 150 c.c. de esta solucién se agregan 6 gramos de fécula de papas y 12
gramos de gicerina neutra estéril. Se hace hervir durante 15 minutos agitando
enérgicamente. Se mantiene 1 hora a 56 hasta la produccién de dextrina. Se coloca
¢l tedo en un matraz con perlas de vidrio, se agregan 4 huevos y una yema y sc
agita fuertemente. Se vierten 5 c.c. de una solucién de rojo de Congo o dc. verqc
de malaquita al 2%c. Se fiitra a través de gasa estéril y se esteriliza por tindali-

zacién.

Se trata, como se ve, de un nedio muy rico en Principios nu-

trifivos.

TECNICA DEL HEMOCULTIVO. '
La sangre extraida con todas las precauciones de asepsia debe

someterse a una serie de manipulaciones que tienen por objeto des-

{a hemoglobina, que por su gran tendencia

truir, eaccion acida, .
R | desarrollo del bacilo de Koch.

2 combinarse con el oxigeno entorpece €
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Pata cllo se procede como sigue: Se extraen 10 c.c. g
tubo que contiene 3 c.c. de una solucidén de citrato de
Se rratan con una solucién de dcido acético al 5 %
al 5% durante 5 ‘minutos en tubos anchos de cent
fuga y el sedimento se lava tres veces con 10Seie;
estéril hasta eliminar el exceso de icido. Una vez t
gre, se siembra en 4 6 5 tubos del medio de Loew
2 38¢ en posicién horizontal durante un plazo que
se ad41c'> 5 meses. Se recomienda el cbntrol periddic
tes de la aparicid i i
cie (microIc)ulg;cc)S d\f zoﬂzn:;i;eftfoceq{endo g ra'spa

: i ; ) 1gacion del bacilo
coloracion de Ziehl - Neelsen.

© sangre en y
s’odio al 109
© dcido sulf&ric(;
rifuga. Se cent.
de agua desﬂlada
ratada asj [, san-
enstein y g dejan
puede pfOlOngar-
0 del medjo, an-
do de I superfi-
de Koch por la

Valor del método de Loewenstein,

N E 5 :
e t) El hemocultivo practicado con muestras de sangre pert
iente i L
e s 'a_'tube'rcullosxs aguda no da e] porcentaje elevado de : l
ados positivos indicado por Loewenstein o
2) Para las teberculosis crénj

5, cas los resultados iti 5
alcanzan a up porcentaje de 1,29, T

f)artc de estos ultimos, ni-meno
0s enfermos, (Sienz y Costil)

5) Es indudable i
: que el medio de cultivo propuesto por Loe-

Wenstein se re i
e cultivovg iil gllf?erlor a todos los Propuestos hasta el presente
el bacilo de Koch, cualesquiera que sea su origen

PUS.

: Los Procedimientos de investi
OS para los otrog productos
coloracién, dada Ia escasez d

los Procedimientos de homo
desgarro,

'gacién son similares a los descri-
Patologicos. En lo que se refiere a la
e IC{S gérmenes, es necesario recurrir a
geneizacion descritos en el capitulo de
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LIQUIDO CEFALO - RAQUIDEO.

Previa puncién lumbar en las mejores condiciones de asepsia,

" sc obtiene liquido céfalo - raquideo que en la meningitis tuberculosa

tiene corrientemente aspecto de agua de roca con reticulos fibrinosos
en suspension. Es indispensable centrifugarlo cfur;mte 1/4 de hora,
2 lo menos, en tubos de centrifuga cdnicos y en este centrifugado
proceder a la investigacidn. '

Conviene conservar una parte del liquido centrifugado, para el
andlisis quimico y citolégico, que es complemento indispensable en
la investigacion de la t.b.c. meningea.

a) Coloracién. —- Por el procedimiento de Ziehl - Neelsen in-
vestiguese la presencia de bacilos de Koch y estidiese simultineamente
los elementos celulares (leucocitos) del frotis. A pesar de su extrema
rareza, la escuela francesa insiste en que su presencia es constar.te y
despistable por la coloracidn.

b) Cultivos. — Se siembra el centrifugado en los medios ya
conocidos.
¢) Inoculacién. — La técnica de Widal indica inyectar en el

peritoneo de un cuy 10 c.c. del c. r. Si el bacilo de Koch existe, el
animal morird al cabo de algunas semanas de una t.b.c. peritoneal,
generalizada después, con las lesiones conocidas. Se comprende que
en un proceso de evolucidn rdpida como es la meningitis t.b.c., un
lapso de tiempo tan prolongado hace que este procedimiento sea poco
practico. Puede recurrirse a la inoculacién intramamaria en hembras
en lactacidn, segin la técnica de Nattan - Larrier y Griffon, que da
resultados positivos al cabo de 8 a 10 dias.

DEPOSICIONES.

En las enteritis tuberculosas, generalmente secundarias, se puede
investigar la presencia del bacilo de Koch, siguiendo la técnica co-
rriente (coloracién, cultivo e inoculacién).

LAVADO DEL ESTOMAGO.

:
En los lactantes que no saben desgarrar, se solicita a menudo
el examen bacteriolégico del liquido de lavado de estdmago, con el
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cual se procede siguiendo la misma técnica que hemos indicado
el desgarro. 3 4

EXUDADOS (PLEURAL, PERITONEAL, PERICARDIACO).

Seguir la técnica que hemos enunciado para los otros product
5 : 0s
patoldgicos, recordando que es necesario la homogeneizacién

METODOS INDIRECTOS -

‘ En tuberculosis los métodos indirectos, como ser. la investipa
C{én de los anticuerpos son a menudo de resultados dudosos e )ign-
clertos, dado que las propiedades antigenas del bacilo de Koch'so-
complejas e inconstantes. Por otra parte, se trata de un germen dn
desarrollo dificil y lento que da lugar a cultivos que es indispens 3
ble mpc?ificar para obtener buenos antigenos en la investioaci};n :‘lle
los distintos anticuerpos: asi son necesarios cultivos hor:mgéneo
para la aglutinacién, extractos bacilares diversos para la fijacid |
complemento, etc. ¢ i

Estudiaremos los anticuerpos maés corrientemente investigados

o ; :
n cllmc'a: contempladndolos en especial en Io que se refiere a la in-
terpretacion de los resultados,

AGLUTINACION.

Ha sido especialmente estu

: diada :
uR requisito fundamental por Arloing y Courmont. Es

antigeno se utilice en suspI:II:ilélashrea“io’neS ey o
suere - diagndstico de la tub n] R .Se comprende que el
e, ot erculosis es 1r{1posxble de practicar con
O costras, que tienens compuestos de bacilos aglomerados en velo
espontanea. Esta dificuilaacrl1 htenc'ienCIa e s s
Seneos it o z’l sido resuelta con los “cultivos homo-
tinacién, En, lineas ens alntlgelnos para la' sero - reaccién de aglu-
L adae a reconogddem es dicho Procedxmxento consiste en sem-
A he;}mente aglutxnak?le .de bacilo de Koch en el
cleruro de sodio agitando’od{1 b'ase iy ghcerm?’ PeRlpe sy
Vos de un cierto mimong . I;’rlamente ’el f:ultlvo. Se emplean culti-
la que hemos desce; € dias y %a técnica es en todo semejante a
I1to para las reacciones de aglutinacién en general. .
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS. — La suero-reaccién
tienc en tuberculosis un valor diagnéstico muy restringido.

‘ 1* El suero de los individuos sanos suele aglutinar en una pro-
pomo'n.dc un 269, segin Arloing. Es posible que estas reaccio-
nes positivas correspondan a la existencia de una tuberculosis la-
tente: no indican, por consiguiente, si se trata de lesiones en evo-
lucion. Por lo tanto, la investigacién de la aglutinacién no tendria
valor clinico sino cuando diera resultados negativos,'lo que tampoco
es constante.

2¢ EI suero de los no tuberculosos (fiebre tifoidea, neumonia,
fiebre puerperal, febricitantes, etc.), aglutina casi constantemente a
los cultivos homogéneos.

3¢ En los tuberculosos la reaccién suele ser negativa en las
formas avanzadas y en ciertas formas agudas como en la granulosa.
Por otra parte, es frecuentemente negativa en las formas incipientes
y lo es constantemente en el lupus. Sin embargo, en las tuberculosis
cronicos, lentamente evolutivas, Bezancon ha obtenido hasta un
83 % de resultados positivos. ,

40 Las tuberculosis de las serosas darn, a partir del exudado,
resultados en todo semejantes, en cuanto a tasa de aglutininas, a los
que da el suero de los enfermos. Courmont ha hecho, a partir de
este examen, el sero - prondstico de la afeccidn cn el sentido que éste
seria tanto mas benigno cuanto mayor fuera el poder aglutinante

del exudado.

PRECIPITACION.

El suero de los bovinos experimentalmente infectados, da ori-
gen 2 una reaccién de floculacién en presencia de tuberculina o ex-
tractos de bacilos tuberculosos. Se pensé utilizar este procedimiento
para el diagnéstico de la tuberculosis humara, pero las investigacio-
nes de los distintos autores concuerdan en que no se trata de una
reaccién especifica. Es,, generalmente, f'.)ositiva con el suero de los in-
dividuos sanos o con el suero de enfermos de afecciones diversas y,
frecuentemente, negativa en los tuberculosos. Es, por lo tanto, im-
posible utilizarla en la practica para el diagnéstico de la tuberculosis.

FIJACION DEL COMPLEMENTO.
Reaccisn de Besredka. — La reaccién de Bordet - Gengou
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ha sido empleada en el diagndstico de la tuberculosis. I as dificulty
des para su aplicacién han estribado, como para todas lag reaccio-
nes seroldgicas en tuberculosis, en la-obtencién de un buen antigeno-
Parece establecido que ni Ia tuberculina, ni los cuerpos bacilares Vi-.
vos o mu'crtos cor’lstituyen antigenos de valor fijo. Ha sido necesa-
rio r.ecurfxr a antigenos previamente modificados. Entre ellos vale
la pena citar el antigeno de Besredka, que es un filtrado de cultivo
de bacilo de Koch en el medio del autor que es caldo - huevo. E]
antigenc metilico de Négre y Boquet a base de un extracto aceté.nico
tratado por alcohol metilico de un cultivo en caldo glicerinado de
bacilo de Koch. Se puede emplear diluido al 10 & 20%.

’La técnica de la reaccidn corresponde en todo a la que hemos
descritc en el cdpitulo de fijacién del complemento.

VA'LIOR DE LA REACCION.—Puede aceptarse con Calmette que
una reaccion de fijacién francamente positiva indica siempre una forma
evolutiva de la enfermedad. Es, por otra parte, la mds especifica

de las reacc1ones‘de diagnéstico de la tuberculosis. Sin embargo, la
curva de la reaccidén es oscilante Y, '

lucién de la tuberculosis. Es asi,
sttiva en plenc periodo de estado
bio, en las formas incipientes y e

sin duda, en relacién con la evo-
como la reaccidén es claramente po-
de la afeccién, y negativa, en cam-
n las formas avanzadas,
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CAPITULO XXXV

HONGOS PATOGENOS
GENERALIDADES

DEFINICION. — Con el nombre genérico de micosis se designa
la infeccién del organismo determinada por hongos.

Estas afecciones aparecen actualmente como mas numerosas de-
bido a la mayor facilidad de evidenciar la presencia de estos para-
sitos con las técnicas modernas. Frecuentemente las micosis se desig-
nan segun el tejido u drgano atacados: dermatomicosis, neumomi-
cosis, etc. A veces, recordando cl género de parasito que la determi-
nan: actinomicosis, esporotricosis, mucormicosds, etc., como tam-
bién es posible que Ia designacién de la afeccion micdtica tenga por
base el aspecto andtomo - patoldgico sin importar la especie parasi-
taria o los 6rganos atacados, como es el caso dz los mjicetomas. No
existe, por consiguiente, un criterio tnico en la clasificaciéon médica
de las micosis, ya que-un grupo de ellas tiene por base el criterio
clinico o anatomo - patoldgico y otfas el aspecto parasitario.

Las micosis en general tienen tendencia a la cronicidad y a la
difusién progresiva. La terapéutica beneficia corrientemente cuando
se irata de combatir los ectofitos, o sea, los micetos localizados en
la superficie de los tegumentos y directamente atacables. En cambio,
los hongos que se desarrollan en el espesor de los tejidos (endofitos),
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¢scapan a la accién medicamentosa que se hace insuficiente y exige 1a
intervencién quirdrgica radical. La cura yodada da, frecuentemente
resultados satisfactorios, como igualmente la aplicacién’ de Rayos X.

CARACTERES MORFOLOGICOS

Los hongos patdgenos pueden presentar dos tipos vegetativos,
entre los cuales se observa, a veces, tipos de transicidon:

a) Tipo filamentoso, constituido por entrecruzamiento de fi-
lamentos o ifas que forman un micelio de escasa tendencia a la diso-
ciacién, y

b) Tipo celular, constituido por células redondas, ovales o alar-
gadas capaces de yemacién y designadas, por tal motivo, blastocélu-
las, las cuales tienen tendencia a separarse y formar elementos inde-
pendientes.

Estos dos tipos fundamentales constituyen la subdivisién clasica
de los hongos en ifomicetos y blastomicetos. :

Los micetos filamentosos tienen el tallo vegetativo o micelio,
con filamentos ramificados, ifas vegetativas, y a menudo una pared
de celulosa que encierra el protoplasma rico en cromatina. A veces
los filamentos o ifas son continuos formando el protoplasma una
masa Unica como un sistema de tubos comunicantes (mucorineas).
Mas frecuentemente las ifas presentan tabiques transversales que sub-

dividen el micelio en segmentos o células alargadas y que, a veces,
tienden a desarticularse.

REPRODUCCION

El estudio de los érganos de reproduccién de los hongos es in-
teresante y ha permitido hacer clasificaciones:

1) Reproduccién asexuada. — Constituye la forma mas sim-
ple de multiplicacién y aparece segiin tres formas fundamentales: la
csquizogonia. o cision, que puede ser simple o miltiple; Ia blastogonia
0 yemacion y la esporificacién, que puede hacerse por endosporas,

esporangeos, conideas, clamidosporas, artrosporas y por actinos-’

poras.

2) Reproduccion sexuada. — Denominada también fructi-
ficacion, que puede hacerse por autogamia o anfimixis, por iso-
gamia (conjugacién y copulacién) y por anisogamia o hetero-
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gamia que es la forma mas evolucionada de la reproduccidén sexual,
ya que hay formacién de dos elementos sexuales: mjcrogameto o

an*erideo y macrogameto u oogonia que uniéndose dan lugar a un
elemento fecundado.

TECNICA GENERAL DE INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

La técnica micoldgica esta basada fundamentalmente en los mé-
todos bacterioldgicos de investigacion y diagndstico.

Indicaciones. — Se pensara, particularmente, en las micosis en
presencia de una afeccidn crdnica, cutdnea o visceral, de aspecto no-
dular o supurativo, rebelde a todo tratamiento y no asimilable a una
causa microbiana conocida a pesar de los cxdmenes de laboratorio
repetidos y convenientemente practicados.

Debera orientarse los exdmenes en la investigacion de hongos
en los casos de lesiones profundas, que evolucionan sin fiebre y que
por los exdmenes clinicos y de laboratorio se apartan del cancer, la
tuberculosis y la sifilis. Es de especial interés el diagndstico diferen-
cial precoz, ya que ¢l prondstico y la terapéutica a seguir dependen
fundamentalmente de la seguridad diagno’sfica. Todos los gomas o
rumores, fistulizados o no, con supuracién crénica torpida y tenaz,
haran pensar en infestaciones micésicas.

En las infecciones subagudas o crénicas de las mucosas (esto-
matitis cremosas) y de la piel (micosis superficiales o dermatomi-
cosis) la investigacion bacteriolégica orientada hacia la presencia de
hongos, se impone al criterio del clinico. .

TECNICA MICOLOGICA.

En presencia de las indicaciones citadas anteriormente, es posi-
ble la intervencién del laboratorio mediante:

1) El examen directo.

2) El cultivo y su aspecto.

3) Las reacciones bioldgicas.

4) La inoculacion expertmental.

5) Los cortes histoldgicos.

1 —Para practicar el examen divecto se recoge el pus o el pro-
ducto de escarificacion de la pared de las lesiones sobre una lamina
y se procede al examen a fresco o previa coloracion.
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a) Para facilitar el examen a fresco se recomienda disociar ¢f
material en una gota de acido acético al 10% o en la glicerina y
examinar al microscopio entre 1dmina y laminilla. El liquido que
mas frecuentemente se utiliza es el lacto - fenol de Amann (4cido
fénico crist. puro, 1 gramo. Acido lactico, 1 gr. Glicerina, 2 grs,
Agua destilada, 1 gr.). g -

b) El examen previu coloracién sigue en lineas generales |os
métodos de fijacién usados en bacteriologia (alcohol absoluto o al-
cobol metilico) y las técnicas de coloracién directa con colorantes
de anilina, la coloracién de Gram doble, de Ziehl - Neelsen, colora-
ciones vitales, etc. ;

Cuando el resultado del examen directo es negativo no debe
eliminarse definitivamente la posibilidad de infeccidén micética, ya
que ciertos hongos no se les descubre sino por los cultivos o reac-
ciones bioldgicas. _

2.—FEn ciertos casos el cultivo es necesario, sea que el examen

“directo asi lo exige (esporo - tricosis, ooidium, etc.), o bien sea in-

‘dispensable precisar el tipo parasitario (actinomicosis, aspergilosis,
tinas, etc.).

Contrariamente a los bacterios propiamente tales, los hongos
prefieren una ligera reaccidén acida de los medios de cultivo. Los me-
dios més frecuentemente usados son: el Agar de Sabouraud, los me-
dios de levadura, la papa simple o glicerinada, la zanahoria, las
infusiones vegetales, los medios sintéticos, etc.

Generalmente los hongos son aerobios y requieren amplias su-
perficies (matraces, placas de Petri). Se desarrollan corrientemente
2 temperatura ordinaria, 20 a 25 grados, con excepcién de algunos
hongos patégenos de lesiones profundas que exigen la temperatura
del cuerpo humano para la.buena multiplicacidn. El desarrollo es
generalmente lento, de 5 a 25 dias y la observacién macroscdpica
de los cultivos es de gran importancia en micologia (aspecto, pig-
mente, tamafio, adherencia, consistencia, bordes, etc.). El estudio
de las reacciones bioquimicas, tan importante en bacteriologia, tiene
escasc valor en el estudio de los micetos. '

3.—Las reacciones bioldgicas o inmunitarias son utilizadas en
micologia sin tener ain la importancia diagadstica que le correspon-
de a los esquizomicetos. Se utiliza el serodiagnéstico mediante la
aglutinacion en las esporotricosis y en otras micosis, como igual-
mente algunas reacciones alérgicas e inmunitarias. El valor de es-
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tas reacciones es limitado, ya que frecuentemente son reacciones de
grupo.

4 —La inoculacién experimental presenta dificultades superio-
res a las que habitualmente se observan en bacteriologia, por su es-
casa transmisibilidad espontinea y bajo poder patégeno para los
animales de laboratorio. Los animales frecuentemente empleados son
el cuy, el conejo y enespecial las palomas.

5 —Los cortes histoldgicos, en cuya técnica se seguirdn las in-
dicaciones del Capitulo V.
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CAPITULO XXXVI

SIFILIS

‘ El agente causal de esta enfermedad es el Treponema pallidum
(Schal'xdinn - Hoffmann, 1905), que se encuentra tanto en las lesio-
nes primarias (chancro indurado), como secundarias (placas muco-
sas, papulas, etc.) y terciarias (gomas).

En ciertos periodos (secundarios) el treponema se encuentra en
la sangre en forma transitoria.

MORFOLOGIA

Ex’aminado en estado fresco al ultramicroscopio se presenta co-
mo un filamento tenue, espiroideo de apariencia brillante sobre el fon-
do negro de la preparacién. Esta disposicién espiral se observa no
solamente dl}rante los movimientos sino también en el estado de re-
poso. Lfl e.splral es completa y tiene forma de tirabuzén. Esta dotado
de movimientos de progresién mas o menos rapidos pareciendo que

ira rapi £
gira rapidamente sobre si mismo, a manera de una hélice. A veces

permanece sin trasladarse de siti .

e sitio; pero ejecutando movimi

10 Ve ! Vi

flexidn y torsién. . J : mientos de
Después o

o lrepoé)ema de dtemdo, sus detalles morfolégicos aparecen mejor.

ancho. Las o ZS 1e 6 a 15 micrones de largo por 0,25 micrones de
’ ndulaciones, en numero de 6 a 12, son regulares, es-

ecialmen i
lpad ; te enlla' parte media del cuerpo. Las extremidades son afi-
as y se continuan por un filamento
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chaditi,‘ Schoen y otros autores han concluido que el trepo-
nema es una fase de un ciclo evolutivo del virus sifilitico. Las for-
mas granulares representarian la fase pre - espiroquetdsica capaces
de transformarse en treponemas cortos, posteriormente en espiroque-
tas mas largas y ricas en ondulaciones (adultas).

Coloraciéon. — Exige procedimientos especiales de coloracion
y aun éstos le dan un tinte palido. No se tifie por el método de
Gram. Los procedimientos de coloracién son numerosos; pero po-

demos reunirlos en tres grupos: impregnacién; coloracién previa

aplicacién de un mordiente y coloracién por los eosinatos. De
estos procedimientos el mas usado es el de impregnacién, el mejor
de los cuales es el método de Fontana - Tribondeau basado en el
empleo del nitrato de plata amoniacal.

CULTIVOS

La obtencién de cultivos puros a partir de productos sifiliti-
cos (trozos de organos, exudados, etc.), es dificil. Numerosos au-
tores han logrado obtener cultivos puros con diferentes medios de
cultivo ideados para este objeto. Podemos citar, entre ellos, el me-
dio de Noguchi, a base de una mezcla de suero de caballo, carnero
o conejo y de agua destilada, adicionado de un trozo de 6rgano
fresco de cuy normal. Los cultivos sélo se desarrollan cuando se
colocan en condiciones anaerobias y a la temperatura de 25 -37
gradAos C., por lo cual se deben cubrir, después de sembrados, con
una capa de vaselina liquida. Es necesario hacer bastantes siembras
a la vez, pues muchas de ecllas son infructuosas. La investigacién
debe hacerse de preferencia alrededor del trozo de 4rgano incluido
en el medio. El Treponema comienza a desarrollarse desde el se-
gundo dia y vive durante cuatro o cinco semanas.

INOCULACION

.

Roux y Metchnikoff demostraron ia receptividad del chim-
:ante a la del hombre a la infeccion sifilitica. Los monos

pancé, seme;
inferiores (macacos Y cinocéfalos), son menos sensibles a la sifilis

experimental.
El virus sifili
Por la via ocular se observa en los primeros

tico es inoculable a los conejos por diversas vias.
dias una ligera reaccién
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banal debida a los gérmenes de asociacion. La reaccién especifica
aparece a las dos o siete semanas como pequefias granulaciones, del
tamafio de cabeza de alfiler ocupando el borde del iris. Despugs hay
una opalescencia difusa de la cdrnea, sintomadtica de una queratitig
parenquimatosa. El examen de los cortes de la cdrnea asi atacada
revela la existencia de numeroscs treponemas.

Se ha inoculado, con éxito, el virus sifilitico en el testiculo de]
conejo, que al cabo de treinta a cincuenta dias presenta una masa de|
tamafio.de un huevo de paloma, irregular, indolora y formada por
la reaccidn epididimo - testicular. Con la puncidén se extrae un liquido
rico en espiroquetas puras.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

El diagnédstico bacteriolégico puede hacerse por métodos direc-
tos (investigacién del treponema en las lesiones ‘o productos patold-
gicos) y por métodos indirectos (reacciones seroldgicas) .

METODOS DIRECTOS
1.—Al fresco.

a) Mediante el microscopio ordinario, para lo cual se necesita
un foco luminoso intenso y un excelente objetivo de inmersién. Este
método es sumamente . inseguro, pues la gran tenuidad del microbio
Y su escasa refringencia le hacen dificilmente visible.

D b) Mediante el ultramicroscopio. Constituye el método mas
rapido y, quizis, el mas seguro para la investigacién directa del tre-
ponema. Cuando el aparato esti bien reglado se deposita entre porta
y :gbre una gotita de la serosidad recogida. El examen efectuado
mediante las precauciones requeridas evidencia el treponema con to-
dos los caracteres morfoldgicos y de movilidad'que se le han asignado.
Es necesario, sin embargo, diferenciarlo rigurosamente de los demés

p,'zn'asmos'analogos que se encuentran en las lesiones ulcerosas de
‘dlvcrsa naturaleza, en donde viven como saprofitos.

2.—Por tincién.

La 1nvestigacion debe hacerse en los frotes y cortes tefiidos por
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alguno de los procedimientos que ya hemos enunciado. Para los
cortes se usa también, como método de' eleccidn, la impregnacion
por las sales de plata.

Obtencién del producto que se ha de examinar. — Para ob-
tener la serosidad del chancro debe limpiarse bien la regién con una
torula de algodén impregnado en suero fisiolégico estéril para
arrastrar las contaminaciones superficiales. La dermis se pone asi al
descubierto. Dejar salir un poco de la serosidad comprimiendo el
contorno entre los dedos. Si no se lograra esta serosidad, escarifi-
quese la superficie con una lanceta o bisturi, o si se desea hacer un
frote, rdspese con el borde de un porta-objeto que servira para ex-
tenderla en los otros porta-objetos. Para secar la preparacién no
debe calentarse.

La serosidad obtenida debe examinarse de preferencia sin nin-
guna dilucién; pero si hubiera- necesidad de diluirla, utilicese el
suero. fisiolégico y no el agua, porque ésta hincha y deforma los
treponemas. j

Si se trata de una papula o una roséola, escarificar ligeramente

‘las lesiones, recoger el exudado y operar como precedentemente.

El jugo ganglionar se recoge por puncién con una dguja grue-
sa y aspirando el liquido con una jeringa esterilizada.

Para los gomas la toma debe efectuarse a nivel de la pared
mediante raspado, pues el liquido de reblandecimiento no contiene,
generalmente, treponemas.

La investigacién del treponema en las preparaciones de sangre
da, generalmente, resultados negativos. -

3.—Por inoculacion.

Se podrd recurrir a la inoculacién intraocular en el conejo,
signiendo el procedimiento de Bertarelli. Tiene el inconveniente de
dar resultados tardios, puesto que es preciso esperar el fin del pe-
riodo de incubacién.

METODOS INDIRECTOS

Ponen de manifiesto las alteraciones humorales (del suero, del
liquidb cefalorraquideo), producidas por la infeccién sifilitica.
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No poseemos reacciones especificas desde el punto de vista in-
munolégico; pero las reacciones mas generalmente empleadas (R. de
Wassermann, R. de Kahn), se consideran practicamente especificas
por su alta sensibilidad. ’

Se las ha clasificado en reaccion de desviacion del complemento
(R. de Wassermann) y en reacciones de floculacién (R. de Kahn,
R. de Vernes, R. de Sachs - Georgi, R. del benjui coloidal, etc.)
El estudio del mecanismo de estas reacciones permite asimilar la pri-
mera a las Gltimas; todas son reacciones coloidales basadas en la pro-
piedad que adquiere el suero o el liquido cefalorraquideo del indivi-
duo sifilitico de flocular los lipoides del antigeno (mejor [lamarlo
reactivo), empleado en cada reaccién. Sélo hay\ diferencias de grado
entre la Reaccién de Wassermann y la Reaccién de Kahn, que de-
penden del estado de dispersién y de la riqueza en coloides lipoidicos
de los antigenos empleados. En la primera fase de la R. de Was-
sermann (que corresponde a la fijacién del complemento de la R. de
Bo-det - Gengou), se produciria una floculacién invisible a simple

vista del antigeno (reactivo), por el suero a investigar; estos fini- .

simos fléculos adsorberian al complemento y lo inutilizarian, lo fi-
jarian. La agregacion del sistema hemolitico tendria por objeto re-
velar esta fijacidn del complemento producida, no por una sensibi-
lizatriz especifica como en la R. de Bordet - Gengou, sino por la
floculacién invisible del antigeno que arrastra al complemento. En
la R. de Kahn los fléculos que se forman son francamente visibles
y esto se debe a la riqueza coloidal del antigeno de grandes micelas,
que en presencia del suero del enfermo se agregan en micelas de
mayor tamafio, macroscOpicamente visibles. En efecto, mientras el
antigeno (reactivo) de Wassermann es un extracto alcohdlico o ce-
ténico (lipoidico) de corazén de ternera, el reactivo de Kahn ha sido

enrqu{eudo por la adicidn de colesterina al extracto alcohdlico de
corazdén de buey.

TECNICA DE LA REACCION DE KAHN.

Para esta reaccidn se necesitan los siguientes elementos:
a)”Suero del enfermo. — Debe ser limpido y sin grumos en
suspension, lo que se obtiene por centrifugacién. Se inactiva a 56°

'du:'ante medla.hora con el objeto de desvirtuar la seroalbimina que
inhibe la reaccién.

254

b) Emulsion de antigeno. — El antigeno es un extracto, al-
cohdlico colesterinado de corazén de buey. La emulsién se prepara
en dos tubos. En uno se coloca 1 c.c. de antigeno y en el otro la
captidad de suero fisioldgico que indica el titulo (variable segin la
serie) . Se mezcla vaciando el suero sobre el antigeno y se transvasa
varias veces rapidamente. Se deja en reposo 10 minutos (‘‘madura-
cion’") . Esta emulsidn es utilizable solamente hasta media hora des-
pué¢s de preparada.

Titulacién del antigeno. — El titulo del antigeno esta repre-
sentado por la menor cantidad de suero fisiolégico que, agregada al
antigeno, produzca copos lipoidicos dispersables por la adicién de
nuevas cantidades de suero. -

Técnica.

| —Tomar dos series de cinco tubos para suspensién de antigeno. En la
primera szric echar dosis crecientes de suero fisiologico: 0,60; 0,80; 1,00; 1,10
y 1.20 c.c. En la segunda serie echar 1,00 c.c. de antigeno colesterinizado en
cada tubo.

2.—DPreparar cinco suspensiones de antigeno mezclando sucesivamente uno
de los tubos de antigeno con las dosis variables de suero fisiolégico. Verter la
solucién transvasindola seis veces, lo més ripidamente posible sin esperar que cai-
gan las dltimas gotas. Dejar la mezcla en reposo durante 30 minutos.

3.—FEchar 0,05; 0,025 y 0,0125 c.c. de cada suspensién de antigeno en
cinco series de tres tubos cada una. g

4.—Agregar 0,15 de suero fisiologico a cada uno de los 15 tubos.

5.—Agitar los tubos durante 3 minutos a la velocidad de 285 oscilaciones
pcr minuto.

6.—Agregar 1,00 c.c. dz suero fisiolégico a los tubos que contengan 0,05
de antigeno y 0,50 c.c. a los restantes.

En condiciones normales, las suspensiones’ obtznidas por la mezcla de 0.6 y
0.8 c.c. de solucién salina con 1,00 c.c. de antigeno, contienen agregados lipoidicos
no dispersables, mientras que habra dispersiéon completa cn aquéllos en los cuales
ol suero osta en cantidades de 1,0;-1,1y 1,2 c.c. Si, por ejemplo, presentan so-
lucién opalescente aquellos tubos que contienen suspensiones obtenidas con 1,0
1,1 y 1,2, el titulo serd de 1 x 1 por ser ésta la menor cantidad de suero fisio-
légico que produce dispersién completa.

Si todos los tubos tienen copos visibles. debe repetirse la titulacion emplean-
do volimenes de suero fisiologico superiores a 1,2 c.c.

La reaccién se verifica en tres tubos para cada suero. Se coloca
el antigeno en las cantidades siguientes: 0,05 c.c. en el primer tubo;
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0,025 en el segundo y 0,0125 en el tercero y se agrega 0,15 de o
del enfermo a cada uno. A

Se agita tres minutos en un agitador mecanico que efectiia 275
oscilaciones por minuto con un desplazamiento de 4 centimetrog
Si la agitacién se prolonga, se refuegza la reaccién y se ateng, cr;
casc contrario.

Para interpretar- con mayor facilidad la reaccidn, se agregan
las cantidades siguientes de suero fisioldgico: 0,5 c.c. a los dos ty.
bos con dosis menor de antigeno (0,0125 y 0,025) y 1 cc g,
tercero. El objeto de agregar mayor cantidad de suero fisiolégico
en' cste tubo es igualar las opacidades.

. La'lcctura debe hacerse siempre a ojo desnudo. El uso del aglu-
tinoscopio no es recomendable porque a veces con su ayuda se ve
una pequeiia floculacién que no debe interpretarse cémo positiva’

INTERPRETACION. — La transcripcién de los resultados se
hace por cruces: - -
4 cruces para un floculado intenso de grumos bien formados
que flotan en un liquido claro.
3 cruces para un floculado menos manifiesto.
'2 cruces para un floculado pequefio que flota en un liquido
tuzbio.
. 1 cruz para un floculado fino, visible, que flota en un li-
quido opalescente. g
Se anotax} las cruces de cada tubo, se suman y se dividirdn por
tres y este sera el resultado de la reaccidn.
1 'Fmalmentc, .debemos hacer notar el hecho de que hay ciertas
reacciones paradojales en que la reaccidn es mas fuerte con la dosis

mayor d i i
y ¢ antigeno que con la menor. Tales “reacciones deben inter-
_ Rretarse como intensamente positivas, :

TECNICA DE LA REACCION DE BORDET. WASSERMANN.

Los ele . :
‘lementos necesarios para esta reaccién son los siguientes:

Anti : .
z6r de teg ey representado por una emulsién alcohdlica de cora-
dil; 5 rnera (antigeno aceténico de Bordet y Ruelens), que se
ye de acuerdo con el titulo del instituto que lo prepara.

Anticue
rPO. representado por el suero a investigar, cuyo com-
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plemento ha sido destruido por calentamiento a 56 grados media
hora.

Complemento, representado por suero fresco de cuy que debe
titularse previamente.

Sistema hemolitico, constituido por una suspensién de eritro-
citos de cordero diluida al 5% en' suero fisiolégico y una dilucién
de hemolisina anticordero diluida también de acuerdo con el titulo
del instituto que la prepara. :

La técnica se inicia con la titulacién del complemento, tiempo
que es indispensable, pues se trata de un reactivo esencialmente va-
riable, cuya actividad es diferente en los distintos animales. de
acuerdo con el sexo, la estacién del afio, la temperatura del ambien-
te, etc. Titulado el complemento se pone en presencia del complejo
antigeno - anticuerpo para que se produzca o no su fijacién, par-
tiendo de la base que el suero del enfermo que contiene los anti-
cuerpos carece de complemento, ya que ha sido previamente inacti-
vado. La adicién, finalmente, del sistema hemolitico tiene por ob-
jeto comprobar si ha habido o no fijacién del complemento, y
‘hablaremos de ‘‘reaccién positiva’’, (+), cuando ha habido fija-
cién del complemento por el sistema antigeno anticuerpo y, por lo
tanto, no ha habido hemolisis, y de ‘‘reaccién negativa” (—),
cuzndo sucede lo contrario.

En los esquemas a continuacién, viene el detalle de la técnica

de la reaccidn.

a) Titulacién del complemento.
Coléquese tres tubos seroldgicos en el portatubos metilico. Numérense I,
11, III y con pipetas graduadas coléquense las siguientes sustancias:

Tubo Num. I II 111

0,1 0,2 0,3
LY 1.8 )7/
0.5 0,5 0.5
0,5 0.5 0.5

Complemento al 1/10 c.c.
Suero fisioldgico, c.c.

Hezmolisina, c.c. Mo
Susp. eritrocitos al 5 x 100

Sc lleva al bafiomaria y se observa el Gltimo tubo que ha hemolizado a

los 5 minutos, cantidad que se considera como la dosis minima de complemento.

Supongamos que en este caso sea 0;23
N
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b) Fijacion del complemento.

En 4 tubos serolégicos numerados de 1 a 4, coléquense:

Tubo Num. I 11 Ill v COntrol

Antigeno . . haaiie - R (1)) 0,5 0.5 0,0
Suero enfermo fat. 0.3 0,3 0.3 0.3
Complemento. - Titulo a dosis va-

fables . o o & o CSERREON) 0.4 0,6 0,2
Suero fisioldgico . . . MR 0,2 0,0 0,9

¢) Adicidn del sistema hemolitico.

Después d» transcurrir el tiempo indicado, complétese la reaccidn afiadiendo
a los mismos 4 tubos:

Tubo Num. I Il I 1V Control
Hemolisina, c.c. . T AR 0,5 0,5 0,5
Susp. eritrocitos, ¢.c. . . . . . - 05 0,5 0,5 0,5

Agitense y llévense nucvamente los tubos al bafiomaria a 37° durante 5 mi-
nutos. Obsérvese si hay o no hemolisis en los tubos 1, 2 y 3. El tubo nimero 4

debgra estar hemolizado, salvo el caso de un suero humano anticomplementario
Indiquese el resultado de la reaccion con los signos:

Si' hay hemolisis en todos los tubos de reaccién: negativo, (—).
ST no hay hemolisis en el primero y la hay en los demis, ()
Sf no hay hemolisis en los dos primeros tubos, (4 +). )
Si no hay hemolisis en ninguno de los tres tubos, (4 -+ ).

_ INTERPRETACION DE LAS REACCIONES SEROLOGICAS. — Los
anticuerpos en juego en las reacciones de floculacién y la reaccin
Wassermann son testigos de infeccidn y no de inmunidad. Estas reac-
c1or:es son todas reacciones de infeccién. Aparecen en los periodos de
evo.u;ﬂxon y se ’atemian o desaparecen en los periodos de fatencia.
= el. f? r(;acc:ialon d’e Wass?rma.nn se hace, generalmente, positiva ha-

inal del periodo primario (20* 6 25° dia de Ta evolucién del

chancro. :
cunda}iilopoé’::;;]: :F p'ositividad alcanza al 95% en el periodo se-
' isminuye al 60% en los periodos de latencia

aparente, per 5 SRR
P_'_ pero en este momento una reaccién positiva indica una
sifilis activa. ’ ' '
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En las complicaciones nerviosas se hace positiva en el 60%
de los casos, y en el 100% de los casos de paralisis general cuando
sc investiga en el liquido céfalo raquideo.

En la sifilis hereditaria la proporcién de reacciones positivas no
alcanza sino al 20 %. ;

En el periodo secundario, el tratamiento provoca casi siempre,
junto con la desaparicién de las lesiones, la atenuacién y aun la des-
aparicion temporal de la reaccién de Wassermann. Sin embargo, en
aquellos casos de sifilis con reacciones negativas, el comienzo del tra-

tariento puede hacer positivas las reacciones (método de reacti-
vacién) .

Por tltimo, en el periodo terciario, en la sifilis nerviosa y aun
en los casos de sifilis viscerales indiscutibles, la reaccién no es siem-
pre positiva; conviene, entonces, recordar que st una reaccién ne-
tamente positiva puede dar el diagndstico, una rea_ccxén negattva no
debe, jamads, hacer rechazar el diagnéstico de sifilis.



CAPITULO XXXVII

INFECCIONES PUTRIDAS Y GANGRENOSAS

MICROBIOS ANAEROBIOS
GENERALIDADES

Las infecciones putridas y gangrenosas estin caracterizadas por la importan-

cia del edema. la destruccién necrética de ios tzjidos y la presencia, a veces, de gas
y olor fétido. Son procesos complejos en cuanto a su localizacion multiple, su
ctio - patogenia y sintomatologia. No existe un germen especifico de tales infec-
ciones y su complejidad se revela también en la flora microbiana causal. Los
anaerobios, asociados comtnmente a los aerobios constituyen un ‘‘polimicrobis-
mo"’ necesario, segin algunos autores (Veillon, Zuber, etc.), a la creacién del
foco gangrenoso. La intensa accién proteolitica de esas especies microbianas, ex-
plica la destruccién necrética y la accién putrida sobre los tejidos.
. Las indicaciones ciagndsticas se hallan en estricta relacién con _las loca-
lizaciones de los gérmenes anaerobios: tubo digestivo, aparato génito - urinario y
err ¢l suelo como igualmente por las circunstancias de encontrirselos en las ca-
vidades cerradas, en focos necréticos y' esfacelados privados del oxigeno libre.

Se pensard en infecciones a anaerobios, en las ulceraciones, abscesos o fleg-
mones dependiente del tubo digestivo. Fuera de la angina de Vincent y de la
cs%omalitis ulcero - membranosa las que, por su asociacién fuso ~espirilar se des-
c.nbcn aparte, conviene recordar, como indicaciones diagndsticas, el absceso denta-
rio, la angina de Ludwig, los flegmones peri - esofigicos, los abscesos subfrénicos,
laz zfpendlcitis y abscesos y gangrenas peri - apendiculares, las peritonitis enquis-
tadas por perforacion, los abscesos del higado y las colecistitis.

; ‘Los organos vecinos del tubo digestivo o las cavidades del crineo que se
comunican con €l son susceptibles de la invasidn de los anaerobios. Asi se ex-
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plica que las vias respiratorias puedan infectarse por los anacrobios: gangrenas
pulmonares, pleuresias pitridas enquistadas o no, sinusitis, otitis o mastoiditis.

Ijas infecciones del aparato génito - urinario pueden infectarse con gérme-
nes analogos: abscesos urinosos, pielitis, flegmones perinefriticos, bartolinitis,
metritis y salpingitis, infecciones puerperales o en el post - abortum.

Las circunstancias por las cuales se desarrollan ciertas infecciones, hacen
sospechar, a veces, la posibilidad de anaerobiosis. Complicaciones a distancia por
embolia o septicemia de una infeccién anterior digestiva o génito - urinaria:
absceso -cerebral, embolias o gangrenas pulmonares, de los nifios o adultos ata-
cados de otitis, etc.

En los casos de traumatismo, de herida contaminada con tierra, materias
fecales o cadavéricas, la presencia de anacrobios debe ser investigada ya que en
esas circunstancias se constituyen las gangrenas gaseosas. Los anaerobios tienden
a multiplicarse mejor en los tejidos mortificados, atricionados y en donde la cir-
culacién sanguinea se halla interrumpida.

Ciertos signos clinicos hacen pensar en la presencia de anaerobios: colec-
ciones gaseosas, fetidez (desgarro fétido de las gangrenas pulmonares; vdmica
fétida en las aberturas bronquiales de la pleuresia).

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Examen directo. — La~ morfologia no permite por si sola
identificar un anaerobio, pero suministra utiles signos de presun-
cién. En gota colgante o en frotis después de coloracién de Gram,
los anaerobios revisten aspectos miltiples, en cocos o bacilos. Mu-
chos de los bacilos son gruesos y traposos y toman el Gram (Per-
fringens, Vibrién séptico, Sporogenes, etc.) ; bacilos finos (Ramos-
sus) ; bacilos Gram negativos (Fusiforme, Fragilis, etc.) ; por coc-
cus (Micrococcus foetidus, Diplococcus reniformis. Estreptococos,
Estafilococos, etc.) ; o bien espirilos anaerobios.

La movilidad de los gérmenes ayudard a circunscribir el diag-
néstico teniendo cuidado de observar al fresco en la porcién central
de la preparacién para evitar la inmovilizacién periférica de la gota
analizada. ;

A menudo estas diferentes especies se hallan asociadas difi-
cultando el diagnéstico y obligando a recurrir a la identificacién

por aislamiento.

Examen por cultivo. — Es indispensable para el aislamiento
y la identificacién. Ademds de sembrar en los medios aerobios (as'o-
ciacién frecuente), emplear los medios de cultivos pata anaerobios
(agar glucosado profundo de Veillon, caldos regenerados, etc.),
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obtener desarrollo puro de las especies e identificarlas por los me-

dios diferenciales y la aglutinacion.

TECNICA:

Licuar el agar profundo de Veillon al bafio maria manteniendo los tubos
sumergidos en el agua en cbullicién durante 20 minutos para expulsar comple-
tamente el aire disuelto. Colocarlos en agua a 40° para mantener el medio al
estado liquido. Sembrar el producto sospechoso con pipeta en un primer tubo.
Con la misma pipeta sembrar un segundo tubo sin volver a tomar el producto
patolégico. Del segundo tubo se pasa a un tercero, etc., con el objeto de obtener
con seguridad colonias escasas y aisladas en los ultimos tubos, (siembra por agota-
miento).

Anotar la caracteristica macroscopica d2 las colonias (opacas, lenticulares,
contornos netos, algodonosas, ausencia o presencia de burbujas gaseosas, disloca-
cién del agar, olor, etc.).

Escoger una colonia aislada tipica y resembrar para obtener cultivos puros.
Se utiliza una pipeta afilada provista de un tubo de goma de treinta a cuarenta
centimetros, que permita aspirar sin dificultad los movimientos de la pipeta. Si
¢l nimero de colonias especialmentz en la superficie dificulta la anterior opera-
cidn, extraer el trozo de zgar en una placa de Petri calentando el fondo del tubo
de Veillon. Cauterizar la superficie y exXtraer la colonia sospechosa.

Identificacién. — Una vez aisladas las colonias se sembrarin
en los medios diferenciales liquidos o sélidos privados del oxigeno
libre por el vacio por gases inertes o por regeneracién mediante la
ebullicién. ,

Con cultivos en caldo proceder a las ‘‘pruebas de aglutinacién’.

INTERPRETACION.—La asociacién microbiana aero-anaerobia
es de gran importancia en la interpretacién diagndstica, prondstica y
terapéutica. La asociagién con estreptococos es una causa de difu-
sién de los procesos anaerobios y de su gravedad (heridas de guerra,
traumatismos, etc.).

En las supuraciones viscerales anaerobias es ttil evidenciar la
presencia de estreptococos hemoliticos para la indicacién seroterd-
pica mixta.

La abundancia extrema de la flora microbiana que hace con-
traste con la pobreza de los elementos celulares constituye una fuer-
te presuncién diagnéstica de las infecciones gangrenosas.
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PRINCIPALES ESPECIES ANAEROBIAS

BACILOS ANAEROBIOS GRAM POSITIVOS.

B. PERFRINGENS.

'Bacdo grueso, traposo, inmévil, rara vez esporulado. En Agar - Veillon
cf)l.omas opacas en “‘lentes biconvexos” y formacién gaseosa. En caldos olor bu-
tirico, pero no putrido. Intenso fermento sacaro - proteolitico.

B. BIFERMENTANS.

Caracteres analogos al Perfringens, pero produce ficilmente esporas ovales
centrales. Olor piitrido como Sporogenes. Mis proteolitico (alblimina de huevo,
leche y gelatina).

VIBRION SEPTICO. (B. DEL EDEMA MALIGNO).

Poliformo, bordes redondeados, esporas centrales, no capsulado. Mé-
vil. En Agar - Veillon colonias compactas algodonadas. Gas. En caldos olor a
putrefaccién (H2S).

B. SPOROGENES.

Iguales caracteres que el Vibrién Séptico. Esporas abundantes, subtermi-
nales. Muy mévil. Agar - Veillon gruesas colonias algodonosas. Gas sin frag-
mentacién del medio. Caldo: olor pitrido, infecto. Proteolitico.

B. OEDEMATIENS.

Como el Perfringens, pero bordes redondeados, esporas redondas en ra-
quctas, subterminales. Agar - Veillon colonias opacas, contornos irregulares, fi-
lamentosos.

B. HISTOLITICO.

Anilogo al vibrién séptico. Mévil. capsulado, poco esporulado. En Agar-
Veillon colonias con niucleo central irrégular y aureola filamentosa ramificada.
Caldos: olor putrido sin formacién gaseosa.

B. PUTRIFICUS. (BIENSTOCK).

Bacilo fino, flexuoso, espora terminal (palillo de tambor). Muy mévil.
Colonias pequefias, opacas al centro y filamentosas a la periferia. Olor pitrido.
Proteolitico.

B. RAMOSUS.
Bacilos largos en V. Inmévil. No esporula. Cultivo dificil, colonias pe-
quefias filamentosas. Olor fétido. Frecuente er las gangrenas pulmonares, pleu-

resias putridas, otitis y apendicitis.
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t .
BACILOS ANAEROBIOS GRAM NEGATIVOS.

(Conjuntamente con el B. Ramosus, Gram positivo, los gérmenes siguien-
tes son los anaerobios de ias infecciones del tubo digestivo, apendicitis, de Jog
abscesos urinarios, otitis e infecciones gangrenosas del pulmén y pleura).

\

B. FUSIFORME. (VINCENT). o .
Bacilo inmévil, netamente fusiforme de dificil cultivo. (Ver asociacién

fuso - espirilar).

B. FRAGILIS. ) 3 .
Fino, inmévil, de dificil coloracién. Colonias pequefias, muriformes, olor

fétido, sin o poco gas. Frecuente en las caries dentarias.

B. SERPENS.

Grueso, extremidades redondeadas, movimiento ondulante. Colonias trans-
parcnies. Olor fétido.

COCOS ANAEROBIOS. GRAM POSITIVOS.

ESTREPTOCOCOS.
Largas cadenas. Gas. Olor putrido.

ESTAFILOCOCOS.
Cocos pequefios. Colonias finas. Infecciones urinarias.

MICROCOCCUS FOETIDUS.
Cortas cadenas. Olor fétido. Sin gas. Anginas de Ludwig, otitis. Bartho-
linitis.

COCOS ANAEROBIOS GRAM NEGATIVOS.

DIPLOCOCCUS RENIFORMIS.

Caracteres morfoldgicos del Gonococo. Agar - Veillon colonias lenticula-
res transparentes. Abscesos urinosos y hepaticos. .

ESTAFILOCOCCUS PARVULUS.
Cocos pequefios, colonias cuboideas, amarillas. Olor fétido.

.

A{‘OCIACIQN FUSO - ESPIRILAR.

Estomatitis, anginas, infeccionds tlcero - membranosas. Frecuente en la
angina tlcero - necrética de Vincent. 3
El diagnéstico se hace por simple examen directo. ‘Ambos elementos de

la asociacién (B. fusiforme y Espiroqueta Vincent) son Gram negativos. Difi-
cilmente cultivables. 2
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APENDICE*

IDENTIFICACION SISTEMATICA DE UN GERMEN AISLADO.
METODO A SEGUIR.

Después de obtener un cultivo puro de un microorganismo del medio am-
bicnte o de los productos patoldgicos .y de anotar el origen, la fecha, considera-
ciones clinicas, se procede a su estudio, siguiendo en lo posible la siguiente norma
recomendada:

ASPECTO MORFOLOGICO DE LA BACTERIA.

Los principales puntos que deben notarse son los siguientes:

Forma. — (Esféricas, bacilos cortos y largos. filamentos, comas o espi-
rales, etc.).

Eje. — (Derecho o curvo).

Tamano. — (Largo y ancho).

Lados. — (Paralelos, protuberantes, céncavos, irregulares, etc.).

Extremos. — (Rzdondeados, truncos, céncavos, en punta, etc.).

Disposicion. — (Aislados, en pares, en cadenas, de a cuatro, en grupos, en
racimos, en agrupaciones cubicas, en gavilla, en letras chinas, etc.).

Formas anormales o de tnvolucién. — (‘Variaciones en forma y tamaifio;
en masa, filamentosas. ramificadas, naviculares, en forma de limén, fusiforme, etc.).

Movilidad. — (Movil o inmdvil, caracteres de los movimientos, etc.).

Cilios. — (Monotrico, anfitrico, lofotrico, peritrico, etc.).
Esporas. — (Esféricas, ovaladas o elipticas; centrales, subterminales o ter-
minales; Unicas o multiples; producen o no producen ensanchamiento del ba-

cilo, etc.).

% Con el objeto de facilitar la identificacién de los microorganismos aislados.
hemos resumido en este apéndice los procedimientos principales y que se hallan en
su totalidad en el texto pero dispersos en los distintos capitulos. Creemos serd de
utilidad para los médicos, laboratoristas y bacteri6logos.
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Cdpsulas. — (Presentes o ausentes, condiciones de aparicidn, etc.).
. Coloracion. — (Homogénea, irregular, unipolar, bipolar, granular, e
tiva y variaciones en intensidad entre los diferentes organismos. Presencia de g?‘
nules metacrométicos; reaccion a las coloraciones de Gram y de Ziehl-Neelsen, etc.;-

COLONIAS EN SUPERFICIE EN MEDIOS SOLIDOS.

Formas. — (Circulares, irregulares. radiadas, arborescentes, etc.)
Tamafio. — (En milimetros) . .
Elevacién. — (Planas, solevantadas, ligeramente convexas, muy con
o en forma de cipula, umbilicadas, con o sin margen aserrado, etc.) e
) Estructura y superficie. — (Amorfa, lisa, mediana o toscament; ranular:
filamentosa, rizada, rugosa, en anillo, opaca o brillante, etc.). R

Borde. — (Entero, ondulado lobulado, f;
' , ado, . festoneado, d

flecos. rizado o aplastado, etc.). adle: e
Color. — (Color por luz reflejada y trasmitida: iridescente, fluorescente

opaiescente, etc.).

gonsls.tlcr;cw. — (Mucosa, viscosa, friable, membranosa, etc.)

a a“l . 7 S 1 “rs e . g g
N pactdad de emulsionarse. — (Facil o dificil ; emulsiones homogéneas, gra

.res O escamosas cuando se emulsiona en una gota de agua .

L | g con un asa de
Diferenciacién (Se di i
; - — (Se diferencian o i6
o N0 en una porcién central y peri-

DESARROLLO EN ESTRIA CENTRAL.

. ( =
e g yit \CSC ’
Gla)do IJlll uno aso ﬂlodel’ado, abunda“te. pIOfUSO. dlSCr to o

;;)rma:'— (Filiforme, invasor, arborescente) .
% evtf;:lo?. — (Aplastada o solevantada) .
uperficte. — (Lisa; limitad
; : da, como cobre batido: i
; ; cobre batido; r ;
2 O toscamente granular: papilar, secas o himedas) et

Bordes. — (Entero o
» ondul
flecos, aplastados) . ulado, lobulado, festoneado, dentado, como con

Color, opaci ;
s cidad, consistenci 7
e A , ncia .
las colonias) . ¥ capacidad de emulsionarse. — (Como en

OIOI. e Io i J O olor.
Ausente, P nuncmdo. semejante a otr l
. . . o0 .
Medlo. ) CO]OIeadO, dlgerldo. fofmaclon de Crlsta]es

DESARROLLO EN PICADURA,

Grado. — Compo .
arrollo éptimo, :

Forma = ili
. Illlfot"le (< armflcaClOﬂ
; : » €n forma de rosﬂrio, sin O con r Y
EX‘QI?S'OIT —— Ilofullldldad n eI [ubo en que hay desattO“O

n el cult i
Itivo en estria central. También posicién de des-
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Superficie. — Desarrollo en la superfitie presente ¢ ausente: si lo hay, dia-
metro, superficie y borde. y .

Color y opacidad. — Como en el cultivo en estria central.

Licuacién. — Presente o ausente; si la hay. crateriforme, piriforme, in-

fundibuliforme, estratiforme, etc.
Medio. — (Como para el cultivo en estria central).

DESARROLLO EN AGAR PROFUNDO.

Posicion. — (Desarrollo uniforme en el tubo; desarrollo éptimo o maximo,
zoras, etc.).

Superficie. — (Desarrollo en‘la superficie: zona de aerobiosis).

Colonias. — (Tamafio, forma, color, opacidad, desarrollo periférico si lo
hay). :
Gas. — (Presente o ausente; medio fragmentado).
Medio. — (Coloreado, digerido, turbio).

DESARROLLO EN MEDIO LIQUIDO.

Grado. — (Ninguno, escaso, moderado, abundante, etc.).

Enturbiamiento. — (Presente o ausente; si lo hay, ligero, moderado o

intenso; uniforme, granular o flocular).
Depésito. —- (Presente o ausente; ligero, moderado o abundante; pulve-

rulento, granular, flocular, membranoso o viscoso; al agitarlo se disgrega com-

pletamente, o no se disgrega).
Desarrollo en la superficie. — (Presente o ausente; desarrollo en anillo

- alrededor de la pared del tubo: velo de la superficie, que es delgado o grueso,

con superficie lisa, granular o rugosa, se disgrega completamente o no se disgrega

al agitarlo, etc.).
Olor. — (Ausente, pronunciado o semejante a otro olor, etc.).

DESARROLLO EN AGAR - SANGRE.

Colonias. — Descripcién de las colonias de la superficic.
Hemolisis. — (Presente o ausente; caracteres, extensidn, etc.).

RESISTENCIA AL CALOR.

(Generalmente se prueba colocando un cultivo de caldo de 24 horas, que
contenga 5 c.c. de medio en un tubo de ensayo de 5/8 pulgadas, en un bafio-
maria a temperaturas de 55 grados por una hora, 60 grados por una hora y
80 grados por media hora, y se subcultivan en.medios favorables. Esta es, por
supuesto, una prueba de orientacién).
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PROPIEDADES METABOLICAS.

Presién de oxigeno que se requiere para el desarrollo. — (Aecrobio, anae-
robio facultativo, anaerobio obligatorio. microaerofilico).

Efecto de la temperatura sobre el desarrollo. — (Limites entre los que
ocurre el desarrollo; 6ptimo térmico).

Formacion de pigmento.'— (Se prueba generalmente en agar estria in-
cubado a 22 grados, o se dejan a temperatura de laboratorio después de una
incubacion preliminar a 37 grados).

Capacidad de modificar la constitucion del medio. — (Efecto sobre e
desarrollo por la adicién al medio de sangre, suero, liquido ascitico, glucosa, gli-
cerina, nitrato de potasio, sales biliares u otras substancias.

REACCIONES BIOQUIMICAS. i

Fermentacion de azicares. — (Acido, gas, reduccidn, etc.),

Leche tornasolada. — (No hay cambio; reaccién acida o alcalina: coagulo;
coagulo disgregado por el gas; peptonizacién: saponificacién).

Indol. — (Ver técnicas en el Cap. VIII).

Prueba de Rojo de Metilo. — Se prueba agregando 5 gotas de solucién
rojo de metilo de 0,04% a un cultivo en medio glucosado fosfatado (peptona
0.5 gramos, K,HPO, 0,5 gramos, glucosa 0,5 gramos, agua 100 cc. pH 7,5).
El cultivo se desarrolla durante 5 dias a 30 grados.

Color rojo — positivo,
g Color amarillo — negativo.
Prueba de Voges - Proskauer (V. P.) — Se prueba agregando a un cultivo

glucosado fosfatado cultivado durante 5 dias a 30 grados, 1 c.c. de solucién de
KOH al 10%. El color se desarrolla lentamente, y la prueba debiera leerse des-
pués de 18 a2 24 horas.

_ Fluorescencia — negativa.
¢ Si no hay coloracién — negativa.
Reduccion de nitrato. — Se prueba en cultivo en caldo que contenga 0,1 %,

KNO;j cultivado durante 5 dias a 37 grados, por el método de Ilosvay.

Solucién A:
a-nafitilamina gm.
agua . .o LG L e e

Se disuelve, se filtra Y en seguida se agrega 180 c.c. de icido acético diluido.
(Sp. gr. 1,04).
Solucién B:

Acido sulfanilico . . 0,5 grm.
Acido acético diluido . 150 c.c.

Agregar 1 c.c. de Solucion Ay en seguida | c.c. de solucidn B.

Color rosado, rojo o marrén -—= positiva.
Si no hay coloracion == negativa,
Amoniaco. — Se prueba en cultivo de agua peptonada cultivade durantz 3

dias a 37 grados, agregandole reactivo de Nessler.

Color café — positiva.
Amarillo palido = negativa.
Hidrégeno sulfuradd. — Se prueba en medio con acetato de plomo (czido

de extracto del corazén que contenga 4% de peptona y 2,5 % de agar). Se este-
riliza y se le agrega igual cantidad de solucidn estéril de acetato bisico de piomo

al 0,1%).

Coloracién café o negra := positiva.
Si no hay coloracién  — negativa.

Reductasa Azul de Metileno. — Se prueba en un cultivo de caldo de 24 ho-
ras a 37 grados. Se le agrega 1 gota de 1% de azul de metileno en solucién zcuosz
y s incuba a 37 grados.

Decoloracién completa = muy positiva.
Coloracién verde — d¢ébilmente positiva.
Si no hay decoloracion — negativa.
Catalana. — Se prueba en cultivo de agar estria de 24 horas a 37 gradoes.

Sc vierte sobre el cultivo 1 c.c. de H202 (10 vols.) y el tubo se fija en unz
posicj'én inclinada.

Si se producen burbujas — positiva.
Si no se produce gas — negativa.
Poder proteolitico. — (Gelatina. clara de huevo, su:ro coagulado. ca-
seirz, etc.).
pH Jptimum. — (Limites del pH para el cultivo, la conservacidn, toxici-
dad, virulencia, etc.).
Rojo neutro. — (Cultivo en Tubo B., caracteres. reduccidn. fluorescen-
cia; etc.).
Bilis o sales biliares. — (Accion nula, inhibidora. bactericida, litica, etc.).

NOTA: Para completar el estudio del microorganismo con otras ‘rascciones
bioquimicas, serolégicas, poder patégeno, etc., ver los capitulos que tratan en
particular el tema.
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