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g()cil().s. v el [t:'n()mcno se denomina fagocilosis (METSCHUNIKOFF), Sj
los microorganismos palogenos, a diferencia de los saprofitos, no sop
destruidos por las fuerzas defensivas del organismo, es porque lieﬁon
a su vez defensas propias que no puede vencer la accion llli(‘l'()bi(‘i(i'l
del organismo. La existencia de defensas bacterianas esta (!()lll];l'(;-
bada : consislen, en parte, en subslancias solubles llamadas lisinas por
KRrusk y agresinas por Baiw, que neutralizan la accion nociva del suerq
sanguineo sobre las bacterias : en parte también la proteceion va unida
a la subslancia propia del germen, y a veces se observa la formacion
de una cubierta protectora (capsulas), verdadera modificacion de la
bacteria, durante su permanencia en el cuerpo del animal, lo cual ha
sido lamado por BaiL «estado animal» de los gérmenes patogenos
v de ello nos ocuparemos con frecuencia al tratar de la resistencia qmz
ofrecen contra los anticuerpos de los sueros. LLa presencia o ausencia
de agresinas (lisinas) por una parle y de alexinas por olra, da una ex-
plicacion de la receplividad o inmunidad naturales. Pero esto es solo
una de las explicaciones posibles ;: en olros casos entran en considera-
cion olras causas para la destruccion de microbios en organismos in-
munes. Puede suceder, por ejemplo, en animales de sangre fria o en
mamiferos que se aletargan en invierno, que el desarrollo de los micro-
parasitos no se verifique por la baja temperatura del cuerpo: pero
pueden desarrollarse tan pronto como desaparece el obstaculo, llevando
a la estufa los animales de sangre fria (carbunco en las ranas), o al salir
el animal del letargo (bacilos de la peste v tripanosomas en la mar-
mota).

Por el contrario, la inmunidad de las aves contra casi Lodos los
microbios patéogenos de los mamiferos parece debida, por lo menos
en parte, a su lemperatura organica mas elevada. En otros casos, por
ejemplo, la resistencia de las ratas contra el carbunco, parece ser debida
a que la elevada alcalinizacion de su sangre impide el desarrollo de los
bacilos de esa infeccion. Finalmente, las circunstancias que determinan
la resistencia natural contra los venenos son completamente distintas.
En muchos animales inmunes, como, por ejemplo, la tortuga contra
la toxina del létanos, puede comprobarse que ésta permanece inal-
Lerable en la sangre durante mucho tiempo ; en este caso no se trata
evidentemente de una destruceién o neutralizacion del veneno, sino
de que la inmunidad depende precisamente de que los tejidos de este
animal no demuestran afinidad alguna para la toxina, que por este
molivo circula en la sangre como una substancia indiferente.
~ Como vemos por lo que antecede, los factores que determinan la
inmunidad natural contra los microparasitos y toxinas son variadi-
simos, pero todos ellos tienen una caracleristica comun si se les com-
para con la inmunidad adquirida, y es que la inmunidad natural, al
menos por hoy, no es transferible por inyecciones de suero de un ani-
mal inmune a otro receptivo. Lo contrario ocurre con la inmunidad
adquirida arlificialmente, y a esta inmunidad transmitida por la in-
yeeeion de un suero sanguineo inmune se la denomina inmunidad pa-
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siva, en conlraposicion de la inmunidad activa debida a lu. :1(-liv§dad
defensiva del organismo. Sea de origen pasivo o activo, la mmum(!:}d
adquirida sirve unicamente contra el agente morboso de la 1‘nfv‘ccmn
sufrida. La ley de especificidad del germen sc cumple, por conslgumntc.
respecto de la inmunidad, lo mismo que respeclo de la in[cqcu’m. 'I‘,u
inmunidad activa se adquiere, no solo por haber pasado la infeccion
correspondiente, es decir, por la invasion del organismo por los gérme-
nes vivos, sino también por inoculacion de la subslancia corporal de
Jos microbios después de matarlos, procurando que la subslancia se al-
tere lo menos posible. Esto confirma lo expuesto en el capitulo anterior,
que la accion patogena de los gérmenes se debe, en ultimo término, a
los venenos eliminados por ellos.

Las ideas que acabamos de exponer son el fundamento de toda la
teoria de la inmunidad y de su prictica. La vacuna preventiva es el
fruto practico de la idea de que la inmunidad se adquiere no solamente
por haber sufrido la infeccién correspondiente, sino también por ino-
culacién de los microparasilos muertos o al menos debilitados. El con-
cepto de la inmunizacion pasiva sirve igualmente de fundamento a la
seroterapia.

Era experiencia popular muy antigua el hecho de que la inmunidad
se adquiere también al pasar la infeccion en forma muy benigna, y
sobre esla experiencia se fundaba la variolizacion practicada ya hace
siglos. En relacion con esto, el conocimiento eliolégico de las enferme-
dades infecciosas lrajo mas tarde, como resultade practico, la vacuna-
cién con gérmenes vivos debilitados, por ejemplo, contra el carbunco
y la rabia (Pasteur). Hoy sabemos que a este orden pertenece también
la vacuna contra la viruela, establecida cientificamente por JENNER
hace ya mas de un siglo, aunque cuando se descubrio no se conocia
todavia la relacién biolégica entre la viruela y el virus vacinal. El he-
cho de que también con gérmenes muerlos se consigue la vacunacion
contra las enfermedades infecciosas es una conquista de los ultimos
treinta afios, y este método, practicado primeramente por FERRAN y
luego especialmente por HArFrFKINE, recibio una base cientifica con los
trabajos de Preirrer y KoLLE, que vinieron a demostrar que, después
de la vacuna con gérmenes muerlos, las substancias prolectoras que se
encuentran en la sangre del vacunado son las mismas que aparecen
después de sufrir la infeccion correspondiente. Con esto volvemos a la
explicacion cientifica de la inmunidad, cuyo fundamento debe verse en
el hecho de que, una vez adquirida la inmunidad, existen en la sangre
substancias disueltas, cuyo efeclo especifico se dirige inicamente contra
<l germen correspondiente y cuya existencia se prueba de manera indu-
dable por el transporte puramente mecanico de las mismas en la inmuni-
zacion pasiva. Estos anticuerpos disueltos en la sangre no son senci-
llos productos de transformacion de los venenos introducidos en el
organismo por los microparasitos, o proviniendo de otro origen, en el
sentido de que el veneno introducido se transforme en el anticuerpo
dentro del organismo vivo : a esto se oponen desde luego las propor-
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ciones cuantitativas, puesto que de un caballo inmunizado contra ¢]
Létanos se han oblenido cantidades de anlitoxinas cien mil veces ma-
vores que-las que corresponden al veneno introducido (KNorr). Los
anticuerpos son mas bien productos de reaccion de las células vivas
del organismo, v los anlicuerpos que se encuentran en el suero san-
guineo representan solamente el exceso de los anticuerpos formados
por los Lejidos vivos. ISsto explica que la falta de anticuerpos disemi-
nados en la sangre, no significa en manera alguna que la inmunidad
haya desaparecido ; en la viruela, que deja una inmunidad de decenios,
los anlicuerpos son demostrables en la sangre poco tiempo ; en el Lifus
exanlemalico las circunslancias son muy semejantes. Hay que establecer
distincion, por consiguiente, entre la inmunidad duradera de los Lejidos
(inmunidad histogena) y la inmunidad humoral mas o menos pasa-
jera: sobre todo en la inmunizacion pasiva, en la que los anticuerpos
no son producto de la propia aclividad celular, sino que han sido
introducidos del exterior, lapresencia de anticuerpos persiste solamente
algunas semanas, porque ya desde el primer dia se inicia su metabo-
lismo y muy pronto se eliminan por complelo. La inmunidad pasiva,
por consiguiente, a diferencia de la acliva, es de cardcter pasajero.

Antes de examinar con mas delenimiento el origen de los anli-
cuerpos en los tejidos vivos, expueslo ya en principio en el parrafo
anterior, vamos a esludiar las diversas clases de eslas substancias
(ue se encuentran en la sangre. No de todos los anticuerpos que apa-
recen en el proceso de inmunizacion podemos decir con seguridad que
lomen parte en la inmunidad adquirida por el organismo conlra
nuevas invasiones de la misma enfermedad, pero es indudablemente
cierto el efecto protector de alguno de estos anticuerpos, cuya aceion
va direclamente contra el germen o sus toxinas. Contamos entre ellos :
las antiloxinas, que neutralizan los venenos de los gérmenes paloge-
nos : las bacleriolisinas, que disuelven los gérmenes introducidos y
los hacen inofensivos : las opsoninas y bacleriolropinas, que influyen
de una manera especifica sobre algunos gérmenes, de modo que des-
pués son mas facilmente cogidos y digeridos por los fagocitos. En el
suero de la sangre de un organismo inmunizado se encuentran, ademas,
distinlas clases de substancias especificas, comprobables por reacciones
fisicoquimicas con la substancia corporal o los productos de metabo-
lismo de los gérmenes, substancias de las cuales es dudoso, al menos,
que representen algun papel en la inmunidad adquirida por el organismo:
frente a nuevas infecciones, por lo cual, probablemente, debe conside-
rarse su apariciéon como fenémeno concomitante del verdadero proceso
de inmunizacion. Pertenecen a esla clase de substancias : las agluli-
ninas, que precipitan las baclerias ; las precipilinas, que dan una reac-
cion analoga con los productos disueltos del metabolismo de los gérme-
nes : las miostagminas, que dan otra reaccion con esos productos
disuellos por variacion de la tension superficial, y la disminucion que
esto determina en el tamano de las golas hace visible la reaceion. Se
encuentran también en el suero de la sangre olras substancias (anti-

4 - . 9
Generalidades 7

cuerpos de BORDET, reaginas), cuya presencia no se reconoce (ln"'cc.lu-
mente, porque no dan ninguna reaccién biologica ni fisicoquimica
perceptible inmedialamente con los microparasitos ni con sus produc-
tos libres, y su existencia solo se deduce de un modo indirecto, porque
su combinacién con los gérmenes o sus produclos fija una Llercera
substancia llamada complemento, la cual podria comprobarse en ‘vl
suero fresco por mélodos especiales (V. mas adelante el capitulo Fi-

JACION DEL COMPLEMENTO). Finalmenle, se encuentran en el organismo

inmunizado substancias que, muy lejos de servirle de proteccion, dan.
al contrario, molivo para pensar que sean perjudiciales a la salud por
aumenlar la receptividad para una nueva infeccion. Por represenlar
este estado, precisamente lo contrario de prevencion (profilaxia), se
le llama analfilaxia. Las reacciones biologicas con las que el organismo
responde a la invasion de microparasilos o sus Loxinas no deben con-
siderarse, por consiguienle, en conjunto, como protecciones en sentido
teleolégico ; por eso la disposicion del organismo, después de pasada
una infeceion frente a una nueva del mismo germen, se llama acerta-
damente alergia (v. PIRQUET).

La alergia, que lo mismo comprende la proleccion que la hiper-
sensibilidad, aparece no solo frente a los parasilos o sus Loxinas, como
imaginabamos la inmunidad al principio, sino también contra cual-
quiera otra albumina extrana. Todas las substancias que producen
anticuerpos en el organismo se llaman anligenos, ya sean substan-
cias albuminoideas, gérmenes palogenos vivos o substancias corpo-
rales de éstos. Por su sorprendente efecto se han estudiado especial-
mente los anticuerpos que aparecen después de inyectar globulos rojos
de la sangre de un animal de olra especie (hemolisinas) ; éslas disuel-
ven en el tubo de ensayo los globulos rojos de la especie animal a que
pertenecia la sangre empleada para la inyeccion, y solo ¢éslos, en forma
rigurosamente especifica ; por ejemplo, el suero de un conejo al que
se ha inyectado sangre de carnero disuelve los globulos rojos del carnero,
pero sélo éstos, no los de un animal de olra especie. La formacion de
anticuerpos ante substancias albuminoideas puede comprobarse por su
efecto precipitante o por la fijacion del complemento, que siempre es
especifica con el antigeno origen de los anlicuerpos. £l hecho de que
cualquier clase de albimina promueva la formacion de anticuerpos, se
comprendera cuando estudiemos las modernas invesligaciones sobre la
alimentacion albuminoidea y la asimilacion de las albuminas. Il orga-
nismo recibe diariamente con la alimentacion albuminas extranas ani-
males o vegelales: pero estas albuminas no son reabsorbidas por la mu-
cosa intestinal tal como entran, sino que primero son descompueslas,
y de sus elementos constitutivos (aminoacidos y olros semejantes)
forma sintéticamente el organismo su propia albumina. En circunstan-
cias normales es, pues, la pared intestinal la valla que protege los Le-
jidos contra una inundacion de albumina extraia, que alteraria’ la
naturaleza especifica de los mismos. Pero si por vias paraenterales,
es decir, mediante un rodeo que evite la proteccion del intestino, una
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inyeccién intravenosa, por e¢jemplo, penetra albumina extrana hasta
las c¢lulas vivas, provocan reacciones en éstas, que no se presentan en
circunstancias normales y que producen anticuerpos en el organismo
inmunizado. Para hacer comprensibles los fenémenos biologicos que
se verifican con esle molivo, ha expuesto IKHRLICH su ingeniosa « teoria
de las cadenas lalerales ».

Segun esta teoria, debemos imaginarnos que cada molécula de
albumina viva, conslituida especificamente para cada especie animal,
consta de un nucleo, portador de los fenémenos de la vida, y de cadenas
laterales a las cuales esta encomendada la rceepeion de substancias
nulritivas y la defensa contra substancias extranas. Estas cadenas
laterales tienen que ser desde luego muy numerosas y de naturaleza
muy variada, para que sean posibles innumerables reacciones de todas
clases ;: podemos suponer la relacion entre las cadenas y el nicleo, a
semejanza de las combinaciones de la serie aromatica, en las que los
grupos quimicos substituidos en forma variadisima derivan todos del
nucleo de benzol. Cada cadena reacciona solamente con una substancia
albuminoidea determinada, en virtud de una propiedad de reaccion
clectiva, conocida ya por la quimica mas sencilla de los azicares, y
comparada por E. Fiscuer a la llave que encaja en la cerradura. Y en
efecto, asi como una cerradura complicada sé6lo admite la llave que le
corresponde y no puede ser abierta con ninguna otra, de la misma
manera delerminadas albiminas y azucares solo reaccionan por fer-
mentos determinados, y en igual forma también, delerminadas cadenas
laterales sélo son capaces de admilir y lransformar aquellas albuminas
que les son convenientes. Por eso las cadenas lalerales de Enrricu
se denominan también receptores, clasificados en primero, segundo y
lercer orden, segiin que sean capaces de sujetar en uno o varios pun-
los las albuminas que se les aproximan, de igual manera que en los
distintos elementos quimicos existe una valencia diferente.

La distinta actitud de los receptores respecto de las substancias
nutritivas y de las albuminas extranas consiste en lo siguiente : la
substancias nutritivas, tan pronto como son puestas en circulacion
en el organismo, son conducidas al nucleo del plasma vivo y alli son asi-
miladas o transformadas ; las albuminas extranas son fijadas por las
radenas y luego rechazadas en union del receptor que las fijo por ser
inuliles para el plasma vivo. Las cadenas laterales perdidas con este
fenémeno, pero solo las de aquella clase de la rechazada especifica-
menle con la albumina extrana, son reemplazadas en seguida, y sucede
eslo en gran escala con arreglo a la ley de la hipertrofia compensadora
(WEIGERT), que rige loda regeneracion resultante de una excitacion
permanente, de manera que los receptores formados en abundancia
quedan finalmente libres en el torrente circulatorio. Estos receptores,
(ue libres en la sangre fijan en ella misma y hacen inofensivas las nue-
vas aportaciones de la albumina extrana que les corresponde especi-
ficamente, antes de que pueda llegar siquiera a las células vivas,
son los que constituyen las substancias especificas o anlicuerpos.
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De la manera de formarse se deduce, desde luego, que obran con l(f(l(’)
rigor especifico, es decir, unicamenle contra el antigeno que motivo
su formacion, pues solo los receplores unidos al antigeno correspon-
diente son producidos en mayor nimero y liberados a los plasmas or-
gAnicos. Segtin esta Leoria no es dificil explicar la inmunidad histogena
persistente aun mucho liempo después de no existir anlicuerpos en el
suero. La célula, aun cuando no desprende ya constantemente recep-
tores libres, conserva la capacidad de responder con facilidad a la ex-
citacion especifica correspondiente, en virtud de la conocida ley fisio-
logica del ejercicio; el antigeno o el correspondiente microparasito, al
penetrar de nuevo en el organismo después de mucho tiempo, no en-
cuentra ciertamente en el suero sanguineo subslancias que le neu-
tralicen inmediatamente, pero es soportado por la célula misma con
mucha mayor rapidez que la primera vez que penelré y con menos
perjuicio del estado general: eslas reacciones abreviadas o «pre-
coces» aparecen nolablemente al repelir la vacuna conlra la vi-
ruela (v. PirQuEeT). Es malerialmente imposible, dada la reducida
extension de este capilulo, explicar, ni aun con brevedad, todos los
detalles relacionados con la inmunidad, que ha llegado a constituir
una ciencia independiente, ni cabe tampoco disculir las posibles in-
terpretaciones por medio de la Leoria de Enrricn o de cualquier otra
hipotesis; esto queda reservado a lratados especiales, con excepeion
de los hechos mas importantes de significado praclico, que se expon-
dran en los siguientes capitulos especiales. Seria necesario deducir de
las leyes biologicas generales, por una parle, la multiplicidad, no solo
en cuanto a su numero, sino en cuanto a su variedad, de los efectos de
los anticuerpos, y por otra, la especificidad de los mismos anlicuerpos,
asi como la relacion entre la inmunidad de los tejidos y la exislencia de
substancias especificas disueltas en la sangre. Solo de una cuestion nos
ocuparemos aqui todavia. El enlace entre el antigeno y el receptor no
se hace siempre directamente; la union es directa entre las loxinas y las
antiloxinas; pero en otros casos, especialmente por lo que respecta a las
bacteriolisinas y hemolisinas, el enlace no es inmedialo, sino que se ve-
rifica por medio de un tercer cuerpo, el complemento; la presencia o la
falta de esta fijacion del complemento es, a su vez, el fundamento de un
método especial de diagnostico (fijacion del complemento), que expon-
dremos mas adelante. La prueba de la existencia del complemento pue-
de hacerse en la forma siguiente: se calienta a 56° durante una media
hora un suero especifico bacteriolitico o hemolitico, oblenido mediante
el tratamiento previo del animal con una bacteria o con globulos rojos
de una especie animal delerminada ; al calentarlo pierde el suero su
poder especifico disolvente de las baclerias o de la sangre, pero el mis-
mo suero «inactivado» recobra su actividad, es decir, es «reactivado »
aun cuando se hubiera guardado inactivado meses o anos enteros,
con solo anadirle suero normal y reciente de un animal (cobayo).
De este experimento se desprende que en el suero inmune habia
dos substancias diferentes, una de las cuales, de naturaleza termo-
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estable, conlenia en si la accion especifica, en tanto que la olra, de
caracler termolabil, no es especifica y 0‘x1slc ya en el suero normal
de un animal sin previo {ratamiento. Ll al}hcucrpo termoestable y
especifico no puede ejercer por si su :10010!1.(11301\'011& .du I.a sangre o
de las baclerias, sino que necesita el auyho del reaclivo inespecifico
v termolabil, que, por completar la ac:cu’m no consumada entre ¢l
antigeno y el cuerpo inmune, se denomina complemento.

[l anticuerpo especifico recibe el nombre de (m'zbm'cp/or, porque
reacciona en dos sentidos, fijando por un Iado.ol antlgg{lo (glébulo de
sangre o bacteria) y por otro el complemento. Si la.r aceidn se manllgn(‘
primero a 0° y se la pone luego en la estufa (experimento de separacion
por el frio de Enrricn y MORGENROTH), ¢ demuestra que a 0° se ve-
rifica unicamente la union especifica entre el antigeno y el amboceptor,
y después de esto y a temperalura mas clgvada se realiza la union no
especifica del complemento, lo cual constituye una nueva prueba de
la existencia independiente del anticuerpo y del complemento.

A conlinuacion nos ocuparemos de las clases de anticuerpos mas
importantes y de los fenomenos de inmunidad que de ellos se derivan.

2. Antitoxinas

Antes hemos dicho ya, que a las células del organismo hu-
mano o animal corresponde la propiedad de responder a la introduc-
cion de toxinas de origen bacteriano, asi como de ciertas toxinas
vegelales o animales, de naturaleza albuminoidea, formando substancias
protectoras que hacen inofensiva la toxina. Estas substancias protec-
toras se llaman anfifoxinas. Son especificas, es decir, que obran sola-
mente contra la toxina empleada en la inmunizacién (C. FRAENKEL y
BrIEGER, BEHRING y Roux). Pero también en sueros normales del
hombre o de animales puede comprobarse la existencia de antitoxinas
diversas. WasserMANN llego a comprobar cantidades considerables de
antitoxina diftérica en un 60 9, de los ninos y en un 80 9, de los adul-
tos; se han encontrado, ademas, antiestafilosinas y antihemolisinas,
y Neisser hace resaltar que pueden existir varias anlitoxinas al propio
tiempo en un mismo individuo. Con la inmunizacién se consigue una
cantidad mucho mayor de antitoxinas. Por inyeccion, al principio, de
pequenas dosis de loxina y aumentadas luego poco a poco, es posi-
ble inmunizar los animales contra grandes cantidades de la misma
(Benring). Algunos dias después de cada inyeccion, una vez pasada la
fase negaliva, parlicularmente notable después de grandes dosis,
aumenla el contenido de antitoxinas en la sangre del animal inmuni-
zado. Inoculando suero que contenga antitoxinas a otros animales
(inmunizacién pasiva) se les protege contra una dosis de toxina ad-
ministrada después, mortal seguramente sin la previa inyeccién inmu-
nizanle (accién profiliclica), y hasta se consigue curar animales con
sintomas manifiestos de la enfermedad (accién curaliva). También en
el tubo de ensayo podemos convencernos de la neutralizacion de la
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accion de la toxina por Jas anlitoxinas, pero ¢sla requiere-algun llumpp
para verificarse. De todos modos, este hecho demuestra que la neulrali-
zacion de las toxinas por las antiloxinas se realiza (hrcclapwnto,. tal
como una reaccion quimica sencilla, sin intervencion del organismo vivo.
La combinacién de toxina y antitoxina es una substancia indiferente al
organismo. Las antiloxinas no se han podido obtener puras y aisla-
das hasta hoy. Por su composicion son parecidas a lgs cuerpos al})u'—
minoideos, y afiadiendo sulfato aménico, cloruro de zinc u otros reacli-
vos semejantes se precipitan junto con las albuminas del suero y asi se
obtienen en concentraciones elevadas. Entre los 55° y 65° de tempe-
ratura, las toxinas se destruyen rapidamente y por complelo ; igual-
mente, la luz, el aire y los acidos las alteran.

Al inocular a un individuo sano las antitoxinas, éstas son elimi-
nadas del aparato circulatorio con cierta rapidez ; por eso la inmuni-
dad pasiva no es de larga duracion; en la inyeccion profilactica
contra la difteria el efecto dura de dos a tres semanas. IXn organismos
infectados, las antitoxinas se combinan con las loxinas o se fijan a las
células del organismo.

Los sueros de gran valor antitoxico sirven, por consiguiente, al
doble fin de proteger el organismo sano contra la posible infeccion,
y de curar al enfermo neutralizando las loxinas que circulan en la sangre
y, si es posible, separando los venenos ya fijos a las células. Lo ultimo
es més dificil de conseguir o no se consigue en absoluto, lo cual explica
que el valor curatlivo de un suero antitoxico (el del tétanos, por ejem-
plo), puede ser mucho menor que su valor preventivo.

Las antitoxinas con fines terapéuticos se preparan inmunizando
caballos, en tal forma, que cada c.c. de suero de caballo contenga la
mayor cantidad posible de antitoxinas. Istos sueros de alto poder anli-
toxico s6lo pueden obtenerse cuando se dispone, para el tratamiento
previo de los caballos, de una toxina muy activa. La toxina se aplica
en inyecciones subcutaneas, primero a pequeias dosis, que luego se
van aumentando con intervalo aproximado de una semana para cada
inyeccion. Los animales, a cada inyeccion, aparecen con fiebre, reac-
cion local e infiltracion en el punto inyectado. Si la reaccién es muy
intensa, se vuelve a administrar la misma dosis después que aquélla
ha cedido; y si la reaccién ha sido ligera, se puede aumentar la do-
sis. En el éxito de la inmunizacion desempefian un papel importante
las condiciones individuales, las diferencias de raza de los animales, el
empleo de toxinas muy enérgicas y el seguir atentamente todo el
curso del proceso.

BREVE RESUMEN DE LAS ANTITOXINAS MAS IMPORTANTES
DESCUBIERTAS HASTA LA FECHA

Anliloxinas conlra loxinas baclerianas: Anlitoxina diftérica y antitoxina tetanica
(BEnniNg), antitoxina del botulismo (KKEMPNER), antitoxina disentérica (KRUSE-
SHIGA), piocidanica (WASSERMANN), de la pesle porcina (GRASSBERGER Y SCHATTEN-
FrRom), antileucocidina (DENIS ¥ VAN DER VELDE) y anlilisina contra baclerioli-
SIna (DENIS y VAN DER VELDE, MADSEN, NEISSER ¥ WECHSBERG, KRAUS, etc.).
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Anliloxinas conlra venenos animales : Conlra ¢l veneno de las serpientes
(PuisaLix y BERTRAND, CALMETTE), del escorpion (CaLMETTE). de la araia (Sr\(‘u:'\
de la anguila (Cayvus v I, Kossin), de la salamandra (PrIsarnix), del ;-\‘;)'
(Proscuer) y de la sanguijuela (\WENDELSTADT). ' Sl

Conlravenenos  de wvenenos vegelales : Conlra la  ricina, abrina v robina
(Enrricn), crolina (MorRGENRoTH) ¥ contra el polen, que causa la fiebre de hcn:.
(DUNBAR).

Antifermentos @ Conlra el lab (MoRrGENROTH), pepsina (Sacus), Lripsing
(AcnarLMme), fibrinfermento (BorpET ¥ GEXGOU), ureasa (MoLL), lactasa ((}l-:x‘.\m,)‘
lirosinasa (GENARD), cinarasa (MoRGENRoOTH), esteapsina (Scnitz) v fermento
de los cultivos de baclerias (V. DUNGERN).

3. Bacteriolisinas

ILas bacteriolisinas fuceron descubiertas por R. Preirrer en el afo
1894 con ocasion de sus estudios sobre la inmunidad del colera. Si inyec-
tamos bacilos del colera, procedentes de un cultivo puro, en la cavidad
peritoneal de un conejillo de Indias inmunizado contra el célera, los vi-
briones mueren en el corto plazo de un cuarto de hora a media hora, fe-
nomeno que podemos comprobar por el examen microscopico del liquido
peritoneal extraido con una pipela. Iin el liquido se ve que los vibriones.
al principio con vivo movimiento, se transforman muy pronto en granu-
los inmoviles y palidos, que finalmente se disuelven por completo y des-
aparecen. Todo este proceso es debido a fuerzas hostiles a las bacterias.
existentes en el liquido organico claro, libre por completo de elementos
celulares, del animal inmunizado y, por consiguiente, se realiza sin la
intervencion de los fagocitos. El animal conserva la vida, mientras que
otro sin inmunizar, inyectado al mismo liempo para comprobacion,
muere a consecuencia del desarrollo de los vibriones inyectados. Il
mismo proceso bacteriolitico se provoca en un animal sin previa in-
munizacion, si al mismo tiempo que los vibriones del colera se le in-
vecta una pequena cantidad de suero anticolérico. El suero contra
el eolera por si solo no ejerce accion bactericida en el tubo de ensayo.
como no sea empleédndolo completamente fresco, inmediatamente des-
pués de obtenerlo del animal vivo: en cambio, la bacleriolisis se verifica
también en el tubo de ensayo, si al suero especifico se le anade suero re-
cienle de un cobayo. El poder bactericida del suero especifico desaparece
a los pocos dias por si solo y también se destruye inmediatamente si se
le calienta a 55° durante media hora. Todos estos hechos se explican
admitiendo la hipotesis de que los anticuerpos bacterioliticos no
producen la disolucion de los vibriones directamente, sino que nece-
~sitan el auxilio del complemento : éste se encuentra en los liquidos
organicos del animal vivo, asi como durante un tiempo muy breve
en el suero reciente, pero es destruido al calentar el suero o pasado
algin tiempo. Con fines diagnosticos, la bacteriolisis se realiza expe-
rimentando en animales (experimento de PFEIFFER), 0 experimentando
en el tubo de ensayo.

Il experimento de PFEIFFER, asi como la prueba de aglutinacion, ¢s
¢l elemento biolégico de mas valor que poseemos para determinar la
especificidad de un cultivo sospechoso de colera o fiebre tifoidea. Kl
experimento de Preirrer unicamente es posible con cultivos virulen-
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tos, porque los no virulentos, como los vulgares saprofilos, perecen
desde luego en los liquidos organicos normales del animal sin necesi-
dad de suero especifico.

Aunles del experimento principal se hace otro de conlrol para ase-
gurarse de la virulencia del germen : a esle fin se aplica a un cobayo,
A\, una inyeccion intraperitoneal de un asa normal (2 mgr.) de cultivo
en agar diluida en caldo ordinario, sin ninguna otra substancia; cl
cultivo debe ser reciente, aproximadamente de 18 horas. Es necesario
un segundo control para excluir la posibilidad de que la bacleriolisis
se verifique quiza por la accion del suero normal ; para ello un segundo
cobayo, I3, recibe un asa del mismo cullivo con suero normal de co-
nejo en cantidad 50 veces mayor que la litulacion del suero bacterioli-
tico conltra el cdlera, oblenido también de conejo, que se ha de emplear
después en el experimento principal. Si, por ejemplo, la litulacion cono-
cida del suero anticolérico es igual a 040002, es decir, que bastan 042 mi-
ligramos de este suero para destruir un asa del cultivo de colera en la
inoculacion al animal, en este caso se emplean 10 mgr. de suero normal
de conejo para la comprobacion del suero normal en el cobayo B. Las
inyecciones intraperitoneales se practican conagujas de punla roma para
evitar que pueda herirse el inteslino, y para que estas agujas penetren
facilmente, anles de la inyeccion se corta la piel del cobayo con Lijeras
hasta llegar a la capa muscular: por el mismo, corte mas larde, se
pueden introducir tubos capilares muy delgados hasla la cavidad peri-
toneal, y por este medio se consigue oblener una gotita de exudado
para el examen microscopico en gola pendiente. Si, como resultado de
este examen, hecho veinte minutos después de practicada la inyeccion
v repetido en caso de duda a los sesenla, se comprucha la existencia
de numerosos vibriones con vivo movimiento, quedan confirmados con
seguridad la virulencia del germen y el efecto no especifico del suero,
y se verifica a conlinuacion el experimento principal. Este consiste en
inyectar en dos cobayos (C y D), a cada uno, un asa ordinaria del
cullivo que se va a investigar empleado ya en los experimentos de
comprobacion, anadiendo cantidades dislintas de suero bacleriolitico
anticolérico ; al cobayo C, 5 veces la dosis de titulacion, que si ésta es
la admitida anteriormente supone 1 miligramo, y al cobayo D, 10 ve-
ces la dosis, por consiguiente 2 miligramos. Si de estos dos animales
C ¥ D recogemos el exudado de la cavidad peritoneal, v a los veinte
0 lo mas larde a los sesenta minutos de la inyeccion se observa el fe-
nomeno de PrEIFFER, es decir, formacion de granulos y mas tarde
completa disolucion de los vibriones, el cultivo empleado es un cultivo
del colera ; silos vibriones se desarrollan en el suero especifico (anima-
les C y D) lo mismo que en suero normal (animal B), esto indica que
no se tra'La del verdadero vibrion del colera, sino de un vibrion seme-
Jante a ¢ste. En igual forma que para el colera puede ser empleado
el experimento de PrEIFFER para diagnoslicar la fiebre lifoidea ; pero,
en cs.tc caso, el plazo de observacion necesario para que terminen
de disolverse los bacilos debe prolongarse hasta dos o tres horas.
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Asi como en el experimento de Prerrer, el empleo de

- g . . . . UII
suero bacleriolitico conocido sirve para confirmar la especie de uy
cultivo desconocido, puede lambién servir inversamente, en analogia

con la’ reaccion de Wiparn (V. pag. 91), el empleo de un cultive
auléntico para comprobar la existencia de anlicuerpos especificos dj-
solvenles de bactlerias en el suero de un convaleciente y con ello pre-
cisar el diagnostico de una enfermedad pasada. Para esta experiencig
se inyeclan dos cobayos, cada uno con un asa de cultivo de colera au-
Leéntico, anadiendo a la primera 10 miligramos y a la segunda 50 mi-
ligramos de suero del individuo, y a un tercer cobayo, como control,
con un asa de cullivo sin suero, observando después la aparicion o
ausencia del fenémeno de PrerFrER: el resultado positivo de la baclerio-
lisis demuestra que el individuo ha sufrido el colera. De igual manera
puede experimentarse respecto al tifus. Merecen citarse todavia algunas
reglas (écnicas de importancia para realizar la reaccion de PFEIFFER.
Como suero especifico bacteriolitico se usa con preferencia el de co-
nejo, tralando previamente el animal con inyecciones intraperitoneales
de cultivo auléntico ; los cobayos empleados en el experimento no
deben pesar mas de 200 gramos; el material de cultivo usado para la
inyeccion debe ser diluido en caldo ordinario y no en suero fisiologico.
porque en ¢ésle los vibriones del colera sufren con frecuencia altera-
ciones. Finalmente, llamamos una vez mas la atencion sobre el peligro
de contagio inherenle a la realizacion del experimento y que algunas
veces ha dado lugar a infecciones de laboratorio. Cuantas veces sc¢
tome el animal se procedera a la desinfeccion cuidadosa de las manos:
lo mejor es tomarlo con guantes de goma, porque de las incisiones en el
vientre de los cobayos sale con facilidad liquido infeccioso; se comprende
que las pipetas capilares usadas para extraer el liquido peritoneal no
se usaran jamas con la boca, sino unidas a una pequena pera de goma.

Rara vez se consigue comprobar la bacteriolisis en tubo de ensayo
(METscHNIKOFF y BoRDET), pues in vilro la mayor parte de las veces
solo se llega a la formacion de granulos, pero no a la disolucién completa,
siendo frecuente, en cambio, comprobar la accion bactericida del suero
especifico unido al complemento. Para la prueba bactericida en tubo de
ensayo, con siembra inmediata en placas, a fin de contar las colonias
desarrolladas, se procede, segin M. NE1sseEr y WECHSBERG, en la. forma
siguiente : cantidades iguales de bacterias (aproximadamente 1-1000
hasta 1-5000 de asa de cultivo reciente en agar) se diluyen en so-
lucién fisiologica con 10 9, de caldo y se anaden cantidades progresi-
vamente disminuidas de suero bactericida y cantidades constantes de
complemento, después de lo cual se colocala mezela en la estufa a 37°
durante tres a cinco horas ; transcurrido este tiempo se toman partes
iguales de cada una de las mezelas (en cada tubo habra de2 a3 c.c.)
v mezcladas con agar liquido se vierten en placas de Pernr a fin de
contar posteriormente las colonias desarrolladas ; como sélo las colo-
nias bien claras tienen valor, basta con la estimacion aproximada de
su numero. Como complemento se emplea, como de costumbre, suero
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reciente de cobayo, o mejor todavia de un al.l%.mal dela misma vs!)cu‘c
que el que sirvié para preparar el suero (’S])L’Clll('..() ])Z-l(:l("l'l('l(la: por una
serie de pruebas, con cantidades gradualmente dlsmn_undas de comple-
mento solo, nos aseguramos de que en la experiencia funda’nu'enlal la
dosis de complemento empleada es inferior a la que de por si Liene ya
efecto bactericida. Olras comprobaciones de igual orden son precisas
con el suero normal y con el liquido en que estan diluidas las bacterias,
empleando ambos, solos, sin adicionarles substancia alguna. Sc observa
a veces, usando las concenlraciones fuertes del suero especifico, que la
accion bactericida es menor que con las dosis medias. M. NEISSER ¥
WECHSBERG explican este fenémeno como una desviacion del comple-
mento, por la presencia de gran cantidad de amboceptores del suero
inmune, ya que el complemento resulta fijado en parte por ellos exclu-
sivamente y no entra ya en funciones en la accion bactericida.

4. Opsoninas y bacteriotropinas

La anligua controversia existente entre METSCHNIKOFF, que opi-
naba que la inmunidad era debida a los fagocilos, y los sabios alemanes
(especialmente Enrvicn y Preirrer), que atribuian la inmunidad a
las substancias especificas de la sangre o a las producidas por los te-
jidos en el momento de la infeccion, ha sido resuelta, en cierto modo,
por las investigaciones realizadas en estos ultimos anos por WricHT y
NEUFELD, que dieron como resultado el conocimiento de que los fa-
gocilos comienzan a desarrollar su actividad contra los gérmenes dc
algunas infecciones, cuando estos gérmenes han sido modificados por
determinadas substancias existentes en el suero de la sangre, de tal
manera que resultan apropiados para ser digeridos por las células.
WriGHT comprob6 la existencia de estas substancias en el suero de la
sangre de sanos y enfermos y les dio el nombre de opsoninas. NEUFELD
enconlro en el suero sanguineo de animales inmunizados subslancias
parecidas a las opsoninas, pero no idénticas, ya que resisten tempera-
Luras de 56°, punto en que las opsoninas son destruidas, y a las cuales
llamo6 bacleriolropinas. La comprobacion de las opsoninas puede utilizar-
se, segin WRiGHT, para el diagnostico, porque el poder de las opsoninas.
con relacion al germen especifico correspondiente medido por el indice
opsonico, es menor en los enfermos que en los sanos, probablemente
a consecuencia de la fijacion de anticuerpos por parte de los gérmenes.
Kl indice opsonico se delermina, segiin WriGHT, calculando, por una
parte en el enfermo y por olra en el sano, el numero de bacterias en-
globadas por un numero determinado de leucocitos de la sangre ; a ese
numero de bacterias se le denomina cifra fagocilaria, y la relacion de
ambas al dividir la obtenida en el enfermo por la correspondiente al indi-
viduo sano, dara el indice opsénico. La practica de esta determinacion es
como sigue : para obtener los leucocitos se mezela la sangre de un hom-
bre sano, inmediatamente después de extraida, con un volumen doble
de una solucion anticoagulante (citrato de sosa al 1¢5 9) ; se somete la
mezela a la centrifugacion, y una vez lavada con suero fisiologico se
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obticnen los globulos sanguincos : la experiencia puede realizarse
aunque existan hematies mezelados con los leucocilos. Las bacterias
necesarias para el experimento se obtienen diluyendo un asa de cul-
livo reciente de agar en suero fisiologico: si la experiencia se hace con
bacilos de la tuberculosis se usard una emulsion de los mismos ha-
cilos muertos que vende la casa ITochsler. Para verificar la reac-
cion se aspiran sucesivamente con una misma pipela capilar graduada,
canlidades iguales de suero, globulos y emulsion bacteriana, deposi-
tando y mezelando el conjunto sobre un portaobjetos bien limpio; la
gola resullanle se aspira y se expulsa de la pipela repetidas veces para
realizar bien la mezcla, y recogida finalmente en la pipela, se cierra ésta
a la lampara y se la deja en la estufa a 37° duranle veinte minulos :
despucs se lleva de nuevo la gota al portaobjetos, se la extiende con
¢l borde de olro, v después de seca, se fija durante lres minulos con
una disolucion saturada de sublimado. Una vez coloreada se conlara
en la preparacion el numero de baclerias contenidas en 100 leucocilos.
Todo esto se hard, una vez con suero de un hombre sano y olra con el
suero del enfermo objeto de la investigacion. La cifra resultante de
dividir el namero oblenido en el enfermo por el encontrado en el sano
¢s lo que conslituye el indice opsonico.

La invesligacion de las bacleriolropinas, segiin NEUFELD, no de-
muestra la cifra de los gérmenes fagocitados, sino la maxima dilucion
del suero en que aun se percibe la fagocitosis, en Lanto que en el suero
normal que nos sirve de control no se observa, lo cual demuestra que
en el primero esta aumentada la fagocitosis que normalmente existe
en Lodos los sueros. Los leucocitos se obtienen de abscesos humanos v
de la sangre o del liquido peritoneal de cobayos o de conejos que dias
anles habrian recibido una inyeccion intraperitoneal de dilucién de
aleurona en caldo : los leucocitos quedaran desprovistos del suero
por medio de lavados repetidos y cuidadosa centrifugacion. El suero
ue se va a investigar después de inactivado se mezela con cantidades
progresivamente disminuidas de partes iguales de la emulsion de bac-
lerias y de la emulsion de leucocitos ; la mezcela se hace en pequeiios
tubos de ensayo. Transcurrido un plazo, que varia segin la especie de
bacteria examinada, desde quince a treinla minutos para el vibrion
del colera hasta varias horas para los neumococos, el suero se separa
por centrifugacion y del sedimen'o se hace una preparacion tenida.
Por comparacion con un suero normal y un control de leucocitos se
determina cual es la dilucién mas Lenue de suero en la que se favo-
rece aun de manera perceplible la fagocitosis y se obtiene asi la Litu-
In('-mn del suero investigado. En las experiencias con suero poco di-
luido, lo mejor es emplear leucocitos de la misma especie, porque el
sucro_hclcrélogo puede ejercer una accion perjudicial.

Vacunando al paciente con pequeiias cantidades exactamente do-

sm('u('lus de una emulsion de gérmenes especificos muertos (bacterio-
lerapia) se refuerza la proporcion de opsoninas después de Lranscurri-
dos los primeros dias, en los cuales disminuye (fase negativa).

Aglulininas

5. Aglutininas

Al mezelar un suero especifico con una emulsion de cullivos homo-
logos, ocurre un fenomeno particular, que al examen lnicrosy()pxco. con-
siste en un apelotonamiento de las baclerias y que a sunplg‘ vista o con la
lupa parece una formacion de copos o grumos en el liquido, antes uni-
formemente turbio v lechoso, hasta que por fin las bacterias agluti-
nadas se precipitan y determinan en el fondo del tubo un S(‘(]illl(‘l}l().
a la vez que se clarifica el liquido que esta por encima de ellas. ]z§lt-
fenomeno se denomina aglulinacién o aglomeracién, y las subslancias
del suero que lo producen reciben el nombre de aglulininas.

Las aglulininas fueron descritas en 1896 por Gruber y DURIAM
e independientemente de ellos por R. Prerrrer y KorLe. Se forman
probablemente en los organos hematopoyéticos (bazo, médula y gan-
glios linfaticos). La accion aglutinante del suero especifico no disminuye
la capacidad de desarrollo de las bacterias.

La reaccion de aglutinacion puede verificarse en tubos de ensayo
o en gota pendiente. Valiéndose de este ultimo procedimiento puede
verse directamente al microscopio, como las baclerias de la fichre
tifoidea, vivamente méviles al principio, se mueven después mas lenla-
mente y permanecen quictas mas larde, uniéndose unas a olras en pe-
quenios copos, que van aumentando de tamaio, y caen por fin al fondo.
En el tubo de ensayo puede seguirse a simple visla el proceso de la aglu-
tinacion. Si una vez depositados los copos en el fondo se agita el tubo.
se esparcen de nuevo, pero inmediatamente se observa la repeticién de
la aglutinacion, mientras que en el Lubo control, en el cual falta el sucro
especifico, no se forma precipitado alguno, y si se forma, al agilar ¢l
tubo se reconstituye por largo tiempo el aspecto turbio de la emulsion.

La aglutinacion depende de la dilucion mayor o menor del suero
especifico. En sueros sin diluir, el fenémeno de la aglutinacion se veri-
fica rapidamente; en diluciones débiles, proximas al limite de litulacion.
tarda mucho en aparecer ; para los bacilos tificos una o dos horas: con
bacilos de la disenteria, hasta veintlicuatro horas. En la estufa a 37° se
acelera la reaccion; para algunas bacterias pueden emplearse lempera-
turas hasta de 50° y 35°.

Acerca del fenomeno de la aglutinacion hay varias hipotesis sin que
ninguna llegue a explicarlo satisfactoriamente y en todos sus delalles.
La hipotesis de GRUBER, segun la cual se lrala de una hinchazén de
la cubierta de las bacterias producida por la accion especifica del suero
v seguida de la reunion de los gérmenes, esta rechazada por la exacta
observacion microscopica de las baclerias aglulinadas, en las que no
se ha podido percibir hinchazon alguna ni cambios de forma, asi como
lampoco alteraciones de coloracion. Kraus y Pavrrauvr explican la
aglutinacion como consecuencia de una precipitacion por la cual las
bacterias son arrastradas al fondo. Pero la experiencia de su separacion
por el calor demuestra que las aglutininas y las precipitinas no son
idénticas. Calentando a 60° desaparecen las precipitinas de un suero
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aglutinante sin que disminuya su poder de aglulinacion. Las aglu-
lininas mismas solo son destruidas a los 70°, y son también bastante re-
sistentes respecto de olras influencias exteriores (luz, desecacion, ete.)
Merece notarse que la aglutinacion sélo se verifica in vilro, pero no en el
organismo vivo, por ejemplo: por la inyeccion intravenosa de bacterias
en un animal inmunizado respectlo a ellas.

I<n los sueros normales se encuentran con frecuencia aglutininas
naturales, que a diferencia de las aglulininas del suero especifico pierden
su propiedad ya a las pocas dilu-
ciones. De ningin modo puede
considerarse como especifica la
accion de las aglutininas norma-
les. Asimismo puede ocurrir que
el suero de un animal inmuni-
zado esté dolado de una reaccion
no especifica, sobre todo si se em-
plea puro o poco diluido. Sélo
puede hablarse de especificidad
de las aglutininas cuando las
diluciones elevadas del suero
(1:1000 hasta 1: 10000) agluti-
nan las bacterias homologas y
no las heterologas.

i Fon o 23} Los sueros de alto valor
F1a. 39. B{:‘:;}‘}‘:l’ll'lf(')c‘;(:35%(‘)1““““‘"‘) especifico pueden contener, ade-
mas de las aglutininas principa-
les, olras secundarias o parciales y, por consiguiente, coaglutinar espe-
cies proximas a la bacteria especifica; asi, por ejemplo, un suero anti-
lifico aglutina hasta cierto grado, ademaés del agente especifico, otros
bacilos pertenecientes al grupo tifus-coli. Por eso en la aplicacion
practica al diagnoéstico es preciso siempre graduar exactamente la
diluciéon del suero hasta alcanzar el limite de titulacion, porque los
grupos de bacterias de especies afines no son aglutinados por un suero
especifico extremadamente diluido.

Para obtener pequenas cantidades de suero aglutinante se prefieren
los conejos entre los pequeiios animales de laboratorio, porque los sueros
de este animal alcanzan una accion especifica muy alta, y en cambio,
la aglutinacion de grupo es poco elevada. Con 3 6 4 inyecciones intra-
venosas, con intervalos de ocho a diez dias, empezando por un cuarto de
asa y progresando hasta 1 6 2 asas de cultivo de veinticuatro horas en
agar, se obtiene un suero de valor elevado con una titulacién de 1 : 1000
a 1:10000, segin la especie del germen. Con cultivos de gran poder t6-
Xico (disenteria Kruse-Suica) es conveniente aplicar las primeras in-
Yecclones con gérmenes muertos. Para la obtencién de grandes canti-
dades de suero se inmunizan caballos o asnos. %

De la. misma manera que en los animales inmunizados artificial-
menle, existen en el suero sanguineo del hombre aglutininas especifi-
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cas durante o después del curso de una cn[cnnc"(lad‘in.focci(’)sz'l, cuya
demostracion tiene grandes aplicaciones para el diagnostico ('llll'l('(). Sin
embargo, como se forman en cantidades menores que por ’la inmuni-
sacion artificial, los resultados negativos de la aglulinacion no con-
{radicen la existencia de una infeccion determinada. 5

Rara vez se ha comprobado la formacion de aglulininas en los
portadores de bacilos. > ‘

Ia apreciacion de si existe aglutinacion o no, se logra con mayor
acierto por la observaciéon a simple vista o con lupa (aglutinoscopio)
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IF16. 10, Aglutinoscopio de Kunx-Wortne FF1Gg. 41. Lupa

o con el microscopio a débil aumento : no es aconsejable el empleo de
grandes aumentos, y menos atin de la lente de inmersién, porque en-
tonces, pequenas agrupaciones como las que aparecen en gota pen-
diente, si las bacterias no estan bien repartidas, pueden tomarse erro-
neamente por aglutinacion. Es caracteristico de la verdadera agluti-
nacion especifica el desarrollo progresivo del proceso, asi como la pro-
porcion del sedimento segun las cantidadesde suero especificoempleado.

La reaccion de aglutinacion segin la técenica indicada por PFEIFFER
v KoLLE se verifica del modo siguiente :

Se preparan diluciones de sueroall: 10, 1 :20, 1:50,1:100,1:200, 1:500, etc.;
se vierte 1 c. ¢. de cada dilucion en un tubo, y a cada uno de éstos se anade una por-
cion igual (un asao sea 2 mg.) de cultivosobre agar, de diez y ocho a veinte horas, agi-
tindolo con la aguja de platino hasta que la emulsion sea homogénea, es decir, que
no haya particulas de cultivo sin separar, porque, de lo contrario, sobre todo
en las concentraciones fuertes, comienza a precipitarse la masa de cultivo desde
¢l primer momento. No debe prescindirse de comprobaciones con suero normal y
solucion fisiologica. Tampoco debe emplearse para esta investigacion cultivos que.
por ser demasiado recientes o demasiado viejos, presenten aglutinacion espon-
tinea en la solucion fisiologica. La aglutinacion puede considerarse como especifica
inicamente cuando se produce con diluciones de suero especifico de 10 a 20 veces
mas elevadas que las de suero normal de un animal de la misma especie. Los tubos
se mantienen en la estufa a 37° mas o menos tiempo, segin la especie del ger-
men (el bacilo de la fiebre tifoidea y del célera, dos horas; el de la disenteria.
veinticuatro), y después de este tiempo se observan a simple vista o con pocos
aumentos (lupa o aglutinoscopio) y con preferencia a la luz del dia reflejada por
el techo de la habilacion.
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En lugar de la emulsion de cultivos solidos puede emplearse una
cmulsion homogénea de baclerias procedentes de cultivos en caldo
vivos, que presentan siempre un enlurbiamienlo regular, o también
baclerias muertas que pueden mantenerse en la camara frigorifica en
cemulsiones utilizables durante meses. IEstas emulsiones se preparan
como sigue :

Cultivos de veinticuatro horas en caldo se mezelan con soluciones de fenol al
05 9, o de formalina al 1 ©,. La mezcla de cullivo tifico y formalina permanece dos
dias a 37° en probelas graduadas, para que las bacterias que aglutinan espontanea-
mente caigan lentamente al fondo y no puedan perturbar después las pruebas de
aglulinacion. El liquido de la parte superior se distribuye en lubitos estériles y
se conserva en la camara frigorifica. La emulsion de bacterias debe agitarse fuer-
lemente anles de usarla.

En esle principio se funda el preparado de von IFIckER expen-
dido por la casa E. Merck, de Darmstadt, con el nombre de « Tiphus-
Diagnoslicum ».

En lugar de la exacla delerminacion cuantitativa de la titulacion
segun anlecede, basla a veces para formar juicio sobre colonias sospe-
chosas la « aglulinacion de orienlacién» realizada sobre el portaobjetos.
Por ejemplo, si en una placa de Expo aparece una colonia clara y
transparente, sospechosa de bacilo tifico, se toma una pequena porcion
de ella con la aguja de platino y se deshace en una gota de suero an-
tifico diluido al 1:50 y al 1:100, y se coloca sobre el portaobjetos o en
gota pendiente. Inmedialamente y de la misma manera se preparan
las comprobaciones en suero fisiologico y suero normal. Si la sospecha
de fiebre tifoidea es fundada, se percibird a simple vista o con pocos
aumentos una formacion grumosa, mientras que los controles seguiran
con su aspeclto lechoso uniformemente turbio. Para el diagnostico
definitivo, especialmente cuando se trata de un primer caso, no basta
esta prueba. Is preciso entonces practicar la prueba de la aglutinacion
cuantilativa con determinacion del limite de titulacion. Esto es in-
dispensable, porque puede presentarse una aglutinacion incomplela
muy por debajo de la titulacion del suero empleado, lo cual no signific:
otra cosa que una paraaglulinaciéon o reaccion de grupo no especi-
fica (Pu. Kunx). '

La diferencia entre la reaccion de grupo (coaglutinacion) y la para-
glutinacion consisle en lo siguiente: en la altima se trata de una cierta
tendencia de aglulinacion, pasajera en la mayor parte de los casos, ad-
quirida por bacterias, que en nada se parecen al germen especifico.
va que ni siquiera tienen parentesco biologico con él, a consecuencia de
la vida en comin sostenida en los cultivos o en el contenido intestinal
(por ejemplo, el colibacilo con el de la disenteria). Los cultivos y los
caracteres morfologicos, ademas de la prueba de la fermentacion de
la glucosa y la movilidad del germen, permiten la distineion en estos
casos. En la coaglutinacion se trata, por el contrario, de una reaccion
positiva en mayor o menor grado con especies afines al germen (por
ejemplo, entre los bacilos tificos y paralificos) : si la aglutinacion cuan-
titativa y comparada, empleando diversas clases de sueros (Lificos ¥
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paratificos), no nos da en estos casos la solucion indu(lul)’lc, como ,l)ll('(ltt
ocurrir dentro del grupo paratifico mismo, nos quc(‘lan atun dos mul()(‘!()'.s
que emplear : a saber ; la prucba de saturacion flv CASTELLANT, (lcs'cx.llla
méas adelante, y la inmunizacion activa de conejos re_a!l'/'.a(la con los cul-
tivos dudosos, a fin de obtener un sucro, cuya especificidad compr()l.)'a-
remos con cultivos aulénticos bien conocidos. Como 'lu sero-reaccion
tiene un valor especifico no sélo enlre un suero conocido y el cultivo
que se invesliga, sino también en sentido inverso, entre el suero obte-
nido con un cultivo dudoso y un germen de laboratorio auténtico, de

Fic. 42. 1. Aglutinacion positiva con bacilos de fiebre Lifoidea y suero anlilifico :

«, observacion a simple vista : b, con lupa o aglutinoscopio. II. Resultado nega-

tivo de la aglulinacién con suero normal y bacilos de la fiebre lifoidea : «. observa-
cion a simple vista: b, con lupa

aqui que, si obtenemos, por ejemplo, un suero especifico con un ger-
men que sospechamos paratifus B, este suero debe de aglutinar fuer-
temente el paratifus B auténtico de la coleccion del laboratorio.

Eslos dos ultimos procedimientos nos resolveran también la cues-
tion en los casos en que se trate de gérmenes «sero-resistentes» como
algunos bacilos de la fiebre tifoidea que presentan todas las propiedades
morfologicas y de cultivo del bacilo tifico, y, sin embargo no son aglu-
tinados, o se aglutinan con gran dificultad por el suero antitifico. Es-
las razas inaglutinables recobran su aglutinacion normal por siem-
bras diarias en medios recientemente preparados.

Se refiere todo lo anterior al empleo de un suero de gran poder
aglutinante para el diagnoéstico indudable de un cultivo (V. capitulos es-
peciales del colera, tifoidea y disenteria) y de su distincion de especies
afines. Para ello hemos partido siempre de un suero conocido que nos
sirve para definir un cultivo dudoso, pero es posible también seguir una



04 Inmunidad

marcha inversa y emplear la aglutinacion para identificar los anticuer-
pos de un suero desconocido con ayuda de bacterias conocidas (reaccion

de GRUBER-WIDAL), lo cual tendra aplicacion al diagnostico diferencial..

Si queremos saber, por ejemplo, si un suero procede de una fiebre tifoi-
dea o de disenteria, primero procuraremos fijar cuantitativamente,
aumentando cada vez mas la dilucion del suero, su contenido en aglu-
tininas tificas o disentéricas. Preparadas las diluciones, se anaden can-
tidades iguales de emulsion de bacilos de disenteria o fiebre tifoidea y
se disponen también controles de suero normal. Si después de perma-
necer dos horas en la estufa a 37°, observamos que el suero muy
diluido aglutina los bacilos tificos y que con los bacilos de disenteria
produce efectos analogos al suero normal, podremos afirmar ya que
el suero dudoso es un suero procedente de una fiebre tifoidea.

Esla reaccion tiene una importancia practica muy grande; pues por
una parle sirve para diagnosticar la enfermedad en sus comienzos, por-
que el organismo responde muy pronto a la infeccion (en la segunda se-
mana) produciendo aglutininas, y, por otra parte, sirve también para
diagnosticar una enfermedad ya pasada. La reaccion de \YIDAL se
emplea en casos de fiebre tifoidea, cdlera, disenteria, intoxicaciones
por carnes, enteritis, paratifus, peste, ficbre de Malta, meningitis,
muermo, ele.

En la prueba de aglutinacion con sueros humanos, especialmente
cuando la infeccion es mixta, podemos tropezar con dificultades al
precisar el diagnéstico, si el suero aglutina en grados proxima-
mente iguales dos cultivos diferentes, por ejemplo, de fiebre ti-
foidea y paratifus. En estos casos debe recurrirse a la prueba de sa-
turacion de CastELLANI, fundada en que las aglutininas en presencia
de mezclas bacterianas son retenidas cuantitativamente por las bac-
terias homologas. Asi, por ejemplo, si el suero de un enfermo dudoso
aglutina en altas diluciones bacilos de paratifus y de fiebre tifoi-
dea, al ponerle sélo en presencia de bacilos de esta enfermedad
quedardn saturadas por completo las aglutininas de la misma. Si el
liquido centrifugado aglutina todavia bacilos de paratifus en dilu-
ciones del mismo grado, entonces se trata de una infecciéon mixta de
paratifus y fiebre tifoidea; pero si la propiedad de aglutinaciéon ha
desaparecido para los bacilos paratificos, es prueba de que se trataba
inicamente de una coaglutinacion (véase anteriormente).

Otro fenémeno curioso puede presentarse en la practica de la
reaccion de WipaL. El fenémeno se llama «aglulinacién paradé-
Jica» y consiste en que la aglutinacién, al contrario de lo normal, es
mas débil con el suero muy concentrado (hasta cesar por completo)
que con el suero muy diluido; se trata en estos casos, de una pertur-
bacion causada por substancias contrarias a la aglutinacion y produ-
cida por las aglutininas en determinadas circunstancias.

Con arreglo a las mismas leyes establecidas para las aglutininas
bacterianas, pueden aparecer y ejercer su accion las hemoaglutininas
formadas al tratar previamente los animales de laboratorio con sangre
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heterologa y que tienen la propiedad de aglomerar los globulos rojos
de las especies animales cuya sangre se utilizo para la inmunizacion.

6. Precipitinas

En 1897 descubrio Kraus que, al mezclar filtrados de cullivos
bacterianos con suero especifico homélogo, el filtrado se enturbiaba y
aparecia en ¢l un precipitado. Esta precipitacion es especifica y no se
produce con suero normal. Las substancias existentes en el suero es-
pecifico, que producen la precipitacion de los cuerpos disueltos en el
cultivo filtrado, se denominan precipilinas. Segin opiniones modernas,
este fenémeno consiste en la sedimentacion de substancias coloidales
que se encontraban en estado de soles, y no de precipitacion de cris-
taloides verdaderamente disueltos. Se lralaria, pues, en la precipita-
cion, de un paso de soles coloidales a geles.

Las precipitinas son poco resistentes al calor; a los 60° pierden
ya su eficacia, aunque conservan indudablemente su poder de afinidad
respecto del precipitindgeno (transformacion en precipitoides). Por
su composicion quimica se incluyen entre las globulinas o seudoglo-
bulinas con las que guardan estrecho parentesco. El precipitado
amorfo y muy voluminoso es una substancia albuminosa, formada en
gran parte por el suero especifico, extraordinariamente fina y que pasa
por los filtros mas perfectos ; es soluble en los alcalis y 4cidos dilui-
dos (1).

La produccion de precipitinas se verifica no solo después de in-
yectar bacterias u otros elementos formes, sino que representa un fe-
noémeno de reaccion general del organismo al inyeclarle por via paren-
teral albuminas solubles ya sean de origen animal, vegetal o bacteriano.
Lstas ultimas substancias inmunes se llaman «albiminoprecipilinas »
(Tscuistowrtsca y BorpEr) para diferenciarlas de las precipitinas
bacterianas. La substancia existente en el filtrado del cultivo de bac-
terias o en la disolucién de albuminas se denomina subslancia preci-
pilable, y por su propiedad de llenar funciones antigenas, es decir, por
ser capaz de formar anticuerpos, se conoce también con el nombre de
subslancia precipilinégena.

Para obtener sueros precipitantes se somete a los animales a repe-
tidas inyecciones intravenosas o intraperitoneales de bacterias, de
filtrados de cultivos o de extractos de bacterias que contengan albtimina
microbiana. El suero transparente y estéril, al hacer la experiencia, se
mezcla en cantidades cada vez menores, con otra cantidad fija estéril y
completamente clara de precipitinogeno o viceversa. El resultado de
la reaccion depende, en gran parte, de las graduaciones cuantitativas.

El cuadro de la pagina siguiente pone de manifiesto la manera
de ejecutar la reaccion :

(1) Cuando el suero conticne también otras subslancias especificas como
antitoxinas, por ejemplo, éstas se precipitan al mismo tiempo
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Filtrado de culti-|, . . e Resultado
vo de peste en '\tl:;::)( )l::l(lll))ll: Solucion de
<aldo (precipiti- ; “L_” 1 NaCl al 0'85°, A
nogeno) £ a las 3 horas a las 24 horas
5 c. '« 05 05 muy turbio sedimento abundante, 5
liquido de encima claro.
5 01 09 lurbio  escaso sedimento ; el |j-
quido de encima eclarg.
R ) 005 095 claro no hay sedimento, claro.
Control 5 ¢. c. 10 claro claro
05 90 claro claro
01 59 » »
0°05 595 » »
5 c¢. c.JSuero normal (U5) claro claro
05

Ademas de este procedimiento se ha generalizado también otro,
<l de AscoLr, que se dispone en capas o en anillo :

IEn tubos de < a 5 mm. de anchura por 6 cm. de longitud se vierlen pequeiias
cantidades de suero especifico, manteniendo el tubo inclinado, y sobre el suero se
vierte una pequena cantidad de antigeno, haciéndolo con sumo cuidado para que
no se mezclen ambos liquidos, que deben quedar superpuestos.

Si la reaccion es positiva aparece en la superficie de contaclo de ambos li-
unidos un anillo blanco grisdceo.

La precipilacion se emplea inicamente en casos especiales para afir-
mar el diagnéstico, por ejemplo, cuando se Lrata de substancias bacte-
rianas disueltas en exudados o liquidos organicos.

La precipitacién ha alcanzado, en cambio, una gran importancia
practica en la diferenciacion de albuminas. Los experimentos funda-
menlales se deben a Borber y Tscristowitscn (1899). Estos auto-
res observaron que el suero de conejos, (ratados previamente con
sangre de anguila o de caballo, producia un precipitado en las solu-
ciones de sangre homologas, pero no en las demas. Mas tarde,
WasserMany, UHLENHUT y ScHUTZE, inyectando en conejos leche
de distintos animales, consiguieron producir sueros rigurosamente
especificos para las distinlas clases de leche empleadas en las inyec-
ciones, de tal manera que, por ejemplo, el suero de un conejo
inyectado con leche de vaca actuaba como precipitante sobre la
leche de vaca, pero no sobre la de mujer. UHLENHUT consiguio
también diferenciar por este método biologico las distintas clases de
albumina conlenidas en huevos de aves diferentes y determinar que
por la reaccion de precipitinas puede comprobarse la albiimina aun en
diluciones de 1: 100000, en la investigacion de las cuales fracasan con
frecuencia los métodos quimicos. Estos descubrimientos tienen una
importancia grande en medicina forense porque permiten distinguir
Ja_albumina humana de la de los animales (diferenciacion forense de la
sangre). La diferenciacion se consigue aun cuando el material sospe-
<hoso (mancha de albimina sanguinea) esté va seco, aun después de
haber transcurrido algunos aios. A

La precipitacion ha llegado a ser un factor importante para el
¢xamen de substancias alimenticias, Se emplea para descubrir adulte-

Precipitinas 07
-arne poco estimadas, como lu. de 'al)a:!(). n"ln. (k\
perro. También se usa este método para el 1‘0(‘0}10(‘mucnl()l (i( 1;(]11(1:;
saladas, ahumadas, secas 0 congeladas, ([u(."so importan (‘(, ]Lx I;‘rlojyr\ \:
para comprobar su calidad. Puede también conlpr(f'b:l\rs'.cl :io]gllw 1‘;“61
origen de olros alimentos, tales como !IUL‘V()S, preparac ():s‘ (10- 'llin]’cnl()\'
natural y artificial. De igual manera sirve para.cx'axp‘mal ().s’ lL )u(\(lm.l
de origen vegetal, porque con o'sle método l)mlog{u)"no‘..so ()['l eton
distinguirse las diferentes albuminas vegelales enlre si, sino ta
as de origen animal.

o (1;)((‘)125:110 s6lo en la praclica, sino lambién para .rc..a‘(_)l\'cr (}ws—
tiones tedricas resulta importante la reaccion de precipitinas. Sirve

raciones en clases de

a b (+

I16. 43. Reaccion de precipilinas
a, control: b y ¢, reaccion positiva

para demostrar las relaciones de parentesco enlre las.distinlas especies
animales, por ejemplo, entre el hombre y el mono; la gallina y la paloma:
el caballo y el asno: la liebre y el conejo; la zorra y el perro; la cabra,
la oveja v la vaca (UnLExnUTH). Por este mismo método se descubrio
el interesante hecho ontogénico y filogénico de que, si bien cada animal
tiene el suero sanguineo constituido especificamente, en cambio la
albumina del cristalino es un mismo cuerpo para todos los animales
v no es posible diferenciarlo en las distintas especies.
<xpondremos brevemente la téenica de la diferenciacion biologica
de las albuminas.
Para lainmunizacion, elanimal mas apropiado es el conejo. Deben inmunizarse

al mismo tiempo varios de estos animales, porque puede perderse alguno por ana-
filaxia, fenomeno que suele presentarse después de la tercera inyeceion v que, de no

GoTsciLIcH - SCHiRMANN ¢ Microparasitologia 7
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tenerlo en cuenla, puede originar retrasos inc.s:pc.m(los. Como malerial de inyeccion
se emplea suero, jugo de carne filtrado, albimina o leche. Coa intervalos de seis
dias se aplican a los animales inyecciones intravenosas, subculdneas o intraperite-
neales de 1 c. ¢. de los liquidos enumerados. Transcurridos seis dias después de la
ultima inyeccion se empieza por examinar la calidad del suero. Si ésle es de gran
poder precipitante (segiin UnLexunuTh, los sueros de gran valor son los preferi-
bles en la prictica forense), se sangra el animal por complelo, ¥ el suero perfecta-
menle claro se guarda estéril. ; . X

La litulacion del suero se determina preparando diversas diluciones de 1 : 1(),
100, 1000, ete., de la albiimina que se ha de analizar y de l;x albumina utilizady
para la inmunizacién (precipitindgeno), y a cada cenlimetro ctbico de las diluciones
se afiade 0°1 c. c. del suero cuya titulacion vamos a fijar. Se observard la formacion
de enturbiamiento y precipitados ; eventualmente se hn'r,u la obsc'r\':wi(m despucs
de una hora de permanencia en la estufa, a 37°. La dilucion de albumina, en la que
se perciba lodavia de una manera clara el precipilado, determina la titulacion
del suero.

El material examinado puede tener, segin hemos dicho, las pro-
cedencias mas diversas. Con todas ellas hay que preparar una disolu-
cion clara como el agua. Las manchas de sangre, esperma, cle., que se
hallen en las prendas de vestir, se cortan y dividen en particulas muy
pequenas, que se dejan en la camara frigorifica, durante veinticuatro
horas, sumergidas en solucion fisiologica. Si el material esta seco, sobre
madera, clc., se rasparan las manchas cuidadosamente sirviéndose de
instrumentos esterilizados, y las raspaduras se colocan lambién en
solucion fisiologica. Los extractos se clarifican completamente por fil-
lracion. Esta demostrado que es conveniente emplear en el experi-
mento el material examinado en diluciones considerables (generalmente
al 1: 1000) y el suero precipitante sin diluir. Para la delerminacion
aproximada del grado de dilucion necesario en el material testigo,
nos serviremos de las reacciones siguientes :

1. Formacion de espuma, que aparece al agilar una solucion
que contiene albtimina : |

2. Prueba de ebullicion, que se practica anadiendo a la solucion
una gota de acido nitrico al 25 9, con lo cual, si el liquido contiene
albimina en proporcion de 1 : 1000, se pondra turbio y opalescente.

Antes de realizar el experimento principal debemos comprobar
si el suero precipitante provoca efectivamente la reaccion con el liquido
Lestigo, por ejemplo, un extracto de manchas antiguas sobre tela de
sangre humana, de vaca, de cerdo, de caballo, ete.

La disposicion de esta experiencia preliminar se muestra en el
cuadro siguiente :

Suero pre- Suero nor-  Liquido  Solucion de

N.¢| cipitante mal de co- testigo al  NaCl al Resultado
de conejo nejo 1:1000 0'85°,

1 01 1°0 Enturbiamiento Formacién de co-
ligero a los cin-  pos y sedimen-
co minulos. to a los veinte

minutos.

2 01 1'0 Liquido claro Liquido claro

3 0.3 4 : 1°0 Liquido claro Liquido claro

I.os tubos no deben agitlarse.
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A la temperatlura ambienle la reaccion debe presentarse lo mas
tarde a los veinte minutos; el enturbiamiento que aparezca después
no tiene valor positivo. Para distinguir con mas facilidad el enturbia-
miento es conveniente colocar una pantalla negra entre la luz y el
tubo de precipitacion.

Yara comprobar si una mancha anligua sobre tela es de sangre
humana o no, se dispone el analisis con los controles necesarios, segun
UnLeENnuuTH y WEIDANZ, en la forma siguiente :

Resultado

Tubo I |Solucion de la sangre en cueslion 0°9 c. c.-+0‘1{Enturbiamiento, copos.
de antisuero (hombre) sedimento
» II|Solucion de la sangre en cuestion 09 c. c. 401 Liquido claro

de suero normal de conejo 3
» III [Solucion de sangre homéloga (hombre) 0°9 c. c./Enturbiamiento, copos,

+ 01 antisuero (hombre) sedimento

» IV |Solucion de sangre heteréloga (cerdo) 09 c.c. Liquido claro
-+ 01 antisuero (hombre)

»  V |Solucion de sangre helerdloga (vaca) 0'9 c.c. »
+0‘1 antlisuero (hombre)

» VI |Solucion fisiologica 09 ¢, c. 401 antisuero (hom- »
bre)

» VII |Extracto de un trozo limpio del mismo malerial )

en que radique la mancha 09 c.c.--0'1 an-
tisuero (hombre)

El precipitado especifico del tubo I, de acuerdo con la com-
probacién positiva del III, y el resultado negalivo en todos los demés
tubos, demuestra que la solucion sanguinea en cuestion investigada
en el tubo I es de la misma especie que la empleada en el tubo III,
es decir, de sangre iiumana.

Apéndice : Termoprecipitacion

La termoprecipitacion sirve para demostrar la existencia de an-
tigenos baclerianos lermoestables, que se encuentran en los 6rganos
y secreciones del hombre y de los animales. Fué practicada la primera
vez por AscoLr y VALENTI en 1911 con el carbunco ; estos autores
observaron que el suero anticarbuncoso determinaba precipitados es-
pecificos con extractos oblenidos por ebullicion de érganos de anima-
les enfermos de carbunco ; mientras que al emplear sueros normales
y olros heterélogos especificos de tétanos, neumococia, ele., no se
produjo precipitado alguno.

La preparacion de extractos de organos se hace en la forma si-
guiente :

Los 6rganos de un animal muerto de carbunco se dividen Y se machacan en un
morlero ; para que el extracto quede incoloro se les mezela con 10 e, c. de clo-
roformo y se les deja cinco horas a la lemperatura ambienle. Después de separar

]cl clorofo}'mo se anaden a la pulpa 5 c. c. de solucion fisioldgica, y al cabo de dos
roras se filtra por papel o amianto. El extracto debe quedar completamente claro.
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_Para realizar la prueba ordinaria de precipilacion, se vierle en un (ubo suer
anlicarbuncoso perfeclamente claro, Y Juego se anade con cuidado el extracto p;,,l..”
([m: furn'w una capa sobre el suero. Como control se dispone otro (ubo con sum.;:
ll(){l!\:}] y extracto. Si el resullado es posilivo, aparece en el primer tubo, en 1a su-
perficie de contacto enlre ambos liquidos, un anillo blanco grisaceo, mientras que
el tubo de conlrol permanece invariable. 1

El procedimiento se puede simplificar considerablemente para ¢
clinico aprovechando la termo-resistencia de las substancias precipi-
tables. Después de emulsionar los érganos bien triturados en solucion
fisiologica (5 a 10 veces el volumen), se hierve la emulsion durante dos
minutos, se filtra por papel o amianto y después que esta fria se hace
la prueba.

Este método de precipitacion ha producido siempre resullados
concordantes con el examen microscopico y ha servido para descubrir
una infeccion pasada, aun en aquellos casos en que nada se resolvio
con los cullivos (por predominio de los gérmenes de la putrefaccion).
Las pruebas de conlrol con 6rganos normales dan siempre resultados
negalivos. :

Yara diagnosticar ¢l carbunco, Ascorr ha preparado un «Diagnos-
ticum» que vende la casa Gans, de Oberursel.

La reaccion de lermoprecipitinas se ha ensayado también en la
infeceion paralifica, la tuberculosis, la fiebre de Malta, la peste, el
tifus exantematico, el carbunco sintomatico y el mal rojo del cerdo,
v ha sido empleada con éxito (Scrniiryaxy) en las infecciones neumo-
cocicas.

7. Hemolisinas

Fueron descubiertas por Borper en 1898, y son subslancias
(amboceptores) que se encuentran en el suero normal de muchas
especies animales e individuos de olras, teniendo la propiedad de disol-
ver los eritrocilos, es decir, alterar el estroma globular, de manera
que la hemoglobina queda libre y se disuelve en el suero: la sangre
se vuelve (ransparente. Este proceso de disolucion de los globulos rojos,
llamado hemolisis, requiere una temperatura minima de 15°, siéndole
mas favorable la de 37°. Las subslancias que originan el fenomeno se
denominan hemolisinas, que pueden ser normales si se encuentran en
los animales sin tratamienlo previo, o especificas si se producen arli-
ficialmente. Si a un animal de ensayo se le inyectan globulos rojos de
sangre de olra especie, el organismo responde a este ataque formando
anticuerpos rigurosamente especificos que disuelven los erilrocitos
de la especie inyectada. Cuanto mayor sea la separacion entre la es-
pecie del animal inyectado y la del que proporcion6 la sangre que s¢
inyeclo, con mayor abundancia se producen las hemolitinas.

Estas son termoestables, soportan temperaturas de 56° a 58° sin
alterarse y necesilan de complemento para el desarrollo de sus pro-
piedades hemoliticas.

La preparacion de hemolisinas de accion intensa o de ambocep-
Lores hemolilicos se verifica en la forma siguiente :

Hemolisinas
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dara evilar la coagulacion de la sangre, que sirve de antigeno, se
ja desfibrina agitandola con perlas de cristal dentro de un maltraz

de ErLENxMEYER. El suero se separa
por centrifugacion, y los erilrocilos
asi obtenidos se limpian por com-
pleto del resto de suero por lavados
v cenlrifugaciones repelidas con so-
lucion fisiologica. Después del ultimo
lavado se separa el liquido, se le
subslituye por un volumen de suero
fisiologico igual al primilivo de la
sangre y asi resullan los erilrocitos

en una concentracion igual a la de
la sangre, pero completamente libre
de suero sanguineo.

En la preparacion del ambocep-
Ltor hemolitico pueden emplearse va-
rios métodos de inmunizacion,asaber:

1. Lainyeccion intraperitoneal
de 5, 10y 15 c. c. de glébulos rojos
lavados, en Llres dias conseculivos
(método rapido).

2. Lainyeccion intraperitoneal
de 20 a 30 c. c. de eritrocitos lavados,

dejando pasar de cuatro a ocho dias |+,

41, Bano maria de lempera-

cenlre una inveeeion v la Siglli(‘lllt‘. Llura constante para inaclivaciones

3. Lo mas sencillo es la inyec-

cion inlravenosa de 145 a 2¢5 c. c. de erilrocilos lavados, dejando pasar
de cualro a seis dias entre las inyecciones, que se repiten dos o tres veces.

Las dos primeras inyecciones se so-
portan bien casi siempre, pero a partir
de la tercera no estan exentas de peli-
gro, porque pueden presentarse fenome-
nos de anafilaxia (véase mas adelante
el capitulo correspondiente).

A los seis dias después de la segunda
o de la Lercera inyeccion, segun los ca-
s0s, se exlraera sangre diariamente para
determinar la proporcion de ambocepto-
res. Cuando la titulacion es clevada, se
sangra el animal.

Como mejor se consigue la conser-
vacion del amboceplor es por inactiva-
cion, calentando el suero al bano maria a
26°, con lo cual se destruye el comple-
mento, y anadiendo después fenol, 0¢5 9.

&Como se hara la Llitulacion del am-

‘ :

I16. 45. Esquema del sistema
hemolitico

. Antigeno (erilrocilos)

b. Amboceptor
¢. Complemento
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boceplor hemolitico? Canlidades cada vez menores de amboceptlor
hemolitico inactivado se mezelan con una cantidad constante de com-
plemento y de hemalies de la especie animal utilizada para inmuni-
zar. EI complemento lo proporciona, de ordinario, el suero reciente de
cobayo, que suele ser muy rico en complemento. El sistema asi com-
puesto se llama sistema hemolilico.

Conforme a lo propuesto por BorbeT vy GENGOU, como antigeno
se uliliza cominmente la emulsion al 5 9, de glébulos rojos de car-
nero, frescos y lavados. Como vehiculo para la emulsion es impres-
cindible emplear siempre la solucion fisiologica al 0:85 9.

El complemento de cobayo se obtiene por sangria del animal o
por puncion cardiaca (MorceENRrRoTH). Después se deja que el suero
se separe por si solo del codgulo o se le obtiene por cenlrifugacion,
v, por lo general, se emplea la dosis constante de 1 c. c. de la dilucion
al 1:20. El complemento se conserva perfectamente durante veinti-
cualro horas en la nevera y semanas enleras en camaras frigorificas
bien dispuestas. Del examen de la fig. 45, que facilita la comprension
del fenémeno hemolitico, se deduce que el complemento no puede unir-
se direclamente con los globulos rojos ; para que la unién se verifique
es menester un cuerpo intermedio, el amboceptor, el cual, por medio
de un grupo complementofilo, sirve de eslabon entre el complemento
v ¢l globulo rojo. Unicamente después de unido con el amboceptor
puede desarrollar el complemento su aceion disolventle a la manera de
un fermento digestivo.

De cada una de las subslancias enumeradas (véase ¢l cuadro de
la pagina siguiente) se vierte 1 c. ¢. en un tubo, se mezelan perfecta-
mente y se anaden 2 c. c. de solucion fisiologica, con lo que se obtienc
un total de 5 ¢. c. Como controles se disponen :

1. Una emulsion de eritrocitos al 5 ¢, + amboceptor

Dy » » » » - complemento
DL » » » » == suero fisiologico

Iistos conlroles deben permanecer inalterables ; en caso contrario,
¢s que el amboceptor es inaplicable por insuficiente inactividad, o no
sirve el complemento porque el suero de cobayo contiene casualmente
hemolisinas, 0 no pueden utilizarse los eritrocitos por fragilidad anormal:
en cualquiera de estos casos es necesario substituir los reactivos por
otros. Si el resultado de este experimento preliminar es favorable, se
fija el grado de hemolisinas por medio de otro experimento, después
de una permanencia de una hora en la estufa a 37° v de doce horas
de reposo en la nevera. ;

En el cuadro de la pag. 103 puede verse que 1 ¢. c. de dilucion
de amboceplor al 1 : 2000 es la dosis minima indispensable para que
la hemolisis sea completa; en la practica, al realizar la reaccion de Was-
SERMANN, por ejemplo, se lomara 1 c. c. de dilucion al 1 : 1000 hasta
1 : 500, es decir, del doble al cuddruple de la dosis minima.

o
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DETERMINACION DE LA DOSIS DE AMBOCEPTOR

Suero fisio-

Tubos Antigeno Amboceptor Complemento logico al Resultado
' 0°85 “.

1 fc.c. deemul- 1 c.c Y40 1 c.c.desuero 2 c.c. ]

sion de erilro- de cobayo al i~

cilos de carne- % s

ro al 5 9% X =

2 » 1 c.c. Yo » gt =

:l‘ : { : : 500 : _—) .' Z
1000 ; i

) g 1 » ! 1500 .—) . =

6 v 1 2 X 2000 = g =

i . 1 3 Y az0n 2 » B
by b 1 » : dJuenn 2 g g 7
1] > 1 A 9 =l o
> 1000 :; .’_: 0
10 ¥ 1 v 4 2060 -‘- 0

1 o ) < > —
ll,l Con- : 1 Ty P : 0
13 troles . il Ty 0

Resullado :

1 ¢. c. de amboceptor al '/ . dosis minima indispensable
para que la hemolisis sea completa.

Respeclo a la inlerpretacion de la reaccion, es decir, acerca del
grado de la hemolisis, se admiten las denominaciones siguientes :
Sedimento : Liguido :
-+ = hemolisis complela falta coloreado y Lrans-
parente por

complelo
-+ = hemolisis inlensa escaso, apenas  coloreado, pero
perceplible con’ menor trans-
parencia
-+ = hemolisis incomplela  baslante percep- mas o menos rojo,
tible pero turbio
0 = hemolisis negativa abundante ( ma-
ximo) incoloro

Jara complelar el lema, anadiremos que la hemolisis puede ser
provocada por otras muchas substancias, tales como dlcalis y acidos;
por venenos vegelales, tales como la ricina, la abrina, la crotina, la
robina, la falina, y por venenos de bacterias, tales como la letanoli-
sina, la estafilolisina, cultivos en caldo de vibriones del colera, estrep-
lococos, ele., y, finalmente, por ciertos venenos animales, como ve-
nenos de serpiente y de escorpion.

En las pruebas de hemolisis es necesario conocer exactamente
la eficacia del complemento, es decir, titular el contenido en comple-
mento del suero de cobayo. La titulacion del complemento se verifica
mezclando 1-¢. c. de emulsion de globulos rojos de carnero con una dosis’
conslanle de amboceptor hemolitico, que es la determinada en el ex-
perimento anterior, y dosis decrecientes de complemento y anadiendo
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DETERMINACION DE LA DOSIS DE COMPLEMENTO

Tubos ; Cives Suero fisio-
Antigeno Amboceptor  Complemento légico Resultad
085 Ry

1 1c.oc. deemul-1 c.c. ! 1. c. de suerol 2
.lw?n de. globu- B de wbl{:\:)uu"(; % Sl = (s
0s  rojos de 5 © I
“ carnero al 5 ¢, {2 i3
& » IS » 08 c.c. » 25Tty 2 L
3 » g b IO e et fors e e
- ¥ T w005 b e o e
. J 15 o » 03 » > St s R Sl A S L
- » i v 0°0 iy e DTS S M
h # ! 2 ¥ 1 % 1% 20 » = 0
9 » ) TR (IR » 29 5 3| o
10 ¢ I » 06 » - TSRS
L i ) » 04 » » D S| o
i » 1 > RO R AR e T
15 ] Con- : 1 » » 30 » ;; 0
11 [ troles ‘.' : 1ic.c. all10 91 370 > ()
! ' fas 440 » 0

T’:{‘;!u{:culdo (l.e _l)::s signos : V. anteriormente, pag. 103.
“:):;L (‘]l\(u(-) (.kflh(g..‘.) c.lc. de suc‘m_(le cobayvo = dosis hemolitica minima.
£ emplearse : 0°05 o sea 1 ¢. ¢. de suero de ccbayo al 5 9.

8. Fijacién del complemento y reaccion de Wassermann

0 BT 60 01, AT Tt st tiacion
- ) plemento expuesta a continuacion.
El fcnomcno de la hemolisis fué utilizado por primera vez por BoRDET
v (ﬂ-‘..\"(;()L' para demostrar la fijacion del complemento.

<n el experimento clasico de los mencionados aulores para demos-
trar la uni(.lad del complemento, mezclaron en un tubo de ensayo bac-
lcna.’s (bac.l]()s de la fiebre tifoidea, por ejemplo), con suero especifico
homologo inactivado (amboceplor) y complemento. Las bacterias se
unieron con el complemento por medio de los amboceptores y en su con-
secuencia se produjo la bacteriolisis ; el complemento se ngsl(') con ello.
Anadiendo algun tiempo después a esta mezcla eritrocitos lavados y he-
molllsma homologa, para comprobar si, ademas del bacteriolitico, hay
algun ('o.mplcnwnto especial hemolitico, se demuestra, por no verificarse
lz} hcmollﬁis, que todo el complemento existente al comenzar la experien-
cia se «fijo» por la bacteriolisis y, por consiguiente, que no hay dos
clases _(lc. complemento, sino uno solo, el cual actua lo mismo en la
ba’cl.ermllsis que en la hemolisis. Aparte de esta importante conclusion
Ledrica pronto adquiri6 el método de fijacién del complemento un valor
‘para el diagnostico. Conocido el antigeno, es posible determinar los am-
boceplores especificos en el suero examinado, y reciprocamente, conocide
el suero se puede determinar la presencia y naturaleza de un antigeno
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(lclorx-mna(lo ¥ definir, por lo tanto, la naturaleza especifica de una
especie bacteriana.

4: ‘-'(; 10 y o OQ ST ) . N g d 3
% Il. siguienle esquema - en colores (fig. 16) permile comprender
como se verifica la uniéon del complemento.

La letra A de la figura 16 comprende el sistema hemolitico : eri-
trocitos (carnero) rojo, amboceplor verde, complemento azul: a la
(l.crc'*cha y sobre la letra A tenemos un antigeno [ (bacilo de la ficbre
tifoidea, por (‘]L:lll])]()) violeta, y un amboceptor que no le corres-
ponde (suero anticolérico), amarillo.

El complemento no se ha fijado a este ullimo grupo porque el
antigeno [ y el sucro especifico ¢ no se corresponden, lo cual hace impo-

FF16. 46. Lsquema de la fijacion del complemento

sible la union ; el complemento ha quedado libre y se fijara en el sis-
tema hemolitico anadido después. La hemolisis se verificard, por con-
siguiente.

Pero si se Lrala, como en la letra B de la misma figura 16, de
un antigeno £, con el amboceplor que le pertenece, de vibriones del
colera, por cjemplo, y de suero anlicolérico ¢, se realizara la union
de estos cuerpos con el completsento, y al anadir después el sistema
hemolitico, la hemolisis no se verificara, porque ya se ha consumido
el complemento necesario para completar el sistema hemolitico.

El sistema hemolitico sirve, por consiguiente, de indicador para
hacer visible el fenémeno de la uniéon del antigeno con el anlicuerpo .
especifico, que no puede percibirse directamente.

El método de fijacion del complemento es de gran aplicacion para
el diagnostico. Es aplicable en todas las infecciones bacterianas, en las
que se trate de averiguar, mediante extraclos del germen, la existencia
de anticuerpos en la sangre del enfermo o del sano, una vez pasada
la enfermedad. Por las dificultades Lécnicas que ofrece este método
solo alcanzé importancia praclica en la meningilis (SCHURMANN), el
rinoescleroma y el muermo de los caballos. También puede emplearse
para -el diagnostico diferencial de bacterias afines.

WaSSERMANN y Bruck dieron un paso mas al descubrir que lam-
bién se pueden producir amboceptores con extraclos de bacterias, es
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decir, con sul)sl_ancias bacterianas disueltas, y que luego se puede
comprobar la o.x1slcn.('m. de aquellos amboceptores por la fijacion del
complemento (fiebre tifoidea). También consiguieron, mediante ensayos
de este orden, comprobar la existencia de antitubereulinas en organos
de lul)m'(‘ul():s‘()s v en sueros de estos enfermos tratados previamente
con lul)f‘rcullnas. De una importancia practica mucho mayor fué lo
('()nscgmdn. en 19(.)() por WasserMaNN, A. Neisser y Bruck, apli-
vangl.o :}l diagnostico de la sifilis el método de BorpET y GENGOU de
la fijacion del complemento. Los investigadores citados encontraron
anticuerpos sifiliticos, primero en el suero sanguineo de monos inocu-
lados experimentalmente de sifilis y curados después, y mas tarde
cncontraron los mismos anticuerpos en la sangre de enfermos sifiliti-
cos v en el liquido céfalo-raquideo de paraliticos (Praur).

El serodiagnostico de la sifilis no solo presta grandes servicios
para comprobar la enfermedad en casos dudosos, sino que es siempre
un dalo indispensable para su acertado lralamiento ; en tanto que el
resultado de la reaccion sea positivo, el virus sifilitico existe en el or-
ganismo y ha de conlarse con la posibilidad de recaidas : solo el
resultado constantemente negalivo de la reaccién garantiza la cu-
racion.

La reaccion de WasseErmanx (R. Wa.), denominacion abreviada
de este método, requiere una técnica complicada : no es una de esas
prucbas que pueda practicar el clinico en las horas de consulta. A ser
posible debe ser realizada en Institutos especiales que disponen de
personal especializado y pueden practicarla con las comprobaciones
necesarias.

En esta reaccion intervienen 5 substancias, de las cuales nos ocu-
pamos a continuacion por separado.

[. Como antligeno se utiliza un extracto de higado de feto sifi-
litico o lambién de 6rganos normales, tales como corazon de cobayo
o higado humano. Respecto de la significacion teorica del empleo de
extractos de organos normales para el resultado de la R. Wa., véase
lo que exponemos mas adelante.

Il extractlo de higado sifilitico se prepara en la forma siguiente: Lo primero que
debe hacerse es examinar al microscopio para ver si contiene espiroquetos ; en caso

_afirmativo, se divide el higado y, mezclada con arena de mar, se machaca cuida-
dosamence en un mortero. L.a masa se pone en frascos de litro, y por cada gramo
de higado se anaden 50 c. c. de alcohol de 96¢ : después se deja reposar el extracto
durante cuarenta y ocho horas, dejandolo en la estufa por la noche: al dia siguiente
se le agita, a ser posible conlinuamente, por medio de un aparato agitador, y puede
dejarsele atn olra noche en Ja estufa. Después se filtra hasta que quede comple-
Ltamente claro. K

Seglin otro método, el higado desmenuzado se seca al vacio y se le pulveriza
¢n un mortero. Después se anaden 50 c. c. de alcohol de 96° por cada gramo de
higado en polvo y se conlintia la preparacion del extracto como antecede.

El filtrado es un liquido claro ligeramente amarillento: se conserva largo
tiempo en frascos obscuros y bien tapados, guardados en armarios frigorificos.
Antes de emplearlo en la reaccion se diluye convenientemente en suero fisio-
lagico. .

II. Suero, liquido cerebroespinal o ascitico, elc. La sangre del
enfermo sospechoso se centrifuga v se recoge el suero claro con una
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pipeta. Una parte del suero se inactiva a la temperatura de 56° du-
rante media hora, y de este modo, inactivado y estéril, se conserva, en
caso necesario, durante algunos dias en sitio fresco. El resto del suero
se conserva por si conviene practicar la modificacion introducida por
Ster~ al método original de Wasseryax~. Al liquido cerebroespi-
nal no es preciso inactivarlo, pues carece de complemento. Siempre
son necesarios, por lo menos, dos sueros de control, uno de ellos de
un individuo indudablemente no sifilitico y otro de sifilitico induda-
ble, para las comprobaciones negaliva y positiva, respeclivamente.

III. Complemento. Como suero porlador del complemento sc¢
emplea el suero fresco de cobayo. Esle suero se extrae el mismo dia
del experimento por aspiracion directa del corazon del animal mediante
una jeringuilla o desangrado por la yugular, recogiendo la sangre, en
este caso, con un embudo limpio que sélo se emplea para estos fines.
Kl suero se obtiene por centrifugacion; debe emplearse reciente y no
debe estar expuesto ni a la luz ni al calor antes de usarlo en la reac-
cion. Si, por cualquier retraso, fuese preciso conservar el suero, puede
hacerse guardandolo en la camara frigorifica. En la reaccion se emples
1 c. c. de una dilucion al 1/20 en solucion fisiologica al 085 9.

IV.  Amboceptor hemolilico ; véase el capitulo HEMOLISINAS.

Antes de emplear en la R. Wa. el suero de conejo, como ambo-
ceptor hemolitico, debe inactivarse durante media hora a 56° para des-
truir el complemento que pudiera ain contener. En sitio fresco y
obscuro se puede conservar largo tiempo el amboceptlor, pero antes
de usarlo hay que comprobar siempre el grado de su eficacia.

V. Globulos rojos (sangre de carnero).

La sangre se extrae de la yugular el dia del experimento o la larde anlerior :
se agita para separar la fibrina y se centrifuga, teniendo antes el cuidado de senalar
el nivel de la sangre en los tubos de centrifugacion. Después de algunos minutos
de cenlrifugacion se separa el suero v se substituye por solucion fisiologica. Se vuelve
a centrifugar, se separa de nuevo la solucion fisiologica, hasta renovarla tres veces,
para que el lavado de la sangre sea perfeclto y quede completamente libre de
suero. Finalmente se vuelve a verler solucion fisiologica hasta la marca senialada.
IEn la reaccion se emplean los globulos rojos asi obtenidos, en emulsion con suero
fisiologico al 59, es decir, 5 partes de globulos por 95 partes de solucion fisiolo-
gica al 085 9.

La practlica de la reaccion de WASSERMANN es como sigue :

Ensayo previo. Antes de la reaccion se realiza un previo ensayo
en el cual son titulados el amboceplor, el complemento y el efeclo an-
licomplementario del extracto. ;

1. Delerminacion de las dosis de amboceplor (V. HEMOLISINAS).
Por experimentos anteriores se conoce, aproximadamente, la titulacion
del amboceptor. Si en el experimento ultimo, la dosis minima de ambo-
ceptor que hemolizaba por completo era 00006 c. ¢., pueden ensayarse
las siguientes dosis: 0:0008, 0¢0006, 0:0004, 0°0002. En cada tubo
se anade, ademads, 0‘1 c. c. de complemento y la cantidad de soluciéon
fisiologica necesaria para que el volumen total sea de 4 c¢. ¢., anadiendo,
por tltimo, 1 c. c. de solucion de globulos rojos de carnero al 5 9. Se
agita ligeramente el tubo y se le deja una hora en la estufa a 37°. Si
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en esle caso sucede, por ejemplo, que la sangre se ha disuelto por com-
pleto en los dos primeros tubos, en tanto que en los ltimos la hemo-
lisis es parcial, se emplea entonces para la reaccion principal el triple
o cuddruple de la dosis minima; por consiguiente, en nuestro ejemplo,
debe emplearse 040006 % 3 = 0°0018 c. c.
2. Delerminacion de la dosis de complemento (V. IHEMOLISINAS).
A dosis decrecientes de suero normal de cobayo, por ejemplo, 007,
0406, 005, 004, 0403, se anade la dosis de amboceplor que debe
" emplearse en la reaccion principal, 040018, en nuestro ejemplo; se
completan 4 c. ¢. de volumen con solucién fisiolégica y se anade, por
ultimo, 1 ¢.c. de emulsion de globulos rojos de carnero. La mezela se
deja una hora en la estufa a 37°. Si al cabo de este tiempo se observa
que la dosis minima disolvente es, por ejemplo, 0405 c. c. de comple-
mento, debe emplearse el doble o triple de esta dosis.

3. Delerminacion de la dosis de anligeno, es decir, delerminacion
de la cantidad de extracto de higado de feto sifilitico o de extracto de
organos normales. En el extraclo preparado cemo se indicé anterior-
mente, hay que probar su accion disolvente y el grado de resistencia que
ofrece a la hemolisis. IEn la prueba preliminar de resistencia se mezclan
dosis decrecientes del extracto con el sistema hemolitico y se observa
si el extracto opone alguna dificultad a la hemolisis. En la reaccion
principal se emplea la dosis mayor de antigeno que no llegue a ofrecer
obstaculo a la hemolisis.

En la prueba de su accion disolvente sobre la sangre se disponen
dosis decrecientes de antigeno y se anade a cada una 1 c. c¢. de una emul-
sion al 5 9, de globulos rojos de carnero. La dosis mayor no disolvente
es la que se emplea en la reaccion principal.

REACCION PRINCIPAL

a)y Mcélodo original de Wassermann con suero inactivado de en-
fermo y complemento de cobayo. Las dosis determinadas en las ex-
periencias preliminares se mezclan en la forma siguiente :

Antigenoidl e vew e oss 01 005 002 001 Estos reactivos estan

Antigeno I1.......... 015 01 005 0402 conlcni(llos siem-
Suero del enfermo, inac- pre ?ﬂ( a vUHO en
tivado media hora a 1 ¢ ]L"r'(l-? solucion
e o e s 02 02 02 02 fisiologica.
Complemento......... 005 005 005 005

Estufa a 37¢ C.: 15-60 minulos

Amboceptor, Llitulacion

triplet et i 00005 070005 = 00005 00005

Globulos rojos de carne- :

roenemulsional5 %.f 1 c.ce. 1 ce 1ee 1ecec
45-60 minutos en la estufa a 37¢ C.

Como se ve en el cuadro, a las dosis decrecientes de antigeno se
anaden el complemento y el suero del enfermo en el que se ha de inves-
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tigar la existencia de anlicuerpos sifiliticos. Estos Lres .clzo-mcnms se
mantienen durante tres cuartos de hora en la estufa a 37° para quc
se unan. Procediendo de este modo, prescindimos del contenido en

R.Wa. R.Wa. R.Wa. R.Wa. R.Wa.
negaliva dudosa posiliva posiliva posiliva
% débil intensa muy intensa

Conlroles en segunda fila

116, 47. Diferentes grados del resullado de la reaccion de WassERMANN reunidos
en una gradilla

complemento variable en el suero investigado y lrabajamos con faclo-
res conocidos.

Las diferentes diluciones de antigeno, de complemento y (Ig' suero
del enfermo se hacen previamente en 1 c¢. c¢. de solucion fisiologica. La

AT

I'16. 48. I'16. 149.
R.Wa. positiva intensa R.Wa. R.Wa. R.Wa.
posiliva débil dudosa negativa

solucion de amboceplor se mezcla previamenle con los globulos rojos
v se deja la mezela un cuarto de hora a 37° para facilitar la union (sen-
sibilizacién). Reunidos todos los componentes vuelven a dejarse los
tubos en la estufa a 37° por espacio de cuarenta y cinco a sesenta mi-
nutos. En cada tubo, el volumen total de liquido debe ser de 5 c. c.,
pero por razones de economia se puede hacer la reaccion con la mitad
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de cada una de las dosis indicadas, de manera que el volumen total
de liquido sea 2¢5 ¢. c. para cada tubo.

Si el suero del enfermo contiene amboceptores sifiliticos, el com-
plemento se une al sistema sifilitico (antigeno -+ amboceptor sifilitico),
Yy 1o quedard complemento disponible para la funcion del sistema
hemolitico : los globulos rojos de carnero no se disuelven. En este caso
la reaccion es positiva y el enfermo es sifilitico.

Pero si en el suero del enfermo no hay amboceptores sifiliticos.
el complemento queda libre y se une posteriormente al sistema hemo-
litico, con lo cual se disuelven los globulos rojos de carnero ; 1
cion es negaliva.

Lo mismo que el suero de la sangre pueden emplearse también para
la reaccion otros liquidos organicos del enfermo, tales como el liquido
cerebroespinal, la leche, los exudados y los liquidos pleuriticos, del
pericardio, del peritoneo y de hidrocele.

En las afecciones del sistema nervioso central, el empleo del li-
quido cerebroespinal puede ofrecer ventajas sobre el suero sanguineo.
Como en muchos casos el liquido cerebroespinal no puede neutralizar
¢l efecto disolvente del antigeno con las dosis de 0¢1 empleadas
para el suero, para conseguir este efecto se aumentan las dosis de li-
(uido cerebroespinal a 02, 044, y hasta 08, aunque desde luego no
debemos emplear dosis tan elevadas, que por su parte dificulten Ia
reaccion. En los controles se emplearan dosis dobles de liquido cere-
broespinal sin antigeno.

Es recomendable emplear siempre varios antigenos. Después de
una hora en la estufa a 37° se anade hemolisina anticarnero y globulos
rojos homoélogos mezclados entre si media hora antes. Los tubos
se introducen de nuevo en la estufa durante una hora mas. La observa-
cion del resultado definitivo se hace después de permanecer los tubos
de doce a veinticuatro horas en la nevera. Para formular juicio solo
son decisivas la hemolisis completa o la falta absoluta de ella. La he-
molisis incompleta tiene también valor cuando guarda relaciéon con las
cantidades de antigeno empleadas. El resultado negativo de una sola
reaccion por si solo no significa nada en contra de la sifilis.

En igual forma y como comprobacion se examinan dos sueros, el
uno positivo y el otro negalivo, bien conocidos por el resultado de las
reacciones hechas anteriormente.

Los demas controles son :

1. Control del antigeno : prueba del antigeno solo para reconocer
¢l obstaculo que opone a la hemolisis.

2. Controles del suero; uno para comprobar si el suero hemoliza
en union del antigeno, amboceptor y eritrocitos, pero sin comple-
mento; y olro para probar si ofrece obstaculo ala hemolisis, usado en
dosis dobles.

3. Controles del sistema hemolitico (V. HEMOLISINAS).

En una reaccion de WassEryaNN con controles, los tres primeros
tubos son los que corresponden a la reaccién propiamente dicha y con-

a reac-
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tienen los elementos propios de lareaccion, es decir, sucro del paciente,
complemento, y dosis decrecientes de antligeno: ademas, (lcb(:n prepa-
rarse otros tres tubos (serie numero la — numero 3 «) lo mismo que
Jos anteriores, pero con otro antigeno. L.os nimeros 4 a 6 son los

Controles I I 11 I11 IV N B /i | VII
Antigeno........... L] 0°2 0'1 01
0 0

Suero del enfermo inacti-

03 015

vado media hora a 56° 04 02 0'2 . i
Complemento......... 0°05 005 005 005 005
45 a 60 minutos en la estufa a 37¢ C.
Amboceptor, dosis tri-

ple de su titulaciéon.|0°0005 0°0005 0°0005 00005 00005  0‘0005

Globulos de carnero al

o0

5y, B A Eciicsilcciflec.c. 11 ¢.¢: L1 ¢ ¢ I2es e e e
! 45 a 60 minutos en Ia estufa a 37¢ C.
Resultado............ hemo- | hemo-| hemo-! hemo- | no hay | no hay | no hay
lisis = lisis | lisis lisis hemo- ' hemo- | hemo-
lisis lisis lisis

EEJEMPLO DE UNA REACCION DE WASSERMANN POSITIVA CON CONTROLES

1 2 3 4 5 da 6 7 8 9

Tubos
Antigeno....| 0'1 005 001 01 0‘1 - - | — |
Suero del en- g
fermo..... 01 01 01 02 01 - T e
Suero
sifiliti-
co po-
sitivo
mdu-
dable e i D
Suero normal. 01 02 - -

Complemento
Amboceptor .

005 005 ' 0°05 005 | 005 0'05 005 005 005 = —
0004  0°004 | 0°004 0°004 = 0°004 0004  0°004 0°004 —-

Emulsion  de
eritrocitos
Al Ypsiraress

NaCl
al 0°859,..

45 a 60 minutos en la estufa a 37¢ C.
| |

l1ce (lcejleecilceflece 1ecec 1( (118 ‘lﬁc».c.:l}"-cw. L?:C'

‘ 1 |
— —_ ] — — - — 1 c.c.|]1 c.c.|2 c.c.
45 a 60 minutos en la estufa a 37¢ C.

Resultado ...

no hay hemo-' he- -—f———l ™
hemo- | lisis moli- N0 hay he-
lisis sis molisis

no hay hemolisis hemolisis

controles del obsticulo que pueden ofrecer a la hemolisis el presunlo
suero sifilitico y el normal. El nimero 5 es un control completo con
suero normal. EI nimero 5a es el control con suero sifilitico. El nu-
mero 7 es un control del sistema hemolitico. Los niumeros 8 y 9 son
controles para demostrar el buen estado de los globulos rojos.
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b) Modificacion de Stern con suero humano activo sin afadir
complemento de cobayo. Las dosis de antigeno seran 1/ y 2/s de las
cmpleadas en el método original de Wasseryany. Se emplea el suero
humano aprovechando su complemento, v por eso no se inactiva el
suero del enfermo. Después de unir al antigeno una dosis de 02 ¢. ¢. de
suero del enfermo, se dejan los tubos tres cuartos de hora en la estufa,
se anade luego 1 c. c. de emulsion de globulos de carnero al 1 : 40 y
una dosis de amboceptor nueve veces mayor que la determinada en el
ensayo previo y diluida en 1 c. c. : después de lo cual se vuelve a dejar
los tubos durante una hora en la estufa. Como conlrol sin antigeno
se pone suero de enfermo 042 4+ 9 veces la dosis de amboceptor -
emulsion de globulos de carnero al 1 : 10 (V. el cuadro siguiente) :

Suero activo de enfermo. ... 02 02 (l“.!”
AMEEENO 4 stes a5 sos s v iamas it 0°05 0°02

Una hora en la estufa, a 370
Amboceptor, 9 veces la dosis

de su titulacion ......... 00015 0°0015 0°0015
Emulsion de globulos de ear-
NELO Al 2] U oo o st 1c.c. 1'c. ¢: lic.c.

Completar hasta -1 c. ¢. con solucion lisiologica

Con el liquido cerebroespinal, que no tiene complemento alguno
por eslar libre de albimina, no puede emplearse este método.

L.a modificacion de Sterx es de mas sencilla practica y da resul-
tados positivos con mas [recuencia que el método original de WAsSER-
MANN, porque, segun Busina, en algunos sueros solo existen anticuer-
pos termolabiles, pero el resultado positivo en la reaccion de STERN
no liene el mismo valor que en el procedimiento de WASSERMANN;
cuando el resultado de ambas es contradictorio, no se puede establecer
el diagnostico de sifilis unicamente por el que nos da la de Ster~ : la
falta de hemolisis en la reaccion de STErN da solamente motivo de sos-
pecha. Por eso, si es posible, debe repetirse la reaccion pasado algin
liempo para aclarar el diagnostico. En la modificacion de Sterx ha de
tenerse en cuenta el defecto original de que el contenido de comple-
menlo en el suero humano, aun siendo fresco, es variable ¢ inconstante.

La hipotesis admitida primeramente de que en ld reaccion de
WassERMANN, en analogia con las olras de inmunidad, se trataba de
una reaccion especifica entre antigeno y anticuerpo, es decir, del
antigeno sifilitico con su anticuerpo, ha sido abandonada desde que
s¢ ha conseguido promover la misma reaccion empleando extracto
de organos normales, lecitinas, jabones u oleatos de sosa, en lugar del
extracto de higado sifilitico. Las investigaciones de PorGEs, FRIEDE-
MaNN, Enias y P. ScmyuptT indican que la reaccién positiva es produ-
cida por una transformacion de las albuminas del suero sifilitico, que
no ocurre en el suero normal, que podria explicarse admitiendo que las
globulinas, transformadas cualitaliva o cuantitativamente, por su
afinidad a los lipoides y extractos coloides se precipitan en particulas
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pequeiiisimas que absorben el complemento, reaccion que impide la
albumina en el suero normal. KLaussNER, anadiendo 3 parles de agua
al suero sifilitico, produjo una precipilacion en el mismo basada ltam-
bién en una alteracion de las globulinas.

La R. Wa. no depende estrictamente de la union especifica entre
¢l antigeno y el anlicuerpo, sino que, por lo menos en parle, es una
reaccion lipoide no especifica, lo cual no altera en lo mas minimo su va-
lor diagnostico en la practica. El no ser rigurosamente especifica puede
explicarnos que la R. Wa. dé resullado posilivo en una serie de
enfermedades en las que existen evidentemente modificaciones de
proporcion o calidad entre globulinas y lipoides, semejantes a las
ocasionadas por la sifilis. En este caso esta la lepra, la frambesia de
los Lropicos, algunos estados febriles y caquéclicos, la escarlalina, el
paludismo, la fiebre recurrente, el tifus exantematico, la peste y el
beriberi, enfermedades que, o no aparecen en nuestras latitudes, o se
diferencian claramente de la sifilis por el cuadro clinico. Ademas, la
R. Wa. positiva en estas enfermedades es, en la mayor parte de los
casos, completamente pasajera, y en el tifus exanlematico se observa
s6lo con suero activo, pero no en el inactivado. Por la misma razon
es comprensible que, después de la aneslesia, que trae consigo una
alteracion de los lipoides, sea positiva algunas veces la R. Wa.

Investigaciones modernas han demostrado que también los hel-
minlos pueden producir en el organismo atacado anticuerpos compro-
bables por la fijacion del complemento. Esla reaccion ha sido especial-
mente estudiada en las infecciones de equinococos, en las cuales tienc
significacion praclica para el diagnostico diferencial. Como antigeno sc¢
utiliza el liquido obtenido por puncion de un quiste hidatidico (pre-
ferible de carnero) empleando directamente el liquido, un extracto
aleoholico del mismo o el extracto alcohdlico de las paredes del
quiste.

L.a reaccion se verifica en la siguiente forma :

: v | Dilueion mulsion s Resul-
Tubos | Jiatide, “Uvado el deleomples xocr - degiobuios (SR ado de
enfermo 5 0 als e, cion triple "]l‘:):::;\
1 04 05 10 |y S 10 10 0
2 04 04 1°0 12250 o 10 100
3 TR ) 10 TR S 10 100
400 04 02 10 14 | 24 10 1O
0 | 10 16 £ 10 170 & e
6 05 10 e R ) T v
7 7 04 10 166 e = 1°0 150, e
S 0'3 10 17 g™ 10 R e
) (2 18 10 170, [l

La ‘f'ljacx(m (le_l complemento puede emplearse también en lugar de
la reaccion de precipitinas para diferenciar las albuminas, especialmente
4

GOTSCHLICH - SCHIIRMANN : Microparasitologia. 8
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en los andlisis forenses de sangre, porque es mas sensible (M. NEisse R
Sacus, Morescur). Como anlicuerpo, se emplea suero antihumano
obtenido de conejos por previo tratamiento con sangre humana. Si la
sangre analizada procediese del hombre, se unird como antigeno espe-
cifico con el suero testigo y fijara el complemento, segin se demues-
lra anadiendo después el sistema hemolitico.

9. Hipersensibilidad ( Anafilaxia)

El estudio de la anafilaxia ha constituido, por su desarrollo en los
ultimos anos, una rama independiente de la investigacion cientific:
de la inmunidad. Se entiende por anafilaxia el estado de hipersensi-
bilidad adquirido por el organismo animal con la i.nyecci()n parenteral
de albumina heterdloga, ya sea de procedencia ammgl, vegelal, o bac-
Leriana. Si al organismo de un animal de sangre calienle se le aporta
albumina heterologa, al cabo de algun tiempo se dcsz'u‘rolla en aquél
una hipersensibilidad especifica, es decir, que un animal t.raLado c'n
esa forma reacciona conlra una segunda inyeccioén de la misma albu-
mina helerologa, que puede no ser t(').\"i aen si, con sintomas de
aguda enfermedad y perece con frecuencia 1';1[)1Elmm'n‘to. '

RenriNg fué el primero que describio cn.ol ano 1893 las manifesta-
ciones de hipersensibilidad con toxina .dil'ténca. Las ve'rdz.ldcras inves-
tigaciones fundamentales de la anafilaxia contra las albiiminas se deben
a RicHET. Este autor, al inmunizar en 1898, perros, con suero venenoso
de anguila, en lugar de inmunidad les produjo hipc.'rsensil?ilidad, y obser-
VO que, repitiendo las inyecciones, morian los amm.ules inyectados. Re-
cientemente se han descubierto estudios muy anteriores que MAGE.\:D!E
realizo en 1839 sobre la muerte de animales a consecuencia de repetidas
inyecciones intravenosas de albumina. RicHeT trabajo, sin en_lbargo, con
una albamina toxica, cuando la anafilaxia debe ser promovida precisa-
mente por albiminas no venenosas, que prod}lccn, no obstante, graves
efectos toxicos después de repetidas inyecciones ; l-a sub‘slqncm‘cm-
pleada por RicHeT carecia, ademas, de imp()rtanC}a pm.(fl.lca. Sola-
mente después que se determinoé con cerleza que la.mycccmn de‘ Cl.li’q-
quier substancia albuminoidea extrana (suero, organos, ‘bz_lctcrlas)
produce anafilaxia, nacio la idea de cslablec.cr las leyes biolégicas que
rigen eslos fenomenos. PIRQUET, en sus estudios acerca dela cnfenpe(!z.ld
del suero, la revacunacion y la reaccion cutanea, dié una descripcion
precisa del cuadro clinico de la anafilaxia. Entretanto, las experiencias
de Arrnus sirvieron de base para el conocimiento exacto dc‘ las. con-
diciones en que se pueden producir los fenoémenos de anafilaxia en
los experimentos con animales. ArTHUs inyectd suero (le. caballo‘cx%
conejos por via subculdnea intraperitoneal e intravenosa sin causgt]cs
alteraciones. Sin embargo, repitiendo las inyecciones aparecieron sinlo-
mas morbosos en los animales; asi, de este modo, los conejos Lmladgs
por inyecciones subcutaneas de suero de caballo, a lo§ que se GC,Clia.
luego la inyeccion por la vena auricular, presentaron inmediatamente

Hipersensibilidad (Anafilaxia) 115

sintomas graves. Los animales se pusicron intranquilos y amilana-
dos ; la respiracion subio hasta 200 y 250, evacuaron heces, se echaron
sobre un costado y perecieron. Con leche de vaca logro lambién Arrrus
producir hipersensibilidad. Casi al mismo tiempo que Arruus, v. Pin-
QUET y ScmIck publicaron una comunicacion en la que expusieron
como principio que «el organismo (tratado por substancias palégenas
conserva largo liempo la propiedad de responder rapidamente con
sintomas morbosos a una nueva accion del mismo agente ». Il suero
heterologo es considerado por ellos especialmente entre esas substancias
patégenas. PIRQUET y Scuick hicieron sus estudios en individuos tra-
tados repetidas veces por suero de caballo. Estos investigadores com-
prendieron todas las manifestaciones morbosas debidas a la inyeccion
de suero extraio bajo el nombre de « enfermedad del suero ».

La anafilaxia puede ser natural y artificial.

Entre las anafilaxias naturales, innatas o constitucionales, se
comprenden las idiosincrasias que aparecen en algunos individuos
después de comer ciertos alimentos como carne de cerdo, cangrejos,
fresas, ete.

De mayor interés para nosotros es la anafilaxia artificial originada
por tralamiento con albuminas extraias y que puede considerarse
especifica, puesto que solo es provocada por la inyeccion repetida de
la misma clase de albumina. Los distintos sueros de caballo, vaca, an-
guila; la albimina de huevo, leche, extraclos organicos, espermato-
z00s, erilrocitos, cristalino triturado, albuminas vegelales o bacteria-
nas y levaduras pueden emplearse como antigeno capaz de producir
anafilaxia.

Como animal de ensayo se utiliza el conejillo de Indias, porque
de todos los animales es el que demuestra mayor sensibilidad a los
venenos anafildcticos, aunque las particularidades individuales y las
diferencias de raza pueden trastornar con frecuencia los ensayos. Sin
entrar en detalles de la técnica de experimentacion, indicaremos tni-
camente que lo primero es sensibilizar ¢l animal con inyecciones de
cantidades de suero muy pequeias, de 04001 c. ¢., por ejemplo. Des-
pués ha de transcurrir cierto liempo para que se pueda demostrar la
anafilaxia. Proximamente, el dia 11.° después de la primera inyeceion,
se hace la reinyeccién con la misma dilucion de albumina. En las rein-
yecciones subcutineas se aplican de 5 a 6 c. ¢. de solucién ; en las in-
lravenosas, intracardiacas o intracerebrales bastan cantidades nienores,
025 c. c. Si el animal reacciona con anafilaxia, aparecen los sintomas
caraclerislicos : inquietud, asfixia, tos, dolor al oprimirles el vienlre
inflamado, vérligo, respiracién frecuente, debilidad de los latidos car-
diacos, evacuacion esponlanea de excremento y orina, y muerte. Con
frecuencia sucede que algunos animales se reponen después del grave
coma. Los cobayos mueren asfixiados a consecuencia de la contrac-
cion Letanica de la musculalura bronquial. Segiin Kraus y BiepL, la
causa dc_ la rigidez y del enfisema pulmonar agudo es debida a la con-
vulsion intensa de los musculos bronquiales. Los pulmones de los ani-
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males muerlos por shock anafilactico estéan distendidos y se hallan des-
provistos de sangre. Examinados al microscopio, los alvéolos estan
dilatados, sus paredes adelgazadas y los vasos vacios.

I.a reaccion anafilaclica debe considerarse como estrictamente
especifica. Los animales tratados con leche de vaca reaccionan uni-
‘amenle a la reinyeccion de la misma leche, pero no a la de cabra, v
viceversa. ;

También la inyeccion de células y exlraclos organicos provoca
una anafilaxia especifica. Solo los extractos de cristalino difieren
en este punto y ofrecen la particularidad de contener un sensibiliné-
geno especial (anafilactogeno) comun a lodas las especies animales.

A diferencia de la anafilaxia acliva descrita anteriormente, la
anafilaxia pasiva se produce inyectando a un animal (B) el suero de
olro (A), al que se ha tratado previamenle con albiimina, produciéndose
en el primero sintomas de anafilaxia al reinyectarle después la solu-
cion de la misma albumina.

De innumerables experimentos se deduce que es posible la trans-
mision pasiva de la hipersensibilidad. La transmisién se consigue de
un cobayo o de un conejo hipersensibles a un cobayo normal (OrTo,
DoRr y RAUBITSCHEK): pero, en cambio, no puede transmilirse del co-
bayo al conejo. Por lo comun, para producir experimentalmente la
anafilaxia pasiva se trata previamente a los conejos, y su suero se in-
yecla después a los cobayos. Los conejos son los productores de suero,
v los cobayos los verdaderos animales de experimento.

También es posible la transmision de la anafilaxia por herencia.
Segun las investigaciones de v. RosENaUu y ANDERSON, la hipersensi-
bilidad pasa de la hembra a su descendencia independientemente
de que la madre adquiera la anafilaxia antes o después de la concep-
cion. Por la leche no se transmite la hipersensibilidad.

Acerca de lo que sea la anafilaxia existen las mas diversas leorias.
De la posibilidad de transmision pasiva se deduce que en la sangre
de los animales anafilacticos circulan substancias, que llamamos « cuer-
pos de reaccion anafilactica» o «anlicuerpos anafilacticos» (sensibili-
sina de BESREDKA). Segun esle bacteriologo, estos anticuerpos residen
principalmente en las células nerviosas, y parte de ellos circulan li-
bremente en la sangre. Para que aparezcan fenémenos de anafilaxia es
necesario, ademads, olro cuerpo, el antigeno, anafilactogeno o sensibili-
nogeno. Asi, pues, si inyectamos a un animal, tratado previamente, ¢l
antigeno correspondiente, al ponerse éste en contacto con los cuerpos de
reaccion anafilactica provocaremos los fenémenos de hipersensibilidad.

Se forma en estos casos un veneno que ataca el sistema nervioso
cenlral. FRIEDBERGER consiguid preparar in vilro este veneno, que
denomino anafilatoxina, mezelando anafilactogeno y cuerpos anafilac-
licos y anadiendo, ademds, complemento. Esle se consume en la fija-
cion de los anlicuerpos anafilacticos con el antigeno, segin pudieron
probar FRIEDBERGER y Harrtocu en animales sensibilizados activa
v pasivamente, y FRIEDBERGER en experimentos in vifro.
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Muy recientemente, los experimentos de P. Scimior !)vl_'milicmn
deducir la posibilidad de una explicacion completamente distinta de la
anafilaxia, fundada en principios [isicoquimicos. Consiguio P. ScinipT
producir el ataque Llipico ‘de anafilaxia sin el concurso (‘lc albtimina
extraia, por inyeccion de suero homoélogo tratado in vifro con en-
grudo de almidén libre de albimina, y como el suero preparado en
esta forma y filtrado por [iltro BerkereLp deja de ser venenoso, se
trata visiblemente de una absorcion de las particulas que anterior-
mente contenia el suero, en fina suspension, las cuales, mas larde,
se precipitan en los capilares del pulmén. El Lrastorno que esto ori-
gina en los cambios respiratorios es la causa del edema pulmonar
v de los demas sintomas graves del choque anafildctico.
" Cuando un animal sobrevive al choque anafilactico se forman
en su organismo antianafilaxinas, esto es, subslancias que neutralizan
la anafilaxia que se produce por nuevas inyecciones de suero. Eslos
animales son, por consiguiente, inmunes y, segin OrTo, esle estado an-
tianafilactico es pasajero, ya que en realidad, segun sus observaciones,
la inmunidad absolula subsiste solo durante 17 dias.

Recientemente se ha conseguido producir también con albuminas
bacterianas ataques de anafilaxia completamente analogos a los cau-
sados con los sueros. Estos ataques de anafilaxia han sido producidos
con bacilos de la fiebre tifoidea y de la disenteria y con vibriones del
colera, asi como con filtrados de cultivos de fiebre tifoidea, colera,
liebre del heno, tuberculosis, carbunco y levaduras.

La reaccion anafilactica es el auxiliar mas sensible para la di-
ferenciacion y comprobacion de albuminas diversas animales o vege-
lales, v considerablemente superior, en este sentido, a la reaccion de
precipitinas.

Apéndice : Vacunacion y Bacterioterapia

La posibilidad de la vaecunaeion contra las enfermedades infec”
ciosas se funda en el conocimiento de que los mismos fendmenos biolo™
gicos que constituyen la esencia de la inmunidad, después de sufrir
una infeccion, pueden también provocarse, sin sufrir la enfermedad,
mediante la inoculacion de la propia materia o de productos metabé-
licos del agente morboso. La vacunacién puede hacerse:

1. Con gérmenes virulenlos vivos : Esto es posible, naturalmente,
s()lo. cuando el germen causa la enfermedad tipica al entrar en el or-
ganismo por una puerta determinada, mienlras que su inoculacién
por otra via no trae perturbaciones notables en la salud. Esta condi-
c¢lon, que rara vez se cumple, aparece, por ejemplo, en el vibrién del
col’era, de accién patogena solo por via intestinal, pero no por via san-
guinea en el hombre, y por esta circunstancia pudo FErrAN realizar
e e e
A este orden (lc‘vacul{as )irtencczbl':l])bciléll ﬂll'ltah‘ i CI"CH-I'L‘IVOS e
antiguamente. El virus glclla virﬁcl'l ‘in 1l e e

: a inoculado en la piel no es capaz
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de producir una infeccion general tan grave como por la via natural
de infeccion, constiluida por la parle superior del aparato respirato-
rio, porque el proceso local desarrollado con la inoculacion en la piel
inicia a liempo una inmunizacion parcial del organismo, suficiente
para imposibilitar o hacer mas leve la infeccion general. Es muy di-
ficil, sin embargo, aceplar la responsabilidad del empleo de gérmenes
virulentos vivos, y nunca sera este método el mas apropiado para prac-
Licarlo en gran exlension, porque el manejo de material infeccioso vivo
lleva siempre consige el peligro de la exlensién de la epidemia.

2. Con gérmenes vivos alenuados: La atenuacion puede realizarse
por medios fisicoquimicos, como sucede en la vacunacion contra el
carbunco practicada con gérmenes vivos somelidos previamente al
calor (PasTEUR), v en los ensayos de vacuna contra la peste realizados
por STRONG con bacilos alenuados por la accion del aleohol. Mucho
mds importante, por ser complelamente seguro e inofensivo, es el
empleo de razas biologicas debilitadas en forma permanente, como las
que se oblienen por el paso en animales. A esta clase perlenece, en pri-
mer Lérmino, la vacunacion con linfa de ternera, pues las puslulas de
este animal vienen a ser una variedad degenerada del verdadero virus
variolico inyectado previamente. Completamente analoga es la vacu-
nacion antirrabica practicada con el virus fijo, obtenido por PasTEUR,
mediante el paso por conejos, del virus de la calle, infeccioso en alto
grado.

3. Con gérmenes muerlos, con los cuales, prescindiendo de las reac-
clones inespecificas locales y generales, lales como inflamacion, fiebre,
cefalalgia, se excluye desde luego la posibilidad de una enfermedad
aun en la forma mas benigna y, ademas, ofrece la ventaja de adminis-
trar la substancia corporal del germen en cantidades perfectamente
dosificadas. A esta clase pertenecen las vacunas contra el colera y la
fiebre tifoidea, preparadas con cultivos muertos de estos bacilos y apli-
cadas en grande escala en los ejércitos en la pasada gucrra mundial. Sin
embargo, este método no es aplicable en todos los casos, por ejemplo,
contra la disenteria, pues el verdadero bacilo de esta enfermedad
(Kruse-Snica) produce un veneno muy aclivo en los cultivos, que
podria acarrear graves trastornos nerviosos en cl hombre, aun inyec-
tandole los gérmenes muertos.

4. Mientras que en los procedimientos expuestos se trala en todos
de una inmunidad puramente activa (V. pag. 78), para cuya adqui-
sicion  son inevitables las reacciones del organismo con trastornos
morbosos mas o menos intensos, se ha intentado proporcionar una
inmunidad activa permanente, mediante un método combinado, por
la inyecciin  simullinea del virus y de las subslancias protectoras
del suero de un animal inmunizado previamente, consiguiendo asi
evitar o disminuir los fenomenos de reaccion por la accion del suero
curalivo administrado. Reprcsenta un gran éxito en este sentido la
vacunacion combinada de R. Kocn y KoLLE contra la peste del ga-
nado vacuno, llevada a cabo con sangre virulenta y suero curativo.

% ATy 0
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En la patologia humana quiza esté llam'a(lo a gcn(tl‘uli?.:u‘sv (-.I mulo({(f
de BenrixG, el cual se propone conseguir la inmunizacion permanentc
contra la difteria por la inyeccion simultinea de toxina de esta enfer-
medad vy suero curativo de la misma. Finalmente, se ha m'lcnla(lo tam-
bién evilar la reaccion producida por la vacuna de cullivos mucl:t'o.s,
tratando previamente la materia inyocla(la_f',on anlisuero “Slft’f”‘f{("’
para privarla de su poder irritante. La cueslion (l’c eslas vacunas sen-
sibilizadas (BrsreEpka) se encuenlra aun en periodo de ensayo.

Por cualquier procedimiento que se aplique la vacuna, su pm[c‘c-
cién no aparece hasta pasado un ('im'.Lo ])lm.() (l}nu o dos semanas),
porque siempre se trata de una illmlllll’/.:l(‘l(:)ll acliva que ha.dc clabo-
rarse el organismo. La serolerapia, en cambio, protege lIlIn(!(]l:‘llalllttllL(j
porque proporciona substancias prolectoras c0|11|.)!0lamonl.c (llsp.uo.sla.s
a obrar. Inmediatamente después de la inyeccion de virus vivos o
muertos aparece disminuido el contenido de antigucrpos en la sfangrtj.
Segun todas las experiencias, esta «fase negativa» no tiene 11}1])()1-
tancia practica, puesto que, mientras dura, no aumenta la recep-
tividad de manera perceptible, y no representa, por consiguiente, una
contraindicacion de la vacuna. La cantidad de subslancms'pr()lcclo-
ras contenidas en el suero no esta precisamente en razon direcla (!ol
grado de inmunidad, porque ésta solo depende |)a.1‘cifll|11011lt' dela exis-
tencia de anticuerpos en la sangre, debiéndose ])I‘Jll(‘.l[).qlmcnlt‘ a la in-
munidad de los tejidos, debida a su vez a una disposicion especifica dc“l
metabolismo celular (V. pag. 79). La disminucion pasajera fh‘ anti-
cuerpos en el suero sanguineo se explica, de acuerdo con la Leoria de las
cadenas laterales de Enrvrici, porque estas substancias son fl‘!fl(las por
el antigeno inyectado. Después de algunos dias, cuando los tejidos han
aumentado la produccién de substancias protectoras, cesa la fase ne-
gativa para dar lugar a otra positiva, caracterizada por el aumento
de defensas debido a la vacuna. En esto se funda el resultado favora-
ble de la repeticion de la vacuna, confirma.do 0xpcri3ncnla'lmcnte.
razon por la que, contra el colera, se practican dos inyecciones y
contra la fiebre tifoidea tres, con dosis ascendenles e intervalos de
unos ocho dias. i S

Respecto al valor de la vacuna sélo puede ser decisiva, en ullupo
lérmino, la estadistica epidemiolégica, como ocurre ya, de manera in-
dudable, respecto de las vacunas contra la viruela y la rabia, es d_ccnr,
después de la observacion de sus resultados durante muchos aifos ;
también se conocen numerosos experimentos favorables del resultado
de vacunas preparadas con cultivos muertos, que abonan su empleo
contra la peste, el colera y la fiebre tifoidea, pero esta cuestion no ha
sido todavia completamente dilucidada La dificultad de trasladar la
experiencia del laboratorio a las circunstancias de la realidad consiste
principalmente en que la infeccion natural deja, evidentemente, no
sélo la inmunidad general de todo el organismo, sino también una de-
fensa local en la puerta de entrada, mientras que esta defensa no apa-
rece después de la inoculacion artificial.
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: an la preparacion téenica de vacunas de cullivos muertos han
a 2 AI'Q Al al b)Y . ~J 1 1 1 : .

& tenerse en cuenla los puntos siguientes, particularmente si se pre-
paran en grandes canlidades :

a IX¢ : o7 Con AN
de t'l't':'lol i'\”}i‘:‘:'l':l:'l(' la ])ll!('ll..l de los (ll:ll\ os empleados, aceion anligena v ausencia
! s anles especiales @ a este fin, es necesario emplear ni hle cierlo:
o S ant les 2 » s necesario emplear unicamente cierlos
Ui 'wv(i)(lmt.uu:.‘uxln.s.ulwnlv examinados por Institutos de gran erédito, rus'pccloll((l);
llt‘.\'(:l"l"l(l'l.l‘)lll':L(II’)'“".\ 5 h::sl‘:l (lun_dv sea posible, de su carencia de efeclos secundarios
ademas ‘l'a ([.)l.‘t p-::-l que s]u aplicacion sea lo mas general posible ha de pmmu"u‘so‘
z as, le *paracion de una vacuna polivalente ¢ S i azas,
S s e bTenaTadion, Uk un: liv e compuesta de varias razas
c:m|i(l-1(d]:‘-"]l.- _\‘.,1 cen la vacuna de fiebre lifoidea. Para obtener culli‘\'ns en "r'x:;
i mcj(;r n-\':n 1.::([11 \I('nll)ll‘:li en grandes superficies, sobre agar, en placas Dria \.l’\"l’l
3 : en frascos de KoLLE, porque ¢slos hace as difici ‘con inacién
o o s | stos hacen mas dificil Ia contaminacion
s caldo en gran escala emple: 5 i ;
: t s ecados anliguamente F TTAFFKINE, $0
R B0 o . e : 1 gu: por IAFFKINE, s¢
s “‘l(":'llill'llll .1.11 lI.\ '('»l)luumn de vacunas solubles, que han de [illrarse para lil)l“ll‘l)'ll(\)
sul):l'nu-i-l(: (('()(lti\)(l)ll]“::]d: ll“ (lllflgrm v luberculina), pero no se utilizan para uhlcn'(--r
slancias ales baclerianas, porque en cullivos recienles I 5
S G e . s recienles la cosecha es
"“i‘("lllc i‘||l-t\ll) ‘("ullh\u:\ antiguos aparecen productos derivados de accién no L:ﬂl)c-
cxtr:u'mq .)'| fll..l‘( il. 3 ademis es mucho mds dificil descubrir y aislar los gérmenes
> p‘urc}“x l(l‘:-ll :‘(lll:(‘il\”(;“.nlo los :111:111:1'011)\05. Iin los cultivos superficiales sobre agar
ap £ ‘0 se comprueba facilmente por una preparacio i hpic
S e, dol ) aracion TOS 3¢
Ys .\l[(‘s preciso, por siembra en placas. : SRl e
) s ¢ ivos he alars H
o ‘llll“l.l(:‘.s“( lll.“.\lm ‘hrm de matarse por medio del calor, con gran cuidado, porque
slenlond .”l[)L]l“.l uras determinan la produccién de substancias resullantes de
v‘val:icnc(i(1“()}111\:.l("l las ]):1(-101']1115 con efeclo excitanle no especifico y molesto. La
. : sena que una hora en el bano maria a 53° es sufici \  mata
e b At L 1 i aria a 53° es suficiente para matar
. s del colera y los bacilos de la fiebre lifoi i
v los < re lifoidea, aun en emuls S r
L eI Uity : { a, ¢ emulsiones muy
s ;;l:(l)ll;\‘(l.'ls.l_l,‘.ll emulsion de cada cultivo se vierle por separado en un tubo y
.(‘§])c.n-il~1l :ui.:l(ullt)l;} lc;n]:crqlurnl (‘l]ll un bano con lermo-regulador. Ha de Lenerse
3 ¢ g n destruir a la llama las golas que hay: i ]
vl aLdRdo ) g ] s ayvan podido quedar en la
E;_u:ll(] !:fl])(l‘ll())l del tubo no cubierta por el agua; el nivel de ésta en c‘l l)'l;'lo (lel).(-
Xeec ;1 (in 2 em. del de la emulsion en el tubo. ;
&, . " sri - S e H 14 H
S c"x‘(‘l-:il\:ll)i)hdl‘m le lu)mplucbn, a conlinuacion, por siembra en agar de una
gols ads . Los tubos se numeran previamente, para desech: { D
lcm(l;) de los que no resulten estériles. x i PRSI e
\()lll(‘i(l'n‘ l!')‘t'hll)'u:'h‘ de probar la esterilidad, se diluye la emulsion de los cullivos en
.mcjor I.~hll'(; ()‘{,.,l'(:] .:\l 085 ¢, con 0'5 9 de fenol o lricresol, para que se conserve
mm”.‘":.\].( llll('l.(?nl.st‘ prepara de tal manera, que cada centimetro etibico de vacuna
(j\lc sur-ile :( osis (l e cultivo determinada como mas convenienle por la experiencia
b 1 L5 . v 3 >
Ll dusish:-rl""? de .ls.\‘n()rm.ll de cullivo por cada centimetro ciibico de dilucion.
uuc‘ ks A(-ixl'l(' fija primero, aproximadamente, por el volumen del cultivo, calculando
e ‘l\l()‘ ulx l.l.ll‘)() de agar inclinado corresponde a diez asas normales aproxi-
l'ri.n-n.lc 2 e liarc osificacion exacta se hace después de diversas maneras: la mas co-
T )r(:-(-nll‘np"l-l ar l:x‘lr:u_xs[gurcnclu de la vacuna conla de otra que sirve de modelo.
\ibncl d:-u‘l“ll;!L‘n“O es prictico cuando ambas vacunas son recientes, pero las emul-
-:l\ll()lAiﬂiﬁ \(llggl‘\.(.)s‘g.;uz‘l.r(l:ulus ‘]:.ll‘;.{()‘ tiempo se van clarificando poco a poco por
cucnl-.n r.l.(')l. ; -(xl.l.(’l“l es la '(lnsmcucmn contando los gérmenes al microscopio en el
& L‘S";l’)li)'l'll()ls' (‘( l.ll().\l.\—/.l-:lss o0 en olro semejante, el de Lizsreicu por ejemplo.
oa b(;l!si:l‘l-)} (ln L:?‘lc caso el procedimiento de contar mas usual en bacleriologia.
L e .cfn a siembra en medios apropiados, porque el ntimero de colonias
}.’.:‘Il'l .(;nlufrrup(mdp‘n naturalmente al de gérmenes vivos, y para la aceion anti-
|l:l'~'i'l ) r‘.‘llll]“‘l:lnill)‘ll‘l_l en COl'lSl(lL‘r':l(‘l()H los microbios muertos, muy numerosos
micr'owo 5 1;(;\ llcucnlgs. Un método aproximado para contar directamente al
e l)ill(‘lt‘l]'i‘l\" (( e ’)1(. f) a WriGHT, consiste en mezelar cuidadosamente la emulsion
s lll‘l'. |u‘c se va,a conlar con una cantidad igual de sangre : de la mezcla
% a ]')I"(.]).lr‘tl(‘l()n v se determina la proporcion de bacterias y de glébulos
ccnﬁmclron‘g',lr;‘“} numero de campos : del numero conocido de globulos rojos por
S .u; ‘1; 0, calculado aproximadamente en cinco millones para la sangre del
-mnque'“]‘)lutc((huul:(lﬁr!“ cilfml ulpmxnnn(la de gérmenes contenidos en la emulsion.
al > ocurrir, desde luego, que no se leng: : : s gé 5 ¢
o gt L g0, q lengan en cuenla los gérmenes cu-

De la vacunacion a la bacterioterapia, o sca el empleo de subs-
lancias corporales de agenles morbosos en el tratamiento de las infec-
ciones, no hay mas que un paso, como se deduce con solo pensar que
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los fenomenos, que conslituyen la esencia de la inmunidad despucs

de pasada la infeccion, son los mismos que durante la enfermedad en-

caminan el proceso patologico a la curacion natural. Si esla tendencia

natural a la curacion queda casi siempre incomplela en algunos pade-

cimientos crénicos, como la (uberculosis y la lepra, esto se basa preci-

samente en que también los procesos de inmunizacion son incomple-

tos en eslas enfermedades, y parece racional favorecer la lendencia

curaliva del organismo apresurando el proceso de la inmunidad por
la aportacion de subslancias antigenas del germen, excluyendo en lo

posible las puramente Loxicas. Iste fué el punto de partida de R. Koci,
cuando estudio el efecto de los productos solubles del bacilo de la tu-
berculosis en el organismo infectado de esla enfermedad, y asi resullo
¢l empleo de la tuberculina, ¢l primero de los tralamientos racionales
por produclos bacterianos aplicados a la curacion especifica de la in-
feccion correspondiente. Como baclerioterapia en senlido estricto,
es decir, empleo de loda la subslancia corporal del germen muerto
en lugar de un extracto soluble, debe considerarse el tratamiento por
la tuberculina, puesto que Kocir pasé de la tuberculina soluble anti-
gua a la nueva tuberculina (T. R.) contenida en los cuerpos de bacilos
de la tuberculosis. BEUMER y Priper habian intentado ya la curacion
de la fiebre tifoidea por inoculacion de pequenas -anlidades de culti-
vos muerlos. El empleo de la baclerioterapia se generalizo hace unos
diez aiios por WrigHT al estudiar las opsoninas con motivo del empleo
de bacterias, especialmente de gérmenes del pus, en el tratamiento de
infecciones créonicas. Wrignt partio del hecho de que el indice opsoni-
co de la sangre, con relacion al agente morboso especifico, desciende
durante la infeccion correspondiente, y trato de aumentar este indice
por inoculacion de pequenas cantidades de gérmenes muertos. Después
de un descenso pasajero en el dia o los dos dias siguientes a la inyec-
cion (fase negativa) asciende ofectivamente el indice opsonico, y a la
subida corresponde con frecuencia una mejoria local y general en las
manifestaciones morbosas. La inyeccion no debe repetirse hasta des-
pués de pasada la fase negaliva. Mientras que WRIGHT se sirve siempre
del indice opsénico para determinar esta circunstancia, puede pres-
cindirse de procedimienlo tan complicado y determinar la dosis y el
momento del Lratamiento bacterioterdpico por el cese de la reaccion
provocada cada vez y por el estado genera ldel enfermo, a semejanza
de lo que se hace en el tratamiento por tuberculina. En general, puede
aplicarse el principio de que en las infecciones agudas esta indicado
el empleo circunspecto de dosis pequeinas y en las infecciones croni-
cas son aplicables dosis mayores.

La preparacion de la substancia inyeclable o antigeno se verifica
esencialmente del mismo modo que hemos descrito para la vacuna-
¢ién. El contenido de antigeno se da en una cifra que expresa el nu-
mero de bacterias contenidas en un centimetro cibico; 200 millo
nes para la vacuna de eslafilococos. La vacuna puede ser polivalente
cuando se prepara con una mezcla de razas del germen correspon
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diente, o monovalente, si esla preparada con una sola, generalmente
exlraida del propio enfermo ; el tratamiento con estas « autovacunas »
da, en algunos casos, resultados particularmente favorables.

VI. Circunstancias que determinan la muerte
de los microorganismos (Desinfeccion)

Iemos visto en uno de los capitulos precedentes las condiciones
necesarias para la vida de los microorganismos ; si estas condiciones
faltan tolal o parcialmente, o las circunstancias se alejan mucho de las
oplimas para el desarrollo, éste disminuye inmedialamente y llega
a paralizarse en absolulo. La vida queda entonces en estado latenle,
¥ puede manlenerse asi mas o menos liempo para reaparecer, si se res-
tablecen las circunstancias favorables, o cesar, sin haber salido del es-
tado lalente, si las condiciones desfavorables perduran.

Ademas de esla desviacion de las condiciones bioldgicas normales,
existen olros factores directamente perjudiciales a los gérmenes, que
desarrollan su accion nociva contra los microorganismos, aunque
subsistan en olros ordenes las condiciones favorables del cultivo.

El conocimiento de las condiciones que determinan la muerte
de los agenles morbosos es de gran importancia teérica y especial-
menle practica para la lucha contra las infecciones. Segtin su intensi-
dad, la accion nociva aclia sobre los gérmenes de dos maneras : en la
primera, se obra solamente determinando una disminucién de su capaci-
dad de desarrollarse, pero los gérmenes se sostienen con vida largo tiem-
po, y al trasladarlos a condiciones mas favorables son todavia capaces de
desarrollarse con intensidad : en la segunda, la destruccion de los gér-
menes es completa y, aunque se les ponga luego en las condiciones fa-
vorables, no vuelven a dar seiales de vida. Especialmente para las subs-
lan_cias quimicas se eslablece la diferencia entre los antisépticos, que
detienen el desarrollo de los gérmenes, y los desinfectantes cuyo efecto
(lf'b? serles mortal. Respectlo a las bacterias que forman esporos hay que
distinguir las soluciones baclericidas y las esporicidas; éstas son mucho
mas concentradas por ser mayor la resistencia de los esporos. IEn las
distintas formas baclerianas no esporuladas varia mucho la capaci-
dud. de resistencia, segin las distintas especies ; asi, por ejemplo, los
bacilos de la tuberculosis y los gérmenes afines acido-resistentes protegi-
d.os por su cubierla estan dotados de mayor resistencia que otros ba-
C.IIOS, y entre los cocos se distingue también por esta propiedad el esta-
filococo piégeno dorado. Los protozoarios son casi siempre menos resis-
lentes que las bacterias, y también, como lodas las células animales,
perecen bajo la accion de venenos especificos (cianuros, saponina) que
apenas producen efecto en las bacterias. Tanto entre las bacterias
como entre los protozoarios hay algunas especies a las que perjudican
ciertos desinfectantes, aun a concentraciones muy débiles, ante las cuales
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permanecen indemnes las demds. Esta acciéon clecliva se encuentra
tinicamente en substancias de composicion quimica muy complicada.
Por ejemplo, el verde malaquila tiene accion clectiva conlra el vibrion
del colera; el naftol-8 tribromado contra los cocos del pus, contra los
bacilos de la difteria y hasla conlra los esporos del carbunco, los cuales
siendo muy resislentes frente a otros medios, mueren a las dos horas
de someterlos a una disolucion al 1 %, de dicho desinfeclante, el cual
es ineficaz,. en cambio, conlra los bacilos de la tuberculosis y el ba-
cilo piocianico. Segiin sea la forma de esla accion electliva, se habla de
«accion desinfectante semiespecifica » (BecuioLp) o «especifica » ; la
modalidad mas intensa de esla ullima se muestra ¢n los medios em-
pleados en la quimiolerapia (véase el final de este capitulo) y en las
bactericidinas que se forman al inmunizar los organismos animales
(véase el capilulo INMUNIDAD).

El método de examinar la accion que un factor fisico o una
substancia quimica oponen al desarrollo de un germen es relativamente
sencillo. Sobre el germen empleado para el examen, que se obtendra
cultivando en medios adecuados, se hacen actuar dosis de eficacia de-
creciente, por ejemplo, concentraciones cada vez menores de una subs-
tancia quimica o diversos grados de temperatura, y se observa la dosis
o el grado en que el crecimiento se paraliza por completo. Al hacer cl
experimento se nola, en términos generales, que la resistencia de los
microorganismos anle las substancias o factores empleados e¢s Lanto
mayor cuanlo mas favcrables sean las demas condiciones de vida; asi,
por ejemplo, para detener el crecimiento de un germen cultivado en
suero sanguineo ha de usarse el sublimado en concentraciones mucho
mas elevadas que contra el mismo germen cultivado en caldo ; de igual
manera, es mucho mas dificil paralizar por complelo el desarrollo en
la estufa que a la temperatura de la habitacion.

Para comprobar experimentalmente el efecto morlal sobre los
gérmenes debe disponerse el experimento del modo siguiente: Prime-
ramente, los gérmenes han de exponerse durante un cierto tiempo a la
aceion nociva del agente correspondiente, y mas tarde se les traslada
al medio que mas les convenga, procurando rodearlos de las condiciones
mas favorables a su desarrollo con el fin de comprobar si son aun ca-
paces de vida o estan muerlos ; en algunos casos conviene hacer la ino-
culacion en animales para probar su virulencia y vitalidad. Al ensayar
los desinfectantes quimicos, la mayor dificultad consiste en la elimi-
nacion completa del desinfectante al dar por terminada su accion,
pues claro esta que los residuos del veneno que aun quedan con el cul-
tivo, al hacer la siembra de comprobacion, seguiran ejerciendo su efecto
sobre los gérmenes ya actuados, pudiéndonos inducir al error de creer
que ya estan muertos, cuando aun viven, aunque no llegan a desarro-
llarse en el nuevo medio por continuar aquella accion perjudicial de
los residuos del desinfectante. Se ha intentado eliminar este motivo
de error de diversas maneras. En el procedimiento mas antiguo, de-
bido a R. Kocn, se empleaban como lestigo gérmenes desecados sobie
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una hebra de seda (esporos de carbunco), y terminado el liempo de la
desinfeccion no se hacia mas que lavar la hebra con todo cuidado.
lixperiencias comparalivas de Gepperr, empleando substancias qui-
micas neutralizantes del veneno, como sulfuro de amonio para el
sublimado, acidos débiles para los alcalis o viceversa y agua bromada
para cl fenol, demostraron que, a pesar de los lavados, quedaban subs-
lancias Loxicas en los lestigos y que, después de neutralizar el veneno,
los gérmenes que parecian iuertos eran en parle capaces de vida.
Otros investigadores emplearon para la desecacion de los gérmenes,
en lugar de hebras de seda, perlas de vidrio (PavL y KroNia), cuya su-
perficie lisa facilita el lavado de los desinfectantes; también se some-
lieron los gérmenes a la accion del desinfectante en soluciones acuosas,
v terminado el tiempo de accion del desinfectante se procuraba separar-
los de ¢l, vertiendo la solucion y renovando el agua. Esle mélodo es,
naturalmente, el tnico aplicable a gérmenes que no resisten la dese-
-acion. Tiene desde luego el inconveniente de que es muy dificil pre-
parar en gran canlidad emulsiones en que la distribucion de las bac-
terias sea uniforme con objelo de realizar invesligaciones comparadas
v seriadas, v que esas emulsiones se alteran pronto. En los ensayos
para desinfecciones de aplicacion praclica, lo que importa es imitar
fielmente las condiciones que haya de tener luego la desinfeccion al
practicarla en la realidad ; asi, en los ensayos de desinfeccion de ropas
se malan los gérmenes existentes en las prendas, sin preocuparse de que
los residuos del desinfectante puedan continuar ejerciendo su electo,
porque esto también ocurrira en la practica, y por igual motivo, las es-
terilizaciones de agua o de leche deben practicarse siempre en las cir-
cunstancias correspondientes a la realidad. Una condicion que no puede
olvidarse, ¢s, como se comprende, comprobar primero la utilidad del
material testigo, probandolo con un desinfectante de efecto conocido
(hebras con esporos de carbunco sometidas al vapor circulante) ; esto
es tanto mas necesario cuanto que distintas razas de la misma especie,
v aun individuos aislados de un mismo cultivo, ofrecen resistencia
diferente. El resultado de los ensayos de desinfeccion depende no solo
de la reaccion entre el desinfectante y el microorganismo, sino también
de olra serie de condiciones. A éstas pertenece, en primer término, la
influencia de la temperalura, que se manifiesta inversamente que res-
pecto a la paralizacion del desarrollo de gérmenes, porque la muerte
de ¢slos en la estufa, a semejanza de otros procesos quimicos, es mas
general y rapida. De gran importancia es también la influencia del
disolvenle, pues hay desinfectantes quimicos que son ineficaces, si s¢
emplean disueltos en alcohol o en aceite. Determinadas substancias
anadidas al desinfectante — jabon al cresol — aumentan el poder de
desinfeccion, y varios desinfectantes aplicados al mismo tiempo pueden
sumar o restar sus efectos (Burai).

Los fenomenos biologicos relacionados con los danos sufridos por
los microorganismos por la accion de agentes fisicos y quimicos pueden
ser de naluraleza muy distinta. Algunos consisten en alteraciones ra-
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dicales lales como la desecacion, eremacion, coagulacion, hinclmz‘()n y
disolucion del proloplasma vivo; otros, en cambio, representan acciones
toxicas especificas. A ello contribuye en diversas substancias, por una
parle, el grado de desdoblamienlo en iones aclivos, y, por olra, la solu-
bilidad lipoide de las mismas substancias ; no es nuestro objelo exa-
minar de cerca las leyes de estos complicados fenomenos fisicoquimi-
¢os. Algunas subslancias, como el cobre, manifiestan su accion Loxica
en diluciones extraordinariamente Lenues hasta de 1: 1000000 : estas
acciones toxicas se denominan oligodindmicas.

Entre los faclores [isicos, la presion y el frio, aun a las lempe-
raturas mas bajas, como la del aire liquido, apenas ¢jercen efecto en la
mayor parle de los microorganismos : solo algunos agenles morbosos
estrictamente adaptados a la vida parasilaria, como los bacilos de la
gripe, mueren rapidamente a lemperaturas inferiores a las de la es-
tufa. Tampoco las corrientes o descargas eléctricas les perjudican de
una manera direcla, sino indirectamente por los procesos clectrolili-
cos, por desarrollo de ozono, por elevacion de temperatura, cle. En
cambio, las distinlas formas de la radioactividad perjudican conside-
rablemente a los microorganismos ; los rayos X, las irradiaciones del
radio, y especialmente la luz por su riqueza en rayos ultravioleta,
ejercen una accion nociva sobre los gérmenes. Se puede hacer visible
el efecto mortifero de la luz, de una manera atracliva, con cullivos en
medios transparentes, expuestos en parte a la luz y en parte prolegidos
por pantallas opacas ; las parles prolegidas crecen, mientras que las
otras no se desarrollan ; se pueden obtener de este modo sobre las
placas de cultivo, letras y figuras, como sobre una placa fotogralica.
El efecto de la luz es, en parte, directo y, en parte, indirecto, como sc¢
deduce del hecho de que, sembrando en medios expuestos previamente
a la luz, el desarrollo es deficiente o falta en absolulo ; probablemente,
la accion de la luz da origen a la formacion de subslancias perjudiciales
para los gérmenes, como I1,0, y otras.

Entre los agenles [isicos, el de efectos mas perjudiciales a los gér-
menes es el calor. En general, las bacterias no esporuladas mueren a
los diez minutos de estar somelidas a una lemperatura de 50° a 60° :
algunos cocos purulentos, los bacilos de la tuberculosis y los de la fic-
bre tifoidea son algo mas resistentes. La resistencia es mucho mayor
en las formas de resistencia o esporos. Existe una gran diferencia entre
la eficacia del aire seco caliente y la del vapor de agua, al cual co-
rresponden efectos mucho mas intensos para el mismo grado de tem-
peratura. Los esporos de carbunco, por ejemplo, mueren a los quince
minutos de hallarse en una atmésfera saturada de vapor de agua a 100°,
y. en cambio, lardan en morir hasta tres horas bajo la accién del aire
caliente seco a la temperatura de 140°. Si, por exceso de temperatura
o por presencia de aire, se acercan las condiciones del vapor de agua a
las del aire seco, disminuye su poder desinfectante, aun cuando la tem-
peratura exceda considerablemente de los 100°. Por el contrario, el
vapor concentrado y sometido a alla presién tiene adn mayor poder
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ilt:lll;f::‘tllllllltlt;:g:}l; g(}g [)\Ip((:m(lllc 1;(%:“:\:1 la Ee]llll)fgx-f]tg}'a ordinaria dc' 100°
3 : ; 1os esporos mas resistentes, como cie
l)aclcr.ms de la patata y del suelo, que conservan la vida horas e
sometidas al vapor de agua sin presion, mueren, lo mas L:;I:(le a los
qumc)c minulos en vapor comprimido y a 120° de temperatura. W
: I.nm !:1 prucllca_ d? la desm.[cccu’)n en gran escala, también es de
imporlancia el conocimiento debido a R. Kocn respecto a la diferencis
entre el poder desinfectante del aire caliente y del aire saturado de \(;m
por (_]c agua. En los aparatos de desinfeccion se emplea siempre, en lu(rzal;
de aire caliente, vapor de agua, a ser posible a una presion roduc?da
de 02 de almésfera, y se evita, por la construccion y manejo de los
aparatos, lodo exceso de temperatura y la mezela de aire con el va‘porb

<n g}gmnos casos de desinfeccion pueden emplearse vapores que coxi
presion negaliva, hierven a menos de 100°: aunque su eficn(:ia es
menor, pueden ser preferibles en ocasiones, precisamente por su accion
mas moderada ; en los aparatos debidos a RuBNER, la menor cficacia
desinfeclante del vapor con punto de ebullicién mas bajo se c;)m(—
pensa anadiendo vapores de formalina al vapor de agua.

I:os cxpcri‘menlos de desinfeccion bacteriologica son también de
gran importancia para el examen y comprobacion de los aparatos de
d.csmfocc:ién. Esla prueba se realiza de la manera mas sesura envol-
viendo, junto con las prendas que han de desinfectarse, bhcb;'as con
esporos de carbunco introducidas en tubos de ensayo ocluidos con al-
godon y con las que, después de sometidas a la accién del vapor, se
hacen siembras para comprobar el resultado. /

La gran diferencia entre los efectos del vapor y del calor seco se
explica, en parte, por fendmenos biologicos, porque el protoplasma de
las baclerias, y en particular el de los esporos, se coagula mas facil-
mente por efecto del calor humedo, y en parte fisicamente, por la mayor
fuerza de penetracion del vapor; si se elimina esta circunstancia des-
favorable moviendo artificialmente el aire caliente, como ocurre en
el aparalo de VoxpraN, podra emplearse con ventaja en bastantes
:asos de desinfeceion.

_Entre los agenles fisicos merece mencionarse, finalmente, la dese-
:acion, que es un medio bactericida muy eficaz, utilizado también por la
naturaleza. Muchos agentes morbosos, tales como los bacilos de la peste,
de ]Zl. gripe, del colera y los meningococos mueren rapidamente por de-
secacion, por lo cual las infecciones correspondientes no pueden ser
difundidas por el polvo (V. Capitulo VII); en cambio, algunas bacte-
rias, Lales como los gérmenes del pus, el bacilo de la fiebre tifoidea yel
de la tuberculosis son muy resistentes a la desecacion, y lo son mucho
mis todavia los esporos de las bacterias, de los hifomicetos y de los
blastomicelos, asi como las formas enquistadas de algunos prolo-
zoarios. n el examen de la resistencia a la desecacion hemos de fijar-
nos con cuidado en que ésta se verifique en capas muy delgadas para que
tf)dos los gérmenes estén por igual expuestos a la falta de agua;
si la desecacion se realiza en capas espesas Yy, sobre todo, si es rapida,

rlas
nleras
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quedan gérmenes en el interior de las masas mucilaginosas perfecla-
mente protegidos contra la carencia de agua, de tal modo, que gérmenes
baslante sensibles, como los neumococos, pueden conservarse asi largo
tiempo.

Entre la multitud de desinfeclantes quimicos citaremos sola-
mente aqui los mas importantes desde el punto de vista practico
o biologico, cuyas particularidades se detallan en textos especiales.
Las sales melalicas desempeian un papel de singular importancia.
Los metales puros, por ejemplo, las laminillas de oro o de plata colo-
cadas sobre el medio de cultivo, impiden el desarrollo de gérmenes en su
proximidad. También los metales coloidales paralizan notablemente el
desarrollo de los gérmenes, pero su accion bactericida es muy débil.
Las sales metalicas disueltas, en especial las de mercurio y de plata,
poseen gran poder bactericida. Xl sublimado en disoluciones al 1: 16 030
paraliza por completo el desarrollo de gérmenes cn el suero sanguineo,
y en las soluciones usadas ordinariamente al 1: 1000 mata casi todas
las formas no esporuladas en pocos minutos; en cambio, tarda horas
enteras en matar los bacilos de la tuberculosis y los esporos del car-
bunco. En la mayor parte de las pastillas usadas se anade sal comun
al sublimado, para facilitar su disoluciéon y para evitar la produccion
de precipitados de albuminato de mercurio en las soluciones albumi-
roideas. Los substitutivos del sublimado, tales como el oxicianuro de
mercurio y la sublamina, son inferiores a ¢l como desinfectantes, pero,
en cambio, no determinan los desagradables efectos secundarios del su-
blimado, derivados de su accion caustica sobre la piel y de su efeclo co-
rrosivo sobre los objetos de metal. Entre las demas sales metalicas, la
de mayor importancia como desinfectante es el nitrato de plata (piedra
infernal) ; también en éste se ha intentado remediar la accion caustica
de la sal metalica pura, con éxito, mediante el empleo de complejas
combinaciones organicas de plata tales como la argentamina, la ar-
gonina, el protargol, el ictargan y otros. Las sales de cobre emplea-
das antiguamente se usan mucho menos en la actualidad por su me-
nor eficacia desinfectante.

Entre las sales neutras, la sal comun paraliza el desarrollo de
gérmenes, pero solamente en salmueras muy concentradas con mas de
un 25 9, de sal. Este conocimiento tiene importancia practica, porque,
si se emplean soluciones débiles de sal para curar las carnes, éslas pue-
den alterarse con facilidad y, lo que es mas temible, pueden origi-
narse envenenamientos por el bacillus botulinus (V. el capitulo espe-
cial correspondiente)

Los acidos pueden emplearse como desinfectantes en soluciones
concenlradas e impuras para malar esporos y desinfectar materiales
sin valor, como pisos sucios y estiércol. Con igual objeto se usa la cal
viva en forma de lechada de cal al 20 %, recientemente preparada. Las
disoluciones de jabon y de sosa, sobre Lodo calientes, son un buen de-
sinfectanle, usado especialmente para la desinfeccion de las manos y
de los instrumentos quirdrgicos. £l jabon ordinario es un desinfectante
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baralo, eficaz y apropiado para ser empleado en grande escala ; en solu-
ciones al 10 %, y a 80° de lemperatura mata los esporos de carbunco a la
media hora. Enlre los medios oxidantes, los permanganatos, los per-
sulfalos, el cloro, el yodo, el bromo, el ozono y el agua oxigenada,
son lambién desinfectantes muy activos. Mas adelante volveremos a
tratar del empleo de eslos cuerpos en estado gaseoso por las circuns-
tancias especiales que son comunes a todos los gases desinfectantes.
L.os halogenos en soluciones acuosas, aunque la dilucion sea muy te-
nue, desarrollan propiedades desinfectantes muy intensas ; los espo-
ros del carbunco mueren en pocos minutos en soluciones al 003 %, de
agua de cloro, lo mismo que en soluciéon de Lucor al 0¢05 %, En la
practica de la desinfeccion la forma mas adecuada de aplicar el cloro
es en una disolucion combinada de 1 9, de permanganalo polasico
v 1 9, de acido clorhidrico, que supera en poder desinfeclante a una
solucion de sublimado al 5 9;; para destruir la vitalidad de las formas
bacterianas no esporuladas bastan soluciones de cloruro de calcio al
01 6 002 9. Cilaremos lambién en este lugar la «antiforminay (una
mezcla de lejia de sosa e hipoclorito sodico), que disuelve sin dejar
residuos lodas las células animales y los microorganismos, con ex-
cepeion de los bacilos de la tuberculosis y los esporos protegidos por
cubiertas de gran resistencia ; la antiformina, merced a esta propie-
dad, se emplea ventajosamente en la técnica de investigacion bacte-
riologica (UnrLexnuTH) (V. en la parte especial BaciLo DE LA TU-
BERCULOSIS).

Entre las combinaciones organicas citaremos los siguientes desin-
feclantes: el alcohol etilico ordinario ofrece la particularidad de que su
mayor eficacia como desinfeclante la tiene en concentraciones al 50%,
mientras que el alcohol absoluto no produce efecto ninguno al menos
obre gérmenes secos; la causa de esto radica en las mismas circuns-
tancias fisicoquimicas, que determinan también la ineficacia de otros
desinfectantes disueltos en alcohol puro y la de las materias coloran-
les en soluciones alcoholicas saturadas. El alcohol a la temperatura or-
dinaria carece de accion sobre los esporos, pero en estado de ebullicion,
clalcohol posee un poder esporicida considerable, empleado también en
esle caso en soluciones no concentradas y nunca en estado absoluto.

Xl alcohol se usa para desinfectar las manos en forma de jabon
liquido oficinal, que destruye los gérmenes en pocos minutos. El cloro-
formo se emplea en la practica de laboratorio, porque mata moderada-
mente sin descomposiciones quimicas exageradas, por lo cual esta indi-
:ado cuando se desea matar los gérmenes y recoger sus toxinas, asi como
para la conservacion de liquidos de cultivo que contienen albimina
(suero sanguineo). Kl yodoformo, muy usado en cirugia, tiene muy
escasas propiedades desinfectantes, pero su accion paralizante es consi-
derable ; su benéfica influencia en el tratamiento de las heridas se basa
en el desprendimiento de yodo libre. El formaldehido (conocido con
el nombre de «formalina» en soluciones acuosas al 40 9,) tiene un poder
de paralizacion muy marcado ya en soluciones de1:5000a de 1 : 20000,
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segun las especies de bacterias. Se ha recomendado por eso para
la conservacion de subslancias alimenlicias, pero a su aplicacion hay
que oponer reparos higiénicos, pues la accion Loxica de la formalina
no es despreciable, y aun en pequenas canlidades puede ser peli-
grosa si su uso es continuado. Irente a esta propiedad paralizanle en
alto grado, su eficacia en la desinfeccion es muy reducida, por lo cual
la formalina se usa muy poco en la practica : mucho mayor esla im-
portancia del formaldehido gascoso para la desinfeccion de habita-
ciones (véase mas adelante).

Los desinfectantes mas preconizados entre las combinaciones
organicas son los derivados del fenol (acido fénico). El fenol mismo, en
soluciones del 3 al 5 9, se usa con buen resullado contra las for-
mas no esporuladas, y es tanlo mas util, practicamente, cuanto que su
accion desinfectante no esta dificultada, como ocurre con las sales meta-
licas, por la presencia de sales o de cuerpos albuminoideos; su efecto, sin
embargo, no llega a ser esporicida ni aun en soluciones muy concentra-
das. Por su precio relativamente elevado y por su efeclto causlico en
soluciones concentradas, mas que el fenol mismo, se emplean sus deri-
-ados por metalizacion, los cresoles. La utilizacion de eslos cresoles,
contenidos en gran cantidad en el «acido fénico impuro », se obtiene
mediante el empleo de las soluciones alcalinas en la desinfeccion qui-
rurgica (solucion de jabon de cresol, de lisol, de cereolina) o por medio de
acidos o de mezclas con petroleo, cuando se trata de desinfecciones en
gran escala, como cuadras o retretes. LLa mezcela con petroleo «saprol » es
muy apropiada para la desinfeccion de letrinas, porque, como es mas
ligera que el agua, flola en la superficie del contenido de las alcanta-
rillas y permite asi un cierre inodoro, mientras que el desprendi-
miento lento del cresol desinfecta la lelrina. Muy recienlemente se
han descubierto desinfeclantes de gran valor entre los derivados del
cresol, o sea los substitutivos halogenos expendidos con los nombres
de fobrol, grotan y sagrotan (LAUBENHEIMER y olros), de accidn des-
infectante especial sobre los esputos tuberculosos. lgualmente, Becu-
noLp ha descubierto, entre los subslilulivos halégenos del naftol,
desinfectantes muy activos (providoformo), por su cficacia elecliva
semiespecifica contra determinadas baclerias, de los cuales hemos
hablado anteriormente.

Los desinfectanles gaseosos merecen una descripeion aparte de
los anleriores, pero que los comprenda en conjunlo, porque, sea cual
fuere su naturaleza quimica, presentan particularidades y dificultades
en su empleo comunes a todos, debidas a su estado gascoso. Eslas di-
ficultades consisten, principalmente, en la desigual reparticion del gas
en el local desinfectado, a causa del distinto peso especifico del aire
v del gas, lo cual es causa de que el desinfectante no penetre lo sufi-
ciente por todas partes. Cuando basle una desinfeccion en la superficie,
como la de las habitaciones, si se emplea el formaldehido, se ha de
procurar la mezcla intima de gases en los locales desinfectados v la
penetracion posible de la mezela, desarrollandola en cantidad con-
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siderable v agitando el aire lnc(':'nlicanwplo, como  se logra con los
aparatos modernos de desinfeccion por medio d(: acido sulfuroso (_z}para-
tos Hya y CLayTox). La gran importancia practica de la desinfeccion por
medio del formaldehido, especialmente de las habitaciones, o8 debida
alos trabajos de FruaGE y sus discipulos; no se Lrata, sin embar-
go, de una desinfeccion por el gas propiamente, sino de una conden-
sacion ¢» formaldehido en forma de finisimas golas sobre la super-
ficie de los objelos desinfeclados. Por esta razon, y con el l”in. de
evilar la polimerizacion del formaldehido en paraformo, al vaporizar
las soluciones acuosas de formalina, es indispensable saturar de vapor
de agua la pieza desinfectada, para que el l'ormz}.l(lchido upi(lo al
vapor se condense en forma liquida de golas muy finas y umfm'm‘c-
mente repartidas sobre todos los objetos (lcsmfocla(.los; por eso, sin
menoscabo del resultado practico, se puede substituir la ga51f1§'zlt'1611
de la formalina por su pulverizacion en soluciones acuosas simple-
mente o glicerinadas.

Para terminar diremos algo acerca de la desinfeccion de las manos,
relacionado, principalmente, con los mélodos de investigacion.

Si hasla hoy no ha sido posible descubrir un método seguro que
garanlice en todo caso la supresion de los gérmenes de la mano, ello
consiste en que, si las bacterias llegan a penetrar en las capas profun-
das de la piel, es muy dificil luego alcanzarlas con los .dosuﬂ'cctantcs,
porque las capas corneas e impregnadas de grasa de la epidermis oponen
gran resistencia a la penetracion del desinfectante. Para p}'ol).ar la
eficacia de un desinfectante de las manos no basta, por consiguiente,
como antiguamenle se creia, con imprimir la huella de un dedo sobre
un medio esléril y considerar la ausencia de gérmenes en esa huella
como prueba de la desinfeccion de la piel ; es necesario comprobar
por un masaje intenso de la mano, si también las capas profundas de
la piel han quedado libres de gérmenes; hemos de fijarnos, sobre 'Lo(l(),
en la ranura y en el angulo de las unas, puntos en que las bacterias se
soslienen con mayor facilidad. PauL y SARWEY han inventado una caja
cerrada por todos sus lados, dentro de la cual pueden hacerse todas estas
manipulaciones de la mano a cubierlo de las bacterias del exterior. Ci-
laremos dos ejemplos para demostrar la importancia del examen de
las capas profundas de la piel y poder asi formar juicio sobre los pro-
cedimientos de desinfeccion de la mano. Si introducimos la mano des-
infeclada en la caja de aire caliente o prolegiéndola con un guante de
goma eslerilizado provocamos la sudacion, el nimero de gérmenes que
anles podia demostrarse en la superficie aumenta con el de los que se
encontraban en las capas profundas de la piel y son acarreados por el
sudor. Por olra parle, puede producirse un resultado ficticio de des-
infeccion de la piel mediante un desinfectante que endurezea y con-
traiga su superficie, con lo cual los gérmenes se fijan en las capas
profundas; esta es, por lo menos en parte, la causa del efecto per-
fecto en apariencia de algunos métodos de desinfeccion con alcohol,
que no carecen, sin embargo, de accion desinfectanlte.
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Apéndice al cap. VI : Quimioterapia

Ya hemos dicho anteriormente que algunos desinfectantes mues-
tran una accion electiva frente a delerminadas especies de microor-
ganismos. La idea de utilizar la accion especifica de estos desinfectantes
para malar los gérmenes en el organismo enfermo y delerminar la
curacion de la enfermedad provocada por ellos, era tanlo mas natu-
ral, cuanto que medicamentos especificos empiricamente conocidos se
empleaban con éxilo salisfaclorio desde mucho tiempo en diversas en-
fermedades, tal como ocurria con el mercurio en la sifilis, el acido sali-
cilico en el reumatismo articular agudo y la quinina en el paludismo.
La muerte del hemalozoario por efecto de la quinina se puede com-
probar directamente al microscopio. La cueslion universalmente plan-
teada consistia en descubrir desinfectantes de gran poder especifico
contra determinados agentes morbosos, y con el menor perjuicio po-
sible para las células del organismo humano, o, como BEHRING S¢
expresa, con una toxicidad relativa lo mas reducida posible. El pro-
blema ha alcanzado desde entonces una doble solucion : primero, por
la seroterapia, que emplea los anticuerpo especificos formados por el
organismo vivo contra los microparasilos v sus loxinas, y segundo,
por la quimioterapia, que intenta conseguir el mismo fin curativo,
administrando substancias quimicas especificamente eficaces.

En los dos ultimos decenios se ha conseguido, principalmente por
los trabajos de UnLENHUTH y de PavL Eunvich, (ue abrieron camino
en este sentido, proveer a la terapéutica de cuerpos quimicos eficaces
para combalir las enfermedades producidas por prolozoarios y espi-
roquetos paltogenos (sifilis, tripanosomiasis).

Segiin Ennvich, para los fines terapéuticos unicamente son apli-
cables aquellos productos quimicos que lienen mayor afinidad con el
organismo de los parasilos que con el del huésped. Eslas substan-
cias se llaman parasilofropas, a diferencia de las organolropas, que
d'emucslran mayor afinidad para las células de érganos de importan-
cia funcional que para las células protozoarias.

Los preparados quimicos eficaces contra ol tripanosoma se ha-
lan en los grupos siguientes :

1. Grupo de las substancias colorantes basicas del trifenilmetano:
fuesina, parafucsina, violeta de metilo y otros.

2. Grupo de las substancias colorantes del algodon: benzopur-
purina, rojo lripan y azul tripan.
3. Arsenicales : 4cido arsenioso, atoxil, arsenofenilglicina v
dioxidiamidoarsenobenzol (« 606 » o «salvarsan »). h ’

4. De los preparados de antimonio : el trioxido de antimonio.

Si administramos a un raton infectado de tripanosomas una dosis
elevada de un preparado eficaz, fucsina por ejemplo, todos los parasi-
Los mueren a la primera inyeccion sin dafio para el animal (slerilisalio
magna). Con una dosis Pequena, el animal recae. Con varias inyecciones
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de pcqlwﬁas.(losis sobrevienen siempre nuevas recaidas y, mds tarde
grandes cantidades de fucsina no ejercen ya efecto alguno sobre los [ri:
panosomas, porque se han vuelto «fucsino-resistentes ». En cambiq
cslos.gél'm_om's fucsino-resistentes son aun sensibles a otra subslanci;;
quimica eficaz, por ejemplo, el atoxil, en igual grado que otros tripa-
nosomas no trala(los. por medicamento alguno. La inmunidad téxica
zul(.lmrlda' por los Lripanosomas es, por consiguiente, especifica, como
la inmunidad sérica. Segun Enrrich, debemos suponer que en el pro-
loplasma de los lripanosomas existen receptores especiales, « quimio-
receptores », dotados de singular afinidad para determinados grupos
de substancias quimicas, en virtud de lo cual poseen la facultad de fijar
éstas a las células. :

L.a quimioterapia liene su punto de partida en el descubrimiento
de Laverax y Meswir, es decir, que el acido arsenioso puede despejar
de parasitos la sangre de un raton infectado de tripanosomas. En
el tripanosoma produjeron aun mayor efecto los ensayos con rojo
tripan, azul Lripan, parafucsina, triparosan, Lripasafrol, aloxil, arsa-
cetina y arsenofenilglicina, asi como los preparados de anlimonio ob-
lenidos en igual forma que los de arsénico (UnLeExHUTH, MULZER v
HuaEL). De estas combinaciones fueron especialmente eficaces el benzol-
sulfony el derivado de uretano del paraaminofenilantimoniato de sodio.

KoLLE, HARTOCH Yy SCHURMANN introdujeron el trioxido de anti-
monio en la terapéutica de las enfermedades producidas por los tri-
panosomas, consiguiéndose curar radicalmente, con una o dos inyec-
ciones de dosis relativamente reducidas de Lrioxido de antimonio,
animales infectados de nagana y también de durina. La utilidad te-
rapéutica del trioxido de antimonio, especialmente en inyeccion intra-
venosa, ha sido comprobada recientemente por Horrmasx.

De las innumerables preparaciones recomendadas hasta hoy,
los derivados de arsénico, sobre todo, han conseguido una gran impor-
lancia practica, y entre ellos el atoxil (acido arsanilico), que posee
una accién profilactica y curativa en la espirilosis de las gallinas y
otras espiroquelosis ; la arsacetina, la arsenofenilglicina y el salvarsan
(dioxidiamidoarsenobenzol) o 606 (EnruicH y Hata). Con una sola
inyeccion de este medicamento se ha observado la curacion completa
de las espirilosis de las gallinas y de los gansos, de la fiebre recurrente,
de la frambesia, de la forma terciana del paludismo y de la neumonia
infecciosa del caballo. Un resultado verdaderamente brillante de este
medicamento se ha obtenido en el tratamiento de la sifilis. Los espi-
roquelos desaparecen casi siempre, a las veinticuatro o cuarenta y ocho
horas, de las lesiones primarias y condilomas, en los que se podian com-
probar muy numeroses antes de la inyecciéon del medicamento. No cabe
en la extension de este resumen examinar detalladamente los resul-
tados del salvarsan en el tratamiento de la sifilis.

También se han realizado ensayos recientemente para emplear el
mercurio, conocido de muy antiguo como especifico contra la sifilis,
en combinaciones que carezean de accion irritante. SCHILLING, VAN
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KRoGH, SCHRAUTH ¥ SCHULLER encontraron eslas combinaciones en
los fenoles mercuriales : RoTHERMUNDT, DALE y PEScHIC en una com-
binacion mercurial derivada de la pirazolona.

La quinina cjerce, como se sabe hace mucho tiempo, una accion
clectiva sobre el paludismo ; véase el capitulo especial correspondiente.
Enlre otros preparados de eficacia quimioterapica contra el paludismo,
merecen cilarse el azul de metileno, el salvarsin y el ncosalvarsan
pero estos dos tltimos s6lo son eficaces conlra las lercianas, pero no
contra las otras dos formas del paludismo.

También en las infecciones baclerianas ha tenido la quimiolera-
pia, en estos ultimos afos, éxilos de consideracion. Merecen consignarse,
en primer término, los efeclos especificos de la quinina en las infec-
ciones neumccocicas (MorGeENROTH y HALBERSTADTER). La accién
de la quinina es mayor en determinados derivados del alcaloide. Es
singularmente eficaz la etilhidrocupreina, producto alcaloide secun-
dario de la corteza de quina, substitutivo de la cupreina. Mas tarde, se
di6 al preparado el nombre de optoquina. Este se puede obtener en
el comercio en forma de clorhidralo y de optoquina basica (Zimmer
& C.°, Frankfurt).

Es indiscutible que la quimioterapia se encuentra hoy en la fase
inicial de su desarrollo, y es de esperar que alcance un porvenir ain mas
brillante y que, gracias a ella, se consiga ejercer tal influencia terapéu-
lica en enfermedades conceptuadas como incurables, que pueda ha-
blarse de su curacion definitiva.

VII. Existencia de los microparasitos y su
comprobacion en la naturaleza inanimada

Antiguamente se buscaba la causa de las enfermedades infeccio-
sas principalmente en el mundo exterior inanimado y, en especial,
en los suelos apestados, emanaciones maléficas, ete. Actualmente, el
conocimiento mas perfecto de los microorganismos como agentes mor-
bosos ha cambiado considerablemente tal opinion. Hoy sabemos
que el hombre enfermo, y para las enfermedades animales transmi-
sibles al hombre, también el animal enfermo, son por sus secrecio-
nes y excreciones el origen mas importante de contagio. Este es el
caso especialmente para los microparasitos obligados, que no son ca-
paces de existir largo tiempo, ni de reproducirse fuera de un orga-
msmo huésped. Actualmente, debemos pensar en la posibilidad de
que estos microparasitos obligados, y con mayor razén los parasitos
{éc_ullativos, se sostengan vivos y capaces de contagio en el muud(; ex-
nti.rlll(i:‘l,“zilullil 'cu‘a)nd:o ‘[uera‘.d'c'un ()1'ga11ism0 Z}tacad() no puedan crecer
e tp carse. 'lea po‘sl.blllda(l es tanto mas natural, cuanto que he-
B T e A

se : 1vos a condiciones de existen-
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cia, que son muy diferentes de las que se encuentran en el organismo
del h()m'ln'c v hasta son capaces de crecer en abundancia en medios
(lcspm\'lsl'os por completo de albumina. Por olra parle, las secreciones
del organismo enfermo difunden constantemente agentes morbosos, v
con ello se plantean las importantes cuestiones de si esos microorga-
nismos son capaces de mantenerse vivos en el mundo exterior, cuanto
tiempo pueden conservar la vida, qué condiciones les favorecen v en
virtud de qué causas y en cudnlo liempo ocurre la muerte de los mi-
croorganismos en los diferentes medios exleriores.

En los capitulos precedentes hemos visto, de una parte, que para el
crecimiento de los microorganismos es necesario la presencia de deler-
minadas substancias nutritivas y un cierto grado de humedad y Lempé-
ralura, determinadas reacciones quimicas del medio nutritivo, segun las
especies de microbios, asi como la presencia o la ausencia de oxigeno
del aire. Por oflra parte, hemos estudiado también que la influencia de
la luz solar y de la desecacion, asi como la concurrencia de especies sa-
profiticas, son factores naturales que dificultan el desarrollo o llegan
a malar los gérmenes. Ahora esludiaremos brevemente, a continua-
cion, la influencia favorable o nociva al desarrollo de los gérmenes
que ejercen los principales medios exteriores que nos rodean, en rela-
ciéon con la especie y naturaleza del agente morboso.

Aire.  Es evidente que en el aire, por la ausencia de subslancias
nutritivas indispensables, queda excluida en absoluto la multiplicacion
de los microorganismos. También el sostenimiento de la vida en este
medio, duranle largo tiempo, habra de chocar con grandes dificulta-
des, porque la desecacion y la luz pueden ejercer sin obstaculo su
accion  desfavorable al desarrollo. IEsta excluida en absoluto la
infeccion del aire por los agentes morbosos que no soportan la deseca-
cion, tales como los gonococos, meningococos, bacilos de la peste, de la
disenteria, de la gripe y del colera. Para las demas especies que du-
rante algun tiempo conservan la vida en un medio seco, como los cocos
del pus, bacilos de la tuberculosis, difteria, fiebre tifoidea y gérmenes
con esporos, la cuestion de que infecten el aire depende de que estos
gérmenes sean proyectados a la atmésfera como particulas de polvo
secas, capaces de flotar en el aire. Isto ocurrird muy rara vez, o quiza
nunca, con los neumococos, los bacilos de la difteria y los de la tuber-
culosis, porque estos gérmenes son lanzados al exterior contenidos
siempre en masas mucosas, y es muy dificil que de las costras mucosas
desecadas llegue a formarse polvo si no se reunen circunstancias muy
particulares. Por esta razon es muy raro hallar bacilos tuberculosos
en el polvo del aire, aun en las habitaciones ocupadas por los Lisicos.
A FLuGGE y sus discipulos debemos principalmente la explicacion
de los detalles mas importantes acerca de las infecciones por el aire ;
de sus investigaciones se deduce que en el aire de las habilaciones,
junto al enfermo, pueden existir agentes morbosos, no solo en las par-
ticulas de polvo, sino en forma de pequeiisimas gotas expulsadas al
toser y aun al hablar en tono corriente. Pero la existencia de los mi-
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croparasitos en esta forma es muy limitada en liempo y cspacio:
la experiencia ensefia que el estar a un metro de (hslan(’tm del cnfvr!nn
cuando tose es una proteccion suficiente contra lqs ])le‘ll(‘/lllil.? ('I(t saliva
que puedan conlener el bacilo Luberculoso. Asimismo, la posm{h(]a(l de
infeccion por estas golas es muy breve, pues se secan con rapidez y .cl
residuo cae al suelo. En conjunlo, el peligro de infeccion por lal medio
puede considerarse como una ampliacion del contagio por conlacto,
puesto que en espacio y liempo esta limilada a la p_mxm}ulu(l inme-
diata al enfermo. Dentro de eslos limites estrechos, la infeccion por par-
ticulas de saliva puede ser muy importante, y hasta desempenar el
papel mas principal dentro de las condiciones epidemiologicas en la ex-
tension de algunas enfermedades, Llales como la Luberculosis pulmonar,
la gripe, ]a peste pulmonary el coriza. Debemos hacer notar que la con-
taminacion del aire por golilas infectadas es independiente en absoluto
de la resistencia de los gérmenes a la desecacion ; depende mucho mas
de que las circunslancias de eliminacion de gérmenes por el organismo
enfermo sean de lal naluraleza, que la formacién y expulsion de par-
liculas liquidas que las conlengan sca muy abundante, como suele
ocurrir al toser, estornudar y hablar: pero, en cambio, no ocurre sino
por excepcion con olras excreciones, como las heces y la orina.

En todo caso, la infeccion del aire por parliculas de polvo o liqui-
das, portadores de gérmenes, solo es de temer en el interior de las vi-
viendas ; la infeccion al aire libre es de una rareza extraordinaria, y de
ocurrir (fiebre Lifoidea, viruela), apenas puede excluirse la interven-
cion de otro medio, como los insectos, en la transmision del contagio.

L.a comprobacion de microorganismos en el aire se verifica de la
manera mas sencilla, exponiendo placas de cullivo al aire libre. I£1 ana-
lisis cuantitativo de gérmenes se practica recogiendo una cantidad de-
terminada de aire por medio de una bomba aspirante o por cualquier
otro procedimiento, y haciéndolo pasar luego por un filtro que retiene
los gérmenes : se siembra después el malerial recogido en el filtro en
un medio apropiado, y contando el nimero de colonias desarrolladas,
se lendra el conlenido de gérmenes en el aire. Para filtrar el aire, PrTr1
us6 primeramente arena, substituida mas tarde por vidrio Llriturado,
en un filtro construido a este proposito por Ficker, porque la arena,
por ser opaca, impide después conlar los gérmenes. Esta determinacion
carece de importancia praclica para el estudio y lucha contra las epi-
demias, porque los agentes infecciosos se han encontrado, en ocasiones,
en el aire de las habitaciones junto al enfermo, pero no en el aire libre ;
los gérmenes que se hallan en éste son exclusivamente saprofiticos, vy
Su nimero esta en proporcion con el de las particulas de polvo con-
tenidas en él.
ganifx:::;{so' s En’ las L:Z.lpi;ls Sl‘l])(‘l'fi(‘i"dl(‘s del ‘suclo abllmdun l})s 1_11icr00r—

smos, y mas, desde luego, cuando el suelo recibe ordinariamente
(lcspcr(hcxos,. residuos o estiércol. Cierlos agenles morbosos, que viven
€omo sapro}fllos en el tubo digestivo de los animales doméslicos, Lales
como los gérmenes del tétanos traumélico v de la gangrena gascosa, se
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encuentran ordinariamente en el suelo ensuciado de estiéreol, v debido
a la fermacion de esporos, conservan largo liempo la vida, aun en
(:011(1i('i()1105 desfavorables del medio exlerior. Olros gérmenes que no
forman esporos, como los de la ficbre tifoidea y la disenteria, son apor-
tados a las capas superficiales del suelo con las evacuaciones del enfer-
mo. El desarrollo de estos gérmenes en el suelo casi nunca tendra lusar
por la concurrencia abrumadora de las especies saprofilicas, purnnc,\-
muy posible que estos agenles morbosos se mantengan alli, susceptibles
de vivir durante largo tiempo : esta posibilidad especialmente es pro-
bable para el bacilo de la fiebre tifoidea, por ser bastante resistente,

A las capas mas profundas del suelo solo pueden llegar los micro-
organismos que se encuentran en la superficie en circunstancias or-
dinarias, cuando aquél presenla regulares hendiduras o grietas que
abren a los microbios una via directa de penelracion. Las capas de
arena o arcilla retienen con facilidad los gérmenes, de tal modo, que
a los pocos melros de profundidad, aun en campos de labor muy
abonados y en comarcas muy pobladas, ¢l suelo no contiene germen
alguno. ISsta fuerza de retencion del suelo se palentiza no s6lo en el
sentido verlical, sino también en direccion horizontal, respeclo de los
gérmenes que incidentalmente han penetrado en las capas profundas,
d}* suerle que, en un suelo compaclo, parece estar excluida la propaga-
cion amplia, en sentido lateral, de los gérmenes procedentes de lum-
bas, de cuerpos muertos de animales enterrados o de letrinas. Menos
facil es todavia que los agenles morbosos sean capaces de volver a la
superficie desde cierta profundidad, y tampoco cabe que se desarrollen
o formen esporos en el subsuelo, porque la temperatura no es favora-
ble para ello. Las capas profundas del suelo, al contrario de lo que an-
les se creia, carecen, por consiguiente, de importancia en la aparicion
d.c enfermedades infecciosas, a no ser que, como veremos en el parrafo
siguiente, se infecten las aguas sublerraneas a través de un suelo muy
permeable v se usen después para la bebida. £l examen ba('.lcriolégic;)
de las capas superficiales del suelo se verifica pesando una pequena
-antidad de tierra, de la cual se tloma una mueslra con una cucharilla
estéril, v después de diluida en un liquido, también estéril, se siembra
en medios solidos, para contar luego las colonias. Para obtener una
muestra del subsuelo que no haya sido contaminada por el suclo, es
preciso servirse de una sonda especial, en cuyo extremo inferior hay
una cavidad cerrada que se abre, despuc¢s de introducida a la pro-
fundidad debida, por medio de una palanca existente en la parte
superior.

Agua. Las aguas, lal como se encuenlran en la naturaleza,
segun su procedencia, presentan grandes diferencias respeclo al conte-
nido en microorganismos, y especialmente de los patogenos. Las aguas
atmosféricas, de lluvia, nieve o granizo contienen, a lo sumo, espccies
saprofilicas arrastradas con el polvillo del aire ; pero, a semejanza de
¢sle, carecen de agentes morbosos. Lo mismo puede decirse de las de
manantial procedentes de un suelo compacto, y de las subterranecas en
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las cuales, lo mismo que las capas profundas del
rmenes. Otra cosa es lo que pasa con las aguas
as o insuficientemente prolegidas contra la
omo con las aguas de ma-
¢s delas

suelos de esta clase,
terreno, estan libres de gé
subterraneas poco profund
contaminacion de residuos o esliéreoles, asi ¢ (
nantial entre piedras mal unidas, con grandes hendiduras, a lrav
cuales pueden ser arrastrados los gérmenes de la supcr[lc'le‘ del §ucl()T

por lo que, como se comprende, pueden contener también u_p,cnuﬁ

morbosos. Esta clase de aguas son Lan sospechosas como las procedentes

de rios, estanques y pozos, que naturalmente estan expuestas, en todo

momento, a la conlaminacion de gérmenes por residuos diversos, a me-

nos que, como ocurre en las instalaciones de recogida d‘v aguas de los

valles, se tomen rigurosas medidas especiales para evilar toda posi-

bilidad de contaminacion. Los agenles morbosos llegados hasta el agua

no podran reproducirse sino en circunstancias particularmente favora-
bles, es decir, si existe un conlenido abundante de substancias orga-

nicas o sales nutritivas y elevada temperatura, y cuando esta reproduc-
cion se verifica, sera siempre en espacios determinados, como cerca de

las orillas mas expuestas a la suciedad, entre embarcaciones o armadias
reunidas en poco espacio y en zonas de agua estancada. De ordinario,
los agentes de la putrefaccion y morbosos perecen en ¢l agua en breves
dias. Esta autodepuracion de las aguas explica la pobreza cn gérmenes

de los grandes lagos, asi como el hecho, comprobado por la experien-
cia, de que en grandes ciudades como Munich, que vierlen las aguas
de su alcantarillado, sin previa limpieza, en un rio, cuando el caudal de
éste es normal, a los pocos kilometros aguas abajo no se notan ya los.
efectos de la contaminacion. Hay varios factores que contribuyen a esta
autodepuracion de las aguas: la dilucion de gérmenes con otras aguas
puras que afluyen, la sedimentacién de parliculas suspendidas, el efecto
germicida de la luz solar y la concurrencia vital de los saprofitos. Iin
esta concurrencia toman parte, no sélo las baclerias, sino también los
protozoarios, asi como todos los organisnos mas o menos clevados.
animales y vegetales, que viven en el agua y se conocen con el nombre
de planclon. Estos ltimos organismos, en la depuracion artificial por
filtracion a través de arena, desempeian un papel semejante al que tie-
nen en la purificacion natural ; el filtro de arena, no sélo retiene mecani-
camente los gérmenes, sino que, al filtrar, tienen lugar fenomenos bio-
logicos que se desarrollan, principalmente, en la superficie del filtro.
Hemos de indicar también que, si bien es cierto que los agentes mor-
bosos mueren relativamente pronto en una gran masa de agua in-
fectada, en lugares mejor protegidos, por ejemplo, en el fango es
posible la conservacion de gérmenes palogenos durante largo tiempo,
como se ha probado repetidas veces por experimentos de laboratorio
Y por olros ensayos en condiciones naturales.

~ El andlisis microbiolégico del agua es uno de los problemas mas
mmportantes que pueden plantearse al higienista. IXn primer lugar,
han de contarse los gérmenes contenidos, lo cual se verifica por siem-
bra de una cantidad determinada de agua en medios de cultivo. Desde
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para el andlisis, A i :1l‘r : oger la muestra de agua | ; ible 1: B yodesda de hielo para evitar la reproduc
mueslra se toma de un )(?7() (‘) l‘l‘ ;‘_.glmd Impureza externa. Sj |y | p.lflo posl '1(, coni a l]lll‘Lb ra m(‘ ada de m. 0 ])(lld'(\l( ‘u”a ;tll)“-)( u(-‘
Ja bombe o se deiard o l del grifo de una | cion de gérmenes, ya sea de los (‘()lll(‘lll(l‘()s en el agua, ya de los quc

3 e SUANT RO pudieran penetrar en ella al recogerla. La siembra de la muestra se hara
generalmente en placas de gelatina, pero si el tiempo es caluroso y en cli-
mas calidos, pueden emplearse placas de agar. Los cullivos se mantie-
nen, de ordinario, a Lemperaturas de 22° a 26°, y a los lres o cualro dias
se cuenlan las colonias. Segun el nimero de gérmenes que se suponga con-
tiene el agua, se lrabaja con mayor o menor cantidad de ¢ésta ; con
aguas pobres en gérmenes se emplearan hasta 10 c. c., y con aguas conla-
minadas bastaran fracciones de cenlimetro cibico en gradacién descen-
dente. Las colonias pueden contarse a simple vista con ayuda de una
red cuadriculada, o al microscopio a pequeiio aumento (ocular I, obh-
jetivo a), tomando siem-
pre el promedio de colonias
baclerianas contadas en
una cifra no pequena de
campos visuales, y por la
relacion entre la superficie
del campo visual y la lotal
de la placa de cultivo, ten-
dremos el numero de colo-
nias.

Prescindiendo de los
¢asos en que se va a com-
probar la ausencia de gér-  Fie. 52. Aparato contador de WoLrrnUGEL
menes en un agua, y por
consiguiente el encontrarlos en abundancia demuestra su impureza,
las cifras absolutas de bacterias tienen valor muy escaso, pero no
sucede lo propio con las cifras comparadas de varios andlisis realiza-
dos en igualdad de circunstancias: asi por ejemplo, la mayor can-
lidad de baclerias en un lugar determinado de una corriente de agua

aneria, funcionars
. uarto de hor: ;
s g 1 po
(nu_u])s. ])dl.ll tener la seguridad de que el agua que pudiera (‘;(Ilrlilo
enida en el tubo ha salido j A
St por completo. Para extraerl:
no a9e < 1117« aNare < 1 i ’ 5 do g
profundas se ulilizan aparatos especiales, que se abren dcspm";l(‘l‘
A o (§

1 grifo durante un ¢

l~'l(;'. :")U. Aparato para la toma
estéril de agua situada profun-
damente (v. EsMaRch)

F1c. 51. Caja para analisis de aguas

estar a la profundidad deseada, v ) - .
tal ('crmda] AT l"llll‘p'll"l -(‘l?}:ld, ;,\ ];U(.dt‘n llevar una ampolla de cris- indica que ese lugar ha sido contaminado. De la misma manera,
< < < < 3 o 3 . . . . » . .
fecipiente Gariado oon l;I; lf pucstae !la_wl en ella el vacio, o bien un el aumento en la cifra de baclerias en un agua sublerranea ordinaria-
- apon provisto de dos perforaciones. En el mente pobre de gérmenes, después de un periodo de fuertes lluvias

primer caso, el tubo de cristal fundido a la ]

AT ek Al e e ey mﬁpursl sc xlompe por medio 0 inunfiacioqo:s’, indica que (l agua ha si.d() contaminada’ con gérmc.nus
B R e ler tadn g 'mu; iy p‘t(io, ,} (,Il el segundo el ta- (l.e la super'flcm del suel_(): [ienen especial vglor los analisis cuantita-
orificios hasta que se da salidg ';lbﬂil" pulc e_'“‘“af por uno 'dc. los tivos de gérmenes, vcnflc'a(los con 1‘cgula!'{da(l, para comprobar el
A A h 1 Al des'cad; ‘Fi ‘(”I)OI)( otro, lo 9ual se hara siem- funcionamiento (}L‘- instalaciones de dep_uracxon del agua. En este caso,
SR e oo Sllblt’l“rén ‘1 1:- Q‘}I‘]Tm..fl_c_,]f)s germcqes del agua el' apmcnlo de gérmenes en el agua senala un ().l)sluc.u’lo en los proce-
TR Nkt uc‘ eg[{)(!.l]l.l'(l(. (mt.db A])rccaucnones. ”Para fllml}!?llos de depuracion. En el coqlrol de la Il‘lll'acmn por arena sc
tubo de hierro U T di illltx"o(]- (.'1‘1.1‘5;]11', .n'wdlanlc vapor a presion, el <1flnllte como un buen resultado la c1f.ra de 100 gérmenes por cada cen-
la muestra de agua, Esta se hs u](x“!-st- m.sla‘.la corriente para obter-u:r ll{l}letro cubico de agua ; pero lo mejor es dctcnmnz}r por la obscr.va-
aeRine gur.an‘l‘ia .10 ‘:1 ( (";l((,oger ‘s‘lempre en vasijas cstepll— tl(;n .p'rolonga.da la Cli:l‘a normal de gérmenes que deja pasar cada ins-
R Cv,“ar q (ro 0 'podlan hacer phcrsonas« pentqs lz‘l)acmn de 'flllros, cifra que en los flll.ros rapidos americanos, por
R l" it ”(]L.l( el agua pueda Contan’nnarse_ El anali- ejemplo, esta muy por debajo fle la anterior, Y todo exceso importante

gua ha de practlicarse inmediatamente después de extraida, y sobre el promedio, asi determinado, se considera como seiial de una

si eston erse anspor i ; : & : s ’ .
it T A e ) i ks L averia. Iis necesario contar los gérmenes para comprobar la depuracion
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que l'c‘ulizu un fillro, a fin de conocer en qué momento alcanza su per
fecto funcionamiento, a partir del de la puesta en marcha. A
= Por lo que respecla al resullado cualilativo del analisis bacteri
ln'gu-u. ni el hallazgo de muchas especies de bacterias, ni el que ln\(')-_
gérmenes que liquiden la gelatina, puede considerarse, segun se (lu:
antes, como prucha de impureza del agua. IEn cambio, aclualmonl:
nos 111(-.1111:111105 a conceder una importancia mayor a la presencia (l}l
(-0111.):1('110 en un agua, porque como huésped habitual del intcslin(; oslL
pudiera indicar que las aguas han sido contaminadas por nml(;rias ft;"l(-)
les. I.‘n exislencia de gran numero de colibacilos por centimetro (‘l'l})i(‘:)
vspf*(_'_u‘llnwnlc cuando se trala de razas que crecen a la lcmpomlur-.
(lc. .S/“ v hasla de 16°, segun Enxyax, es senal indudable de c:)nl';l
minacion del agua por exerementos animales, por lo cual es de s'()‘\f
pechar la infeccion del agua. La presencia de escasos c()lil)z;cilos“ \:
rece de valor, porque pueden proceder también del contenido inleélin"ll
(l‘c peces, v algunas especies coli existen como saprofilos inofcnsivo‘s"
El lel:lll.SlS cuanlitativo del colibacilo se verifica por siembras en C'll(i(;
de 'zn_lhdadcs de agua progresivamenle aumentadas (de 01 -a 10 Z ¢
por ejemplo), traspasando después los cultivos a las placas de aﬂar. (lt.‘
[Expo, en el cual se reconocen facilmente las colonias del (t()ligﬂcil()
por el color rojo obscuro, y por consiguiente la existencia de este Ue‘rmm;
en el agua sembrada. Mas exacto es el procedimiento de scmbbrar di-
rectamente en placas de IENpo las cantidades de agua progresivamente
aumentadas, dejando evaporar el agua en el aparato de ri“;\US"l'—I‘Il-‘l\l
o en el de ScHURMANN, (ue evaporan grandes cantidades de ‘aguq‘c.n
muy poco tiempo por efecto de una corriente a temperalura lig<crz-
> » Moy « T I - H L
:llu ::(lrtm‘: 1(5\0“((-11(]10|(11[a;:l]](-. :c‘co y.'h‘brc‘df' gcrn‘!encs: lucgo dg evaporada
g as colonias de colibacilo. De absoluto valor res-
pecto de la capacidad de contagio del agua, es la comprobacion (lix'L'('i'l
de agentes morbosos existentes en ella, como se ha demostrado en llllfl
serie de casos para el vibrion del colera y el bacilo tifico. L.a investi "l‘-
cion del \'1])1‘i()_n colérico liene mas probuabi]idadcs de éxito, en ])‘I‘illél’;‘l‘
l(.l(l){;};\l) 11:;1([11; (hsl.))()‘l}m}.]'os d,o 1'1.n 1.1.1’('[0(10'(1.0 enriquecimiento que permite
probar la presencia del vibrion colérico en las aguas, aunque exista
€Il escaso numero, y ademas porque, a causa del corlo periodo de incu-
!)ucwn de esta enfermedad, pronto nace la sospecha de que un agua cs"l‘é
11111[0('12‘\‘(1:1. v |)roccdic"1}d0 en seguida a su analisis bacteriologico (‘.\:iS-
(](clll Z(,’(ildlll(l\s ]l)l:(?l)(zlll‘)llldz}(le:s d( dcm(fslmr la existencia (.lc gérmenes
era antes de que hayan muerto o se hayan multiplicado no-
lflblvmcnlo. Ambas circunstancias, pr()c‘cdimien[o de investigacion y
ll(‘Il'l])() en que se suele verificar, son mucho mas desfavorables para el
bacilo de la ficbre tifoidea, y por esta razon se logra pocas veces com-
|)‘mbar su existencia en el agua; véanse ambos l-,capilul():ﬂ COI:I-‘R\ N
I‘llil%lfli TIFOIDEA, en la parte especial. ’ s
- '_'lzudz.llenci(')n a los grandes obstaculos que presenta la compro-
(]l::uzll istlsﬁct)::lrflc ‘110.5 .a‘gonu:s. qlv(_n:bosos,‘ y ‘55)1.)1.“0, todo 'las' (!ificulladcs
para el juicio definitivo del analisis bacteriologico, no de-
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formemos acerca de la naturaleza
as aguas, sino mas bien del
has sobre el lugar y ¢l
si es de temer la conta-
as circunstancias, aun
n a la comprobacion.

pvn(ler{\ solo de ésle el cr.ilcri‘()' que
v posibilidad de conlaminaciéon de un
resultado de investigaciones posteriores hee
{erreno, serviran para decidir la cuestion de
minacion del agua con gérmenes patogenos cuy
cuando por el momento falten pruebas o escape 1

En muchos casos la sencilla inspeccion del lugar nos llevara al
fin deseado, pr()porciom'\ndon()s datos interesantles, como por ejemplo
la existencia de vias (grietas en la cubierta o paredes de un pozo o
construccion defectuosa de un filtro) por donde puedan llegar Z'll agua
materias contaminadas, 0 la presencia de focos de infeccion proximos,
tales como alcantarillas, estercoleros, deposilos de basura, ele., si-
tuados inmediatamente encima de la recogida de aguas de una co-
rriente subterranea no muy profunda. En olros casos puede inten-
arse demostrar palpablemente la via de contaminacion por medio de
ensavos directos con gérmenes especiales. Esto se logra vertiendo ma-
<as de cullivos de levaduras 0 « bacillus prodigiosus» en la superficie
del suelo, el cual pasa a través de las hendiduras del terreno v va
a parar al agua subterranca en donde puede comprobarse lucgo s
presencia. De un modo semejante se prucba cl poder retentivo de
diversos filtros aiadiendo gérmenes al agua anles de llegar a ellos.
Y de igual manera sc comprueban los procedimientos para depurar
las aguas por desinfectantes quimicos, rayos ultravioleta v olros.

LLas substancias alimenticias pueden conlener gérmenes palogenos
on los casos siguientes:

1. Cuando proceden de animales enfermos (bacilos de carbunco,
paratificos y triquinas en la carne, bacilos de la tuberculosis en la leche)
o de plantas enfermas (estreptolrices en las espigas de cereales).

9. Por contaminacion posterior por parte de personas infectadas
que tocan los alimentos; la leche transmile asi la disenteria y la escarla-
lina, y de la misma manera las legumbres crudas sirven de vehiculo
para la lransmision de la ficbre tifoidea, el colera y la disenteria.

3 Por desarrollo de especies saprofiticas toxicas que llegan ca-
sualmente a los alimentos, y en circunstancias muy favorables a su des-
arrollo producen venenos; asi ocurre con el «bacillus botulinus» y las
hacterias peptonizantes de la leche de vaca.

La comprobacion de gérmenes patogenos en las substancias ali-
menlicias se verifica por los métodos microscopicos y biologicos adecua-
dos a la especie correspondiente, asi como por inoculacion en los ani-
males (V. el capitulo correspondiente en la parte especial).

El analisis bacteriolégico de la leche y su interpretacion merecen
estudio especial. Inmediatamente después de ordenada se hallan ya
en la leche miles de gérmenes por centimetro ciibico, y el numero
serd tanlo mayor cuanlo menos limpio sea el procedimiento de or-
defar. Casi siempre caen en la leche pequenas particulas de esti¢reol
que pueden demostrarse centrifugando. Si el pezon del animal esta
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enfermo, aparecen en la leche ¢
tococos y globulos rojos. La le
dades perjudiciales para |
aparecen a las pocas horas. El no enfriar conside
inmediatamente después de ordenarla, es causa de
ordinariamente su contenido en gérmenes ;
rables, la leche destinada al consumo contiene unas 100 000 bacterj
porc. c., y con frecuencia llega al millon ¥y le sobrepasa. A conse
de esta multiplicacion de los gérmenes
leche sufre alteraciones, quec

orpusculos de pus, nume
che fresca posee determin
as bacterias, pero tales

I'osos eslrep-
adas propie-
propiedades des-
rablemente 1a leche
que aumente extra-
en los casos mas fave-
as
cuencia
, al cabo de uno o dos dias Ia
onsisten, principalmente, en un aumento
de la acidez por efecto del «bacillus acidi lacticiy, el cual crece a la tem-
peralura ambiente o por especies que le son afines, las cuales se des-
arrollan a la temperatura de la estufa (bacilos del yoghurt y del
kefir) ; esta leche puede tomarse v hasla se emplea con fines dieté-
licos. No sucede lo mismo con la alteracion producida en Ia leche
por baclerias que forman esporos a lemperatura superior a 22°
bacterias son muy abundantes en |
das a la leche. Rara vez se presenta la fermentacion dcida de Ja
manteca producida por anaerobios, y es mas rara aun la putrefaccion,
porque la flora lactea tiene generalmente propiedades antiputridas.
Mas frecuente es la peptonizacion de la albumina de la lecho, precipi-
tandose al mismo tiempo la caseina por el fermento lab. Al principio
de este proceso la leche casi no presenta otras alleraciones perceptibles
(que una zona mas clara debajo de la capa de nata, y un sabor amargo.
La leche en estas condiciones puede provocar a los nifios de pecho
enfermedades graves del estomago e inleslinos, como el colera infantil,
debidas a las toxinas bacterianas que contiene.

’ara juzgar de los procedimientos de esterilizacion encaminados a
obtener una leche inalterable, hay que comprobar, en primer término,
si han muerto los gérmenes resistentes formadores de esporos ; la mejor
manera de realizar esla comprobacion es colocar los frascos de leche
bien cerrados dentro de la estufa y tenerlos alli largo tiempo, con lo
cual la descomposicion de la leche pondra de manifiesto la presencia
de gérmenes esporogenos, aunque ¢éstos sean escasos.

De un modo muy distinto deberemos juzgar los procedimientos
de eslerilizacién, tales como la pasteurizacion o la biorizaciéon, que no
S¢ proponen preparar una leche inalterable, sino que se limitan a ma-
tar los gérmenes conlenidos incidentalmente en la leche : en eslos ca-
sos baslara con contar los gérmenes.

; estas
as particulas de estiéreol mezela-

VIIL. Indicaciones técnicas para los trabajos
microparasitolégicos en el laboratorio

I. Instalacion y dotacion del laboratorio

Cuando se trata de realizar trabajos bacteriologicos que se re-
piten con frecuencia, es necesario preparar especialmente para esle
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fin la mesa de lrabajo. Esla debe 0§lar siluada, en un' lab(‘)r'a.l(n:;o‘
irreprochablemente higiénico y claro, junto a una \"m'llan'd f]l.l( ll]:l:u(]
bien. Si el sol diera fle. lleno en el.lz\horalom), las ‘\.(‘l'll"lllld‘hl (-hr:l '.m
resguardadas por cortinillas que impidan la entrada dfw-q‘,l.(l C 0? [-( )lo;-
solares hasta la mesa de ll'{lba](),.])()l‘([ll(‘ la Iu:/,' solar 'dngf.’a m.a [d- -1-1
cultivos o allera su virulencia e 1.nfllly0 lznnl)lcl} l)cl‘jl}(lxgalnucx} { (l)
los sueros, objeto de estudio, pudiendo hacerlos 11150}‘\'1?)1(\'5. l\:: (,‘ (;;;:_
hay que adquirir la coslumbre de guardar lt)s.'cu]l‘lvz)'s en UT((:IC()n;()
curo, ya sea en la estufa o en un armario comen%n.. m ‘]‘)'l‘(?.lll e
se hayan utilizado. Debe evitarse también exponer 1111{((9;113;11111 ¢
la luz solar los liquidos colorantes usados para las pxc]).u‘auon‘tsi .
La mesa de trabajo, que ha de procurarse mantener swml?ul' ‘)‘u'{;
limpia, debe estar cubierta con pap‘ol de filtro o S(t(.an‘Ll(i’ )l' ';(; )ll(L) (;v
una placa de cristal o de amianlo. IEn lugar (lc. un senci ‘u a )L() e
madera puede cubrirsele con _ll}lglcum ) s-ub.?tltmrl({ po:l 1'1‘1111' a )] e
de mamposteria de piedra artificial o (l'c vidrio grugs(‘). I ;1 on (:}m
ser giratorio. Como objetos de uso corriente y I]l(‘(‘]l()h all)XI"lg‘ll(T‘[ <u;1
trabajos microscopicos, se tcnflran. sol.)f'c la mos:?, '1(](11;ns(i ¥
microscopio y un aparato de lll.lmmacmn, un mc‘d.u“xo‘ Ll\SI} "o[()s
recipiente con solucion de subllmnflo para sumergir UI.‘L fn] g
infectados, cultivos viejos, cubrgob._]cl()s para gota pcn(lu,n'La, ],)'1]).50
tas, etc., un soplete para fundir vidrio, una lrompq de ‘agual p‘u'd \c‘llcli'l
y presion, portaobjetos lisos ¥ c.\'cava.(los, E:ubreob](jto.s: llllkl ganll(}: (l‘c
de vidrio para proteger el microscopio, pinzas pard (,lu o L'O\JLcu‘])re-
Kunn, pinzas de CornNET, placas de 1)0}:ccla11a para Cf) (31:11 L'n(l‘ o
objetos, agujas, espatulas, escalpelos, tljc!'a:s y ag:;u.].a? )l“asixs 1;;10{)_
tino, si es preciso con la escala de asas de CzarLEW 51\[.‘ ‘:n r?, t: ol
jetos de cristal son indispensables: jeringuillas de llly't‘((lf)l.I itl ‘1‘1 i
nos diferentes, probetas de 10, 25, 100 y 1000 c. c., [)l]')L‘.ldb (L 1&. L,
graduadas en centésimas, y de 10 c. c., graduadas en d‘ec"1m~a's‘. actugaf
un estuche para pipelas esterilizable, frz_lscos de I-LI(‘LI;,N.\;JI;\IL;I.{, )11(1“2:
de ensayo, gradillas y pinzas para los mismos, vasos, (m’.u](-'os: I-I:w:);;
de Pertrr y de KoLLE, frascos de tapon esmerilado en \ l.(‘ll.()st cla e
y obscuros, frascos cuentagotas para alcohol y :\:1101, [msc.os .(on":(
luciones colorantes, varillas macizas y huecas, cristales de ECIOJ y cap-
sulas. Habra también papel de filtro y papel tornasol. Son ncu‘sa‘-
rios también un bano maria, termometros, tapones de goma y (l‘e L]()]-
cho, capuchones y (ubos de goma, balanzas, un CL‘I‘llI‘l‘fliga(']f)I O(]L:(i
trico y otro de agua, y desecadorcs.. Para presc‘rvarlos (l(; a.l:quulL‘bL)“
y para que no se tornen qucbragh:zos, los objetos ‘(lc Lzu{c‘ 10 ((‘ 'Lﬂ-
guardarse en cajas cerradas herméticamente, en las que se pone ¢
godén impregnado en sulfuro de cm:l')ono. ; o
Para lavar las preparaciones lefidas basta un [rusu-) laYa 0(1r )
una cubeta, pero lo mas conveniente es tener en el laboralorio agua
corriente. No debe faltar un lavabo con jabon y toallas a})undaflls;s,
teniendo siempre preparado, y a mano, sublimado al 1 %. 0 11.501 al i /'(1).
No ha de olvidarse tampoco un espejo de pared para limpiarse facil-
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mente lanto las manchas de colorantes como el materi
que pueda salpicar la cara durante el Lrabajo.

Para que la instalacion del laboralorio bacteriologico sea complela
debe tenerse también una estufa para gelalina v olra para agar ux;
agitador, un auloclave, un esterilizador por aire alienle, una nu\’wr-x
0 camara frigorifica, un armario para el instrumental v objetos d:-
cristal, olro para los medios de cultivo, un boliquin v una mesa para
las muestras de orina, heces, espulos, aulopsias, cte. Si se tienen ani-
males, éslos se guardardan en jaulas de facil limpieza y en locales
apropiados. . i

EL bacteriologo necesila tener a su disposicion, en cualquier
momenlo, las siguienles soluciones colorantes :

al infeccioso

1. Soluciéon de violeta de genciana fenicada.

D » de Lucol.

3. Fuesina fenicada diluida.

15 » » concenlrada de Zieur.
2. Solucion de azul de metileno de LOrrLen.

7. Crislal violeta Coloracion de NEISSER.
8. Solucion de vesuvina l

6. Azul de metileno con acido acético ]

Ademas deben tenerse a mano :
Alcohol absoluto. :
Alcohol con acido clorhidrico (1 2, HCI en alcohol de 90°).
Balsamo del Canada.
Aceite de cedro.
Vaselina con un pincel.
Un frasco de ErLENMEYER con agua deslilada y olro con solu-
cion fisiologica al 0¢85 9.

2. Precauciones que deben observarse al manejar
material infeccioso

El manejo de materiales muy virulentos, si no se liene mucho cui-
dado, constituye un continuo peligro para los que toman parte en un
curso bacteriologico y para cuantos les rodean. Cabe hasta la posibi-
lidad de llevar gérmenes infecciosos a sus familias, por lo que se con-
(raeria una grave responsabilidad. Por eso nos parece oportuno in-
sertar aqui algunas reglas generales sobre las precauciones mas nece-
sarias.

Antes de empezar cualquier trabajo bacteriologico ha de examinarse
si las manos ofrecen alguna herida por la que pueda penelrar material
infeccioso. Si hubiere alguna, debe vendarse. Durante el trabajo no
debe tocarse la cara con las manos, y menos aun la boca. Las elignetas
(que se peguen en los portaobjelos, para dislinguir las diferentes
preparaciones, deben humedecerse siempre con el dedo mojado en
agua : es inadmisible de todo punto humedecerlas con la lengua. Tam-
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pién ha de evitarse el uso del panuelo y locar los picaportes o peslillos
de las puertas sin desinfeclarse anles las manos.

Es indispensable, para (rabajar con subslancias virulenlas usar
un vestido de proleccion, que puede consistir en un delantal largo
ajustado al cuerpo, y mejor ain en una blusa de dril o licnz'o f'ucrlc.
La blusa debe abrocharse por la espalda, como las de los cirujanos;
tendra mangas, cinturon y un bolsillo en el pecho. Los que prefieran
un modelo que se abroche por delante, deben exigir una doble hilera
de bolones, o por lo menos que los bordes se superpongan amplia-
mente. IEn el bolsillo no deben meterse nunca los cultivos, porque al
inclinarse bruscamente, o cuando el bolsillo es muy holgado, pueden
caer y romperse, infectando el piso y el calzado. Las mangas no deben
ser demasiado anchas, y conviene que sus extremos se ajusten bien a
la muneca, mediante un botén que llevaran los punos. Si la blusa se
ensucia con material infeccioso, debe ser convenienlemente esterili-
zada ; para la limpieza corriente baslara con someterla a la cbulli-
cion, como la ropa blanca. Cuando se maneja material muy peligroso,
se puede poner sobre la blusa un delanlal de goma, si es preciso con
mangas. EEn los laboratorios destinados exclusivamente a trabajos
sobre la peste, se acostumbra usar chanclos sobre el calzado, o, al
salir del laboratorio, restregarse las suelas con un pano mojado en
sublimado o en lisol.

En todos los trabajos bacleriolégicos debe observarse la limpieza y
el orden mas exquisitos. Nada debe tirarse al suelo o dejarse sobre la
mesa, ni siquiera un papel de filtro usado, ni aun las leves particulas
que resultan al afilar un lapiz. Los frascos de alcohol, xilol y soluciones
colorantes deben guardarse siempre en gradillas de madera. Los tubos
de cultivo se ponen en vasos, cuyo fondo esté cubierto con algodon,
para evitar que se rompan los tubos. Nunca se les dejara sobre
la mesa después de usarlos, sino que se les tapara con algodon y se
les colocara de nuevo en su vaso correspondiente. Los porta y cubre-
objetos se guardaran en cajas de carton dentro de los cajones de la
mesa ; los usados se dejan en un cristalizador con sublimado, que no
debe faltar nunca, o en una solucion de 200 gr. de bicromato polasico
disueltos en dos litros de agua hirviendo, adicionando luego 200 c. c.
de acido sulfurico.

Para poder utilizar de nuevo los porta y cubreobjelos, se les hierve
durante diez minutos en dicha solucion, moviéndolos al mismo tiempo ;
se vierte después el liquido y seles lava durante cinco minutos en NaOH
diluida ; se les vuelve a hervir olros cinco minutos en la misma solu-
cién y otra vez se les lava con NaOHl diluida, y luego se lavan los
portaobjelos con agua y alcohol, y se les frota con un paio seco y
limpio (ZETTNOW).

Los cubreobjetos pueden romperse por lorpeza o por apretar de-
masiado con las pinzas de CorNET ; cuando se rompe alguno, se recogen
con las pinzas los trozos caidos, se les echa en sublimado y se desin-
fecta con este liquido la superficie de la mesa. No Lleniendo estos
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cuidados, podria ocurrir que alguno de los trocitos de cristal oca-
sionase alguna herida en las manos. Si la mesa se ensucia con ma-
terial que contenga esporos, entonces no basta la desinfeccién ordj-
naria con sublimado al 1 6 2 por 1000, sino que debe hacerse con la
llama o con acido sulfurico concentrado.

Las preparaciones, una vez terminadas y tenidas, se guardan en
sarteras o cajas preparadas ad hoc.

Sobre la mesa de trabajo no habrd mas objetos que los indispen-
sables, pues para trabajar asépticamente es condicion fundamental
que la mesa eslé desocupada. Para principiantes, podria fijarse un
sartel en la pared, en sitio bien visible, que recuerde la necesidad del
buen orden: « Devuelve limpio a su sitio, eualquier objeto que hayas
usadoy» (Her).

Asas y agujas.  Anles de empezar el trabajo con cultivos, para no
llevar ningiin germen extrano a la preparacion, se quemaran a la llama
el asa y las agujas, y lo mismo se hace después de terminar la prepara-
cion; jamas se dejaran sobre la mesa sin pasarlas antes por la llama ; lo
mas conveniente es ponerlas en un estuche especial destinado a este fin.
De olvidar estas prescripciones, puede ocurrir que al dejarlas sobre la
mesa se extienda por ésta la substancia infectada adherida a la punta.
No basta quemar a la lampara el extremo del asa o aguja ; con ello no
se destruird todo el material infeccioso que pudiera estar adherido,
porque al recogerlo de los tubos la varilla del asa pcnetra.mucho en
¢éstos y toca sus paredes, de modo que las bacterias adheridas a esta
parle pueden pasar al mango ; por consiguiente, éste, en toda su lon-
gitud, ha de pasarse por la llama. Cuando en el asa qu_cda bastante
cultivo, es especialmente recomendable la buena practica de poner
el extremo del asa en el centro de la llama de gas ; asi, por el calor
recogido en los lados del asa, se carboniza 1011tamcntc el rqaterial
infeccioso contenido en el centro. Con este procedimiento se evita que
salten particulas muy pequenas de material infectado sobre la mesa, y
el peligro consiguiente.

Cubreobjelos y porlaobjelos. Las preparaciones son mas limpias y
se conservan mejor con cubreobjetos, pero por la sencillez y para eco-
nomizar cristales las preparaciones ordinarias se hacen sélo con el por-
taobjelos. Después de extender el material sobre éste, se coge con las
pinzas de COrNET, que en una de sus caras tienen un botéon o una
aberlura ovalada para indicar que de aquel lado debe cstar'el frotis
de la preparacion. No es recomendable tampoco frotar el materlz}l indis-
tintamente sobre los cubreobjetos. La gota de agua se pone precisamen-
te en el centro del cubreobjetos, y después de depositar en ella el mate-
rial, se la extiende sin que llegue a tocar los bordes del. cubreob_]c't-os.

Las preparaciones, después de secadas al aire unos minulos, se fl]gn
pasandolas tres veces por la llama. Pero aun después de ijz}'(lzls y Lle-
nidas, debe tenerse en cuenta que el material de la preparacion puede
ser Lodavia infeccioso. Si no se han fijado bastante, puede arrastrar la
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solucion colorante algo del material, y a pesar del fuerte poder bacle-
ricida de los colores de anilina, gran parte de los microorganismos
pueden ain mantenerse vivos y con poder patégeno. Las preparaciones,
después de lenidas, se secan ordinariamente con papel de filtro. Para
evitar que subslancias infecciosas del cubreobjelos humedo pasen a
la mano a (ravés del papel, se dobla la hoja por medio, y asi doblada,
se abarca el cubreobjetos por ambas caras.

Desecacion del malerial infeccioso. Es muy peligroso el material
infeccioso seco, por ejemplo esporos de carbunco secos en una hebra
de seda. Se sabe por experiencia que los esporos de carbunco conser-
van la vida largo tiempo en el polvo, y que por la accion del viento
pueden mezclarse con el aire respirado y producir asi el carbunco pul-
monar, de fatal desenlace siempre. Las experiencias de desecacion deben
realizarse siempre en un lugar protegido con un pliego de papel de filtro
y separado de las olras mesas de trabajo. Mientras se trabaja con ma-
terial desecado han de evilarse en absoluto las corrientes de aire y
hasta respirar con fuerza. Es indispensable trabajar con mucho cui-
dado y gran atencién. Terminado el trabajo, se quema el papel de
filtro, sin sacudirlo.

Desinfeccion. Hemos detallado ya la desinfeccion de las agujas
de platino. Los objetos sin valor, infectados, deben quemarse enseguida;
nunca deben tirarse al cubo de residuos materias infectadas. Los instru-
mentos contaminados se esterilizan inmediatamente, hirviendo ins-
trumentos y recipientes metalicos en una débil solucion de sosa. Al
hacerlo, es preciso que la solucién cubra por completo los objetos in-
fectados. Ha de procurarse que las paredes del recipiente empleado
sean allas, a fin de que al hervir el liquido, que forma espuma con fre-
cuencia, no pueda derramarse, pues cuando ha hervido poco tiempo
puede contener aun gérmenes infecciosos vivos. Si se derrama algo
de liquido, se vierte encima una soluciéon de sublimado o lisol y se le
deja actuar algunas horas; si el liquido llega al suclo, se procedera de
igual manera.

La desinfeccion de las manos debe hacerse lavandose y frotandose
con cepillo en los cristalizadores con sublimado, dispuestos en todo
momento en el laboratorio ; es erroneo el criterio de lavarse y secarse
las manos en seguida de desinfectarlas ; especialmente después de tra-
bajar con material muy virulento, el sublimado debe dejarse secar
sobre ellas. Al terminar cada sesion se lavan las manos con agua y
jabén, luego en agua clara y abundante, y por ultimo se desinfectan
con sublimado ; para evitar que se agrieten basta untarlas con lanolina
o glicerina.

.. Gola pendienle. El examen en gola pendiente ofrece grandes
dificultades para los principiantes. Ocurre con frecuencia que al en-
focar rompen el cubreobjetos, y el malerial infeccioso llega entonces
a la lente del objetivo. El alumno no debe contentarse con arrojar
la preparacion estropeada y el portaobjetos en el cristalizador con su-
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blimado; debe también esterilizar perfeclamente la platina y sobre
todo el objelivo, haciéndolo con gran esmero y empleando el alcohol
con preferencia a otro cualquier medio.

Preparaciones por impresion. ISslas preparaciones se realizan
siempre lomando el cubreobjelos con las pinzas y colocandolo sobre
la colonia que se quiera examinar. Claro estd que el cubreobjetos
no debe levanlarse nunca con los dedos, sino con la pinza. Tampoco
debe tomarse con los dedos, como con frecuencia se hace, al fijarlas
y al lenirlas, porque con ello es casi inevitable la infeccion de la mano.

Extraccion del malerial de los lubos de cullivo. Para que la luz
facilite la extremada puleritud del trabajo, es conveniente tomar el
tubo de cultivo entre el pulgar y el indice de la mano izquierda, de
modo que la palma de la mano esi¢ hacia arriba y el fondo del tubo
hacia fuera. Primeramente se quita el tapéon de algodon dandole vuel-
tas, no sencillamente tirando, porque entonces quedan restos en el
tubo ; el tapon se coloca entre el tercero y cuarto dedos de la misma
mano, manteniendo hacia fuera la parte que ha estado metida en el
tubo, para que no toque los dedos. Después se quema la boca del tubo
y se extrae el cultivo con el asa o aguja. Esta se coge por el mango,
como una pluma. Después de quemar el asa y dejarla, se vuelve a
quemar el tubo, se coge el tapon de algodon, se le quema ligeramente
y se Ltapa el tubo, volviendo a colocar éste en su sitio.

Preparacion de placas. Al preparar placas de agar o gelalina, se
observa con {recuencia que se dejan sobre la mesa los tubos de dilucion,
en los que se mezcela el material infeccioso con agar o gelatina, después
de verter el contenido en las placas de PeTrI esterilizadas. A fin de
evitar la contaminacion del lugar en que se Lrabaja, los tubos usados
deben dejarse inmediatamente en un cristalizador con sublimado,
de manera que se llenen de liquido. Sobre la mesa no debe caer gota
alguna de los tubos.

Pipelas. Antes de sacar las pipetas de la caja deben desinfec-
tarse cuidadosamente las manos, porque el dedo pulgar ha de tapar
la abertura superior de la pipeta al manejarla, y esa misma abertura
va después a la boca. Las pipelas se sacan con facilidad de la caja
en que han sido esterilizadas, inclinandolas sobre la tapa entreabierta,
de manera que al abrirla por completo sobresalen del laton de la caja.
Entonces es facil sacar una pipeta sin tocar la boquilla de las demas.
Si la boquilla de la pipeta tocase un objeto cualquiera, se la pasa por
la llama o se toma otra de la caja. Por la gran posibilidad de infeccion
al manejar la pipeta, es preciso observar un cuidado extraordinario.

Cuando se trabaja con baclerias palogenas, hay que introducir por
la embocadura de la pipela un algodon, que sin embargo deje pasar
el aire. Con esla precaucion, ya se puede succionar. En el laboratorio
se tendran siempre dispuestas pipetas estériles de esta clase. Cuando
por inadverlencia llega el liquido a la boca, con lo cual se corre el
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riesgo de una infeccion, debe enjuagarse la boca repelidas veces con
agua oxigenada al 1 %. En todo caso lo mejor es, cuando s¢ mancja
material infeccioso, suprimir en absoluto la succion con la boca y veri-
ficarla con una pera de goma u otro medio semejante.

Invesligacion en animales. Para operar en animales es indispensa-
ble el auxilio de personal instruido que esté familiarizado con la posi-
cion que deba adoptar el animal al operar. Hay que tener cuidado
también de que el ayudante no sea herido por el bisturi o la jeringuilla
del operador. Parte de las infecciones de laboratorio son debidas a
descuidos al operar animales. Con los animales ya inoculados ha de
tenerse presenle que los gérmenes pueden estar en la piel de aqué-
llos, no solo por haberlos recibido en el momento de la inyeccion o
porque se elimine de las lesiones provocadas, sino también en los ca-
sos en que el agente infeccioso es evacuado con los excrementos y la
orina del animal. Hemos de procurar, ademas, que ni el operador ni
el ayudante sean heridos por mordedura o aranazo de los animales.
En casos especiales, se usaran guantes y se Lomaran los animales con
pinzas. Cualquier aranazo o mordedura debe considerarse como conta-
minacion, y tratarla en consecuencia. El empleo de la tintura de yodo
o la cauterizacion con el acido nitrico es recomendable en eslos casos.

El narcético mas usado es el éter, y al emplearlo deben apagarse
todas las llamas proximas, y especialmente las de los encendedores de
los mecheros de gas, pues, como es sabido, los vapores de éter son muy
explosivos, y la mas pequena llama bastaria para producir la explosion.
Por consiguiente es preciso trabajar con las debidas precauciones.

Jeringuillas de inyeccion. Cuando las jeringuillas tienen bur-
bujas de aire, para expulsarlas se pone la jeringuilla hacia arriba y
se empuja el émbolo. Al hacerlo es muy facil que una pequena cantidad
de liquido infecte las manos o la mesa, circunstancia que se remediara

“colocando un trozo de papel de filtro o de algodén atravesados por la

aguja. Si el émbolo no corriese bien, no debe forzarsele, porque salpi-
caria material infeccioso al ceder, sino que se buscara el motivo de
la resistencia, y si no se vence, se utilizara otra jeringuilla.

Aulopsia de animales pequeiios. Para evilar contaminaciones, al
verificarla se extiende sobre la mesa de autopsias una cubierta de papel
embebido en sublimado, y se tiende sobre la misma el cadaver del
animal. Terminada la autopsia, se cubre el cadaver con papel de filtro
0 algodén impregnados en sublimado, a fin de evitar que las moscas
recojan y extiendan la infeccion. El cadéver se quema después en el
horno de cremacion. Cuando se trata de materiales muy infecciosos,
la autopsia debe hacerse con guantes de goma.

. Observaciones finales. En las lecciones de un curso, y en par-
}wular mientras se realizan trabajos bacteriolégicos, no se debe comer.
I‘o.da una serie de infecciones de laboratlorio se han adquirido al ma-
nejar la pipeta, pero otras tantas, quiza, pueden atribuirse a tomar ali-
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mentos tomados con las manos antes de desinfectarlas. De aqui se de-
duce la imprescindible necesidad de no comer durante las horas de
trabajo, sin haberse antes desinfectado las manos.

Finalmente indicaremos algunas medidas de precaucion para los
fumadores. El cigarro debe dejarse de modo que la parte encendida esté
apoyada, quedando saliente y en el aire el extremo que se lleva a los
labios, pero lo mejor es no fumar durante los trabajos bacterioldgicos,
porque siempre es grande el peligro de llevar a la boca, con el cigarro,
malerial infeccioso. Cuando se Lrabaja con gérmenes peligrosos, no
debe fumarse en absoluto.

3. Investigacionfen[animales

El instrumental necesario para la investigacion en animales es
e! siguiente :
"~ 1. Jaulas para guardarlos.
2. Mesas de operaciones para sujetarlos al operar.
3. Jeringuillas de inyeccion, y demas instrumental necesario.

F16.53. Tarro para
ratones y ratas FF16. 54.  Jaula para conejos y cobayos

En las figuras 53 a 59 pueden verse la forma y detalles de los
utensilios mencionados.

Las ratas y ralones se guardan en tarros de vidrio, altos, cu-
biertos con tejido metalico, sobre el cual se pone un peso. En los
larros debe anotarse el nimero de animales, la clase y fecha de la
inoculacion, peso de los mismos, ete.

Los cobayos y conejos se encierran en tarros de alfareria con tapa
de alambre o en jaulas de hojalata redondas o rectangulares. Los
animales deben estar dentro de la jaula sobre un piso de alambre
superpuesto, para que las excreciones no ensucien tanto la paja.
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Los animales se marcan con colores diferentes o con scﬁalo.s: de
metal, que se atraviesan en las orejas. Las aves se marcan con aml}os
de latén en los pies. Para evitar confusiones, aconsejamos resenar
con exactitud los animales, anotando (lclalk:s, como p()l'.('_](‘n'lpl(),
oreja izquierda, negra; caslana, la derecha; nariz negra; a la izquierda

F1e. 55. Mesa de operaciones de MALASSEZ

del lomo, mancha amarilla ; el resto blanco, etc. También se pueden
usar sellos de goma especiales, en los que pueden senalarse 'los colores.
La temperatura de los animales se toma con un termémetro que
se les introduce en el ano. :
La inoculacién en animales es indispensable para fines diagnosti-
cos y poder distinguir las especies, asi como para comprobar su viru-

FF1G6. 56.7 Mesa de operaciones para galos pequeiios, ratas
y cobayos (modelo CowLr)

lencia y el aumentlo de las mismas, y para investigaciones de sero y
quimioterapia. v

Es conveniente muchas veces limpiar de pelo o plumas el silio
de la inyeccién, valiéndose de la tijera, con navaja de afeitar o por
depilaciéon.

Los métodos de inoculacion son los siguientes :

1. Infracutdinea; empleada para cl diagnostico de la tuberculosis

y difteria.
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2. Culdnea (PirQuet). Consiste en unlar con el material infec-
cioso la piel afeitada, o rasgunar ésta y depositar el materia]
en la herida.

3. Subculdnea.

a) En una bolsa de la piel ; introduciendo el material inoculado
en el tejido celular subcutanco por una herida hecha con
Lijera estéril. En ratones y ralas se practica en el arranque de
la cola; en los cobayos, sobre el pecho o vientre.

b) Por medio de una jeringuilla.

¢ on R : Fic. 58. Caja de operaciones para
1G. 57. Inyeccion intraperitoneal extraer sangre y practicar inyecciones

con manguilo auxiliar intravenosas en conejos, segiin MicHEL

4. Intraperiloneal ; se hace con aguja de punta obtusa, para evi-
tar las lesiones del intestino, muy fciles si la punta es aguda.
La penetracion de la aguja se facilita con un pequeno corte
de lijeras en las capas de la piel, hasta la capa muscular.

5. Intrapleural e inframuscular.

6. En la cimara anterior del ojo.

7. Intravenosa o inltracardiaca.

8. Por alimenios.

a) Por la boca.
b) Por catéteres elasticos introducidos hasta el estémago.
Finalmente, para ser completos :

9 1nor1_1{acién por inhalacién ; para ésta se deben tomar pre-
cauciones exlraordinarias, consistentes en realizar el expe-
rimento en espacios cerrados herméticamen te, a fin de evitar
infecciones de laboratorio.
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‘4. Autopsia

Cuando hay que aulopsiar a los animales, se procede en la forma
siguiente :

En primer lugar, ha de establecerse como regla general no locar
al animal con las manos. Se le tiende de espaldas en la mesa de autop-
sias sujetando las extremidades con cuerdas, clavos, punzones o al-
fileres. El vientre se humedece con sublimado o solucion de lisol para
evitar la dispersion del pelo y malar los parasitos. Si es preciso, se
quema el pelo con alcohol ; las plumas deben arrancarse.

A conlinuacion se traza una incisién en la linea media, desde el
cuello a la sinfisis, mediante un instrumento estéril ; se discca la piel,
se la vuelve hacia fuera y se sujela a la mesa. Luego se procede a cor-
tar los musculos del vientre por la linea media, sin lesionar el intestino.

I'16. 59. Mesa de operaciones para conejos, cobayos
y ratas. Modelo de FRIEDBERGER

La cavidad loracica se abre seccionando las costillas por ambos lados
del esternén, que se levanta después en alto. Entonces pueden obser-
varse las distintas visceras, se examinan también los ganglios ingui-
nales y se procede a la extraccion estéril de los 6rganos sospechosos.
Durante la autopsia deben quemarse con frecuencia los instrumentos
o renovarlos por otros esterilizados y, al terminarla, no se dejaran sobre
la mesa, sino que se esterilizaran, hirviéndolos en un recipiente con so-
lucion de sosa al 2 %,

Si se quiere hacer cultivos con los 6rganos, se quema la superficie
de éstos con un escalpelo al rojo, se incinden luego con escalpelo este-
rilizado, y con un asa pasada por la llama se recoge el material y se
siembra en medios solidos y liquidos. Para el examen microscopico se
preparan frotis de los 6rganos infectados. Las particulas duras, como
los tubérculos, se aplastan entre dos portaobjetos, para examinarlas.

Terminada la autopsia, los restos del animal se llevan al horno
de cremacion. Si no se dispone de éste, pueden enterrarse envueltos
en un pano embebido en sublimado, o destruirlos con acido sulftrico
concentrado.
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La mesa de autopsia se lava, después de usarla, con sublimado
al 1 6 2 por 1000.

Los organos especialmente adecuados para demostraciones o
experimentos se tratan con solucion de KKAISERLING.

1. Fijacion del organo hasta decoloracion completa en la so-
Iucion 1.

1tk o0 e B e Lot e N Rt 50 e o et 22008 paztes
ST b e A Sl ey e 1000 »
INTECHTD "€ POLASAL T o« od s s ts et e mns iR
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2. Para restablecer el color de la sangre, se tratan con alcohol
de 80° que se renueva varias veces.

3. Llevarlos a una mezcla de

e e e e o . 2000 partes .
Acelato de potasa........ St R () liquido conservador
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PARTE ESPECIAL

A. Bacterias patégenas

I. Cocos patégenos

Los cocos o baclerias de forma esférica se clasifican de una
manera natural, atendiendo a la caracteristica morfolégica de las
agrupaciones dependientes de la division celular. Si ésta se realiza
de un modo desigual, en distintas direcciones, se originan montones
irregulares semejantes a racimos, por lo cual se les denomina estafilo-
cocos. Cuando la division se realiza en una o varias direcciones per-
pendiculares entre si, se forman agrupaciones regulares caracteris-
ticas para cada especie o grupo. Si la division tiene lugar sélo en una
y siempre la misma direccion, se forman cadenas, constituidas por
una seriec mas o menos larga de individuos aislados, recibiendo en
este caso el nombre de esfreplococos. En algunas especies las cadenas
son muy cortas, constando unicamente de 4 a 6 elementos ; en otras,
las células, hijas de la division, permaneccen dispuestas por pares y
se denominan diplococos, entre los cuales aun pueden establecerse dife-
rencias derivadas de la forma de los cocos; unas veces, éstos son
perfectamente esféricos, otras son elipticos, y dentro de estos ul-
timos el mayor diametro puede ser perpendicular a la linea de divi-
sion, como sucede con el diplococo de la neumonia, en cuyo caso
resulta la forma lanceolada, o ser paralelo a la linea de division, pre-
sentando ademas los cocos sus caras internas aplastadas y con una
escotadura o depresion que les da un aspecto reniforme o de habi-
chuela, como ocurre con el gonococo y el meningococo. La segmen-
taciéon celular puede también realizarse segun dos direcciones per-
pendiculares entre si en un mismo plano, resultando grupos de cuatro
elementos, a los que se da el nombre de merista o telradas, como se ob-
serva con frecuencia en estas dos ultimas especies patogenas citadas,
Yy con regularidad absoluta en el micrococcus telragenus. Por ultimo,
la segmentacion puede efectuarse siguiendo las tres direcciones del
espacio, de lo cual resultan formas parecidas a un paquéte o fardo
de mercancias, constando siempre de ocho elementos agrupados en
dos planos, y denominandose entonces sarcinas.
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Ista clasificacion no es tan solo una division artificial basada en caracleres
puramente exteriores, ya que a los caracleres morfolégicos corresponden en mag-
yor o menor proporecion otros bioldgicos, como por ejemplo su comportamiento
respeclo al Gray, su desarrollo en los medios de cultivo, ele. En casi lodos los
grupos de bacterias esféricas establecidos se encuentran especies paldogenas: uni-
camenle entre las sarcinas no se conoce hasta ahora especie patogena alguna.
Los eslreplococos ovales presentan muchos caracleres alines con ciertos bacilos
tambicn ovales, especialmente con los del grupo del bacilo liaclico, dentro del cual
ciertas especies fueron denominadas estreplococo liclico por unos autores y bacilo
lactico por olros. Algunas especies de bacilos ovales muy cortos fueron tomadas
erroneamente por cocos, como por ejemplo, el bacillus prodigiosus, tan conocido
por sus facultades cromogenas. Il germen de la fiebre de Malla, todavia hoy, se
designa casi siempre con el nombre de micrococeus melilensis, aunque indudable-
menle se trata de un bacilo.

Las bacterias de forma redonda carecen de esporos y, a excepeion de algunas
sarcinas, no poseen movimiento.

1. Estafilococos piégenos

rin casi lodas las afecciones que se acompanan de formacion de pus figuran
los cocos como agentes causales de esle proceso, ya sean los estafilococos, va los es-
treptococos. La opinion de BirLLrori
v otros, de creer que se trataba de
un solo germen de variadas formas,
denominado «cocobacleria séptica »
solamente pudo admitirse cuando no
era posible una separacion bien de-
finida entre las diversas especies, pero
tuvo que ser abandonada tan pronto
como se consiguié el aislamiento en
cultivos puros de cada uno de los
gérmenes pidgenos. RoseExBacu de-
mostro, por medio de cullivos, la pre-
sencia constante de estafilococos en
ciertas heridas infectadas. Mas tarde
GARRE, KRAUSE y SCHIMMELBUSCH,
valiéndose de la experimentlaciéon en
animales y en el hombre, consiguieron
demostrar con toda claridad la signifi-
cacion etiologica de los estafilococos.

El staphylococcus piogenes
aureus es el agente piogeno
F16. 60.  Estafilococos. Cultivo puro. mas frecuente; su calificativo
Coloracion de Gram (aumento 1:500) de dorado se debe a la facultad
que tiene de producir en los
cultivos, y en presencia del oxigeno, una substancia de color amarillo
de oro. Algunos estafilococos piogenos dan lugar a la produccion
de un color amarillo de limén en el medio de cultivo, y, en cambio,
hay otros que no producen pigmento alguno (staphylococcus cilreus
y albus). La formacion de pigmento no es un caracter especifico y
puede desaparecer en los cultivos viejos de laboratorio. Los cultivos
de estafilococo en caldo se enturbian uniformemente. En ellos la
gelatina se funde lentamente.
Al examen en gota pendiente y en las preparaciones lefidas,
los estafilococos se presentan agrupados en montones irregulares ;

b
los germenes  aislados ofrecen tamaios diversos, pero su medida
aproximada es 1y de diametro ; los tamafios mayores corresponden
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a las formas de desarrollo proximas a la division. Il eslafilococo pio-
geno es Gray posilivo. ' '

Los estafilococos pertenecen a la clase de microorgansmos que
se.desarrollan bien en todos los medios de cullivo ordinarios, lanlp
acrobios como anacrobios. No exigen medios especiales, al contrario
de lo que sucede con el gonococo y el meningococo, de los ct.la'l’cs
nos ocuparemos luego, que requieren para su desarrollo la gldx‘cmn
de albiminas de origen humano a los medios de cultivo. Asimismo
la reaccién del medio no es factor importante para los cultivos del
eslafilococo. Le convienen
los medios débilmente al-
calinos, pero su desarrollo
tiene también lugar en
los medios débilmente aci-
dos y en los alcalinos de
concentracion relativa-
mente alta. Los estafilo-
cocos estan dotados de
una gran resistencia al
calor y a otras influencias
desfavorables. Solo mueren
con seguridad bajo la ac-
cion de lemperaturas de
80° soslenidas duranle
media o una hora. Resis-
ten a la desecacion durante
meses enleros, y algunas

razas de estafilococos ofre- I1c. 61. Estafilococo dorado
cen también bastante re- Placa de agar-sangre (lamaiio natural)

sistencia a los desinfectan- 4 i T
tes quimicos; asi, por ejemplo, la accion de una solucion (.lc SllPll—
mado al 1 por 1000, durante media hora, no siempre basta para
destruirlos. L

Las siembras en agar presentan, entre las doce y las .vcmllcuulm
horas, una capa espesa, viscosa, blanca, o de colm: amar_lllo de oro 0
de limon, segun la facultad eromogena de la especie cu}hvadu. I\;n fel
caldo producen un enturbiamiento uniforme. ‘Ija gelatina y F‘l.SLlCKO
sanguineo coagulados se liquidan por la accion de fermentos pep-
tonizantes.

Los estafilococos producen, ademas, ()ll"().S fermenlos, l:‘\s hcl}\o-
lisinas, que en los cultivos en caldo se manifiestan a los siete 'dlas.
Si hacemos pasar uno de estos cultivos de estafilococos a lravés de
un filtro de BERKEFELD, con lo cual queda libre de bactlerias, y mez-
clamos cantidades progresivamente menores de ’filtrado con una
emulsion de globulos rojos de carnero, se obscrvar.a, 'z\l cabo de una
hora de permanencia en la estufa a 37°, o a las veinlicuatro horas 911
la nevera, una disolucion de los globulos rojos, mayor o menor segun
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la cantidad del filtrado empleada (prueba cuantitativa de las hemo-
lisinas segun NEisser). De un modo mucho mas sencillo se com-
prucba la existencia de hemolisinas por la aparicion en una placa de
agar-sangre de halos claros alrededor de las colonias desarrolladas.

En los exudados a que dan origen las infecciones estafilococicas,
demostro vax pe VELDE la presencia de un fermento disolvente
de los leucocitos, fermento que consideré como un producto de se-
crecion de los estafilococos. Puede observarse al microscopio como
los leucocitos bajo la accién de este fermento, pierden desde luego
sus movimientos, sc
hinchan después y, por
tultimo, se disgregan por
completo. M. NEISsEr
emplea para la demos-
tracion de este fermen-
to, llamado leucocidina,
el método bioscopico,
que se funda en el hecho
de que los leucocitos
mezclados con azul de
metileno pierden su po-
der reductor normal so-
bre la materia colorante
a consecuencia de la
accioén nociva de la leu-
cocidina.

Es muy digno de
notarse que los dos fer-
mentos que acabamos
F16. 62. Pus con eslafilococos. Coloracion con de citar se forman en

fucsina fenicada diluida (aumento 1 : 500) gran cantidad, lo mismo
por las razas de estafi-
lococos procedentes del pus, que por los estafilococos (ue tienen una
existencia latente en la piel y en la mucosa respiratoria. Estos tltimos
son considerados como variedades atenuadas del estafilococo piégeno,
y presentan también por ello diferencias respecto a la aglutinacion.
La prueba de la virulencia de los estafilococos se realiza por la inves-
ligacion en animales, especialmente por la inyeccion intravenosa en
los conejos, que da lugar a la formacién de abscesos, particularmente
en los rifiones ; la inoculacion directa en la articulacion de la rodilla
produ'crc una artritis purulenta. También se han demostrado los efec-
tos pidgenos (_le los estafilococos en el hombre (friccionando la piel
sana con cullivos virulentos, se han originado pustulas de acné y fo-
ranculos).
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2. Estreptococos piogenos (Streptococcus pyogenes)

Los estreptococos desempeian un papel de importancia en la
patologia humana, a causa de las numerosas enfermedades a que dan
origen, no so6lo como agentes tnicos de determinadas manifestaciones
morbosas, sino también por su asociacién a otras infecciones. Los
estreplococos producen supuraciones agudas y abscesos, y son los
agentes de la erisipela, de la endomelritis puerperal y de la septi-
cemia, y causan con frecuencia la piemia, la osteomiclitis y la endo-
cardilis séplica. Las infecciones estreptococicas secundarias se pre-
sentan especialmente en .
la escarlatina, viruela,
reumatismo articular,
difteria, tuberculosis
pulmonar, tifus exante-
matico y otras enferme-
dades. Gracias al descu-
brimiento de estos gér-
menes por RINDFLEISCH,
KLEBS y BiLLROTH en las
heridas supuradas, y por
0GsToN, FEHLEISEN Yy
IRosENBACH en la erisipe-
la, pudo demostrarse el
estrecho parentesco exis-
tente entre estas infeccio-
nes piégenas de curso cli-
nico tan distinto.

Los estreptococos son
Gray positivosy forman F16. 63. Estreptococos. Cultivo en caldo
cadenas mas o menos Coloracion de Gray (aumento 1 : 500)
largas, cuyos elementos
algunas veces son alargados y de distintas dimensiones.

La formacion de cadenas, caracteristica en los estreptococos, se
observa especialmente en los cultivos en caldo; en medios so6lidos,
a menudo, en lugar de formar cadenas, aparecen agrupados en mon-
Lones.

El estrepltococo se desarrolla perfectamente a temperaturas de
30° a 37° y en medios de reaccién débilmente alcalina ; algunas razas
son anaerobias. No liquida la gelatina. En agar, la mayor parte de
las razas forman colonias pequenas, delgadas, no confluentes, de
color gris azulado por transparencia, con el centro granuloso y los
bordes transparentes, lisos o filamentosos; en agar con sangre de
conejo se observa un halo claro alrededor de las colonias, debido
a la accion de un fermento hemolitico producido por el germen. De
todas estas caracleristicas del sfreplococcus longus, que ofrece ca-
denas de ocho y mas eslabones, se apartan algunas razas, ya sea for-
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mando cadenas corlas (sireplococcus brevis), ya sea demostrando otras
propiedades en los medios de cullivo ; asi, por ejemplo, el streplococcus
viridans produce, en el
agar con sangre, un pig-
mento verde por (rans-
formacion de la hemo-
globina ; olras razas
( streplococeus  mucosus )
se dislinguen por su des-
arrollo mucoso en los
medios solidos, y por la
formacion de capsulas en
los animales. También
en los cultivos en caldo
se observan diferencias
enlre unas y olras razas -
el sireplococcus  conglo-
meralus  forma  gruesos
copos en el fondo del
tubo, quedando el resto
del caldo claro, mientras
& I'16. 64. Placa de agar-sangre que otras razas enturbian
slreplococo hemolitico (Tamaino natural) uniformemente el medio.
Pero todas estas diferen-
cias casi nunca son lo suficientemente constantes para que admita-
mos diversas especies. La mayor parte de los bacteriologos son unicistas
a esle respecto, y aceptan que solamente se Lrata de diversidad
de razas y variedades de
una misma especie.
También la virulencia varia
mucho de unas a olras razas.
Para los experimentos en ani-
males se ulilizan especialmente
los conejos y los ratones blan-
cos. Algunas razas poseen una
virulencia tan extraordinaria,
que basla la inyeccion intrave-
nosa de los pocos individuos
conlenidos en una millonésima
de centimetro ctibico de cullivo
en caldo para matar al animal.
La determinacién indirecta de
la virulencia respecto al orga-
nismo humano puede hacerse,
segiin BURGERS, por el compor-
tamiento del estreptococo frente
a la actividad fagocilaria de
los leucocilos, por la cual los
gérmenes virulentos son fagoci-
tados en mucho menor grado
que los avirulentos. Estos ulti-
> ) mos se encuentran en las H!u'
FiG. 635. Estreptococos del pus. Coloracion de  cosas de las vias respiratorias
GraM (aumento 1 : 500) de la mayoria de personas $a~
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nas ; tales epifitos, ordinariamente inofensivos, pueden originar infecciones
mixtas o secundarias lan pronlo como una infeccion (escarlatina, difteria) u
olra causa cualquiera (traumatismo, enfriamiento) disminuyan la resistencia
normal del organismo. )

IEl estreptococo determina también supuraciones en los animales, segin se
ha observado especialmente en las inflamaciones de las mamas en los animales le-
cheros, en cuyo caso pueden verse en el sedimento de la leche los estreptococos
junto a los leucocilos polinucleares. Las relaciones de parentesco entre el sirep-
lococcus laclis y los bacilos licticos han sido ya mencionadas. Existen también,
por olra parte, relaciones de parentesco entre algunas razas de estreplococos y el
neumococo (véase el apartado siguienle). La mavyor parte de los cslrcplocdcm
son bastanle resistenles a las influencias exteriores, aunque no en lan alto grado
como los estafilococos.

3. Neumococo (diplococcus lanceolatus)
A EBerTtn se debe la primera demoslracion microscopica indudable de este

germen en 'cl infarto ])ulmonuy vy en la pleura y piamadre, inflamadas, de un caso
de neumonia. Iiste aulor deseribio ya la agrupacion en parejas de este coco. Posle-

I'16. 66. Neumobacilo del raton. I'16. 67. Neumobacilo de FRIEDLAN-
Coloracion de eapsulas (aumento 1:500) peRr. Coloracion con fuesina fenicada
diluida (aumento 1: 500)

riormente, R. Kocn, FRIEDLANDER ¥ otros demostraron tambi¢n su presencia en
cortes de pulmones procedentes de casos de neumonia. Cuando Koci dié a conocer
sus procedimientos de cultivo de bacterias, FRIEDLANDER, A. FRAENKEL y.\\ EICH-
SELBAUM intentaron la oblencion de cultivos del microorganismo descubierto en
la neumonia. FRIEDLANDER consiguio aislar un bacilo capsulado (bacilo de IFRIED-
LANDER) por medio de cullivos en gelatina a la lemperatura ambiente, o sea en
condiciones desfavorables al crecimiento del neumococo. FRAENKEL v WEICH-
SELBAUM, con cullivos en la estufa a 37°, procedentles de siembras de espulos,
pulmones, sangre, bazo, peritoneo y meninges de diversos casos neumonicos,
consiguieron aislar un germen que por su agrupacién en parejas y por su forma
de lancela se le llamé «diplococo lanceolado» y fué considerado como el agenle es-
pecifico de la neumonia crupal, por lo que se le designé también, para abreviar,
con el nombre de neumococo (FRAENKEL-WEICHSELBAUM). Ademas de_este ger-
men, pueden lambién provocar procesos neumonicos el bacilo de la gripe, el de
la pesle, los estreptococos y el diplobacilo de IFRIEDLANDER, pero todos estos
procesos se diferencian del cuadro clinico propio de la neumonia crupal.

L.os neumococos se encuentran, como agenles infecciosos laten-
tes, en la saliva de casi todas las personas sanas, y desempenan un

GOTSCHLICH - SCHURMANN : Microparasilologia. 11
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papel de importancia en la patogenia de algunas arlrilis purulentas,
abscesos cerebrales, meningilis, olitis y endocardilis, asi como tam-
bién en ciertas complicaciones consecutivas a las afecciones inflamato-
rias pulmonares. Del mismo modo que el estreptococo, puede lambién
el neumococo producir una septicemia si el germen llega a penetrar
en el torrenle circulatorio. En algunos casos, ademas, se ha encon-
trado el neumococo en ciertas formas de conjuntivitis, y como agente
causal de las ulceras serpiginosas de la cérnea. :

1 aspeclto caracteristico del neumococo en las preparaciones
hechas con espulo o pus neumocoécico, o con sangre o jugo de érga-
nos de animales infectados con este germen, es el siguiente:
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pues en lal caso los neumococos aparecen también, la mayoria de
veces, formando cadenas. En las preparaciones de cullivos en agar
se observan también formas muy distintas, unas como diplococos,
otras como estreptococos ; en algunas parejas, el neumococo presenta
la forma lanceolar, en olras es redondo. Ademas, en los medios de
cultivo casi nunca se observa la formaciéon de *apsulas, o, si se observa,
es de una manera imperfecta. Unicamente puede verse la formacion
de céapsulas, con bastante claridad, mediante cultivos en suero o en
leche.

Segun NEUFELD, exislen variedades de neumococos que tampoco
forman capsulas en el organismo de los animales, v que, ademas, de-

IF16. 68. Neumococos (Pus). IF16. 69. Neumococos. I'rolis de sangre
Coloracion de Gram (aumento 1 : 500)  de raton. Coloracion de capsulas (aumen-
to 1: 500)

Aparecen agrupados por parejas de forma oval o con su extremo
exlerno algo mas agudo, semejando una lanceta o llama de bujia ;
rara vez forman cadenas cortas de cuatro a seis elementos. Las pare-
jas o las cadenas estan rodeadas de un halo claro, el cual permanece
incoloro con las anilinas usadas ordinariamente en la coloracion,
pero que puede hacerse claramente visible valiéndonos de los métodos
empleados para la coloracion de capsulas (véase pag. 16). El neumo-
coco es Gram positivo, y con este método de coloracion se obtienen
preparaciones muy demostrativas, especialmente en los cortes.

El neumococo -observado en preparaciones hechas a partir de
los medios de cultivo, tiene un aspecto bastante diferente del germen
procedente del organismo animal. Es muy dificil diferenciar morfo-
logicamente las preparaciones de neumococos, obtenidas de cultivos
en caldo, de las de eslreptococos cullivados en este mismo medio,

F16. 70. Neumococos. Cullivo puro. [F1G6. 71. Neumococos. Cullivo en caldo.
Coloracion de Gray (aumento 1 : 500) Coloracion de GrayM (aumento 1 : 500)

muestran sus caracteres atipicos en el hecho de que en la experi-
mentacion en animales no son influidas por el suero especifico obtenido
con neumococos Lipicos. Estas variedades atipicas solo se encuen-
tran muy raras veces como agentes patogenos del hombre.

Por lo que se refiere a los medios de cullivo, los neumococos son
bastante mas exigenles que los estreplococos pidgenos. Los medios
mas convenientes son los adicionados de suero o de sangre. En el agar
ordinario, el neumococo da lugar, a las veinticuatro horas de permanen-
cia en la estufa a 37° a la formacion de finas colonias lransparentes,
pequenas, como gotas de rocio, que al examen microscopico, con dé-
biles aumentos, presentan un centro finamente. granuloso y un borde
circular bien limitado. Algunas veces el borde de la colonia ofrece
un aspecto regularmente ondulado.

El caldo (el mejor caldo es el preparado con cubos de albumina) se
enturbia uniformemente y en el fondo se deposita un sedimento coposo.
En el agar con sangre, el neumococo da lugar a la formaciéon de un pig-
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menlo verde obscuro, y no produce hemolisis. Las colonias superficia-
les v brillanles aparecen verdosas y, todo lo mas, del lamano de la
caboza de un alfiler. Puede conseguirse la desaparicion del pigmento,
cultivando el neumococo a baja lemperatura (22°). En los cultivos
en caldo, adicionado de sangre, a las veinlicualro horas y a 37°, se
observa también una manifiesta coloracion verdosa, sin produccion de
hemolisis. El diplococcus lanceolalus se comporta en los medios con
sangre exaclamente lo mismo que el sfreplococeus milior o uzrul‘ans,’ del
cual apenas es diferenciable por los cullivos. Bl.ll E-}nbargo, segun NEu-
FELD, s¢ consigue llegar a una segura (lifcrcncm('lfnll de los csll“cplncn-
cos palogenos y de los neumococos adicionando bilis a los cullivos. La
bhilis no solo mata los neu-
mococos virulentos, sino
que, en corlo tiempo, los di-
suelve completamente, en
tanto que los estreptococos
permanecen intactos. Esla
accion se debe al acido co-
lalico y a sus sales. Para
esla experiencia, se mezcla
1 c. c. de una solucion de
Laurocolato sodico al 10 9
(Merck) con 1 ¢. ¢ de
cultivo en caldo. También
el sfreplococcus mucosus es
disuelto por el taurocolato
sodico, con lo cual se
demuestran nuevamente
las relaciones de parenlesco
que existen entre ambas
especies. I'16. 72. Neumococos en placas de agar-sangre.

Los estreplococos 'y (Tamaiio natural)
los neumococos pueden
también diferenciarse entre si por medio de la optoquina o etilhidrocu-
preina, que es un derivado de la quinina (MorgeNroTH). La oploquina
ejerce una accion baclericida electiva sobre los neumococos, y por esto
se emplea con resultado en el tratamiento de las afecciones neumococi-
:as. En diluciones al 1:100 000 impide el desarrollo del neumococo,
mientras que no ejerce accion sobre el estreptococo. Existen, sin em-
bargo, cierlas variedades de neumococos que se comportan como tales
en la experimentacion en animales y en las placas de agar con sangre:
pero, en cambio, se asemejan a los estreplococos por su comporla-
miento con respecto a la oploquina y al taurocolato sodico. Proba-
blemente estas variedades constituyen un estado de Lransicion entre
los neumococos y los estreplococos.

El neumococo es muy poco resistente a la influencia de los agenles
exteriores. El calor por encima de 52° y lodos los desinfeclantes

Gonococo 165

corrientemente empleados lo destruyen, a lo sumo, en diez minulos.
La desecacion de masas espesas de productos palologicos conteniendo
albumina, como espulos o sangre, al conslituir una costra de albu-
mina desecada, que envuelve los gérmenes, favorece la conservacion
del neumococo, que de este modo se mantiene vivo y virulento du-
rante meses. Fundandose en esto, resulla practico conservar los trozos
de organos o la sangre de animales (ratones blancos) muertlos de
infeccion neumococica, recogiéndolos asépticamente en Lubos esté-
riles, herméticamente cerrados, después de haber somelido dichos
productos al desecador. De este modo llega a mantenerse la virulencia
del germen durante un aio, mientras que dicha virulencia desaparece
rapidamente en los cullivos. La virulencia puede sostenerse también
por el paso del germen en los animales.

Para la investigacion ordinaria de las infecciones neumococicas,
se ulilizan especialmente los conejos y los ratones blancos. En estos
animales se consigue provocar una seplicemia por inoculacion sub-
cutanea o intravenosa, de muy pequenas cantidades de cultivos, en
caldo-suero (basta a veces una millonésima de centimetro ctibico)
que delermina la muerte del animal en pocos dias. Por inoculacion
subcutanea en el conejo puede demostrarse la existencia del neumo-
coco en la saliva de casi todos los individuos sanos.

El origen de la neumonia en el hombre se debe, indudablemente, a
la autoinfeccion determinada por causas accidentales, como trauma-
tismos o enfriamientos. Por esto, generalmente, la neumonia franca
en el hombre no es contagiosa de una manera directa ; por excepcion,
se ha observado alguna vez verdadero contagio de un pequeno grupo
de enfermos. En este caso, no tratandose de una infeccion producida por
otro germen completamente distinto, el contagio fué debido, quiza, a
la virulencia especial del neumococo. Hasta hoy no se han descubierto
toxinas solubles de este germen. KLEMPERER primero, y mas tarde,
particularmente, ROMER consiguieron preparar un suero antineumo-
cocico eficaz en la neumonia del hombre. Los trabajos de NEUFELD
y sus colaboradores nos han dado la explicacion de la manera de ac-
tuar este suero. El suero no tiene acciéon antitoxica ni bactericida
directa, sino exclusivamente bacteriotropica, es decir, que por la
accion del suero las bacterias sufren modificaciones que facilitan
su presa y destruccion por los leucocitos (véase pag. 87).

4. Gonococo

El gonococo fué descubierto por NEIsser en el ano 1879 en el pus
blenorragico. Buyxt obtuvo cultivos puros, cuya inoculacion en la
urelra humana determiné la blenorragia, con lo cual quedo6 estable-
cida, de una manera indudable, la significacion etiologica del germen.

El gonococo es un diplococo que presenta la forma de bollo,
de rinon, de grano de café o de habichuela, y dispuesto de tal modo
que las superficies adyacentes de los cocos son las aplanadas, mientras
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que la superficie libre es la convexa. Con frecuencia se observan, des-
pués de la division de los gérmenes, agrupaciones lambién caracteris-
licas consliluidas por cualro elementos reunidos en forma de tetrada,
Un caracter distintivo del gonococo es su situacion intraproloplas-
mica en los globulos de pus: sin embargo, se observan también mu-
chos gérmenes fuera de dichos globulos. Esto se nota, especialmente,
al principio de la blenorragia, cuando la secrecion es mucosa en su
mayor parle, y fallan aun, por consiguiente, los globulos de pus;
entonces se observa, a menudo, que los gonococos yacen sobre las
células epiteliales, pero también fuera de ellas. En la secrecién puru-
lenta reciente predomina la situacion intracelular de los diplococos,
en tanlo que mas tarde, sobre todo en las afecciones ya cronicas,
es muy rara la presencia de gérmenes. En eslos casos los gonococos
se encuentran casi siempre fuera de las células, y lo mismo ocurre
al examinar los filamentos mucosos de la orina.

Se consiguen preparaciones muy caracteristicas con la solucion
de azul de metileno corrientemente empleada (un minuto) ; los gono-
cocos se colorean con mayor inlensidad que cualquiera otra formacion
que conlenga cromatina ; como consecuencia de esto, el azul obscuro
con que aparecen tenidos resalta, con toda claridad, en el azul claro
del proloplasma de las células. Sin embargo, esta sencilla coloraciéon
no ofrece un valor diagnostico decisivo, puesto que existen saprofitos
inofensivos que dan lugar a un aspecto completamente semejante.

El comportamiento del gonococo con la coloracion de Grayr,
tiene valor diagnostico diferencial, pues al contrario de lo que sucede
con -los demas cocos hasta ahora mencionados, no se tine por este
mélodo, pero puede obtenerse una coloracion de contraste en color
rojo mediante la fucsina. El diagnoéstico diferencial entre el menin-
gococo v el gonococo ofrece dificultades, ya que ninguna diferencia
existe enlre ambos gérmenes con respecto a la coloracion de Gram
y con frecuencia se observa en uno y otro la situaciéon intracelular.
Esta diferenciacion puede ser necesaria en algunas infecciones gene-
ralizadas graves; en estos casos recurriremos al empleo de métodos
de cultivo y serologicos auxiliares, tales como los medios azucarados
de v. LINGELSHEIM, de los cuales nos ocuparemos al tratar del me-
ningococo (pag. 172), la reaccion de aglutinacion con sueros me-
ningococicos de alto poder aglutinante, y, en ocasiones, la reaccion
de fijacion del complemento.

Otro procedimiento de doble coloracion, que con los gonococos proporciona
preparaciones extraordinariamente demostrativas y ricas de contraste, es el debido
a PappENHEIM. En este procedimiento se emplean dos colorantes basicos, de los
cuales el uno es electivo para las células y tiene escasa afinidad para las baclerias
(verde de melilo), y el otro, en cambio, muestra clectividad para las bacte-
rias (pironina).

La composicion de esta mezcla colorante es la siguiente :

Solucion concentrada de verde de metilo en solucion fenicada al 59, 2 parles

Solucion concentrada de pironina en solucién fenicada al 59%, 1 4 3 parles

Coloreando durante tres minutos aparecen los gonococos en rojo brillante, ¥
los nucleos celulares en lila o azul verdoso.
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EEn algunas preparaciones sc observan, a veces, junto a las formas
tipicas de los gonococos, olras mas gruesas con ligera lendencia a la
segmentacion, y otras aiin mayores y desiguales, que son verdaderas
formas de involucién.

El gonococo se desarrolla con dificullad en los medios de cullivo.
IXn el agar ordinario, la gelatina y el caldo, no se desarrolla ; para su
crecimiento necesila albumina sin coagular en cualquiera forma ; la
preferible es la albumina humana. Pueden también emplearse, con

1. 73. Gonococos. Coloracion I'16. 7-1. Gonococos. Secrecion ure-
con solucion de azul de melileno tral. Coloracion de PAPPENHEIM
(aumento 1 : 500) (aumento 1 : 500)

buen resultado, el agar o el caldo adicionado de liquidos organicos
albuminoideos, tales como el ascitico, el exudado pleural, ete.

Las colonias desarrolladas en estos medios son redondas, en forma
de gotas de rocio, con el borde ligeramenle dentado y el centro obs-
curo. Aparecen opacas y viscosas.

El gonococo es poco resistente a la influencia de los agentes exte-
riores. La lemperatura de 45° le deslruye ya en pocos segundos.
Del mismo modo actiuan sobre él los medicamentos empleados local-
mentle en el tratamiento de la blenorragia, especialmente las sales de
plata. Asimismo es muy sensible a la desecacion.

El gonococo no forma loxinas solubles. Los efectos de la inyec-
cion subcutanea de filtrados de cultivos en caldo son determinados
por las endotoxinas, o sea por las substancias téxicas que quedan li-
bres tinicamente después de la destruccion de las bacterias.

Al contrario de lo que sucede en los animales, el hombre es muy
sensible a la infeccion del gonococo. Las mucosas, y especialmente la
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uretral y la conjuntival, la del utero y de sus anexos, asi como la
mucosa reclal, conslituyen la puerta de entrada para los gonococos.
La conjuntlivitis blenorragica del recién nacido, producida por conta-
gio directo en el momento del parlo, se combate eficazmente, en la
aclualidad, por medio de inslilaciones preventlivas de sales de plata
en los fondos de saco conjuntivales inmediatamente después del na-
cimiento del nino (CREDE).

Ademas de las complicaciones consecutivas a las infecciones
gonococicas, en el hombre: la epididimitis, la infeccion de las vesicu-
las seminales, de la prostata y de la vejiga; y en la mujer : las afec-
ciones de los anexos, la endomelrilis, y a veces, la peritonitis, pueden
también presentarse en ambos localizaciones melastasicas lales como
la artrilis gonococica, la endocardilis y focos en la médula espinal.

La gonococia no confiere inmunidad y, por consiguiente, poco
puede esperarse de la serolerapia. Antes se consideraban los casos
cronicos como la prueba de una inmunidad que poco a poco iba esta-
bleciéndose : pero segin la opinion actual, esto depende, por una par-
le, de que en ellos los gonococos han llegado a ser avirulentos, y,
por otra, de” que las condiciones para la vida de los gérmenes han
empeorado a consecuencia de modificaciones ocurridas en  las
mucosas.

El tratamiento de las afecciones gonococicas por medio de vacunas
de gérmenes muerlos (artigon) permite concebir fundadas esperanzas.
Casi todas las vacunas gonocdcicas conocidas estan preparadas con
muchas y distintas razas de gonococos.

Una cuestion de no pocas responsabilidades se ofrece al bacterio-
logo respecto a la blenorragia ; y es la de determinar con exactitud si
una blenorragia clinicamente curada lo esta también desde el puntlo
de vista bacteriolégico, y si, por consiguiente, puede considerarse al pa-
ciente exento ya de ser causa de contagio. Los gonococos, especial-
mente en el sexo femenino, pueden mantenerse vivos largo tiempo,
en estado latente, a pesar de todo tratamiento, en los repliegues de
la mucosa y glandulas accesorias de las vias urinarias y genitales.
Precisar si en tales casos, aparentemente curados, existen o no go-
nococos, solo puede conseguirse mediante examenes bacteriologicos
repetidos y minuciosos, y, en caso de duda, por el hallazgo de di-
plococos extracelulares aislados y negativos al Gray, o por la obser-
vacion de formas de degeneracion, recurriendo a los procedimientos
de cultivo. En la obtencion de productos para los examenes hay que
lener muy en cuenta que también deben investigarse las secreciones
de la prostata y de las glandulas accesorias, asi como el contenido
de las vesiculas seminales, secreciones que se obtienen ejerciendo un
masaje desde el reclo. Es ademas recomendable, en algunos casos,
movilizar los gonococos, que puedan atn existir, por una adecuada
provocacion (inyecciones uretrales, inyecciéon de artigon, dilatacion
uretral seguida de masaje, ete.)), a fin de hacerlos accesibles al
examen.
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5. Meningococo

La meningilis conlagiosa fu¢ descrita en el aio 1805 con motivo de una epi-
demia habida en Ginebra. En Alemania aparecié por primera vez esta enfermedad
en el ano 1863, durante el cual se extendio desde la Silesia a casi Lodos los demas
Estados alemanes. Posleriormente se publicaron lrabajos diversos acerca de la
meningilis cerebroespinal epidémica en distintos paises de Europa y América.
En el aino 1901 estallé olra vez una epidemia extraordinariamente intensa en la
Alta Silesia y en los territorios limitrofes de la Polonia y de Galitzia: sola-
mente en el territorio aleman hubo 3000 enfermos, y la mortalidad ulcunz(;.ql 66 %o
de los atacados. Mas tarde, en los afios 1906 y 1907, se presenlaron lambicn epi-
demias inlensas en la Alemania occidental, especialmente en las comarcas indus-
triales del Rhin y de Wesltfalia. .

Antes la Medicina carecia de medios lerapéuticos conlra esta temible enfer-
medad, pero actualmentle es posible combatirla por medio de una seroterapia
eficaz.

WEICHSELBAUM, en el ano 1887, enconlré con regularidad, en

. S . .
los casos de meningitis cerebroespinal, un germen, que denominé di-
plococcus inlracellularis meningililis, cl cual consideré como el verda-
dero germen de la enfermedad. La completa demostracion del papel
etiolégico de este germen, su diferenciacion con otras formas afines
y la explicacion de las circunstancias epidemiologicas fueron el fruto
de los numerosos (rabajos realizados posteriormente con motivo de
las ultimas epidemias sufridas en las dos grandes comarcas industria-
les de Alemania citadas. Ademas de la enfermedad infecciosa es-
pecifica originada por el meningococo, o seca la meningilis cerebro-
espinal epidémica, se observan también otras formas esporadicas de
meningilis, causadas por el neumococo, el estreptococo, el bacilo de
KocH y olros microorganismos. El diagnoéstico diferencial de estos
casos es muy importante, tanto desde el punto de vista de la pro-
filaxis, como en cuanto al tratamiento de la enfermedad, y aquél
solo se consigue por medio del examen bacteriologico, y en ocasiones
también, por el examen citologico del liquido cefalo-raquideo, el cual,
en la meningitis cerebroespinal epidémica, demuestra principalmente
leucocitos polinucleares, en tanto que en la tuberculosis predominan los
elementos mononucleares.

El meningococo se parece mucho al gonococo, Lanto por sus carac-
teres morfologicos como por sus afinidades colorantes ; al igual que el
gonococo es GraM negalivo v presenta la forma de diplococo y a veces
de tetrageno. Son caracteristicas, y esto tiene suma importancia diag-

’ - . . . . . =
nostica, las grandes diferencias en las dimensiones de los cocos aisla-
dos. Juntlo a pequeiios cocos se observan formas gigantes que sobre-
pasan por su lamano cinco a ocho veces el tipo ordinario. Se ob-
serva, ademas, que los ejemplares aislados de meningococos se
comportan de modo muy distinto ante las substancias colorantes.
Al lado de ejemplares perfectamente coloreados existen otros que se
linen con gran dificultad. Estas formas de degeneraciéon se presen-
tan ya en los cultivos de veinticuatro horas.

Como el meningococo posee escasa resistencia a la accion de
los agentes exteriores, deben hacerse los cultivos inmediatamente
después de la obtencion del producto patologico. Esto se refiere
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especialmente cuando se (rale de examinar productos procedentes
de la rinofaringe, pues en eslos casos, si el examen se ha hecho pa-
sado algun liempo de tomado el malerial, el resultado es casi siempre
negativo. El cullivo del meningococo presenta grandes dificultades
por lo exigenle que es el germen respecto a los medios ordinarios.
IXn las primeras tentalivas casi nunca se consigue su desarrollo en
el agar ordinario ligeramente alcalino. Mediante la adicion de albu-
mina no coagulada de origen animal, y mejor atin de albumina hu-

I'16. 75. Meningococes. Pus de puncion IF16. 76.  Meningococos. Cultivo
lumb'u_r. Lolomclpn de Grax y recolora- pure. Coloracion con fucsina fe-
cion con fuesina (aumento 1 : 800) nicada diluida (aumento 1 : 500)

mana, se oblienen cultivos bien desarrollados. Para este fin se em-
plean ventajosamente el liquido ascitico, el exudado pleural, el
liquido cefalo-raquideo y la sangre o suero, afiadidos a los medios de
cultivo.

Las colonias en agar adicionado de liquido ascitico, son mayores
Y menos (ransparentes que las de neumococos o estreptococos, y
aparecen como discos redondos, grises por lransparencia, homogé-
neos y himedos, con el centro elevado v los bordes planos, lisos y
ligeramente ondulados. 2

>ara los cultivos se recomienda especialmente el medio de Escu,
compuesto de agar adicionado de liquido ascitico, maltosa y sangre
de carnero, o el medio de KUTSCHER, compuesto de agar, adicionado
de suero y placenta de vaca. £

I"os- cullivos posteriores se logran particularmente bien en agar
con liquido ascilico o en suero de LoFrLER.

Los cultivos en caldo ascitico enturbian ligeramente el medio
¥ forman un velo fino, que al menor movimiento del tubo cae al fondo.
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La lemperatura optima de desarrollo es la de 37°, siendo posi-
ble, sin embargo, el crecimienlo entre los 25° y los 427

L.os meningococos son microorganismos exlraordinariamente sen-
sibles ; sobre todo los primeros cultivos, intentados con los productos
obtenidos del enfermo, son muy dificiles de conseguir, y cuesta mucho
conservarlos mientras no se acomoda el germen a los medios de cultivo
por siembras muy frecuentes. Y aun a pesar de esto, es facil que el
germen pierda con rapidez su capacidad de desarrollo y muera. La
duracion de los cullivos es muy limilada, pues solo resisten de seis a
ocho dias.

Los cullivos son muy sensibles a la desecacion y a la influencia
de la luz, hasta el punto de que ésta, aunque sea difusa, es suficiente
para perjudicarlos e impedir su desarrollo. La temperatura de 80°
los destruye en dos minutos; la de 50° no la soportan mas de una hora.
Los desinfectantes usuales, aun en soluciones débiles, también los
destruyen. IEn resumen, el meningococo, fuera del organismo humano,
no puede desarrollarse ni vivir.

Los meningococos no eliminan toxina soluble de ningun género.
Su accién toxica se debe, por lo tanto, a las endotoxinas, que al ser
liberadas, a consecuencia de la destruccion del cuerpo bacteriano, ejer-
cen una accion toxica.

La accion patégena en los animales es escasa. Enlre los animales
de laboratorio sélo el cobayo, de vez en cuando, es sensible al menin-
gococo.

Segun la experiencia actual, tnicamente la cavidad rinofaringea
puede considerarse como puerta de entrada de este germen. A juzgar
por las estadisticas epidemioldgicas, el transito del invierno a la pri-
mavera favorece la infeccién meningococica a causa de la mayor
frecuencia de las afecciones rinofaringeas en tal época. En los en-
fermos de meningitis cerebroespinal, los sitios de eleccion para encon-
trar los meningococos son : las meninges, el liquido de los ventricu-
los cerebrales, el liquido cefalo-raquideo y la cavidad rinofaringea. A
veces se encuentran también en la sangre, especialmente en algunos
casos graves con dialesis hemorragica, que por su aspecto clinico pue-
den facilmente confundirse con el tifus exantematico. Se han obser-
vado también casos en los que se ha comprobado que el meningo-
coco era el germen causal tnico de la otitis y la epididimitis.

La investigacion del meningococo se lleva a cabo por el examen
microscopico directo y por los cultivos.

Con frecuencia es suficiente, para establecer el diagnostico, el
aspecto tipico de las preparaciones obtenidas con liquido cefalo-
raquideo purulento, tenidas por el método de Gram y con coloracion de
contraste por la fucsina, en las que, junto a leucocitos polinucleares
abundantes y linfocitos muy escasos, se encuentran en gran cantidad
diplococos negativos al Gray y situados, la mayor parte de ellos, en
el interior de las células. Ante un resultado negativo o dudoso del exa-
men microscoépico, es conveniente mezclar el liquido cefalo-raquideo
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con caldo glucosado a parles iguales, y después de mantenerlo veinti-
cualro horas en la estufa se repite el examen, que suele ser enlonces
positivo, debido al desarrollo del meningococo duranle ese liempo.
IEn todo caso, anles de dar un informe negalivo, hay que esperar a
conocer el resultado de las siembras en agar con liquido ascitico. Asi
mismo, al examinar éstas, hay que lener presente que no todas las
colonias de cocos negativos al Gray, obtenidas de casos de meningitis
o de enfermos sospechosos, deben considerarse sin mas ni mas como
de meningococos, sino que antes de dictaminar en este sentido, hay
que comprobar su poder de fermentacion segin el procedimiento de
LixGgeELsHENM, desde luego y, ademas, para una diferenciacion mas
exacta, deben hacerse también las pruebas de aglutinacion.

En el diagnostico diferencial del meningococo hay que tener en
cuenta el gonococo, el micrococcus calarrhalis, que es un poco mayor
que el meningococo y que ya en agar ordinario desarrolla colonias
espesas de color blanco, y el diplococcus crassus, que da resultado
positivo en la mayoria de los casos con la coloracion de Gray. En
agar ordinario, sus colonias se parecen a las de los estreptococos.
Estos cocos, a diferencia del meningococo, no son destruidos por
las sales biliares (solucion de taurocolato sédico al 25 9%). Debe
lenerse presente, también, la posible confusion con el diplococcus
flavus, el micrococcus cinereus y el micrococcus pharyngis siccus.

Los resultados obtenidos por LiNGELSHEIM cultivando estos distintos cocos,
en medios azucarados a los que se anade solucion de tornasol como indicador,
van expuestos a continuacion :

Poder de fermentacion
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Para poder formar un juicio definitivo es preciso que los culti-
vos, que segun el cuadro anterior deben considerarse como menin-
gococos, sean aglutinados por un suero especifico en diluciones ele-
vadas. La aglutinacion de los meningococos con el suero especifico
no suele observarse antes de las veinticuatro horas. La temperatura
optima de la reaccion es la de 55°.

La accion curativa del suero antimeningocécico no radica en este
poder aglutinante, y tampoco el efecto bactericida del suero parece
intervenir en ella ; mas bien parece tratarse en este caso, como en el
del suero antineumocécico, de un efecto bacteriotropico. Para lograr
el efecto curativo, el suero debe administrarse lo antes posible a
grandes dosis y en inyeccion intra-raquidea.

Segun algunas estadisticas, gracias a la serolerapia, la mortali-
dad por meningitis ha descendido de 677 %, a 207 %, Las inyeccio-
nes de suero deben repetirse con frecuencia. Cuando se presentan
complicaciones, o en casos de infeccion mixta, o cuando la enfer-

Micrococeus lelragenus

medad se halla ya en un periodo avanzado no son de esperar gran-
des resultados de la misma. ) ]

Para la epidemiologia de la infeccion es de gran imporlancia
¢l hecho de que existan mas o menos personas proximas al cnf("n.no,
que alberguen meningococos en la faringe nasal, aun cuan(~l() clinica-
mente parezecan completamente sanas o solo nolen pequenas moles-
tias propias de un coriza o anginas. Para descubrir estos « p()rla(l.nrcs
de cocos» se procurara obtener un poco de secrecion de la faringe
nasal, recogida a nivel de la cara posterior del velo del paladar por
medio de una bolita de algodén colocada en el extremo de una sonda
curva ; esta secrecion debe sembrarse inmediatamente en placas de
agar con liquido ascitico; el andlisis de productos enviados de puntos
distantes no sirve para esle objelo (véase pag. 169).

6. Micrococcus tetragenus

El micrococcus lelragenus, clasificado por algunos aulores enlre
los estafilococos y por otros entre las sarcinas, se caracleriza por su
tipica agrupacion, pues
siempre aparecen cualro
cocos unidos en gru-
po. Ll micrococcus lelra-
genus se distingue de los
sltaphylococcus piogenus por
su mayor tamano, asi como
por sus caracteres en los
cultivos y por formar cap-
sulas. El micrococcus lelra-
genus se desarrolla en todos
los medios ordinarios, en
forma de capas de aspectlo
aporcelanado brillante vy
viscosas. No liquida la
gelatina. A las veinli-
cuatro horas de la siembra
en caldo, éste se enturbia,
¥16. 77. Micrococcus lelragenus. Sangre de ra-  S€ vuelve granuloso y se

ton. Coloracion de Gray (aumento 1 :500) produce un sedimento
abundante, de una manera
semejante a lo que sucede con las sarcinas.

La formacion de capsulas puede observarse a veces en los culli-
vos en caldo, pero mas especialmente en el organismo de los anima-
les. La coloracion de las capsulas se logra facilmente por el método
de Jon~e. También en esle caso aparece la capsula casi incolora,
mientras que las bacterias fijan y retienen facilmente la substancia
colorante (véase pag. 16).
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Kl micrococcus telragenus es patogeno para el cobayo y el ratén
blanco, pero no para el gris. Los animales perecen por la gran multi-
plicacion de los gérmenes inoculados.

51 micrococcus lefragenus rara vez produce enfermedad en el

I'1. 78. Micrococeus lelragenus. Fi6. 79. Micrococeuslelragenus. Sangre
Cultivo puro. Coloracion de GRraM de raton. Coloracion de capsulas
(aumento 1 : 500) (aumento 1 : 500)

hombre. Se encuentra como saprofito en la boca y en la mucosa nasal.
Se observan infecciones mixtas de tetrageno y de estafilococo blanco
en las cavernas tuberculosas y de tetrageno en casos de bronconeumo-
nia y sarampion.

7. Sarcinas

A manera de apéndice citaremos aqui las sug‘cina§, que con frecuencia se en-
cuentran en el aire y que aparecen como contaminacion fortuita de los medios de
cultivo. El desarrollo y multiplicacion de estos gérmpnes se verifica de una manera
regular en las tres direcciones del espacio, perpendicularmente entre si. Las c.clu-
las hijas persisten unidas, observindose por ello formas semejantes a fardos de
mercancias, que a su vez pueden reunirse en paquetes atin mayores. En gota pen-
diente, las sarcinas se observan rodeadas de un halo Lenue. Se tifien facilmente
con los colores de anilina corrientes, y toman el GraM. 1 g

La mayor parte de las especies carecen de movimiento propio ;: en cambio,
presentan un movimiento molecular muy vivo. I3sto no obstante, se han descrito
sarcinas, con movimiento propio, que lienen de 1 a 4 flagelos. . :

En los cullivos, la mayor parte de las sarcinas forman un pigmento ul“:l.l'l]l()
o rojo, y por ello se distinguen las variedades, lulea, flava, crylhromy.lza, (ll!l‘(l{)ll(ll:(b
rosea, cervina, alba y rubra. El crecimiento de las sarcinas en medios liquidos o
solidos presenta grandes diferencias : hay sarcinas que liquidan la gelatina, y otras
que no la liquidan. h .

No se conocen, hoy por hoy, agenles morbosos enlre las sarcinas; ¢stas se
encuentran a veces, en grandes cantidades, en el jugo gastrico.
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II. Bacilos patogenos

Por lo que se refiere a las numerosas especies de bacilos patogenos,
no es posible establecer una clasificacion natural, fundada en un
principio tan sencillo como hemos hecho para los cocos, es decir,
segun las agrupaciones morfologicas dependientes de la division de
las células. La clasificacion de las distintas especies de bacilos no
puede hacerse tunicamente desde el punto de vista morfolégico ;
sin embargo, la presencia o la falta de verdaderos esporos permite
desde luego establecer una division en dos grandes grupos: con es-
poros y sin esporos. Dentro de estos dos grupos principales, y espe-
cialmente dentro del mas numeroso y variado de los no esporoge-
nos, se establece la diferenciacion en familias y especies, valiéndose,
no solo de los caracteres morfologicos, sino también de los biolégi-
cos, como : la movilidad, el resultado de la coloracion de GRAM,
la resistencia a los 4cidos, su poder de fermentaciéon y sus efectos
patogenos.

A veces, el desarrollo filogenético tiene lugar segin dos series
independientes, casi uniformes, de modo que aparecen grupos para-
lelos, que aun cuando son de origen distinto y estan separados por una
diferencia caracteristica, ofrecen, sin embargo, gran semejanza. Iiste
es el caso por un lado, del grupo Lifico, paratifico y de GARTNER, afines
del baclerium coli, cuyas especies estan dotadas de movimiento, y
por otro, del grupo de la disenteria que con Lodas sus especies, faltas
de movimiento, es afin del bacillus lactis aerogenes. Tanto ambas
especies filogenéticas primitivas como los dos grupos derivados de
ellas son extraordinariamente semejantes entre si.

Los bacilos que no forman esporos, mantienen relaciones natu-
rales de parentesco en diversos sentidos con olras especies de micro-
organismos ; asi el grupo del bacillus laclis aerogenes es muy afin de
ciertos estreptococos, y el grupo del bacillus proleus, en el cual no hay
agentes morbosos, pero influye en la putrefaccion, guarda relacion,
por una parte, con el bacterium coli y los cromogenos y, por otra, con
los vibriones. Finalmente, la propiedad de la ramificacién, que pre-
senta ya el bacilo de la peste y demas del grupo de las septicemias
hemorragicas, afines también del bacillus lacticus aerogenes, nos
lleva a los estreptotrices, pasando por especies de orden elevado,
tales como el bacilo del muermo y los bacilos acido-resistentes.

Ls de notar que todos los bacilos pertenecientes a estos grupos
tan distintos (bacilo de la peste, del muermo, de la tuberculosis
y estreptotrices) ofrecen, sin embargo, la propiedad comun de pro-
(ll:lCII‘ en el organismo localizaciones parliculares en forma de tu-
bérculo.

Basz:u_ldos.e en lodos estos puntos de vista, es posible ofrecer
una clasxflcac.lén natural de las numerosas especies de bacilos pato-
genos, como sigue :
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A. Esporogenos
1. Aecrobios :
1. Sin movimiento : bacilo del ‘arbunco.
9 (Con movimiento : bacilos peptonizantes (productores
de loxinas en la leche, del grupo del bacilo del heno
o bacillus sublilis).

11. Anaerobios obligados :

1. Con esporos terminales, bacilo del tétanos.

9. Con esporos cenlrales. ’

a) Verdaderos agentles morbosos. Germen de lz! gangrena
gaseosa. Bacilo del edema maligno. — Infeccion en ani-
males : Carbunco sintomatico.

b) Produclores de loxinas. Bacillus bolulinus.

B. No esporégenos

1. Cromogenos.
Bacilo piocianico. ‘
9 Derivados del baclerium coli : grupo Lifico.
Bacilo de la fiebre tifoidea.
»  paratificos A y B.
» de la enleritis (GARTNER).
Baclerium coli.
Bacillus faecalis alcaligenes. . ,
3. Derivados del bacillus laclis acrogenes: grupodela disenteria.
Bacilo de KRUSE-SHIGA.
Diversos tipos de bacilos SOU(]()diS(‘)llél‘i.COS.
4. Derivados del bacillus laclis aerogenes: bacilos capsulados
patogenos.
Bacilo neumonico (FRIEDLANDER).
»  del ocena (ABEL).
»  del rinoescleroma. !
5. Derivados del bacillus laclis aerogenes : grupo de las septi-
cemias hemorragicas.
Bacilo de la peste.
Gérmenes afines de epizoolias.
6. Grupo de bacilos hemoglobinofilos.
Bacilo de la gripe.
Bacillus pertussis convulsivus.
Bacilo de la conjuntivilis (I{o(:xx-\\'uﬁli§).

7. Grupodel mal rojo del cerdo ydela seplicemia de losratones.
8. Bacilos que actualmente no se pueden colocar con certeza
en la clasificacion natural. :
Diplobacilo de la conjuntivitis (MoRAX-AXENFELD).

Estreptobacilo del chancro blando (DUCREY).
Bacillus melilensts.

~1
~1
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9. Diftéridos.
Bacilo de la difteria.
» del muermo.
10. Bacilos acido-resistentes.
Bacilo de la tuberculosis.
» » » lepra.

1. Bacilo del carbunco (bacillus anthracis)

El tipo clisico de un microorganismo patégeno es el bacilo del carbunco
(bacillus anthracis; antrax=carbon), asi llamado por el color obscuro que ofrece el
bazo enfermo.

; E1LERT, en 1836, y GERLACH, en 1845, pudieron comprobar que la sangre de un
animal enfermo del bazo, inoculada o administrada con el pienso a otro animal, le
pr(_)(_lucizl la misma enfermedad. DAvVAINE y RAYER, en 1850, y POLLENDER, en
1855, lograron reconocer en la sangre del animal atacado de carbunco las formas de
bastoncilo caracleristicas del germen de esta infeccion. Diez afios mas tarde, con-
sigui6 DavaiNe demostrar que la inyeccion de sangre muy diluida conteniendo
estos bacilos, producia la afeccién carbuncosa. Experimentos mas completos rea-
lizados mds tarde por Conx demostraron el caricter bacleriano de estos bacilos.
R. Kocn, en 1876, fué el primero que logré el cultivo de los mismos y detall6
u(lg)ﬂ:ﬁs sus propiedades morfologicas y bioldgicas, proporcionando nuevas orien-
Laciones al estudio de las enfermedades infecciosas.

El bacilo del carbunco es un bastoncillo grueso, inmovil y de
unas 5 a 12, de longitud por 1 a 1¢5 ;. de espesor, con los extremos
marcadamente planos, que en los liquidos del organismo forma ca-
denas cortas y en los cultivos constituye agrupaciones igualmente
en cadenas, pero mas largas.

El animal méas empleado, tanto en los experimentos didacticos
como en el diagnostico del carbunco, es el ratéon blanco, que muere
a los pocos dias de la inyeccion subcutanea de una pequenisima can-
tidad de material infeccioso; en cada gota de sangre o de liquido
obtenido de los tejidos del animal muerto, se comprueba la pre-
sencia de gran numero de bacilos del carbunco. La preparacion te-
nida presenta, respecto de la no coloreada, diferencias en el aspecto
de los bacilos, debidas a las retracciones del cuerpo de la bacteria,
originadas por la fijacion y la coloracion. Esto mismo es la causa de las
«formas de bambu», en la que cada eslabon de las agrupaciones en
cadena, aparece mas delgado en el centro que en los extremos, que
estan algo engrosados, de manera. que en el punto en que éstos se
juntan se presentan engrosamientos a manera de nédulos, y los es-
pacios de separacion entre los bacilos aparecen amplificados y bicon-
vexos por la retraccion en forma de plato de las superficies terminales
de los bastones. Estas deformaciones son artificiales, segtin se demuestra
en las preparaciones sin tenir, en las cuales siempre se observa la forma
cilindrica del bacilo, y hasta con la superficie ligeramente abombada
hacia fuera como en otras especies.

La coloraciéon de Gray es singularmente apropiada para los
cortes de tejido y frotis del bacilo del carbunco. En cortes de higado,
pulmoén y rinones (agrupaciones en ovillo de bacilos en los glomérulos)
se puede observar como los bacilos se encuentran localizados princi-

GOTSCHLICH = SCHURMANN : Microparasitologia. 12
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palmente en los capilares (como corresponde al desarrollo de la in-
feccion por la via sanguinea). : L d
El ll):u'ilo del carbunco forma capsulas en el organismo mlfeclgad{),
i . ’ 4 » 2 ol
visibles, valiéndose de ciertas coloraciones (véase pag. 16 en la Par e
g : -"1]; : en los cultivos, con excepcion del 0bl0111d() en suero sangui-
e Ii ga a formar capsulas. La obtencion de cultivos puros es muy
neo, no llega ¢ ar capsulas. L ; !
x'cn(,-ilh si t*l malerial es recienle, tanto en placas de gelatina ?omo (eln
las de agar. Las colonias se desarrollan a las doce horas en placas de
as agar. L

81. Bacilos del carbunpp.

Frotis de un oérgano. Coloracion

con solucién de azul de mglllcno.
Capsulas (aumento 1 : 500)

I'16. 80. Bacilos del carbunco. F1a.
Cultivo puro. Coloracion de Grax
(aumento 1 : 500)

agar ; necesitando de treinta y seis a cuarenta y ocho 'horas elnliggsicc:)e
gelatina, presentando en ambos casos un aspecto muy caracte hreq,
Epico del carbunco. Macroscopicamente parecen 'dlSCOS 1rrcg3¢m.l
de color blanco mate. Las colonias funden la gelatina a (i;nllsa lfivo
fermento peptonizante que puede 'obtenersg’, separad;) le Clllmndé
en estado de disolucion. Por esta razon, el centro de_ la c?,onkl)a s?vq i
poco a poco en la gelatina, y con pocos aumentos s; (zlzel -‘dcq e
forma una masa espesa estrechamente entrelazada, alre cfm nd:)
cual crecen los bordes de la colonia como enmaranados, %rTadls_
trenzas o rizos como las serpientes en la cabeza de Medusa. ' S at -
posicion caracleristica de las colonia.s de cgl‘rbunc‘o aparec.cf (,(()III (;alc
claridad en las preparaciones por impresion (vease.‘P_al‘Le DCCHSS]ICI;
pag. 33). En los bucles se ven los fl]al}]elltos de bacterias ql{t o
del interior de la colonia y que, arquean.dose, vuelvc.n a pene 1‘, s
ella. También se observan con frecuencia prolongaciones filamen
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sas en el borde de la colonia ; con aumentos medios se consigue dis-
tinguir los bacilos que conslituyen tales filamentos, Yy con mayores
aumentos se puede comprobar en los bacilos la formacion de esporos,
incipiente a veces, y completa otras segun la edad del cultivo.
También los cultivos puros procedentes de las colonias descritas
sembrados en agar inclinado, por picadura en gelatina o en caldo,
presentan un aspecto muy caracleristico ; en agar inclinado, a las
pocas horas, se forma una capa blanquecina espesa de bordes enma-

FIG.’ 82. Bacilos del carbunco en un glomérulo,
Ratén. Coloracién de GRAM (aumento 1 £ 500)

ranados ; en caldo, aparecen grandes copos en el fondo del tubo mien-
tras que el liquido de encima continta claro ; por picadura en gela-
tina, el crecimiento no se verifica unicamente a 1o largo de la linea
de la siembra, sino que se extiende en lineas perpendiculares a ésta,
que dan al cultivo el aspecto de un abeto invertido s al mismo tiempo
se realiza la licuacién de la gelatina de arriba abajo a lo largo de la
picadura.

La formacion de €sporos, cuyas condiciones fueron estudiadas
por R. Kocu por primera vez, no se verifica nunca en un organismo
Vivo infectado, y requiere, como . primera condicion, la presencia de
oxigeno, asi como una temperatura superior a 16°, En los cultivos
110 aparecen los esporos en seguida, sino uinicamente cuando se sobre-
Pasan las condiciones optimas de desarrollo Y empiezan a ejercer su
accion factores que dificultan el crecimiento, unas veces debidos al
agotamiento del medio nutritivo, y otras a la formacién

: de io de pro-
ductos metabélicos toxicos. De aqui que la formacion de

esporos,
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ervacion de la especie. Los esporos del
y su situacion es central. En pre-

represente un medio de cons
carbunco son de forma ovalada,

IF16. 84. Bacilos del carbunco.
Frotis de organo. Coloracion
con fucsina fenicada diluida

Fic. 83. Carbunco. Corte de pulmon. T it 1 3 £00)

Coloracion de GraM (aumento 1 : 500)

F1G. 85. Colonia de bacilos del carbunco. Placa de agar (aumento 1: 60)
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paracioncs teniidas o incoloras, se observan, en forma muy caraclcristiv.:a,
todos los detalles indicados respecto a los esporos de las bacterias
en la pag. 12 de la Parte general. (Véanse también las pz’xgs._39 y 40,
acerca de los métodos de coloracion de esporos.) La resistencia de los
esporos a la influencia de los agentes exteriores es muy considerable
y constante, por lo cual las hebras de seda con esporos de .carbu.n’co
desecados son el testigo preferido en las experiencias de desinfeccion,
y especialmente para la prueba de aparatos de desinfeccion por

1. 86. Bacilos del carbunco. Preparacién por
impresion. Coloracion de Grayx (aumento 1:500)

vapor; en vapor circulante, a 100°, mueren los esporos de carbunco
en un lapso de tiempo que varia de dos a doce minutos. La revi-
*viscencia de los esporos, reintegrandolos a condiciones de cultivo fa-
vorables, da por resultado el crecimiento en sentido longitudinal. En
ocasiones se encuentran bacilos del carbunco en los que ha desapa-
recido la propiedad de formar esporos. Estas razas aspordgenas
(LEnMANN) se obtienen artificialmente colocando los cultivos en con-
diciones desfavorables, en medios con un ligero contenido de subs-
tancias antisépticas (BEHRING), 0 sometiendo el cultivo a una tempe-
ratura superior a la éptima (41° segiin Roux).

Los caracteres morfologicos y biologicos descritos para el bacilo
del carbunco, tanto en los cultivos como en inoculacion en los ani-
males, bastan para establecer con seguridad, en la mayor parte de
los casos, el diagnostico bacteriologico. Pueden presentarse dificulta-
des para formularlo, cuando el material examinado se halla en estado
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de putrefaccion avanzada, porque en el organismo, segtin hemos indij-
-ado, los bacilos del carbunco no forman esporos, por lo cual son anu-
lados fdcilmente por los anaerobios de la putrefaccion que morfologi-
camente pueden ser muy semejantes a ellos. Hasta la inoculacion en
los animales puede inducirnos a error en esle caso, porque ciertos
agenles anacrobios, como el del edema maligno, inoculados a cobayos o
ratones, pueden presentar una forma semejante. Por eslo no es conve-
niente fiarse unicamente del examen microscopico, sino que es preciso
hacer siempre cultivos
acrobios. Si no puede rea-
lizarse inmedialamente el
andlisis bacteriologico, es
recomendable, con el fin
de evitar la putrefaccion
durante el transporte,
dejar secar el material
que se ha de examinar
(liquido obtenido de Ia
expresion de tejidos) en
barras de yeso esteriliza-
das (preparadas por M.
y F. LAUTENSCHLAGER,
Berlin), con lo cual se
detiene el efecto pertur-
bador de la putrefaccion
y se favorece la forma-
cion de esporos. Calen-
tando después, con cui-
dado, brevemente, a 80°,
se destruyen las bac-
terias de la putrefaccion, en tanto que los esporos de carbunco per-
manecen intactos. Para el examen de organos cuya putrefaccion esta
ya muy adelantada, el serodiagnostico de Ascorr presta muy buenos
servicios.

I‘16. 87. DBacilos del carbunco. Coloracion de
esporos (aumento 1 : 500)

Este procedimiento estd fundado en que el suero de animales inmunizados
contra el carbunco contiene con frecuencia cantidades abundantes de precipitinas,
es decir, substancias precipitables procedentes de la albumina de los bacilos carbun-
coso0s. Sobre un extracto de 6rganos transparente e incoloro, se vierte con cuidado,
en tubitos estrechos, el suero anticarbuncoso precipitante, de manera que se formen
dos capas. Si se trata de carbunco, es decir, si el extracto contiene sgbsluncms
precipitinégenas abundantes, al cabo de un cuarto de hora aparece un anillo blanco
entre los dos liquidos. No deben faltar los controles necesarios; el conjunto del
experimento se dispone en la siguiente forma :

Extracto de érgano sospechoso -+ Suero de carbunco = positivo

» » » » - » normal = negativo

» » carbunco indudable 4 » de carbunco = positivo

» » » » 4+ o» normal = negativo
) normal + de carbunco = »

Respecto a detalles de este método, véase el capitulo PRECIPITINAS.
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[l carbunco es, de muy antiguo, una de las plagas mz'?s l.L“I‘lllll)'](‘.\:
de los grandes animales (l()l]]éSllF()S (vacas, ovejas, -ab:}}l(').s, '(’t‘l( 0s \
cabras), y aparece, con frecuencia, en forma de epizoolias ma.T 0 l[n-(--
nos exlensas. La infeccion del am{nal parte, generalmente, de in ('?-
tino, adonde llega junto con el pienso mfc(‘-lado por olros afunm](‘s
alacados de carbunco. Las picaduras de (‘l‘t‘l‘l()S insectos (tabanos)
son también una de las causas de infeccion. En lElgill‘L‘§ donde cl. male-
rial infectado se arroja a la superficie del suelo, si en ésle las circuns-
tancias favorecen la formacion de esporos, estas formas de 1'.051s.Lenc1a
pueden mantenerse vivas durante anos y conservar al propio !wmp()
toda su virulencia. Por esta razéon puede suceder que en circuns-
tancias especialmente favorables (como la de uli!igarso siempre
el mismo lugar para apacentar el ganado), se manifieste la enfer-
medad de una manera endémica con casos de infeccion que apare-
cen de vez en cuando y siempre en los animales que frecuentan el
mismo sitio.

También el hombre es receptivo para el carbunco, y la infeccion
puede presentarse en él bajo tres formas diferentes : 1) La mas frecuente
y relativamente benigna, es la pustula maligna o infeccion carbuncosa
de la piel ; 2) Menos frecuente, pero de pronéstico mucho mas grave, es
el carbunco pulmonar, que se.presenta bajo la forma de una pulmo-
nia maligna ; 3) El carbunco intestinal, forma de infeccion intestinal
y general, con lodos los caracteres de una septicemia grave. La se-
gunda forma de la enfermedad es producida al respirar el germen
con el polvo infectado, o por el manejo de pieles, cueros o brochas
que contengan gérmenes de carbunco; la lercera, muy rara, se pro-
duce por la ingestion de carnes de animales infectados, insuficiente-
mente cocidas. Como material de analisis, se usa, en la primera forma,
el contenido de las pustulas o carbuncos; en la forma neumonica los
esputos ; y las deyecciones, en la forma intestinal.

~ 2. Productores de toxinas del grupo de los bacilos del heno

FLuGGE demostré que los gérmenes del colera de la infancia
eran los saprofitos téxicos existentes en el estiéreol Y, en pequenas
cantidades también, en la leche de vaca, Y que su desarrollo no se veri-
fica por debajo de 22°, siendo la temperatura mas favorable la de 37°.
Al multiplicarse, provocan en la leche un desdoblamiento caracteristico
que se manifiesta por la peptonizacion y sedimentacién parcial de lz;
caseina producida por el fermento lab ; en este estado se observa en la
leche, por debajo de la capa de nata no alterada, un liquido amflrill(;
transpa}'elntc, y en el fondo la caseina precipitada por el lab E%["I (los:
composicion, al principio, es apenas perceptible a simplc. Vi;ltl c;-
pecialmente si se agita la leche antes de examinarla pero %il ‘S"lbi;l‘
a:)r;‘allf‘o la excluye desde luego como alimento. Si lleg; a S(‘I‘~ill(;(:l‘idil
Eemcj;n"tl:(;:? ((}gl Iz(écil}o, les produce una c:nfermedad de aspecto (t',linico

¢ra, que por esta razon se llama colera infantil, El
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mismo cuadro clinico puede producirse en perritos alimenténdolos con
leche en tal estado. La substancia téxica no puede obtenerse en forma
soluble, sino unida al cuerpo de las bacterias, y se destruye rapida-
mente hirviéndola (LusserT). En cambio, los esporos de estas bac-
terias peptonizantes presentan una resistencia extraordinaria, y no
se deslruyen ni aun al cabo de los tres cuartos de hora de ebullicion
empleados ordinariamente para esterilizar la leche, sobreviviendo a
veces aun después de hervirla hora y media.

Eslos gérmenes pertenecen a varias especies y no son verdadera-
mente infecciosos, sino que en forma analoga al bacillus botulinus,
deben considerarse como saprofitos toxicos que producen los fené-
menos morbosos por sus toxinas introducidas en el organismo humano.
Sus propiedades bioldgicas estan completamente de acuerdo con las
circunstancias epidemiolégicas del célera infantil ; tanto la falta de
contagio directo, como la dependencia de la enfermedad de la elevada
temperatura de la habitacion y de la alimentacion artificial — ya que
los ninos lactados al pecho no la padecen — inducen a creer en el ori-
gen toxico de la enfermedad a consecuencia de alteraciones de la le-
che debidas a influencias exteriores. En la Parte general, pag. 142,
hemos analizado las conclusiones que de esto se deducen, por lo que
se refiere a la esterilizacion de la leche.

3. Bacilo del tétanos

Los antiguos sabian ya que el tétanos se relaciona, la mayoria de las veces,
con heridas profundas, y se crefa poder deducir de ello que las convulsiones que
caracterizan clinicamente la enfermedad eran debidas a la fuerte excitacion pro-
ducida por la herida en los grandes nervios periféricos. Pero también se expii-
caba el tétanos como debido a una convulsion refleja, provocada por un en-
friamiento o por fenémenos psiquicos.

Estas hipotesis fueron desechadas cuando en el afio 1884 CARLE y RATTONE
consiguieron reproducir en conejos el mismo cuadro de convulsiones, inyectando
a los animales secreciones de la herida de un caso de tétanos humano. NICOLAIER
comprobé el hecho importante de que también se conseguia producir el télanos
inyectando tierra a diversas especies de animales. Fué también el primero en
reconocer al microscopio el bacilo del tétanos en frotis de secreciones de heridas,
vV consider6 los caracteristicos bacilos delgados como los verdaderos gérmenes
de la enfermedad. RosExBacu confirmé los datos de NicoLaiEr. Dos aiflos mas
tarde, consiguié KirasaTo, valiéndose de un procedimiento de cultivo anaerobio,
obtener un cultive puro y reproducir con ¢l, experimentalmente, las tipicas convul-
siones en los animales.

El bacilo del tétanos se encuentra, ordinariamente, en la tierra
abonada y en el fango de las calles; es también muy frecuente en
el estiéreol del ganado caballar y vacuno, y alguna vez aparece en las
deyecciones del perro y del hombre. Los esporos del germen del té-
tanos ofrecen una gran capacidad de resistencia a la desecacion, y
por esla causa pueden conservar su virulencia largo tiempo en las
capas superficiales del suelo.

El bacilo del tétanos es un bastoncillo alargado y delgado, con los
extremos redondeados, muy caracteristico en la manera de formar
esporos, que, situados en un extremo del bacilo, dan a éste la figura de
un palillo de tambor o la de un alfiler. Los bacilos sin esporos presentan
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un movimiento muy vivo y estan provistos de un gran nimero de
flagelos peritricos. Por tratarse de un anaerobio obli;_:{ado, el movimiento
y todas sus demas manifestaciones vitales se paralizan pronto en pre-
sencia del oxigeno, y por esto sélo pueden observarse bien en medios
de cultivo pobres en oxigeno, o que carezcan del mismo por completo.

Los bacilos del tétanos se tifien bien con los colores de anilina
usados ordinariamente. La coloraciéon de Gram no da resultado con
regularidad en todos los casos, como sucede con el bacilo del carbunco,

Fre. 88. Bacilo del tétanos. Coloracion de esporos
(aumento 1 : 500)

por ejemplo. Incluso algunos autores sustentan la opinién de que
el bacilo del tétanos es Gran negativo.

El bacilo del tétanos no es muy resistente. Los esporos, en cambio,
soportan perfectamente durante horas enteras temperaturas de 60°
a 70°; a los 90° mueren al cabo de una hora, aproximadamente. El
vapor circulante los mata en cinco minutos. El sublimado al 1 por
1000, solo al cabo de tres horas. Esta gran facultad de resistencia de
los esporos permite explicar que astillas de madera infectadas con
ellos puedan, después de muchos afios, producir el tétanos en el hom-
bre y los animales.

Los‘ gérmenes del tétanos sélo pueden cultivarse en condiciones
anaeroblas,‘ es decir, en medios desprovistos de oxigeno, en los que
es conve_me.nte, ademas, anadir substancias reductoras, tales como
glucosa, indigosulfato de sosa o formiato de sosa. En la Parte general,

Pag. 50, hemos descrito ya con detalle la técnica .
clase de cultivos. para preparar esta
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Los cullivos por picadura en agar presenlan un aspecto semejante
a un abelo. El desarrollo se verifica en todos sentidos a partir de la
linea de la siembra y se acentua mas en la profundidad. Los bordes
presentan una intensa ramificacion. Se nota también que el agar ha
sido fragmentado por los gases que se forman en algunos puntos. Este
gas consisle, principalmente, en acido carbonico e hidrocarburos y se
distingue por su olor repugnante.

I‘1c. 90. DBacilo del tétanos en
el pus. Coloracion con fucsina
fenicada diluida (aumento 1:500)

G. 89. Bacilo del tétanos.

1
Ilagelos (aumento 1 : 1000)

En los cultivos anaerobios en caldo, éste aparece uniformemente
turbio, y a veces se notan en la superficie burbujas de espuma.

Liquida pronto la gelatina. Las colonias de tétanos en este medio
son de pequeiio tamano, y semejan un ovillo formado por hebras
arrolladas a un centro obscuro en maravilloso serpenteo, del cual
parten hilos rigidos y delgados, a manera de radios, hacia la periferia.

El bacilo del tétanos, al parecer, puede desarrollarse también en
condiciones aerobias principalmente cuando se halla asociado a otros
microorganismos, como los gérmenes del pus. Estos, al desarrollarse,
consumen el oxigeno y crean de este modo circunstancias anaerobias
favorables para el crecimiento del bacilo del tétanos. Aun cuando
para poder reconocer el bacilo del télanos, con gran probabilidad de
acierto, el aspecto de las preparaciones es bastante caracteristico, sin
embargo, para la seguridad completa del diagnéstico, siempre que sea
posible, se hara también el ensayo en animales.

Inyectando por via subcutanea o intramuscular cobayos, conejos
o ratones, con material de cultivos puros del tétanos u otro cual-
quiera que contenga el bacilo, al cabo de un periodo de incubacion
que oscila entre uno a tres dias, aparecen los sintomas tetanicos pro-
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pios de la enfermedad en sus Lres periodos de Lélanos ascendente,
opistotonos, y descendente, inicidndose los sintomas cn el nm:ml)ro
mas proximo al sitio de la inyeccion para goncrallzars? después por
todo el organismo y perecer muy pronto los animales. Se trata, r al-
mente, de una acciéon toxica, como se deduce del hecho de que el
bacilo del tétanos solo se ‘desarrolla en el sitio de entrada, no encon-
trandosele en el resto del organismo.

Por otra parte, puédense producir también los mismos sintomas en
los animales de experimentacion, sin inocularles los bacilos vivos, sino
tinicamente con la inoculacién de ia toxina soluble obtenida de los
cultivos. Esta toxina es extraordinariamente activa ; 0000005 de c. c.
de cultivo en caldo filtrado mata un ratén. Segun Emnrrich, la toxina
tetanica no es un cuerpo simple; esta compuesta de tetanoespasmina,
que es la causa de las convulsiones, y tetanolisina. La primera aclia
sobre el sistema nervioso central, y la segunda obra disolviendo los glo-
bulos rojos de diversas especies de animales. El veneno es conducido
por las vias nerviosas periféricas desde el punto en que se produce,
en la puerta de entrada de la infeccion, hasta el cerebro o la médula
espinal. La toxina del tétanos tiene una afinidad especial para las
substancias del sistema nervioso, como se demuestra por la union in
vifro de esa toxina con la pulpa cerebral. Cuando esta combinacion
llega a verificarse en el organismo, lo hace de una manera tan intima
que, aun con grandes dosis de antitoxina, apenas se consigue, 0 no se
logra destruirla. Por eso, el efecto curativo de la antitoxina del tétanos
es muy inferior a su valor preventivo. El efecto preventivo puede
demostrarse por experimentos de laboratorio, inyectando a la vez to-
Xina y antitoxina en un ratén, con lo cual no aparecen los sintomas
del tétanos y el animal contintia sano.

4. Bacilos del edema maligno

Ya en el ano 1878 PastEuRr logro producir en los animales infec-
ciones agudas, con edema sanguinolento, inyectandoles liquidos putri-
dos. Estas infecciones eran semejantes al edema maligno del hombre,
afeccion bastante frecuente en los tiempos anteriores a la antisepsia,
y en ellas logré descubrir un bacilo algo encorvado, que denominé
«vibrion séplico». En el afio 1881 consiguio R. Kocu cultivos puros
del bacilo del edema maligno en condiciones anaerobias, y lo diferencio
exactamente del bacilo ‘del carbunco, con el cual a menudo se encuen-
tra asociado, en cadaveres carbuncosos en putrefaccion. El bacilo
del edema maligno se distingue del bacilo del carbunco por su creci-
miento anaerobio, por su movilidad debida a sus numerosos flagelos
perilricos, asi como por la formacion de esporos dentro del organismo
infectado ; ademas, el bacilo del edema maligno es mas delgado, y al
desarrollarse forma filamentos arqueados, con los extremos redondea-
dos, en lugar de los rigidos y completamente cilindricos del bacilo
del carbunco. En contra de lo que se crey6 al principio, el bacilo del
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edema es GraM positivo, pero este cardcter no es tan constante como
en el bacilo del carbunco; con frecuencia se encuentran ejemplares
que son negativos.

El bacilo del edema maligno se encuentra, generalmente, en la su-
perficie de los terrenos estercolados, desde los cuales pasa al intestino
de los animales domésticos, donde se le halla normalmente en gran-
des cantidades, junto con sus afines los bacilos de la fermentacion
butirica de la leche. La inoculacién subcutanea de tierra estercolada

IF16. 91. Bacilo del edema maligno.
IFlagelos (aumento 1 : 500)

en un animal le produce la muerte casi siempre al primero o segundo
dias de la inyeccion ; alrededor del punto de la inoculacion se pro-
duce circularmente un edema extenso y sanguinolento con destruc-
cion tipica del tejido muscular, pero con escasa formacion de gases o
ausencia completa de los mismos. Los bacilos, al morir el animal, se
encuentran, generalmente en gran cantidad, localizados soélo en el
area del edema ; horas después de la muerte se comprueba la existencia
de bacilos en los 6rganos internos, especialmente en el bazo, en donde
son muy numerosos. En el hombre, la infeccién se presenta en las
mismas condiciones que en los animales de experimentacion, espe-
cialmente a consecuencia de lesiones con gran magullamiento de las
partes blandas, acompanado de gran suciedad de la herida.
Investigaciones posteriores han demostrado que el edema ma-
ligno no representa una entidad morbosa, sino que puede ser origi-
nado por diversos gérmenes afines de un mismo grupo natural. Estos
gérmenes distintos del bacilo del edema maligno de R. Kocu fueron
descritos por Novy y por GHON y Sacus, recibiendo el nombre de
estos autores. Las diferencias aparecen, en parte, en los cultivos y, en
parte, en sus efectos en el organismo infectado. El bacilo del edema
de R. KocH produce un fermento que liquida la gelatina y ennegrece
el medio de cultivo de pulpa cerebral empleado por v. HiBLER. Las
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otras dos especies citadas tienen las propicc{adcs siguientes : el bacnl'()
de Novy liquida también la gelatina, y, lo. mismo que el de I{O(:H‘, (l(*s:-
truye el tejido muscular del organismo mfccta(!o, pero el de GHON
Sacus, en cambio, no produce fermento peptonizante ni ennegrece el
cultivo de pulpa cerebral, y sus esporos presentan, ademas, una gran
capacidad de resistencia, lo que les permite soportar dlxl'al}tg mas de
dos horas la accién de la temperatura de la ebullicion. Por ultimo, hay

Fia. 92. Bacilo del edema maligno en el I16. 93. Bacilo del edema maligno.
pus. Coloracion con fucsina fenicada di- Cullivo puro. Coloracion con fuesina

luida (aumento 1 : 500) fenicada diluida (aumento 1 : 500)
que distinguir radicalmente del edema maligno, el grupo de bacilos
descritos a continuacion, que en un principio se confundieron con el
germen del mismo.

5. Bacilos de la gangrena gaseosa (flemén gaseoso)

Esta infeccion se presenta en el hombre y en los animales inocu-
lados experimentalmente en condiciones proximamente iguales a las
del edema maligno, siendo las heridas manchadas con estiércol de ca-
ballo las mas temibles como origen del flemon gaseoso. Se diferencia
clinicamente del edema maligno por la gran produccién de gases en los
alrededores de la herida, desarrollo que después de la muerte puede
hacerse extlensivo a los érganos internos (enfisema de las heridas, « 6r-
ganos espumosos », Schaumorgane); en ocasiones, tiempo antes de morir
el animal, la infeccion se hace septicémica porque el germen penetra en
elaparato circulatorio. La gangrena gaseosa es producida por un bacilo
descrito por E. FRAENKEL, distinto del germen del edema maligno,
que se caracleriza sobre todo por carecer de movimiento, por ser
GraM positivo y porque con frecuencia forma capsulas. Reciente-
mente, Krose descubrié que también el bacilo de la gangrena gascosa
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de FraexkiL produce una loxina baslanle resistente al calor, que, al
ser invectada en los animales, da lugar a los sintomas caracleristicos
locales y generales, propios de la gangrena gaseosa. Qonlra esa toxina
prepard Krose un suero curativo. EI empleo practico de. tal suero,
preparado con una sola raza de cultivo, lropieza con la dificultad de
no ser la gangrena gascosa una enfermedad tnica bien definida, sino
que puede ser causada por diversos gérmenes afines.

6. Bacilo del carbunco sintomatico

El carbunco sintom:ilico, llamado también enfisema infeccioso, es una enferme-
dad muy extendida entre los animales, especialmente en el gu‘nzulo vaeuno, l_n cual
sc confundia en otros liempos con el carbunco. A los concienzudos trabajos de

FF16. 95. Bacilo del carbunco sinto-
FF16. 94. Flagelos del bacilo del carbunco mitico con esporos. Lolo:acwn de
sintomatico (aumento 1 : 500) GrayM (aumento 1: 500) vl

BoLLINGER v FESER se deben la descripeion exacta del germen del carbunco sinlo-

atico y la diferenciacion an: @ gice »sta enfermedad, del carbunco
l\l'l;;lclt;:ﬁ\xsl:ex?xgﬂ 1(1?::]IC}(?:‘c;llllll:t(())l:lggr}é?l::b:;l)llléll(:e';\ empleando los f)roccdimicnlos
adecuados a los anaerobios. '

IZ1 agente morboso es un bacilo anaerobio d’ut.ado deun movi.n_uento‘
muy vivo, provisto de numerosos flagelos peritricos y que s¢ tine pot
¢l Grax. En el liquido del edema y en las cavidades serosas del animal
enfermo se encuentra el germen, aislado o por parejas, en forma de
bastoncitos rectos sin abultamiento del cuerpo bacilar. Este detalle
se uliliza en el diagnéstico diferencial para disti.nguirlo del bacilo
del edema maligno, que se presenta dispuesto en filamentos. Es muly
distinta la imagen microscopica del germen procedente de un musculo
infectado. Ademas de los bastoncitos citados, pueden obscrvars.c‘fm-
mas abultadas y en forma de vejiga, llamada§ formas de clqslndu:’lll_l:
que al ser tratadas con yodo toman un color rojo castaiio debido al glt
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cogeno conlenido como material de reserva en el cuerpo de los
bacilos. .

También en los cultivos, especialmente en medios muy alcalinos,
en los que abunden los hidratos de carbono, se encuentran eslos }-)as-
toncitos granulosos. Aparecen asimismo bacilos con esporos lermina-
les ovalados (formas de maza), que no se forman en el organismo hasta
pasadas veinticuatro o cuarenta y ocho horas de la muerte del :animal.

El cultivo del germen del carbunco sintomatico se consigue en
buenas condiciones en medios muy alcalinos, ricos en hidratos de car-
bono.

En caldo, se forma un sedimento, mientras que el liquido de en-
cima permanece claro o muy ligeramente turbio. A consecuencia de
la fermentacion butirica, los cultivos en caldo huelen a manteca ran-
cia. En caldo con sangre, su desarrollo es extraordinario, producién-
dose un gran desprendimiento de gases. En gelatina, ésta se liquida
lentamente, formandose colonias redondeadas con lineas radiales en
el borde. En agar, en capa espesa, al lado de las burbujas de gas se
reconocen finas colonias redondeadas con ligera granulacion. Los
esporos del bacilo, a diferencia de sus formas no esporuladas, se dis-
tinguen por su gran resistencia, de manera que, aun desecados, se
mantienen vivos y virulentos durante anos.

La infeccion experimental en los animales se consigue facilmente,
sobre todo en cabras, vacas, ovejas y cobayos, por la inoculacion
de organos enfermos o de cultivos; es mas dificil infectar conejos, ra-
tones blancos y ratas. El animal mas apropiado para los experimen-
tos, el cobayo, enferma a las catorce horas de la inyeccion; la region
proxima al punto de inoculacion se pone edematosa, y los tejidos, por
efecto del desarrollo de gases, crepitan al ser comprimidos. El animal
decae y muere pronto. El hombre parece completamente inmune al
carbunco sintomatico ; existe, pues, una diferencia especifica entre
esta infeccion de los animales y la gangrena gascosa del hombre.

GRASSBERGER Y SCHATTENFROH, en 1912, comprobaron en los
cultivos de carbunco sintomatico la existencia de un veneno soluble
y lo obtuvieron como verdadera toxina. Sin embargo, no se ha conse-
guido demostrar, de una manera indubitable, hasta qué punto influye
esta toxina en la patogenia de la infeccién. La inoculacion en un co-
bayo produce inflamaciones hemorragicas en el punto de inyeccion y
en la piel, exudaciones sanguinolentas en las cavidades serosas y ede-
ma pulmonar, que causa la muerte del animal. Los conejos inyecta-
dos con la toxina mueren con convulsiones y paralisis ; en la autop-
sia se encuentran edemas y hemorragias en el cerebro.

7. Bacillus botulinus

Bajo la denominacion de intoxicaciones por la carne o los embu-
tidos se agrupaban antes enfermedades de naturaleza muy distinta.
En algunos casos se trataba de verdaderas infecciones originadas por
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bacilos de los grupos paratifico y de GARTNER (véase mas ade-
lanle), y en otros, de verdaderas intoxicaciones producidas por
toxinas microbianas, debiendo considerar entre los productores de
Loxinas el bacillus proleus, los colibacilos y gérmenes semejantes a
¢ste y el bacillus botulinus. Mienlras que los cuadros morbosos produ-
cidos por bacilos de los grupos GARTNER, coli y paralifico son seme-
jantes al de una gastroenteritis, en la intoxicacion por los embutidos
propiamente dicha, el botulismo, se Lrala de una enfermedad grave
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IF16. 97. Bacillus bolulinus.

IF16. 96. Bacillus bolulinus. Cullivo reciente. 8 ]
FFormas no esporuladas solamente. Colora-  Cultivo puro con esporos. Colora-

cion con fuesina fenicada diluida cion de GrayM (aumento 1 : 500)

(aumento 1 : 500)

con sintomas de paralisis, distinta de las enfermedades infecciosas
febriles que acabamos de citar. El nombre de intoxicacion por los em-
butidos (« Bofulismo ») no es apropiado al cuadro -etiolégicamente
caraclerizado de la enfermedad que nos ocupa, porque no sola-
mente pueden originarla los embutidos, sino que con mas frecuencia
se adquiere por comer jamon, conservas de carne y distmtz}s clasgs de
pescado ahumado o salado, y aun legumbres en conserva. El bgtuhsmo
es una verdadera intoxicacion producida por substancias toxicas pre-
formadas en la carne o legumbres. No se trata precisamente de un parz"x-
sito patogeno, sino de un saprofito toxinégeno. Ignoramos todavia
cual es el origen o en qué forma se verifica la contaminacion d.e los ali-
mentos con estos saprofitos loxinégenos; probablemente tienen su
asiento y se multiplican en el contenido intestinal ; al menos el baci-
lus bolulinus se ha encontrado en las evacuaciones del cerdo sano.

El germen fué descubierto en 1895 por vax EI(.\IENG.EN con oca-
sion de un gran numero de casos de inltoxicacion producidos por co-
mer jamon.
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El bacillus bolulinus es un bastoncito recto de extremos redon-
deados, movible, y anaerobio obligado, que se tine bien con 'los
colores de anilina corrientes y es Gray posilivo. Su Lcmpc_ra_lura op-
tima de crecimiento es la de 22° a 25°% a l()s. 35° crece con dlflCll“.{I(l y
por eso no puede desarrollarse en los organismos vivos ; por debajo de
18° su desarrollo es precario. Forma esporos ovalados situados entre un
extremo y el centro del bacilo, que se tinen facilmente por los proce-
dimientos de coloracion de esporos. Estos, en comparacion con los de
olros gérmenes, son poco resistentes a la influencia de los agentes exte-
riores. Una temperatura de 80° manlenida durante una hora es sufi-
ciente para destruirlos. En los cultivos se observan a veces formas
filamentosas. Los bacilos se presentan en parejas, y de vez en cuando
se les ve dispueslos en cortos filamentos. En cultivos de agar y gela-
tina, el bacilo muestra tendencia a las formas en huso y de clostridium,
y en la parte del cuerpo del bacilo que presenta mayor didmelro, se
halla el esporo.

En agar glucosado, produce gases, en tal abundancia, que agricta
el medio por todas partes. Una gran parte de estos gases consiste en
hidrogeno y melano; al mismo tiempo se originan también acidos
grasos voldliles que prestan al cultivo un olor a rancio, pero no fétido.

La toxina del bacillus botulinus se forma con mayor abundancia
en los medios liquidos a una temperatura de 18° a 23°, pero no mas ele-
vada. Esta toxina soluble, a diferencia de las verdaderas toxinas bac-
terianas del conduclo intestinal, puede provocar intoxicaciones muy
graves. Iis muy poco resistente a la luz y a los 4lcalis (solucion de sosa
al 3 %) ; a la media hora de calentamiento a 80° ya no produce efectos.
Los cobayos y los ratones mueren por la ingestion de muy pequenas
cantidades de toxina (0¢0001-0¢0005 c. c.).

KEMPNER consiguio oblener un suero antitoxico contra el botu-
lismo por inyecciones repetidas de toxina ; las inyecciones de esle
suero en los animales demoslraron su accion preventiva y curaliva,
pues se observo la desaparicion de los sintomas de intoxicacion después
de administrar el suero. La antitoxina es lambién eficaz administran-
dola por via digestiva. Segun las investigaciones de LEucus, sélo puede
esperarse un resultado curativo seguro con los sueros polivalentes, es
decir, obtenidos por inmunizacion de animales con loxinas proce-
dentes de distinlas razas de gérmenes. Esta circunstancia hace pensar
que el botulismo no es producido por una sola especie de baclerias,
SO que, en analogia con el paratifus, puede ser causado por un grupo
de especies afines.

El diagnostico bacteriologico del botulismo se hace comprobando
el germen en los residuos del alimento ingerido, ya sea por cullivos
anaerobios, ya por la inoculacion en los animales. Los conejos y galos
noculados presentan sintomas especialmente caracleristicos, quof con-
sisten en pardlisis semejantes a las que ofrece la inloxicacion en el
lll.ombre (midriasis y sialorrea) ; las palomas son también muy recep-
ivas. g
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8. Bacilo piocidnico

IEn el ano 1882 fué cultivado por Gessarp un bacilo que, por la facultad
que posee de producir una substancia colorante azul verdosa en el pus, se deno-
mino bacilo piocianico, dando lugar, en algunas ocasiones, a infecciones genera-
les, especialmente en los nifios. E. FRAENKEL lo encontré en la sangre de cuatro ca-
diaveres entre 1100 examinados. Las puertas de entrada de este germen son el
ombligo, el intestino y el oido medio. La infeccion general originada por el bacilo
piocidnico presenta una evolucion aguda intensa (con fiebre alta y remitente,
sintomas cerebrales, exantemas y diarrea) que puede terminar con la muerte. ]
examen baclerioldgico, por el cual inicamente se conoce la verdadera naturaleza
de esta clase de infecciones, permite establecer con certeza el diagndstico.

Z1 bacilo piocianico presenta la forma de un bastoncilo alargado,
de tamano variable, movible y provisto de un flagelo en sus extre-
mos. Se tine bien con todos los colores de anilina, pero no toma el Graw.

Se cultiva facilmente en todos los medios corrientes. En agar, se
obtiene una capa espesa de cullivo de coloracion gris, al mismo tiempo
que todo el medio se impregna de la substancia verde y fluorescente
segregada por el germen. En caldo, forma un velo, debajo del cual se
acumula el pigmento en forma de un estrecho anillo. Liquida la ge-
latina y coagula la leche, tinéndola de verde amarillento.

El pigmento se compone de dos substancias colorantes distintas :

1. La piocianina, que puede extraerse de los cultivos por el clo-
roformo.

2. Una substancia insoluble en el cloroformo, y soluble, en cam-
bio, en el agua, que se encuentra también en muchos cultivos de bac-
terias fluorescentes.

Ademas del fermento que liquida la gelatina, el bacilo piocianico
produce otro fermento que actia sobre la fibrina y la albumina. Su
presencia se ha comprobado en cultivos en caldo viejos : se le ha dado
el nombre de « piocianasa» y posee propiedades bactericidas. El pre-
parado de piocianasa se utiliza con fines curativos en los portadores
de gérmenes (difteria, meningococos).

El bacilo piocianicy forma también una hemolisina, la 1iociano-
isina, que por su relativa termoestabilidad se diferencia de las hemo-
toxinas propiamente dichas. También produce una toxina soluble que
pasa al liquido de cultivo.

La accion patogena del bacilo piocidnico en los animales es muy
variable. EI animal mas receptivo es el cobayo, que muere frecuente-
mente con solo una inyeccion intraperitoneal o subcutanea. Los cone-
jos y ratones lo son menos.

9. Bacilo de la fiebre tifoidea

Con el nombre de « tifus » se comprendia antiguamente una serie de enti-
dades morbosas que evolucionaban con delirio y estupor (7v90¢ = niebla). En los
tiempos modernos, tomando como base los estudios clinicos y anatomopatologicos
v sobre todo las investigaciones bacteriologicas, se ha conseguido establecer dife-
rencias esenciales entre tan distintas enfermedades, como ia fiebre tifoidea, el pa-
ratifus, la fiebre recurrente y el tifus exantems:ltico, cuya sintomatologia presenta
grandes semejanzas, lograndose determinar en cada caso el verdadero diagnostico.
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El bacilo de la fiebre tifoidea fué descubierto en el ano 1880, Eperti v KocH
encontraron en cadaveres de lifodicos, en los corles de los ganglios mesentéricos
y del bazo, asi como en los del higado, paredes intestinales, rinones, elec., pe-
quenios focos de necrosis como verdaderos nidos de bacilos, a los que consideraron
como Ja causa de la enfermedad. Estos descubrimientos fueron ampliados por
:;f\lfl-ih’\’ en 1884, que consiguio cultivar por primera vez el germen de la fiebre

oidea.

El germen de esta enfermedad es un bacilo delgado, pequeno, que
se line facilmente con las soluciones acuosas de los colores de anilina,

F16. 98. Bacilo tifico. Cullivo puro.
Coloracion con fuesina fenicada diluida
(aumento 1 : 500)

1. 99. Bacilo lifico. Flagelos
(aumento 1 : 500)

~

negativo al Gray y muy movible. Este cardcter de movilidad se apre-
cia especialmente en los gérmenes cultivados en caldo. El cuerpo del
bac'llo_ estd rodeado de una corona de 8 a 12 flagelos en disposicion
pentrlca: (Para la coloracion de flagelos, véase la Parte general, pag. 40).
E} movimiento es muy caracteristico, propiamente como de ser-
plente, de manera que un observador ejercitado sospecha los bacilos
tificos s6lo por la forma especial de moverse. En los medios de cultivo
este germen se desarrolla algunas veces en forma de largos filamentos.
Cargcc de esporos ; los espacios claros (granos polares) del cuerpo (lci
bacilo, que se observan con frecuencia en algunos medios, por ejemplo
en la patata, nada tienen que ver con los esporos, puesto que les fallali
las pmpicdadcs caracleristicas de éstos, lales como la dificultad en la
colomgx()n y decoloracion, y la resistencia ante influencias (lCSfaV()l"l(-
bles. En cambio, los bacilos mismos lienen mavyor resistencia que m[x—
chas otras formas bacterianas no esporuladas. Para deslruirlos a una
Ie.x:ilperatura de 53° es necesario media hora ; en hielo y en me(iins [)l'l‘-
ridos conserva el bacilo de la ficbre tifoidea su virulencia durante



