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TIVO: LENTO Y RAPIDO *

Por el Dr. EMILIO P. NAVARINI,
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Trabajo de investigacion

Con ¢l objeto de estudiar y constatar la posible modificacién de los
caracteres morfoldgicos y bioldgicos del bacilo de Loeffler, aislado de
enfermos, convalecientes, portadores sanos, preparamos el medio de cul-
tivo de Clauberg con las modificaciones introducidas por Horgan y Mars-
hall segiin se explica més adelante. :

Hemos elegido el medio citado en mérito a las observaciones siguientes:

Teniendo en cuenta la dificultad de obtener un medio de cultivo para
el diagndstico bacteriolégico de la difteria, que fuese de aislamiento elec-
tivo del bacilo de Loeffler de los demas gérmenes concomitantes y especial-
mente de los seudodiftéricos, es que dimos comienzo a la preparacién de
los variados medios conocidos ; empleando las técnicas clisicas de los auto-
res correspondientes. Ni el medio de cultivo biliar de Drigalsky y Bierast,
ni el clasico medio de Loeffler de suero de caballo coagulado, ni el de Costa
Troisier y Dauvergne con acido sulfdrico, nos dieron los resultados es-
perados ; no modifican la inconstancia de los resultados ni resuelven el pro-
blema de la diferenciacién del bacilo diftérico de los seudosdiftéricos. Pér-

* Trabajo reglamentario de turno, leido en Ia sesién del 14 de mayo de 1947.
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gola demuestra en su “Nuovo método per la ricerca del bacile diftérico”
que en los medios a base de telurito se desarrollan mejor los baciles Kiebs-
Loetfler, pues el telurito retarda el desarrollo de los seudodiftéricos y por
reduccion a Oxido de telurito da a las colonias de bacilos diftéricos um
color megro de fécil observacién. Clauberg en su medio a base de Agar
—sangre-ascitis-telurito— llega a idénticos resultados, lo mismo que Hor-
.gan y Marshall, quienes simplifican la preparacién del medio de Clauberg
aumentando fuertemente la proporcién del telurtto, asegurando asi un ma-
yor retardo del crecimiento de los bacilos seudodiftéricos.

Procedimos entonces a preparar estos medios y a su empleo sem-
brando seudo-membranas, exudados amigdalinos y, en algunos casos, sus-
pensiones de bacilos de Loeffler, llegando a la conclusién que de todos
ellos el de Clauberg, modificado por Horgan y Marshall, desarrollaba
mayor namero de colonias de Leoffler. Nos familiarizamos luego con el
citado método que controlamos largamente.

Los resultados comparativos sobre 93 observaciones directas y por
cultivos, fueron:

Diagndstico . . ; M. Clauherg
bactericlbgico M[e‘du;ﬂde N{(ed:o g’;gzts M. Pérgola Modif. Horgan
directo cettier ¥y y Marshall

Posit. Negat. | Posit. Negat. [ Posit. Negat. | Posit. Negat, | Posit.  Negat.
18 75 19 74 18 75 20 73 24 69

Las siembras comparativas fueron efectuadas empleando en cada caso
el mismo material, Las observaciones se practicaron entre las 22 a 24 horas
de incubacion a 379

Por estos resultados se deduce que el medio de Clauberg, modificado
segin Horgan y Marshail, nos did un porcentaje mas alto de positividad
para el desarrollo del bacilo de Loeffler.

Otro dato interesante que pudimos constatar es que en este medio Jas
colonias de Loeffler se desarrollaron en nimero mayor que en los demas
~ medios (este hecho lo hemos observado en 10 de los casos estudiados).

Ademas, en los medios con telurito, las colonias diftéricas se desarro-
llan con caracteres facilmente identificables macroscépicamente, de los seu-
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dodiftéricos y gérmenes concomitantes; asi, presentan aquellos un centro
negruzco y un anillo periférico gris claro, mientras que las colonias de
bacilos seudodiftéricos, en igualdad de tiempo de incubacién, tienen un
desarrollo menor casi la mitad de los anteriores y presentan un color os-
curo, mas claro y uniforme,

Elegido por todo ello el medio de cultivo procedimos a practicar en él
las siembras (exudados amigdalinos, falsas membranas y suspensiones de
bacilos de Loeffler). . ) - .

En las colonias desarrolladas entre las 22 a 24 horas de incubacién a
37° se estudiaron: .

a) Los caracteres rﬁorfolégicos de los gérmenes.

b} La virulencia de los mismos.

¢) La accién fermentativa de los hidratos de carbono.
d) La resistencia al método de Gram.

La virulencia fué ensayada en cobayos de 250 a 300 gramos de peso-
Método Tallo.

Con la fermentacion de los hidratos de carbono, empleamos glucosa,
levulosa, galactosa y sacarosa,

Con la resistencia al método de Gram seguimos 1a técnica de Langer-
Kriger.

Analizando los caracteres morfolégicos y biologicos de las cepas de
bacilos de Leoffler desarrolladas y aisladas, se deduce que, seglin su ori-
gen, pueden modificarse tomando algunos caracteres biolégicos que los
aproximaria a los seudodiftéricos. Esta tendencia se ha notado en cepas
aisladas de portadores sanos. Algunas cepas aisladas de convalescientes o
enfermos conservan, después de cinco meses, inalterables su virulencia para
el cobayo, no asi las cepas aisladas de portadores sanos que lo hicieron
hasta 30 dias solamente. (

La propiedad bioquimica de la resistencia al Gram es susceptible de
modificarse también ; asi notamos que en gérmenes de cepas aisladas de por-
tadores sanos la resistencia al Gram estd disminuida.

En el cuadro que a continuacién se detalla se encuentra un resumen
de las experiencias efectuadas:
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deNé:E)‘as Origen . | Morfologia Virulencia R:lstt::::a Fer, Hidt. Carb.
GL L Ga. §
1 Enfermo de| Medianos | Mayor 5 meses | Buena |4 4+ o —
' Difteria
2 » Mediznos woow Buema |4+ 4 4+ —
3 1 Medianos oo o Buena + 4+ 4+ —
4 » Largos Cuatro meses Buena + 4+ 4+ —
5 Convale- Cortos Hasta 3 meses Buena + 4+ 4
ciente
6 » Medianos ” 2 " Buena + + + —
7 1 Medianos n o n Buena + 4+ 4 =
8 Portador Cortos 20 dias Disminuida {4 4 — —
9 sano 8 dias Disminufda { 4 — -
10 " Medianos 30 dias Disminuida 4 4 + —

Con las cepas numeradas del 1 al 7 de bacilos diftéricos genuinos y
toxigenos aislados por nosotros efectuamos siembras en el citado medio
electivo, no constatando en ninguna desarrollo de las formas degenera-
tivas cocoides descritas por Hormaeche en Montevideo y por Dale en
Hamburgo y que stelen observarse en pasos sobre suero de Loeffler.

Los casos de portadores sanos (encontramos 3 de un total de 48
exdmenes) pertenecian a nifios de segunda infancia del Hospicia de Huér-
fanos de Rosario, que habfan estado en contacto directo con el enfermo.

Método ripido por la identificacidn del bacilo de Loeffler

Para el diagnéstico bacterioldgico precoz de la difteria hemos seguido
los métodos que acortan los procedimientos del Iaboratorio:

a) Investigacién directa partiendo del frotis, y
b) Empleo de un cultivo répido.

Para practicar este dltimo utilizamos indistintamente el método de
Brahdy Lenarsky, Smith o el de Manzutlo. :
Para la prictica del primero empleamnos los tubos de Brahdy, que son
"hisopos de algodén estéril impregnados en suero equino calentado ligera-
mente a fin de obtener coagulacién superficial. Después de efectuado, se-
gun arte, el toque de la membrana sospechosa, se colocan los hisopos en tu-
bos secos esterilizados, llevindose luego a la estufa a 379 durante tres a
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cuatro horas. En seguida se prepara un frotis directamente del hisopo en
porta objeto. Los resultados son dptimos a las cuatro horas de incubacion.

Y para el de Manzullo empleamos su medio de cultivo procediendo asi:
con un hisopo estéril se toma el material a examinar y se sumerge en el
tubo que contiene el medio; se incuba a 379 durante tres a cuatro horas;
se examina a continuacién el hisopo, pues.en el caso de desarrello de baci-
los de Loeffler aparecen manchas negras en los sitios donde hay colonias.
Se completa la observacién frotando el hisopo en un porta-objeto que, lue-
go de fijado el material, se aplica un Gram y observa al microscopio.

Conclusiones

1# Para el diagnostico bacteriolégico precoz de la difteria hemos se~
guido los métodos siguientes:

a) Identificacion directa partiendo del frotis.

b) Empleo de tubos Brahdy o metodo de Manzullo {ambos cultwo de
cuatro horas).

2% De los medios lentos empleados {24 horas de estufa) el de Clauberg
modificado por Horgan y Marshall nos dié un porcentaje mas alto de po-
sitividad. Ademas, el niimero de colonias desarrolladas de bacilos de Loef-
fler fué generalmente mayor, presentando las mismas caracteristicas facil-
mente identificables macroscopxcamente con las de los seudodiftéricos, co-
mo se detalla en el trabajo.

32 E! telurio de potasio actua como frenador del crecimiento de los
seudodiftéricos y otras bacterias concomitantes.

42 Es posible realizar el diagnostice bacteriolégico macroscépico de
la difteria con el uso de medios de cultivo como los elegidos por nosotros.

52 Analizando los caracteres morfologicos y bidlogicos de las cepas
de los bacilos de Loeffler desarrollados y aislados, podemos deducir que
segiin su origen pueden sufrir modificaciones que los aproximarian a los
seudodiftéricos. Esta tendencia se ha notado en cepas aisladas de portado-
res sanos ¥ no en las aisladas de enfermos o convalecientes,
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6% La propiedad bioquimica a Ia resistencia al Gram es susceptible de
modificarse. Asi notamos que en gérmenes de cepas aisladas de portadores
sanos la resistencia al Gram esta disminuida, observandose también varia-
cién en su virulencia (ver €l resumen de las experiencias anotadas en el
cuadro correspondiente). .
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