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PROLOGO

El presente Manual no tiene la pretension de exponer todos los
hechos comprendidos en la Microparasitologia ; no es un Lratado de
esla ciencia, sino sélo un libro auxiliar que tiende a cumplir un doble
objeto. Primero, el de que sea en todo momento un fiel consejero
de los alumnos de un curso bacterioldgico, y de utilidad tanto en el
laboratorio como después de terminadas las praclicas, es decir, un
auxiliar dispuesto siempre a orientarles en las manipulaciones o que
fes sirva para recordar los conocimientos adquiridos. Para ello no
era suficiente una simple descripeion de los métodos, sino que hemos
creido necesario que un libro de esa indole contenga, convenientemente
sintetizados, los fundamentos y las conclusiones practicas de la Micro-
biologia, pues solo de este modo puede conseguirse un conocimiento
exacto de los mélodos y de sus aplicaciones. Por esta razon no siem-
pre se expone la materia tratada con el mismo orden que se explica-
ria por razones didacticas (yendo de lo mas sencillo a lo mas dificil)
durante el curso, ni como se hallaria expuesta en un tratado de Bacte-
riologia, concebido exclusivamente para texto. La exposicién se ha
procurado hacerla mas bien en forma sistematizada; y particular-
mente, en la descripeion individual de los gérmenes patogenos, éstos se
presentan clasificados en un sistema natural dentro de lo que es posible
hacerlo dado el estado actual de nuestros conocimientos cientificos.

En segundo lugar, este Manual constituye un valioso auxiliar
para el médico practico y para los funcionarios de Sanidad, ejerzan o
no como bacteriologos. Los trabajos bacteriologicos propiamente di-
chos requieren, como se comprende, haberse ejercitado en ellos con
anlerioridad, ya que todos sabemos por experiencia cuan facilmente
se olvidan los conocimientos adquiridos en un curso, cuando no los
acompana luego una practica prolongada. Por lo tanto, el médico
practico seguramente sabra apreciar el valor de este Manual que
en cualquier momento, aun para trabajos bacteriologicos no usuales,
le permitira recordar y orientarse con rapidez y le proporcionara la
seguridad de un método acertado y, lo que es mas de apreciar, el
conocimiento exacto de los motivos susceptibles de error. Ademas,
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este libro ha sido escrito pensando también en el m?dico que no se
consagra a trabajos bacteriolégicos, sino que 'encomlenda a los téc-
nicos las investigaciones necesarias en su practica. Afortunadamente,
por parte del clinico se generaliza cada vez mas la cpst}ulinbre de
poner a contribucion los laboratorios de analisis chtel'lolog}cos. pe
conformidad con nuestra larga experiencia en L\'Ilcropalzaswologxa,
podemos afirmar que para que la cooperacion del clinico con el
analista sea fructifera, es necesario no echar en olvido determinadas
condiciones previas. E1 médico debe conocer cgales son las substan'-
cias o productos que en cada enfermedad infecciosa han de ser exami-
nados, asi como también el modo y momento de recogerlos; ha de
saber también lo que puede esperar del examen bacteriologico (quiza
no repetido) en cada caso determinado, y, sobre todo, lla,(!c. estar
capacitado para apreciar exactamente el 1‘esulta@o del analisis que
se le entrega. Pero ;qué suele ocurrir en la practica? Prescindiendo
de que, a veces, se entrega material completamente inadecuado y
técnicamente mal preparado (por ejemplo las extensiones de sangre),
o que los productos son expuestos a un largo transporte que no pue-
den soportar, cuando lo procedente seria examinarlos en el-mlsmo
punto o inmediatamente después de tomarlos (v. gr. cultives de
bacilos de disenteria y meningococos), se cometen, ademas, comn
gran frecuencia errores cn la eleccién y momento en que estos pro-
ductos deben obtenerse. Carece de objeto, por ejemplo en un caso de
fiebre tifoidea, enviar en los primeros dias el suero para la reaccion
WipaL o las heces para la investigacion del bacilo tifico, cuando en
realidad en estos dias el analisis de la sangre del enfermo permiti-
ria un resultado casi seguro. Enviando productos inadecuados o fucra
de tiempo, el resultado sera negativo, y como consecuencia el andlisis
bacteriologico, defectuosamente planteado, inducird precisamente a
error. Semejantes errores podrian evitarse y se evitarian si el médi-
co, al enviar los productos, poseyera los conocimientos debidos de
los métodos bacteriolégicos, o si, llegado el caso, ante uno de esos
analisis conociera la eficacia y oportunidad de los mismos.

Hoy dia casi ya no es posible exigir al médico de cabecera que
en medio de sus multiples ocupaciones consulte tratados extensos:
un libro breve y claro sera su mejor guia. Esto es lo que venimos
a ofrecerle con el presente Manual. Breve y preciso. Tal es su di-
visa, y con ella estan definidos su tamano y su contenido. En ¢l
hemos procurado suprimir todo lo innecesario a los matriculados en
un curso, asi como no constan datos sobre bibliografia ni controver-
sias cientificas que no sean ttiles para el conocimiento practico.
Tampoco se describen los métodos complicados de rara aplicacion,
no ensenados en los cursos. Teniendo en cuenta todo esto hemos
procurado limitarnos, con frecuencia, a indicar un solo método, a
condicion de que llene su objeto sin reservas. También se ha supri-
mido todo lo referente a las enfermedades exoéticas, con excepcion
de las que pueden ofrecerse a la observacion en casos importados,
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y excluido el estudio de las enfermedades infecciosas de los animales
que no son transmisibles al hombre. Pero como la brevedad Liene
su limite en las necesidades de los fundamentos cientificos, en la
qute general hemos hecho una exposicién de la biologia de los
rr.11croparé15il;os, asi como de las relaciones existentes entre la infec-
¢ion y la inmunidad. Ademas, para mayor claridad, se ha procurado
!lustrar el texto con numerosas laminas en colores, que mucho me-
jor que las microfotografias ayudan a recordar las imagenes vislas al
mictoscopio durante el curso. Cuando no se indica otro origen,
debe entenderse que las numerosas laminas que ilustran este Ma-
nual han sido tomadas de preparaciones originales. Afortunada-
mente, hemos hallado en la Swrra. K. WANGERIN, dibujante cien-
tifica de la Universidad de Halle, una insigne colaboradora de gran
valia, tanto por sus conocimientos y probidad técnica como por su
arte exquisilo, razones que nos obligan a expresarle nuestro agra-
decimiento en este lugar. Algunas laminas, con indicacién de su
procedencia, se han tomado de las siguientes obras:

Jocnyany, Lekrbuch fir Infektionskrankheiten (Berlin, J. Sprin-
ger). Harrymaxy und ScuiLiNg, Die pathogenen Prolozoen (del mismo
editor). R. O. Neumaxx und M. Maver, Wichlige tierische Parasiten
und thre Uecbertrager (Lehmanns medizinische Atlanten, tomo XI,
Munich, J. F. Lehmann), vox GRUBER, RuBNer und FICKER,
Handbuch der Hygiene, tomo I11, parte 2. (Leipzig, S. Hirzel.)

Muchos de los grabados de instrumentos de laboratorio proceden
del catilogo de la casa F. & M. Lautenschlaeger, Berlin.

Finalmente, no queremos lerminar estas lineas sin testimoniar
a la Casa cditora nuestro mas profundo agradecimiento, tanto por su
desprendimiento como por las facilidades otorgadas para la esplén-
dida presentacion de este libro.

E. Gotschlich. W. Schiirmann.

Giessen y Halle, Febrero de 1921.
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PARTE GENERAL

I. Concepto y clasificacion
de los microorganismos patégenos

Se denominan microparasitos o microorganismos patogenos unos
seres vivos pequenisimos, sélo perceptibles con grandes aumentos
microscopicos, capaces de vivir en las superficies extlerior e interior,
asi como en los tejidos, de organismos animales o vegetales mas ele-
vados, a cuyas expensas se nutren. Es frecuente que por tal causa
se produzcan trastornos en la vida normal, es decir, enfermedades
en el organismo huésped. Como-las mismas provienen de la trans-
mision del microparasito existente en otro organismo, se les da el
nombre de enfermedades contagiosas o infecciosas. Sabido es que
hay tambitn enfermedades infecciosas causadas por parasitos percep-
Libies o simple vista (macroparasitos), los cuales pertenecen a las cla-
ses de ios vermes v ardenidos; y aunque a estas enfermedades, para
diferenciarlas de las infecciosas causadas por los microorganismos,
se las Hlama « enfermedades de invasion », la separacion es caprichosa,
puesto que ni los fendémenos biologicos derivados del ataque del
agenle al organismo, ni el caracter epidémico de las enfermedades
en uno y olro caso, permiten establecer diferencias fundamentales
enlre las infecciones causadas por micro o macroparasitos.

Vemos, pues, que el concepto de microparasitos o microorganis-
mos patogenos se opone lan solo, en apariencia, al de macropara-
sitos perceplibles a simple vista: v como, ademas, los microorganismos
perlenecen a clases muy diferentes del sistema bioldgico,—pues mien-
tras los hay con decidido caracter de planta, olros lo tienen marcada-
menle animal, y un tercer grupo se mantiene en el limite de ambos
reinos,—hemos de justificar, con otras razones, el nombre comun de
microparasitos y su agrupacion al estudiarlos. s 1égico obrar asi, en
primer lugar, porque los mélodos aplicables a su conocimiento les son
comunes, pues en todos se impone la téenica microscopica, y, ade-
mas, lo que es mas esencial, por el gran interés médico que ofrecen
los microorganismos como agentes de las enfermedades infecciosas

GOTSCHLICH - SCHURMANN : Microparasitologia. 1



2 Conceplo y clasificacion de los microorganismos palogenos

mas importantes. Esta cualidad 1)al;(')'gena de lo§ .rnicroparésitos. 1'1izo
que su estudio afectase mas cada dia los dominios de lg Mcdlcgna,
aunque como seres vivos debieran encontrar su puesto entrg las cien-
cias propiamente biolégicas, como la Zoologia o 12‘1 B(')lam‘c'a, se-
parandose aun mas del campo de estas ciencias aAl I(‘lZl_ClOIla-I:SL‘_ con
su conocimiento puntos de vista y temas con.lplela_lflente_ extranos a
ellas, como el estudio de los procesos de desinfeccion ¢ inmunidad.
Justifica también la agrupacion separada de los microorganismos el
distintivo comin a todos ellos, de ser monocelulares, al gpntrano de
los macroparasitos, que son seres vivos pluricelulares. ‘Flgados estos
principios, queda bien definido el reino delos microorganismos, porque
el monocelular reune en si Jas funciones vitales mas dlslmL'as, mien-
tras que el pluricelular, aun en los grados d'e de:s'arrollo mé§ inferiores,
presenta siempre una diferenciacion o dlstnbucm:} de las dl\{m-sas ma-
nifestaciones vitales, segtin las distintas agrupaciones de células que
constituyen los 6rganos. Cuanto més ha ido progresando le conoci-
miento de los microorganismos monocelulares y cuanto mas nume-
rosas y variadas han sido las especies descubiertas, tanto mas cvi-
dentes han aparecido las relaciones bioldgicas entre represenlantes
aislados de diversos érdenes que al principio parecian completamente
distintos, de tal modo, que hoy puede aventurarse el ensayo de pre-
sentar una clasificaciéon natural de los microorganismos.

Para ello, lo mejor es partir de los grupos de bacterias,. que por
su evoluciéon ocupan los grados més inferiores en la escala biologica ;
desde éstos el desarrollo filogenético conduce en un sentido a formas
puramente vegetales (estreptotrices, hifomicetos y blastomicetes),
y en otro, a través del grupo intermediario de los espiroquetos, a ari-
males monocelulares del orden mas inferior (protozoarios);: final-
mente, existe lodavia un grupo de microorganismos que prescila
dificultades especiales para su clasificacion, por tratarse de formas
de tal pequeriez, que estan mas alla del limite de la visibilidad micros-
copica, y en relacion con ello pasan a través de filtros completamente
impermeables para los gérmenes de los grupos enumerados anterior-
mente, Esta dificultad de ser vistos al microscopio les ha valido la
denominacion de sub o ultramicroscopicos (afanozoarios, segtiin Kruse),
y la cualidad de filtrarse les da el nombre de virus filtrables. La in-
vestigacion morfolégica fracasa por completo frente a estas formas
pequenisimas, como ocurre con el germen de la fiebre amarilla, o es
posible unicamente descubrirlas cuando el microparasito se hace visible
dentro delas células del organismo atacado, no de un modo aislado
como tal microparasito, sino merced a que resulta rodeado por pro-
ductos de reaccion de las células que ataca, productos que son colo-
reables y permiten asi descubrirlo, por lo cual se les denomina clami-
dozoarios (v. PRowazEK) o estrongiloplasmas (Lirscuii1z). A pesar
de las dificultades para su estudio, las cualidades biolégicas de estos
entes ultraminuisculos permiten atribuirles cercang parentesco con los
protozoarios y espiroquetos.
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Una cla§1[1cac1011 natural de los microorganismos puede repre-
sentarse segun el siguiente esquema :

Bacterias

// \

lispiroiluekos Estreplotrices

/ \ &
\\ \\

// Hifomicelos
Protozoarios \ X
~— ‘\w A\ ‘\\
Gérmenes N
ullramicroscopicos Blastomicelos

. El estrecho parentesco enlre las bacterias y las algas es de inte-
res puramente biologico, pues no tiene importancia inmediata para
la )‘It‘dlcil.)a, toda vez que hasla hoy no se conocen algas parasitas
de los animales, y, en cambio, las hay que guardan gran semejanza
con algunos protozoarios flagelados. )

iLos distintos grupos de microbios presentan, brevemente expues-
tas, las siguientes caracleristicas :

L. Baeferias, llamadas lambién esquizomicetos u hongos fisi-
parcs por su inlimo parentesco con Jos hongos: son microorganismos
monocelulares desprovistos de clorofila (con excepeion de algunas es-
pecies saprofiticas), de forma sencillisima, esferoidal, alargada o he-
licoidal : se multiplican unicamente por division transversal, y en su
consecuencia nuneca se separan en sentido longitudinal, demostrando
una extraordinaria diversidad de caracteres especificos, tanto en las
condiciones que requicren para vivir, como en sus distintas manifes-
taciones biologicas.

2. Esireptotrices (hongos radiados). Aunque muy parecidos, se
diferencian de las bacterias de forma bacilar en qlw-])rcscnlan ver-
daderas ramificaciones y terminaciones en forma de maza, y crecen
radialmente a partiv de un centro. Ciertas especies, como los bacilos
de la tuberculosis, del muermo y de la difteria, que en rigor pertene-
cen a Jos estreptotrices por razén de su morfologia, se cuentan entre
las ]?achrias en el lenguaje corriente de la Medicina, costumbre que
seguiremos en nueslra exposicion, porque en los organismos infectados
adoptan casi exclusivamente Ia figura de bacterias, y las formas de
crecimiento mas superiores, las ramificadas, sélo en circunstancias
especiales se consiguen por cultivo.

3. Hifomicetos u hongos filamentosos. Presentan el aspecio
de una ramificada red (micelium) de filamentos (hifos), sobre la cual
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resaltan, con su configuracion especial, los esporangios conteniendo
los esporos. En cuanto a la reproduccion, tiene lggar en a!gunz}s es-
pecies la generacién sexuada (copulacion). A partir de los hifomicetos
y hongos filamentosos el desarrollo filogenético pasa en un sentido a
los hongos superiores y en otro a los o

4. Blastomicetos, que después de¢ su aparicion presentan formas
indudablemente mas sencillas que los complicados hifomicetos; pero
que sin embargo podemos considerarlos descendientes de ellos, porque
el micelio hifomiceto caracteristico, sumergido en un caldo de cul-
tivo, sigue creciendo en forma de blastomiceto. Estos toman su
nombre de la forma caracteristica de su reproduccién, en la cual,
de la célula madre esferoidal o alargada salen abultamientos lalerales
a manera de yemas o brotes. que, por su parte, llegan a ser nuevas
células madres, desprendiéndose entonces de la que los cred. Por lo
demas, algunos blastomicetos, como el oidium y el muguet, ademas
de reproducirse por brotes, crecen por filamentos ramificados, de ma-
nera semejante al micelio de los hifomicetos, con lo cual demuestran su
proximo parentesco con éstos. . :

Asi hemos llegado a trazar el arbol genealégico del desarroio
filogenético, que partiendo de las bacterias, une a éstas con las formas
mas elevadas del reino vegetal ; desde el mismo origen, pero en ciro
sentido, veremos las relaciones entre las bacterias y los seres vivos
del reino animal.

5. Los espiroquetos ocupan un lugar intermedio entre Jos micro-
organismos animales y las bacterias. Por su forma y movimiento ie-
cuerdan las bacterias helicoidales o espirilos, tanto, que en un pric-
cipio se les confundia con éstos, y las denominaciones de espiroquetos
o espirilos se usaban casi indistintamente. Un estudio mas detenico
condujo a conocer sus diferencias morfologicas, puesto que en los es-
pirilos el cuerpo de la célula es relativamente rigido, en tanto que c¢n
los espiroquetos es extraordinariamente flexible. Es discutible la cues-
tién de si en los espiroquetos se presenta también la division longi-
tudinal ademas de la transversal, o aun solo la primera, por lo que
también es dudosa la cuestion derivada de ese hecho, de si ocurren
en los espiroquetos verdaderas dicotomias. Algunas observaciones, por
ejemplo la desaparicion de las formas tipicas en ciertas fases del des-
arrollo de las infecciones debidas a espiroquetos (fiebre recurrente), asi
como la aparicién de gérmenes filtrables de tamano ultramicroscépico,
inducen a creer que el ciclo de desarrollo de los espiroquetos es mas
vario que el de los espirilos, pues éstos, como todas las bacterias, re-
piten indefectiblemente el mismo tipo morfolégico. Hay que anadir a
esto que la forma adulta o superior de algunas especies se ha obser-
vado en un insecto que representa el papel de intermediario, hecho
que pertenece en absoluto a los parasitos animales.

6. Protozoarios. Son seres vivos monocelulares del reino animal,
de formas muy variadas y reproduccion sexuada, que no constituyen
su protoplasma sintéticamente de combinaciones (uimicas sencillas,
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como ocurre en las bacterias, estreptotrices, hifomicetos y blastomi-
cetos, sino que necesitan nutrirse de substancias albuminoideas de
complicada composicion molecular, Y, en ocasiones, como en las ami-
b'as, exigen elementos organicos formes. Los distintos géneros y espe-
cies entre si, asi como cada una de éstas durante su desarrollo, pre-
sentan gran variedad de formas; junto a la reproduccion vegetativa
sencilla por division transversal o longitudinal, o por particion en
numerosos Lrozos, se observa también en muchas especies un desarrollo
sexual mas o menos complicado que coincide con metamorfosis en
un huésped intermediario, que suele ser un mosquito o un Aacaro ;
a lodo ello hay que anadir las amplias diferencias morfolégicas de cada
individuo. En analogia con la variedad de 6rganos de los metazoarios,
aunque los protozoarios son organismos monocelulares, se encuentra
ya en cllos cierla distribucion de las funciones entre determinadas
partes del compueslo celular («organitos»); asi, por ejemplo, la locomo-
cion se efectuia por prolongaciones protoplasmaticas (seuddpodos), por
medio de fagelos o por una membrana ondulada : en algunas especies
se encuentra una vacuola alimenlicia especial. visiblemente destinada
a [ines digeslivos ; en el plasma se dislingue un endoplasma granu-
loso y un ecloplasma hialino ; a esto se une en algunas especies la for-
macion de una substancia envolvente, formas quisticas : pero, sobre
todo, siempre se diferencia morfologicamente el nicleo de una manera
clara. Junto al nucleo principal se encuentra en los flagelados una for-
macion secundaria, a manera de ntcleo también, de la cual salen los
tlagelos, que por lo mismo se llama raiz de los flagelos (blefaroplasto).

7. Gérmenes ulframierosedpicos. Antes hemos hablado bre-
vermente de sus relaciones biologicas con los espiroquetos y proto-
zoarios. Iis sorprendenle que, a pesar de conocerse ya un nimero
considcrable de especies submicroscopicas de gérmenes patogenos,
no se haya descubierto ningun germen saprofitico de lal tamafo,
aun cuando debiera nolarse su presencia, por ejemplo, al pasar li-
quidos corrompidos por filtros impermeables para las bacterias.

El establecer una clasificacion natural de los microorganismos,
como se haintentado enlos parrafos precedentes, se apoya, dentro de lo
posible, en el estado actual de nuestros conocimientos y en el conjunto
de cualidades morfologicas y biologicas de los microbios. Si los carac-
teres morfologicos desempenan un papel de singular importancia
en esla clasificacion, no ha sido, ciertamente, porque se haya hecho
resaltar mas de lo debido, con objeto de distinguirlos, una carac-
teristica llamaltiva, sino porque los caracteres morfologicos son en todos
notablemente constantes y especificos, mientras que las cualidades
bioldgicas estan sometidas a muy numerosas variaciones. Un solo ejem-
plo lo demostrara : la presencia de un solo flagelo polar define de tal
modo el vibrion del colera, que la existencia de vibriones con varios fla-
gelos excluye desde luego el diagnostico de colera. ISs claro que podria
intentarse una clasificacion de microbios en la que se tuviera en cuenla,
en primer término, las caracteristicas nulritivas, agrupandolos segtin
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que fuesen capaces de formar, por sintesis, combinaciones sencillas de
albuminas o necesitasen albuminas preformadas. Asimismo podrian
clasificarse atendiendo a los procesos de fermentacion a que diesen
lugar en los medios de cultivo, y, por tltimo, podria también elegirse,
como fundamento de una clasificacion, la capacidad palogena de los
gérmenes en el organismo de los animales. De antemano podemos
afirmar que todos estos intentos estarian condenados al fracaso, por-
que al clasificar asi separariamos lo que esta unido, y uniriamos ar-
tificialmente lo que no tiene conexion natural. Segin veremos mas
adelante, las propiedades quimicas y la accion patogena estan repre-
sentadas, de la manera mas variable, en cada grupo particular y
en las subdivisiones, en relacion con su adaptlacion filogenélica
(por ejemplo, grupo de bacilos tificos, grupo de bacilos disenléricos
v formas saprofiticas afines).

Como principio de clasificacion mas practico nos ha parecido pre-
ferible utilizar las caracteristicas morfologicas para delimitar los
grandes grupos; dentro de ellos, diferenciar las familias por sus carac-
teres biologicos, y, finalmente, para definir las especies, ha sido nece-
sario muchas veces atenerse a la capacidad patogena y a las reacciones
especificas de inmunidad como unicos criterios posibles.

IL. Morfologl'a general y métodos de estuc
de los microparasitos

A. Caracteres morfologicos de los microparasitos

En este capitulo se estudiaran detalladamente estos caracteres,
atendiendo especialmente a las baclerias en lo que no haya sido citado
al tratar de la clasificacion de microbios, dejando para la segunda
parte de este libro, en capitulos especiales, el estudio de las particu-
laridades de las demas clases de los microparasitos. La distincion
especial hecha para las bacterias esta justificada por varias razones.
Si bien, para las enfermedades infecciosas de los climas calidos, es,
por lo menos, igualmente importante el conocimiento de los pro-
tozoarios, dadas las circunstancias de nuestro pais, las bhaclerias,
por su numero y variedades, tienen una importancia especialisima
para el clinico y el bacteriologo. No en vano desde los grandes des-
cubrimientos de Kocu fueron el punto de partida de los métodos de
estudio al microscopio, y aun hoy es mas corriente emplear el término
bacteriologia que su sinénimo microparasitologia.

1. Formas normales y degeneradas
CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS SEGUN SU MORFOLOGIA

El sistema morfologico, fundado por F. Coux (1872), basandosc
en la constancia de la forma tanto en los individuos como en las agru-
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paciones de las baclerias, conserva hoy todo su valor. Segtin Lal sistema
se distinguen tres formas fundamentales de bacterias - la esferoidal,
la cilindrica o de bastoncito y la helicoidal. Estas tres formas funda-
menlales corresponden a Lres grupos morfolgicos bien caracterizados :
cocos, bacilos y espirilos. La ley de la permanencia de la forma, en vir-
tud de la cual. de una bacteria esferoidal se origina siempre olra bacteria
esferoidal, y de una cilindrica otra de esta misma forma, puede tnica-
mente experimentar una alteracién cuando por desfavorables condi-
ciones de cullivo surgen, con caracteres de permanencia, formas de-
generadas o de involucion que se diferencian mucho de las primitivas.
pero estos individuos anormales no pueden admilirse méas que como
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Ire. 1. Dislintos Uipos morfologicos de cocos (aumente 1: 1066)
«, cslreplococos @ b, eslafilococos : ¢, gonococos: d, telrigenos ;
¢, diplococos ; /, sarcinas

estados pasajeros de los normales. Trasladados a un medio de cullivo
apropiado reaparecen de nuevo las formas tipicas.

Dentro de los tres grupos citados se observa una gran variedad
de formas: asi, entre los cocos esféricos, como son, por ejemplo, los
eslafilococos y estreptococos, se encuentran variedades de forma
lanceolada como los neumococos, v los gonococos y meningococos
aplastados por una de sus caras en forma de bollo. Los bacilos se di-
ferencian, segun la relacion del grueso a la longitud, en delgados cuan-
do esa relacion varia entre 1:4 y 1:10,y gruesos o cortos en los que
la misma relacion es proximamente de 1:2: estos ultimos y las bac-
terias ovoidales son un tipo intermedio entre los bacilos v tos cocos. Los
extremos de los bacilos son planos o redondeados, v las caras laterales
paralelas o incurvadas ; hay también bacilos con los extremos aguzados
en punta (bacilos fusiformes), que se encuentran siempre en la angina
de Vixcext. La division de los bacilos se produce siempre segun un
plano perpendicular al eje longitudinal. Los bacilos nuevamente
formados pueden separarse por completo del que los origing, constitu-
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yendo asi individuos enteramente independientes. Puede ocurrir
también que el bacilo nuevo guarde cierta dependencia con el primi-
tivo, y ocurre entonces que, a medida que la reproduccién aumenta,
se van formando cadenas de agrupaciones en las que es muy dificil
apreciar la separacién celular, sobre todo en preparaciones no tenidas.
De este modo se forman los llamados seudofilamentos o cadenas
de bacilos, como puede verse en el capitulo sobre el bacilo del car-
bunco, en el cual aparece més clara esta tendencia al cultivarlo en
medios artificiales. Otros bacilos que no forman cadenas, como el de
la difteria, pueden constituir agrupaciones caracteristicas en forma
de Y o de V, o agruparse paralelamente a manera de empalizada.
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Frc. 2. Diversos tipos morfologicos de bacilos (aumento 1:500)
a, bacilo del carbunco ; b, bacilo subtilis (sin esporos): ¢, esporos del bacilo sub-
lilis ; d, colibacilo ; e, bacilo de la fiebre tifoidea : f, bacilo del mal rojo del cerdo ;
g, bacilo de la difteria ; h, bacilos seudodiftéricos

Los espirilos presentan también variedades importantes segun la
forma y proporcion entre el espesor y la longitud, asi como en el nu-
mero de vueltas de la espiral. Se llaman virgulas o vibriones, aquellos
microorganismos ligeramente incurvados (como una coma), seme-
jantes a una fraccion de vuelta de espiral; proximamente llegan a
representar hasta la mitad de una de estas vueltas. Los espirilos
propiamente dichos se componen de una o de varias vueltas completas.

Para la clasificacion de las bacterias ha de tenerse en cuenta no
solo la diversidad de formas de los individuos, sino también la manera
de reunirse en grandes agrupaciones, manera (ue, a su vez, guarda
relacion con los fenomenos de division de las bacterias. En los cocos
se forman agrupaciones semejantes a racimos (estafilococos) si la di-
vision ocurre sin orientacion determinada, o se forman agrupaciones
en cadena si la divisién se verifica constantemente siguiendo una
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direccion determinada (estreptococos). Aparecen disposiciones en
forma de tableta por la division bacteriana segin dos planos per-
pendiculares, como en el micrococo tetrageno. Por tltimo, la division
puede verificarse regularmente en tres planos perpendiculares, resul-
tando entonces montones de cocos en forma de paquetes o fardos
de mercancias, como sucede en las sarcinas (V. fig. 1, pag. 7).
Ademas de estas agrupaciones tipicas, existen olras formas de
crecimiento que se separan de la regla, generalmente por acercarse a
formas de crecimiento de orden mas elevado (formas teratologicas
segiin Maassen), indicando asi el parentesco de cierlas especies de
bacterias con los estreptotrices ¢ hifomicetos, y en condiciones favora-

F16. 3. Diversos lipos de vibriones, espirilos y espiroquetos (aumento 1: 1000)
a, Vibrion del agua: b, gran espirilo de la putrefaccion: e, Spirillum undulans;
d, espiroqueto dental; e, espiroqueto de la fiebre recurrente

bles, no bien conocidas atn, aparecen verdaderas dicotomias y formas
de maza, como ocurre en los bacilos del muermo, de la difteriay de la
tuberculosis; segun A. MEYER, estas formas constituyen casos alavicos.

Como apariciones atipicas merecen mencionarse, en segundo
término, las formas degeneradas o formas de involucion, que repre-
sentan, por lo general, una disminucion de las energias \'ilzlllcs. Apa-
recen, en consecuencia, bajo la accion de condiciones desfavorables
a su desarrollo. Las formas de involucién pueden resultar también de
un crecimiento exagerado, sin guardar proporcion con los l'gu()mon()s
de division. Aparecen entonces formas gigantescas o seudofilamentos
mas o menos largos. '

En cultivos viejos, se observan cambios de 1'01'{11:1 considerables,
singularmente, cuando la reaccion del m.cdio de cultivo se ha u_chm(l(),
o cuando son insuficientes las substancias nulritivas necesarias para
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el buen desarrollo del cultivo. Las baclerias pierden en eslos casos
sus formas normales. Sus cuerpos estan deformados v aparcc‘eﬁ
formzl's fusiformes, esferoidales y de levadura, en las que reco-
noceriamos con dificultad la descendencia de las tipicas baclerias
obten{das poco anles en cultivos puros. ‘
. C}er.las formas degeneradas tienen importancia practica para el
dlagnoshco, como podra verse en la parte especial al tratar de los
bacilos de la difteria y de la peste. ‘
_Ofrecen gran interés los productos de la destruccion o degene-
racion de bacilos patogenos en el organismo infectado. En los 110?1111()—
cocos, por ejemplo, se destruye antes el protoplasma que las capsu-
las, quedando éslas vacias como formas de Lransicion. ILLos bacilos

b{'\:
Uy ¢
o

I16. 4. TFormas de involucién (aumento 1:1000)
a, dilleria ; b, carbunco : ¢, bacilo de la peste

de la peste, en el pus de los bubones y especialmente en el organisnio
de las ratas, adoptan formas particulares redondeadas o V(‘ﬁiﬁll]'{l't"\'
I’}espgc’t'o .de las formas degeneradas del vibrion del colera v dcl( b'lt—.
c’ll_o tll'(n'dxco, cuando se les somete a la influencia de suerovbacl‘cri;-
llllC(Z,‘ veéase lo expuesto en el capitulo correspondiente.
I'rasladando las formas degeneradas a un medio de cultivo fa-
vorable se comprueba que estas formas alipicas recobran las a11tidt1:1<
formas normales, lo cual demuestra que aun conservaban su vita]i?h;l.
~ Modificando la presién osmotica pueden producirse otras alte:"l;
clones en la forma de las bacterias. La membrana de éstas, como (cl
protopla_S}na, posee distinta permeabilidad frente a (li[erente‘%’ materias
en so.lumon.. Entre el interior de las células bacterianas y ‘cl lic ui(cl(-)
exlerior, existe una diferencia de presion de un valor dl*termillmdo
Al secarse el liquidoy aumentar el contenido en sales ha de produc(irs‘t:
un cambio en la presion osmolica, y las células b;lcteriana's tr'll";n
de czx:yenslarl(') varigndQ su propia presion osmotica interio.r. b
T s s s O permenbl
e o a las sales, etc., se pueden establecer
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1. Grupo de especies, relativamenle permeables, que resta-
blecen con rapidez el equilibrio osmotico.

2. Grupo de especies relativamente impermeables, en las que,
al elevarse repentinamente la presién osmotica, la compensacion es
muy lenta o no se verifica, por lo cual el protoplasma se contrae, y poco
a poco se despega de la cubierta pudiendo llegar a separarse de ella.

iste fenémeno se llama plasmolisis. Con ello puede resultar la
muerle de la célula, o el proceso retrocede al desaparecer el exceso de
presion y el protoplasma recobra su situaciéon en la membrana celular.

Se puede observar en algunos casos la plasmolisis dejando secar
unas golas de una suspension de baclerias sobre el cubreobjetos.
Iin algunas especies se observa con regularidad el fenomeno de la
coloracion polar utilizable para el diagnostico diferencial ; los extre-
mos de la bacteria a los cuales se ha retirado el protoplasma, estan
intensamente tenidos, en tanto que el centro resalta por vérsele vacio
¢ incoloro, como ocurre en los bacilos de la peste y en los del célera
de las gallinas.

L.as bacterias. especialmente las impermeables, se hinchan al
trasladarlas de un medio rico en sales a olro mas pobre, sobrevi-
niendo una rotura de la cubierta por la cual sale el plasma. Este
fenomeno se llama plasmolisis.

Ambos fenomenos pueden desarrollarse en cualquier parte al
perecer las bacterias, bien sea en el cuerpo de los animales. en los
cultivos o en medios externos, en el agua, por ejemplo. Estos tras-
tornos osmoticos son de gran importancia para comprender algunos
fendimenos biologicos, entre ellos la influencia del contenido salino de
los medios de cultivo, y, sobre todo, las alleraciones (ue aparecen
rapidamente en algunas especies sensibles hasta en una solucion de
suero fisiologico @ por esta razon se estudia siempre el movimiento
de las bacterias en caldo y no en solucion fisiologica.

2. Niicleo

Como se ha dicho al principio, en los protozoarios existe siempre
un nucleo perceptible (en ocasiones en la mayoria de los individuos) ;
las bacterias, en cambio, aparecen homogéneas, lo mismo sin colora-
cion que si se las tine con anilinas, no seialdandose en ellas diferen-
ciacion enlre ntcleo y plasma, como se percibe en todas las demds
células. Ista apariencia homogénea del cuerpo de las bacterias indujo a
admilir que carecian de nucleo: pero como, por otra parte, demuestran
una afinidad muy grande para tenirse con las anilinas bésicas, que son
excelentes colorantes nucleares, esta afinidad conduce a la hipotesis
inversa, cs decir, a considerar todo el cuerpo de la bacteria como un
nucleo celular, en tanto que el plasma permancceria invisible. La ver-
dad esta quizd entre las dos hipolesis. Las baclerias no parecen
tener un nucleo en sentido morfologico, como todas las demas célu-
las, pero Llienen, probablemente, abundante substancia nuclear irre-
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gularmente repartida por toda la bacteria, como se deduce al tenirlas
por el método de Romanowsky-Gieysa. Existiria en ellas, por consi-
guiente, una diferenciacién quimica, pero no morfolégica respecto al
protoplasma y nucleo.

El cuerpo de las bacterias contiene, segin esto, substancia nu-
clear (cromatina) mezclada con el protoplasma (endoplasma). Ade-
mas, poseen las bacterias una cubierta exterior, visible mediante mé-
todos especiales, llamada ectoplasma. El cuerpo de la bacteria pro-
piamente dicho, consiste en una substancia que forma su armazon,
clara y débilmente tingible, el endoplasma, con la arquitectura de panal
caracteristica del protoplasma, en cuyas celdillas se encuentra la subs-
tancia nuclear tan afin de las materias coloranles, la cromatina,
la cual en algunos puntos es tan abundante que llega a cubrir por com-
pleto el endoplasma. La cromatina y el endoplasmareunidos componen
el llamado cuerpo central. Este se halla rodeado de ectoplasma, que es
mas abundante en los polos, y de ¢l parten los érganos de locomocién,
los flagelos. Algunas bacterias parecen compuestas exclusivamente
de cromatina. En ellas el endoplasma existe, probablemente, en canti-
dad muy escasa y estd mezclado muy intimamente con la cromatina.

A veces se encuentran en el cuerpo de las bacterias uno o varios
granulos, condensaciones del protoplasma, que se distinguen por su
gran afinidad con las malerias colorantes. Como la mayor parte de
las veces ocupan los extremos o polos, se les llama también granulos po-
lares. Mas corriente es atn designarlos con el nombre de sus descu-
bridores, denominandolos corpisculos de BaBEs-ErNst. Su signifi-
cacion morfologica y fisiologica no esta clara todavia. En los bacilos
de la difteria se les puede tenir de color distinto del resto del pro-
toplasma mediante el método de doble coloracion debido a M. Nris-
SER ; respeclo de la importancia de este método para el diagnostico
diferencial, véase el capitulo DIFTERIA.

El ectoplasma, que en la coloracion corriente permanece inco-
loro, es una substancia concentrada relativamente pobre en agua.
como se deduce de su gran resistencia a tefirse y de su influencia des-
favorable para la coloracion. Del ectoplasma salen los flagelos. En el
limite entre el ectoplasma y el cuerpo interior se forma en algunas
bacterias una verdadera membrana, en la cual, en el bacilo de la tu-
berculpsis, por ejemplo, se encuentran substancias grasas o céreas.
Por hinchazén y endurecimiento del ectoplasma se pueden formar
verdaderas capsulas (V. el capitulo FORMACION DE CAPSULAS).

3. Produccion de formas de resistencia (esporos)

Formas de resistencia bien caracterizadas (esporos) se observail
en los hifomicetos y blastomicetos, asi como en algunas bacterias. Lo
que llamamos esporulaciéon de los 1)1‘otozoa1‘iostes completamente
distinto de la formacion de esporos en los microorganismos vegeta-
les, y representa mas bien una modalidad especial de reproduccion
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(V. la secciéon especial correspondiente). La formacién de esporos en
los hifomicetos se verifica de una manera muy diferente, correspon-

diendo a la elevada diferen-
ciacion de estos hongos (V. el
capitulo correspondiente en
la parte especial).

Los blastomicetos y las
bacterias producen solamen-
te una forma de esporos, la
endogena.

La aparicion de estas
formas de resistencia se pro-
duce siempre bajo la influen-
¢ia de Ia edad delos cultivos,
de su agotamiento o de otras
influenc repenlinas y ex-
teriores  siempre  desfavora-
hles. La formacion de espo-
ros sirve, por consiguiente,
parala conservaciéon de la es-
pecie. Hasta hoy solo ha sido

Bacilo sublilis, cullivo reciente.

Coloracion de Gray (aumento 1 :500)

estudiada en los bacilos, y entre las variedades patégenas de ¢stos,
solo se observa en el bacilo del carbunco, en los anaerobios patogenos

(bacilo del tétanos, del ede-
maligno y del carbunco
intoméatico) y también en
algunas bacterias toéxicas
{bacilos botulinos y bacilos
peptonizantes de la leche):
en los cocos v espirilos no se
ha observado atn la forma-
¢ion de esporos.

Respecto de las circuns-
tancias en que se forman estos
esporos endogenos,puede afir-
marse que cuandoel desarrollo
es abundante y constantes las
condiciones favorables, no se
producen nunca esporos. De
esto depende el que no se lle-
guen a formar en el interior de
los organismos enfermos. Apa-
recen principalmente al alte-
rarse los medios de cultivo y

Bacilo subtilis, cultivo viejo.
Bacilos y esporos. Coloracion con fucsina
fenicada diluida (aumento 1: 500)

cuando los gérmenes son transportados

repentinamente a un medio desfavorable, agua destilada, por ejemplo.
Con frecuencia se necesitan, ademas, otras condiciones, como la presen-
cia de acidos libres en los aerobios, una temperatura determinada, ete.
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Los esporos aparecen muy refringentes, con figura esférica o
eliptica, dentro del cuerpo de los bacilos, 0 como esporos sueltos
después de destruidos aquéllos. Ofrecen una gran resistencia a la
sequedad, el calor y las substancias quimicas. La forma, el tamaiio
y la situacion de los esporos son constantes para cada especie de
bacteria. En el bacilo del carbunco, por ejemplo, los esporos apare-
cen en el centro y en el del tétanos en los extremos. En este ultimo
caso es cuando se habla de formas en palo de tambor, de clavo, de al-
filer o de cazo. En el bacilo del carbunco el diametro transversal del
esporo es tan grande como el de la célula madre. Cuando el didametro
es mayor que el de la célula madre, surgen en ella abultamientos,
las formas llamadas de clostridio. En general, cada célula madre con-
liene unicamente un esporo, que al destruirse aquélla queda libre y
en circunstancias favorables engendra de nuevo formas bacterianas
vivas. En cada esporo se distingue un cuerpo interior, llamado también
cuerpo brillante, y una membrana a la cual quedan adheridas alguna
vez, después de liberarse de la célula madre, restos de protoplasma.

El gran poder refringente y dificil coloracion de los esporos se
debe, en parte, a la ¢ondensacién del protoplasmay en parte también
a las substancias grasas de la membrana. Los esporos de las bacterias
no se tifien con las soluciones usadas ordinariamente en bacteriolo-
gia, por lo cual resaltan como puntos claros en el protoplasma tenido
de la bacteria. Para teiiir los esporos se requieren procedimicntos
mas enérgicos (V. Coloracion de esporos en los METODOS ESPECIALES
DE COLORACION).

La formacion de esporos se observa en gota pendiente y platina
caliente, apareciendo, segun MUHLSCHLEGEL, finisimos corpusculos
en el protoplasma de la bacteria, tanto que ésta parece como espol-
voreada : por la accion mutua y fusion de estos corpusculos esporogenos
con el protoplasma aparece una zona muy refringente, que se separa
luego por una membrana del resto del protoplasma (fig. 7).

Puede aprovecharse para el diagnoéstico diferencial, pues es dis-
tinta en las diferentes bacterias, la manera cémo los esporos engen-
dran de nuevo formas vegetativas colocados en condiciones de des-
arrollo favorables.

En el bacilo del carbunco, por ejemplo, el esporo, después de per-
der su gran poder refringente se alarga ; la membrana se rompe por
un extremo y el nuevo bacilo sale por la ruptura; su nacimienlo es
polar, por consiguiente. El bacilo empieza entonces a reproducirse
por divisién transversal. El bacilo subtilis, en cambio, se engendra
lateralmente. Burcnarp ha descrito también el nacimiento bipolar.

’BEHRING ha conseguido bacilos sin esporos, razas llamadas as-
porogenas, mediante cultivo prolongado en medios adicionados de
lejia de sosa, acido rosolico , safranina, verde malaquita, etc. Roux
obtuvo el mismo resultado por culltivos en medios a los que anadia

escasas cantidades de fenol, o eran mantenidos a temperaturas de 40°
y 41°.

Caracleres morfologicos de los microparasitos 15

Los arlroesporos descritos por algunos investigadores como de
Bary, HuepPE, WINOGRADSKY, que segitn ellos resultaban de la des-
truccion de bacterias o de la multiplicacién gemipara, son sencilla-
mente formas de involuciéon y en manera alguna representan formas de
resistencia,en el sentido de las
descritas anteriormente como a b
esporos enddgenos; sonformas
que carecen de la resistencia 0 O ﬂ f 00D 4 O&
a los agentes exteriores ca-
racleristica de los esporos.

Los esporos de las bac-
lerias se utilizan para ensayos

S 0 o)
de desinfeccion por su gran a 0
capacidad de resistencia. Los c 8y Qﬁ
objetos empleados como tes- : 00 9
tigos de la prueba (general-
mente hilos de seda con baci- IF16. 7. Iormacién de esporos (aumento

1:1000) «, en el bacilo del carbunco; b,
en el bacilo sublilis; ¢, el mismo en doble
coloracion

los de carbunco secos) en parte
al descubierto y envueltos
otros, se exponen al vapor a
presion o circulante, o se introducen un tiempo dado en una solu-
cion desinfectante. Terminada la desinfeccion se comprueba la capa-
cidad de desarrollo de los esporos por el cullivo.

4. Capsulas

Ion muchas bacterias patogenas y saprofilicas se puede compro-
bar la existencia de una envoltura clara, mucosa, que rodea el cuerpo
de Ia bacteria. Estas envolturas o cubiertas denominadas capsulas
se tifen muy débilmente con las malerias colorantes ordinarias y
presentan en su contorno, cuando se logra su coloracion, una orla
delgada teiiida intensamente que forma el limite exterior de la cap-
sula. Las capsulas son caracleristicas en algunas clases de bacterias
y se las tiene en cuenla para la nomenclatura; asi se dice, por ejemplo,
bacilo capsulado de PreirreR, diplococo capsulado de FRAENKEL-
WEICHSELBAUM, bacilo capsulado de FRIEDLANDER.

También el bacilo del carbunco forma capsulas, pero sélo en el
cuerpo de los animales, como ocurre con muchas olras bacterias pato-
genas. (Respecto de la coloracion de las capsulas (l'cl bacilo d?l car-
bunco para el diagnostico diferencial, véase cl capitulo especial co-
rrespondiente.) Se llama zooglea la agrupacion (l.u muchas bacterias
dentro de una cubierta comun. En algunos cultivos (bacilos de la
peste) se puede comprobar ya macroscopicamente la L)l‘OSOllcia (lc‘una
substancia mucosa intercelular por la formacion de filamentos visco-
sos en el cultivo. La capsula se produce por hinchazon y cndprcm—

miento del ectoplasma. Contiene mucina o una substancia semejante.
Se obtienen bellas preparaciones de capsulas con las bacterias proce-

.
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dentes directamente de organismos animales ; en los cultivos la cap-
sula esta solo bosquejada la mayor parte de las veces; unicamente
en suero sanguineo no coagulado y en leche, llega a presentarse con
intensidad,

La formacion capsular significa evidentemente una defensa de
los gérmenes patogenos contra las fuerzas del organismo que les son
hostiles o contra circunstancias desfavorables del cultivo. Con frecuen-
cia es simultanea con otras alteraciones de significacion parecida en
el cuerpo de las bacterias, por ejemplo, su resistencia a los sueros, y el
llamado «estado animal» de las bacterias, esto es, la adquisicién de

F1g. 8. Bacilos del carbunco
Coloracion de capsulas (aumento 1;500) segin Jou~Ne

medios de protegerse de las fuerzas defensivas del organismo animal.
En otros casos y, especialmente en la formacion abundante de subs-
tancia mucosa intercelular en cultivos antiguos, se trata probablemente
de un fenémeno de degeneracion,

La coloracion de capsulas se obtiene, segun Jouxe, del siguiente modo :

1. Teinir al calor con solucién acuosa de violela de genciana al 2 %, uno o
dos segundos.

2. Lavado con agua.

3. Decoloracion con acido acético al 1 9, seis a diez segundos ; lavar y exa-
minar en agua (la preparacién no puede conservarse), porque con aceite de cedro
o balsamo del Canada desaparece la diferencia de refraccion. Las baclerias se veran
violeta obscuro y las cipsulas violeta claro.

5. Flagelos

Como ya hemos indicado, hay microorganismos que se mueven y
ofrosinmaviles. Los estreptofrices, hifomicetosy blastomicetos no tienen
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;novumcnto propio ; n}icntras (que enlre las bacterias v prolozoarios
os_hay. con y sin movimiento propio ; los espiroquetos estén siempre
g(‘)_lad\o‘s lde mOY}Inlellt(). Enltre las bacterias, también los espirilos (vi-
n::l;;:li11220111210:2‘1];;;0 r}mvnmicn'to; en .cam.}zio, los cocos, fuera de algu-
e I)en(’licnt(: pﬂ_t(;(l\lz(e)n(.l ‘Laﬁmvcstlgacmn del movimicnto_sc hace
sino de caldo ; s; no pucd: ?'l]t,u.a, -ql.lf‘.plw(le alterar el movimiento,
e o g <|')1..ec1al.sn.con seguridad, se lleva la
gota a fa cestula a fin de proporcionar circunstancias favorables a la
locom()cmn.‘ El movimiento se verifica por medio de expansiones
protoplasmaticas con movimientos amiboideos (amibas, plasm()(‘lium)-,

2 o

1. 9. Diversos Lipos de flagelos (aumento 1: 1000)

o mediante flagelos que, por sus vivos movimienlos en espiral o de
latigo, hacen progresar los microbios. Los flagelos de las bacte-
rias son de muy dislinta naturaleza que los de los protozoarios. En
las bacterias son formaciones del ectoplasma, puramente superfi-
ciales ; en cambio, en algunos protozoarios surgen los flagelos de
una formacion que contiene cromatina, llamada blefaroplasto, si-
tuado en el interior del cuerpo de la célula y distinto del nucleo, aunque
semejante a ¢l; desde el blefaroplasto, los flagelos se¢ hallan inclui-
dos en una membrana ondulante. .

Es preciso distinguir el movimiento propio de los micrebios,
del movimiento molecular de Browx, que se observa no solo en los
microorganismos, sino en todos los cuerpos minusculos faltos de vida
(por ejemplo, en una disolucion de tinta china vista en gota pendiente).
Este movimiento molecular consiste en pequenas oscilaciones de par-
ticulas pequenisimas sin que llegue a realizarse un cambio de lugar,
una verdadera traslacion. La velocidad del movimiento es muy dife-
rente para las distintas clases de bacterias ; algunas se mueven lan

GOTSCHLICH-SCHIUIRMANN : Microparasitologia. 2]
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de prisa en el campo visual que apenas se puede distinguir su forma
(vibrién del colera); otras, por el contrario, van tan despacio que es
dificil distinguir su movimiento del molecular, que se percibe, en cam-
bio, claramente en muchas bacterias como en los cocos y en el bacilo
de la disenteria. La movilidad de una bacteria puede suspenderse
por determinadas influencias exteriores; las temperaturas clevadas
(49°-55°) y las muy bajas dificultan el movimiento (rigidez por calor
y frio). Transportando los correspondientes cultivos a temperaturas
que pudiéramos llamar normales recobran las bacterias su movilidad.
En los cultivos viejos de las colecciones de laboratorio, varias especies
de bacterias llegan a perder por completo su movilidad.

Sk
I

SN
N
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I'16. 10. Trenzas de flagelos (aumento 1:1000)

Los flagelos fueron vistos por primera vez por F. Coux y R. Kocn
en preparaciones secas e incoloras de grandes espirilos. Después del
perfeccionamiento de la técnica microscopica con el empleo de Ia ilu-
minaciéon en campo obscuro, que permite observar los microorganis-
mos vivos sin tenirlos, es posible estudiar los flagelos de las bacterias
en pleno movimiento, pero su coloracioén solo se consigue con procedi-
mientos complicados y muy lentos.

Los flagelos tenidos presentan el aspecto de filamentos finos.
cuyo espesor es una pequena fraccion del didmetro de la bacteria, Ii-
geramente ondulados, y sus extremos muchas veces no son agudos.
Con la coloracion de los flagelos, aparecen tenidos no soélo éstos, sino
también la cubierta ectoplasmica del cuerpo de la bacteria, viéndosc
mucho mas voluminosa y espesa que con la coloracion ordinaria.

Por razén del nimero y disposicién de los flagelos, las bacterias
se denominan :

1. Alricas, bacterias sin flagelos, inmoviles (bacilo del car-
bunco).

2. Mondlricas, baclerias con un solo flagelo en un polo (vibrion
del colera).

3. Anfilricas, bacterias con un flagelo en cada polo (algunos vi-
briones). ;

N e e 5 Y . fet 3
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4. Lofélricas, aquellas que tienen un haz de flagelos en un polo
o en los dos (grandes espirilos).

.o 'Perzlrzcas, las que ticnen los flagelos en numero variable
distribuidos alrededor del cuerpo de la bacteria (bacilo de la fiebre
tifoidea).

_ Los flagelos se desprenden muy facilmente del cuerpo de la bac-
teria, observandose entonces repartidos irregularmente por el campo
de la preparacién. En cultivos recientes, sobre todo si se trata de medios

I716. 11. Grandes espirilos de la putrefaccion, con flagelos
Vv vacuolas (aumento 1 : 500)

liqquidos, se mantienen con mayor seguridad unidos a la bacteria ; en
cultivos viejos o en medios solidos, por el contrario, el molivo mas insig-
nificante basta para desprenderlos, por lo cual suelen encontrarse suel-
Los; basta para ello la extensiéon grosera con la aguja de platino sobre
el cubre, asi como el dejar secar rapidamente las gotas. Iin algunas bac-
Lerias, por cjemplo, en el bacilo del carbunco sintomatico, al entre-
lazarse los [lagelos sueltos aparecen las llamadas (renzas de flagelos.

Los flagelos se presentan arrollados en espiral. I numero de
vueltas es mayor en los bacilos, cuyos flagelos cuentan con {recuencia
hasta 6 y 7 vueltas de espiral ; en los vibriones son menos largos
(1-3 vueltas). La mayor parte de los espirilos tienen sélo flagelos de
1-1 1/, vueltas. El movimiento de los flagelos es helicoidal como su
forma.
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Segun modernas investigaciones, los flagelos influyen en la agly-
tinacion especifica, para lo cual retinen condiciones favorables por sy

IF16. 12, Spirillum volulans. Flagelos tenidos (aumento 1:500)

gran desarrollo superficial y por lo que aumenta con ello la capacidad
de absorcion.

B. Métodos de estudio de los microparasitos

1. El microscopio y su empleo en los trabajos
microbiologicos

No entra en el lema de esta obra exponer la teoria y describir
al detalle el microscopio como el aparato mas necesario para los tra-
bajos bacteriologicos ; ello supondria un conocimiento exacto de todas
las cuestiones fisicas y matematicas con ¢él relacionadas. Practica-
mente, es suficiente una breve exposicion de las partes principales
del microscopio.

En el microscopio distinguimos la parte mecanica, o eslativo, v
los aparatos de aumento e iluminaciéon, que constituyen la parte
optica.

El estativo, a su vez, comprende :

1. Pie del microscopio, cuya forma puede ser variada, pero
que siempre va unido a la columna por una articulaciéon de charnela,
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con el fin de poder inclinar aquélla hacia atras hasta la posicion mas
comoda para la observacion. Para la microfotografia, el tubo se pone
en posicion completamente horizontal.

16, 13. PPaso de los rayvos por el microscopio y formacion
de la imagen aumentada (segin I Lerrz, Wetzlar)

El pie debe ser lo bastante pesado para que en cualquicra posi-
cion del tubo esté garantizada la seguridad del microscopio y mno
pueda temerse su caida.

2. Platina.

3. Cremallera para movimiento rapido.
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4. Tornillo micrométrico para movimiento lento.
9. Portaobjetivos de revolver.

6. Tubo alargable.

7. Espejo de iluminacion, giratorio, plano-céoncavo.

8. Mecanismo de iluminacién y diafragmas (condensador ABBE).

Para trabajos bacterioldgicos, la platina ha de tener una anchura
de unos 100 mm., porque con frecuencia han de mirarse cultivos de
bacterias en caja de PETRI, y serda preciso moverla para enfocar exac-
tamente. Ademas de esto, una platina espaciosa ofrece mayores ga-
rantias al manejar material infeccioso (colera, carbunco).La abertura
circular que tiene en el centro recibe el sistema de lentes del aparato
de iluminaciéon o sencillos diafragmas. En los instrumentos mas per-
feccionados, la platina es giratoria y tiene dos tornillos laterales de
movimiento lento para colocarla en la posicién que se desea, con el
fin de enfocar exactamente cualquier punto de la preparacion, lo que
seria muy dificil de obtener ayuddndose groseramente con la mano.
Los modelos mejores y mas caros tienen una platina moévil con tor-
nillos micrométricos que, por medio de dos escalas milimétricas con
nonios, situadas en el plano de la platina y perpendiculares entre si,
permite determinar cualquier punto de la preparacion y buscarlo de
nuevo, cuando ésta se haya movido.

El tornillo micrométrico sirve para enfocar con mas exactitud.
El enfoque aproximado se obtiene, primero, por medio de la creimna-
llera de movimiento rapido, y después se enfoca exactamente con el
tornillo micrométrico. En lugar de la disposicion del tornillo micro-
métrico sobre la cabeza del portatubo, muy usada todavia, las cons-
trucciones mas modernas han adoptado otra lateral, paralela al eje
del movimiento rapido y debajo del mecanismo de éste. Los microsco-
pios, con esta disposicion moderna del tornillo micrométrico (segun
BERGER), pueden transportarse tomandolos por la columna que a
este fin es convexa hacia atras, lo cual era un inconveniente con la
antigua disposicién, porque en ella la columna contenia el muelle en
espiral necesario al funcionamiento del tornillo micrométrico, y este
muelle padecia soportando todo el peso del microscopio al levantarlo
tomandolo por la columna. Estos microscopios deben cogerse por de-
bajo de la platina, cerca de la charnela que une el pie con la columna.

La parte éptica del microscopio consta del aparato de aumento
situado por encima de la platina y el aparato de iluminacion colocado
debajo de la misma.

El portaobjetivos de revolver es el mecanismo giratorio para
cambiar de objetivo ; para investigaciones bacteriologicas, el revolver
de dos objetivos es mas apropiado que el de tres, porque éste molesta
al mirar las placas y al moverlas.

El aparato de aumento se compone de un objetivo y un ocular.
El objetivo proyecta una imagen del objeto, aumentada, invertida ¥
real ; el ocular produce una imagen de la anterior mas aumentada
todavia y virtual; su efecto es analogo al de una lupa. Los objetivos,
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llamados asi porque colocados en el extremo inferior del Lubo estan
mas proximos al objelo que se examina, son de sistema seco y de sis-
tema himedo o de inmersion.

En el sistema seco el objetivo no toca directamente la preparacion,
sino que hay una capa de aire intermedia entre el objetivo y ésta :
en cambio, en el sistema de inmersion, la capa de aire queda excluida
por el empleo de un liquido, cuyo indice de refraccion es lo mas seme-
jante posible al del cristal cubreobjetos y a la lente frontal del objetivo.

Aceile
n=l52
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Fia. 14 Desviacion de los rayos a traveés del aire,
del aceite y del cristal
(seglin 5. Leirz, Welzlar)

Con la interposicion del liquido de inmersion se evita la desviacion
y pérdida de rayos que se sufre en el sistema seco al pasar la luz del
cristal al aire y viceversa, v asi se facilita el empleo de la iluminacion
intensa ix)(lisl;n*xlsal)lc en los grandes aumentos (V. fig. 14). La calidad
de un objelivo no depende solamente del aumento de la imagen de-
terminada por la distancia focal del mismo, sino lambi¢n de su refrac-
¢ién en relacion con el angulo de abertura de los rayos incidentes.
Anles se¢ usaba como liquido de inmersién el agua, cuyo in-
dice de refraccion 1 se diferencia todavia notablemente del indice
del cristal que es 152 : las inmersiones en agua ill.liC{II‘I,I(‘lltc'SL“ em-
plean hoy para determinados fines en la mvcsl‘l'gac_mn blgloglca
del agua. En todos los demds casos se usa como liquido de inmer-
sion el aceite de cedro, empleado ya en 1850 por STEPHENSON ¥
De Anicr, cuyo indice de refraccién es de 1%5° .
Los descubrimientos de ABpE: permilieron un nuevo perfecciona-
miento de la calidad del objetivo mediante el empleo de sislom.us de len-
Les apocromaticas en lugar de las acromaticas usadas anteriormente.
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Por la combinaciéon de diversos cristales épticos, obtenidos afadiend,
sales de boro, fosforo, bario y fluor al vidrio fundido, se consigue en
las lentes apocromaticas una correccion mas completa de las aberra-
ciones de esfericidad y cromatica inherentes a todo sistema dptico,
y se logra con ello una mayor claridad de la imagen en todas sus par-
les y una mayor pureza en los colores. Por otra parte, el empleo de ocu-
lares especiales (oculares de compensacion) en lugar de los de Huy-
GHENS, usados ordinariamente con los objetivos acromaticos, permite
conseguir aumentos mayores hasta de 1:2200. Con lentes apocro-
maticas se construyen, naturalmente, sistemas de inmersion y siste-
mas secos fuertes y débiles. Las ventajas del objetivo apocr(;mz'ltico
resaltan especialmente en los trabajos de fotografia microscopica ;
para los Llrabajos corrientes sirven perfectamente los sistemas acro-
maticos cuyo precio es proximamente la mitad.

El aparato de iluminacion y su acertado empleo son un comple-

-mento necesario de la parte optica, al menos cuando se emplean sis-
temas de inmersion. Para sistemas secos basta con saber regular la
luz por medio del espejo y el diafragma, segtin se ensena en los cursos
de histologia. El uso de sistemas de inmersion, en cambio, exige una
iluminacion intensa como la que se consigue con el condensador ABBE
colocado inmediatamente debajo de la platina.

Este aparato, gracias a su sistema de lentes, retine los rayos iumi-
nosos reflejados por el espejo, de tal manera, que resultan concentrados
en el plano del objeto, es decir, a unos 2 mm. por encima de Ia pla-
Llina. Con portaobjetos muy delgados, el foco de los rayos estaria, por
consiguiente, un poco alto; para evitar esto y aprovechar mejer toda
la luz, el aparato de iluminacién se monta un poco méas bajo v sobre
una cremallera. El sistema de iluminacion sirve para oblener una
magnifica imagen en colores, porque lleva tal cantidad de luz sobre
el objeto, que desaparecen todas las sombras y sélo permanecen vi-
sibles las partes coloreadas. El caso sera diferente al investigar la
estructura de imégenes sin colores (preparaciones de bacterias sin te-
nir). Entonces el torrente de luz despedida a través del condensador
de ABBE con el diafragma abierto haria desaparccer todas las sombras
vy contornos y no permitiria distinguir la estructura ni ninguna clase
de detalles. Por consiguiente, en las preparaciones sin tenir esta in-
dicado prescindir del condensador ABBE, ya sea corriéndolo hasta
abajo, ya sea cerrando mas o menos el diafragma iris situado en su
parte inferior ; moviendo en uno u otro sentido el topecito que actus
sobre el diafragma, aumenta o disminuye la abertura central del mismo,
v con ello se elimina una parte mas o menos grande de rayos situados
en el borde del cono luminoso. i

Como foco de iluminacién para los rabajos microscopicos pue-
de lomarse una luz artificial o la del dia, y al usar ésta serd pre-
ferible emplear la reflejada por una pared blanca. Entre las artifi-
ciales se emplean la luz Augg, la ecléctrica de bombilla esmerilada,
o la luz de NEr~st. También es utilizable la luz de petroéleo, hacién-
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dola pasar por un globo de cristal lleno de una disolucion de sulfalo
de cobre y amoniaco para compensar el exceso de rayos amarillos v
rojos contenidos en la luz del pelroleo. El mismo efeclo se consigue
colocando- sobre el diafragma un disco de cristal ligeramente teiido
de azul.

Para el alumbrado artificial usamos ¢l espejo concavo, a causa
de la proximidad de la lampara, y con la luz del dia el espejo plano.

Junto a la descripeion precedente de los elementos principales del microscopio.
cilaremos algunos aparalos auxiliares, como la vlalina caliente, contador ocular ¥
objetivo micrométrico y aparalos de dibujo accesorios que no son necesarios al ob-
jelo de un curso.

Al adquirir un microscopio, el precio liene naluralmenle gran
importancia. Un microscopio suficiente para Llrabajos bacleriolo-
gicos podia comprarse por unos 400 marcos (precio anterior a la guerra),
prescindiendo, claro esta, de los apocromaticos muy caros, de los cuales,
el primero a Lener en cuenta para fines practicos (Apocromatico Zeiss
de 2 mm., apertura 1430), costaba ya 300 marcos. Son recomendables
las siguientes lentes :

Objetivo acromatico de inmersion homogénea, débil aumento Zeiss
AA o Lerrz 111, asi como dos oculares Zeiss [Ty IV o Lerrz [y TIL:
ademas, un sistema seco de gran aumentlo para trabajos de histologia,
el Zrrss DD o el Lerrz VII Es recomendable no cconomizar en la
adquisicion del estalivo, porque es facil completar mas tarde el sistema
optico, pero no lo es tanto el perfeccionar el montaje mecanico.

Terminado el examen microscopico, no debe retirarse la prepa-
racion hasta después de levantar el tubo por medio del movimiento
rapido, porque sin esta precaucion es muy facil estropear las lenles.
Il aceite de cedro adherido a la lente de inmersion se quita con papel
de filtro fino, v luego se frota con un Lrozo de piel o gamuza bien
limpia. Ha de evitarse la limpicza repetida con xilol o bencina, porque
estos liquidos, especialmente el xilol, pueden disolver la almaciga
de las monturas de las lentes. . _

Terminado el trabajo se guarda.el microscoplo cn su caja para
protegerlo contra la luz y el polvo ; cuando no se desatornillan los
objelivos para meterlos en sus estuclies (l(_' mnelal, sino que, como ocu-
rre con los objetivos usados a diario, s¢ (lc].zm at()rml.ludos al microsco-
pio, debe ponerse un papel blando y limpio que evite el contacto ('11-
recto entre ¢l aparato de iluminacion ABBE y la lente del objetivo.

Con los medios oplicos enumerados pueden conseguirse zlumcnl}()x
lineales de 1 : 60 hasta 1: 1000, que son muy suflc]_vnlcs para la prac-
tica bacteriologica ordinaria. Al emplear lentes de inmersion se lrahz}-.
ja, ordinariamente, con 500 a 600 aumentos, los (iculm'cs‘mus pol.o‘\{l(‘s
hacen la imagen mayor, pero no mas clara. l.u~lnm.1‘n de U“.l‘“m?‘j_
copio, es decir, la pereepeion de .(lulallos en !ill!lﬁlilg(‘\lvl flol '()].))j.L‘L().. (1{_
pende exclusivamente de la calidad del (>’hjqn‘1\ 0. Nos p(uﬁu' -1”1'“
cado tratar brevemente en este lugar del limite de la capzm;la( ()11—
tica del microscopio. Ese limile osta en los aumentos de 1:2000 ya
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conseguidos ; pues aun cuando es evidente que sobre una pantalla de
proyeccién podemos obtener imagenes mucho mayores, no por eso
aparecen en ellas nuevos detalles. El hecho de que la capacidad de]
microscopio tenga un limite, hecho anotado ya al ocuparnos de los
virus ultramicroscopicos, pags. 2y 5, tiene su fundamento, no en la dj-
ficultad técnica de construir objetivos de distancia focal mas corta,
sino en la naturaleza misma de la luz. Por razones cuyo analisis exi-
giria profundos conocimientos mateméaticos y que no son de nuestro
tema, unicamente es posible obtener iméagenes (en el sentido de que
estas imagenes-sean copia fiel del objeto representado) de objetos cuyo
tamano no sea menor que la longitud de las
ondas luminosas del espectro visible. Se ha
intentado con éxito aumentar al doble la
capacidad microscépica, empleando en lugar
de laluz natural los rayos violeta, que si son
invisibles para el ojo se perciben, en cambio,
por sus efectos en la fotografia ; pero el proce-
dimiento de KoHLER, fundado en ese principio
y conocido hace ya unos quince anos, no ha
encontrado aplicacion practica en la técenica
bacterioldgica. Menos probabilidades practi-
cas tiene aun el ultramicroscopio de SIEDEN-
TOPF y ZS1GMONDY, fundado en el principio
de hacer visibles pequenisimas pariiculas
L A (hasta de menos de 1-100000 mm. de d_i'é-
C ol ok s metro), alum_hrandolas por una iluminacion
de espejo con diafragma lateral muy intensa y presentandolas sobre
de embudo (LEz1Tz) un fondo obscuro al mismo tiempo, de una ma-
nera semejante a lo que ocurre con el polvo

del aire cuando un rayo de luz penetra en una habitacién obscura. El
ultramicroscopio asi construido no muestra las imagenes de esos objetos
tan pequenos, sino unicamente puntos luminosos. Practicamente no
es posible tener en cuenta para la microbiologia este método moderno,
aunque ha dado grandes resultados en la experimentacion fisica y qui-
mica, porque los liquidos o productos organicos y medios liquidos en
(ue observamos los microparasitos, por las substancias coloidales y or-
géanicas que contienen en disolucion, estan llenos de particulas visibles
al ultramicroscopio, que serian dificiles de distinguir de los parasitos.
Aun cuando el ultramicroscopio no haya sido aplicado por la
técnica de la microparasitologia, su descubrimiento promovié la in-
.troduccién, en el examen microscopico, de los métodos de ilumina-
cién en campo obscuro, de gran resultado practico para el estudio de
los microbios en vivo y, sobre todo, de los espiroquetos de la sifilis. Con
este método, los microbios aparecen iluminados sobre un fondo obscuro.
La iluminacién en campo obscuro se consigue con los condensado-

res de espejo, que en unién de un diafragma en forma de embudo,
suspendido del sistema de inmersion, apagan por completo los rayos
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directos y solo llegan al objetivo los reflejados por el objeto micros-
copico. Hay varios tipos de condensadores de espejo (ZEiss, LErTz,
RercueERrT), los cuales se colocan sobre la platina del microsc_opi()
o encajan en igual forma que el condensador de ABpE. Requieren
una iluminacion potente (lampara NERNST o arco vollaico LiLipuT) ;
¢l diafragma ha de estar abierto por complelo y se utilizara el espejo
plano. Portaobjetos y cubreobjetos deben elcg_irse lo mas finos que
sea posible, y entre el condensador y el portaobjetos se interpone una
capa de aceite de cedro; lo mismo se hara, naturalmente, con siste-
mas de inmersion entre la lente frontal del objetivo y el cubreobjetos.

2. Examen de los microorganismos en preparaciones
tefiidas e incoloras

El examen microseopico de los microorganismos puede hacerse
estando éstos muertos o vivos, en preparaciones teiiidas o incoloras.

Las bacterias vivas incoloras pueden obscrvarse sencillamente,
por cjemplo, en el jugo gastrico, sedimentos de la orina o materias
fecales, colocando enlre el porta y el cubre una gota de la substancia
que se va a examinar, substancia que puede hacerse mas fluida mezelan-
dola con solucion fisiolégica, con agua o con caldo ; pero este método
sencillo ofrece el doble inconveniente de que, como el liquido se seca
rapidamente, no es posible un examen de larga duracién, y, por otra
parte, cuando sc trata de materias infecciosas, el liquido que fluye por el
borde del cubreobjetos puede molestar facilmente o ser peligroso. Este
método es ventajoso tnicamente cuando, para el examen, basta una
capa finisima en la preparacion y resulta imprescindible en la investi-
gacion sobre campo obscuro. En la praclica microscépica ordinaria,
los microorganismos vivos y sin colorear se estudian en gota pendiente,
‘con lo cual la preparacion se hace inaccesible al aire, se evilan las dos
circunstancias desfavorables de las preparaciones ordinarias sin teiir
y puede hacerse una observacion larga, de horas y aun dias, del cul-
tivo, como en una camara himeda.

Las preparaciones en gota pendiente se hacen como sigue :
. En lugar del portaobjetos plano, ordinario, se emplea el excavado. Xl borde
circular de la excavacion se unta de vaselina. Se toma luego conel asa una gota pe-
queiia del cultivo liquido y se deposila sobre el cubreobjetos : si el cullivo es s6lido
se toma con la aguja de plalino una porcion pequenisima del medio solido y se la
diluye en una gota de caldo ; ni el agua, ni el suero fisiologico son recomendables
a esle fin, porque muchos gérmenes sufririan alteraciones osmolicas al emplearlos.
Para observar bien el movimiento y la situacion de los gérmenes aislados es condi-
cién indispensable que el conlenido de gérmenes sea lo mas pequeno posible para
cada gola. El portaobjelos, con la parle concava vuelta hacia abajo, debe colocarse
sobre el cubre, de modo que la gota quedeen el centro de la concavidad. Oprimiendo
ligeramente ambos cristales quedan bien adheridos entre si ; después de invertir con
cuidado el portaobjelos, la preparacion, dispuesta para el examen, constituye una
camara herméticamente cerrada, dentro de la cual las golas estan protegidas
contra la evaporacion y la desecacion. £l examen se hace con el diafragma bastante
cerrado y al principio con débil aumento. Ll borde de la gota se coloca de manera
que cruce el campo precisamente por el centro y de adelante atras (V. fig. 18 «) : se
pone luego una gota de aceile de cedro sobre el cubreobjelos y se examina la pre-
paracion con lente de inmersion. Al hacerlo se procedera con cuidado. Los princi-
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pianles oprimen y rompen a menudo el cubreobjelos: para evitarlo, lo mejor es movey

muy lentamente, conlamano, el portaobjeltos mientras se enfoca, porque asi se per-

cibe inmedialamente cuando se ponen en contacto el cubre y el objetivy

Después de afinar el enfoque, se elige para observar la parle mengg

9 densa, o sea el borde de la gota, que es donde mejor se consigue la \‘i.-

si6on mds clara de los microorganismos y donde pueden verse en tody

su longitud, porque casi siempre se hallan en posicion horizontg]

Cuando se trata de bacterias aerobias se las verda agruparse en el borge
de la gola.

Terminado el examen, se desplaza el cubreobjetos hasla que upg
de sus angulos sobresalga del borde del porta ; se le levanta luego con
unas pinzas, leniende cuidado de que la gola con baclerias no toque el
portaobjetos, ¥ se le inlroduce en una disolucion de sublimado. I3]
portaobjetos queda en disposicion de usarse nucevamente.

Be

Ia experiencia nos ha ensenado que la preparacion en
gola pendiente ofrece dificultades a los principiantes, pero por
lo mismo ha de ser practicada con esmero, porque esle pro-
cedimiento es imprescindible para resolver una seric de cues-
tiones, tales como el movimiento de los microbios, la germi-
nacion de esporos, la bacteriolisis y olras varias.

Mas sencillo y mucho més frecuente en la Léenica mi-
croscopica es el examen de preparaciones tenidas (1). Antes

de detallar las reglas técnicas para la coloracion de los micro-

f16. 16 organismos adelantaremos algunas observaciones breves sobre
platino la teoria de la coloracion, extendiéndonos hasta doude sea
con su pecesario conocerla, para comprender los efectos de las di-
Manse: versas soluciones colorantes. Para teiir las bacterias se em-
KOLLE plean principalmente las anilinas colorantes basicas (fucsina,
azul de metileno, violeta de genciana, violela de metiio, verde
malaquita, verde metilo, vesuvina, safranina y otras), derivadas de la
rosanilina, y que por el caracter basico de ¢sta reciben todas el nom-
bre de «colorantes basicos», aunque porrazon
de su composicion quimica son sales neu-
tras (la fucsina, por ejemplo, es un clor-
hidrato de rosanilina). I.a coloracién no re-
sulta sencillamente de impregnar la bacteria
con la materia colorante, sino que representa
una reaccién microquimica ; la combinacion
quimica del colorante con el plasma se ve-
rifica de manera analoga a la formacién de
sales dobles, es poco coherente y disociable
con facilidad en buenos disolventes de la
materia colorante. En esto se funda la ac-
F16. 17. Escala de asas de  cion decolorante del alcohol y el hecho
platino, de CZAPLEWSKL — ,aradojico de que una materia colorante es
tanto menos eficaz cuanto mas completa sea su disolucion ; por esto

(1) Es posible lambién, aunque rara vez se emplea, Leiiir los microbios vivos:
para lograrlo, se procede en la forma siguiente :

Se anade una cantidad pequeiia de solucién colorante a la gola pendiente, 0
se deja secar una solucion acuosa o alcohdlica de azul de metileno sobre el porla
bien seco y limpio, ¥ se coloca después el cubre con la gola que se desea examinar-
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las disoluciones colorantes en alcohol puro no linen en absoluto las
bacterias ; por la misma razéon las disoluciones alcohoélicas concentra-
das, almacenaglas en los laboratorios, deben diluirse antes de usarse,

I'tg. 18 a y 0. Gola pendiente (colibacilo): «, con
débil aumento (1 :40) : b, con fuerte aumento (1:3500)

1. Interior de la gota pendiente (en b0, los bacilos son claramente visibles).
2. Golitas de agua condensada fuera de la gola pendiente.

anadiendo al efecto diez partes de agua destilada por una de solu-
cion alcoholica. El aiadir substancias que aumenten la solubilidad
de la materia colorante, produce una disminucion en la eficacia
de ésta ; estas soluciones con «débil poder colorante» pueden ser
empleadas con ventaja en algunos casos por la electividad de ciertas
partes del cuerpo de la bacteria con el colorante : asi, por ejemplo,
una disolucion de azul de metileno que contenga acido acético se em-
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plea en la coloracién de los corpusculos polares delos bacilos dela difte-

ria por el método de M. NEISSER, segun veremos en el capitulo especial

correspondiente. Reciprocamente podemos aumentar el poder colorante
de las disoluciones anadiendo las substancias que .dlsmmuygn la so-
lubilidad de la materia colorante disuelta (por ejemplo, afadiendo

alcalis o agua de anilina o las dos cosas); en este ultimo caso hasta
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es menor, pero con mayor tiempo y soluciones diluidas (1 a 5 minutos)
las iméagenes obtenidas son mas claras y hermosas. )

La obtencién previa de preparaciones para la coloracién puede
realizarse de diversas maneras, segin la clase de material que haya
de emplearse. Lo mas corriente son las extensiones o frotis».qqe se dl:S-
ponen sobre el cubre o sobre el portaobjetos, siendo esto ultimo mas

IFic. 19 ¢ ‘Fie. 19 d

Fig. 19. Coloracion de diversos microorganismos con las soluciones colorantes sim-
ples usadas de ordinario (aumento 1:500). «, estreptococos: b, eslafilococos :
¢, micrococos del aire; d, sarcinas

se inicia la precipitacion de la materia colorante. De esto depende que
estas soluciones de poder colorante reforzado no sean permanentes
(prescindiendo de las preparadas anadiendo 4cido fénico), sino que
la mayoria, al cabo de algunos dias, resultan inttiles por precipita-
cion de la materia colorante.

En cuanto a la duracién de la coloracién con las disoluciones no
pueden darse siempre datos determinados. Varia con la concentracion
de la disolucion y con la especie de bacterias. En general, puede de-
cirse que, con disoluciones concentradas, el tiempo necesario para temr

I'16. 19 ¢ Fic. 19 h

e, Bucillus prodigiosus (con formas de involucion) : f, bacillus megalherium ; g, spi-
: rillus volulans ; h, espirilo de FINKLER-PRrIOR

comodo y mas econéomico en la labor diaria, porque se rompen menos
cubres, cuyo cristal es muy fino.

Para la obtencion de preparaciones que deban conservarse es nece-
sario siempre taparlas con el cubre, aunque se hayan hecho en el porta-
objetos, montando aquél con balsamo del Canada. Los liquidos que
contienen gérmenes pueden ser mancjados directamente sin diluirlos
mas, cuando el frotis obtenido no resulta demasiado grueso ; los liquidos
que contienen numerosos elementos formes (liquidos organicos), asi
como los cultivos puros en medios sélidos se diluyen en un poco de
agua. Para ello se deposita una gota de agua sobre el porta o sobre el
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cubre, v se diluye en ella el material que ha de examinarse por medj
de una aguja de platino esterilizada a la llama, de manera que Ia cﬁp()
sea muy fina y uniformemente espesa. Si el liquido no se eXtiondi
uniformemente sobre el cristal, ello sera debido a que el porta 3l
cubreobjetos no estan bien limpios y lienen una ligerisima capa dé
grasa, que desaparecerd [rotandolos con alcohol o calentandolos o la
llama (V. el capitulo CoLORACION DE FLAGELOS, donde se trata de
la limpieza especial de los cubreobjetos). El aplastamiento violen(g
del material examinado, tnicamente se aplica cwando se trata de cop.
probar la existencia de microbios en el interior de masas duras y difi-
ciles de extender sobre los cristales, por ejemplo, en los pedacitos de
caseum de los esputos de tuberculosos, y cuando no se trata de con-
servar escrupulosamente los elementos morfolégicos celulares ; en todos
los demas casos ha de extenderse la preparacion con el mayor cuidado
posible, para evitar groseras deformaciones de los elementos celulares,
lo cual pudiera ser motivo de errores para los principiantes. Especial-
mente de los nucleos celulares, salen al tratarlos con violencia toda
clase de granulos y filamentos, algunas veces fantasticos, como es-
pecies de espermatozoos o colas de cometa. Sobre la técnica de las
preparaciones de sangre, véase el capitulo PaLupisyo, en la parte
especial. Si se quieren obtener preparaciones en las que pueda verse
con exactitud la disposicion y agrupamiento de gérmenes sembrados
en medios solidos, lo que es muy caracleristico en muchas especies
de bacilos (del carbunco, de la peste, de la difteria y de la tuberculosis
entre otros), lo mejor sera recurrir a las preparaciones per impresion,
llamadas asi porque al colocar el cubreobjetos sobre las colonias de la
preparacion se produce una verdadera impresion de las mismas; el
poner y quitar el cubre ha de hacerse con cuidado, sin presion fuerte
v sin desplazarlo lateralmente (desde luego, a causa del peligro de in-
feccion no ha de cogerse el portaobjetos con los dedos, sino con una
pinza y mejor con una especial para cubreobjetos que tiene los extremos
encorvados) ; las demas manipulaciones son analogas a las de los fro-
tis ordinarios. Inmediatamente debe dejarse secar al aire la preparacion;
luego se fija calentandola o tratandola por el alecohol absoluto, para que
los microbios y los elementos celulares no sean arrastrados cn las ma-
nipulaciones siguientes en que intervienen soluciones acuosas. La fija-
cion se produce en ambos métodos por la coagulacion de las albﬂmi.na:%.
El procedimiento de fijacion mas corriente en la practica bacteriold-
gica consiste en pasar tres veces la preparacion por el mechero de Bux-
SEN ; para las preparaciones de protozoarios asi como para la obten-
cion de detalles delicados, este método es demasiado violento y debe
substituirsele por fijacion en alcohol absoluto durante 15 a 30 minutos.
Al pasar la preparacion a través de la llama deben evitarse varias
faltas : si la preparacion no estaba seca por completo, las células esta-
llan, por efecto del calor repentino y aparecen rotas ; el calor dema-
siado fuerte perjudica el colorido de las bacterias ; si la temperatl“'i{
es escasa puede ocurrir que las bacterias sean arrastradas al verter 1as
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soluciones colorantes o en los Ialvados con agua posteriores. Una vez
fijada la preparacion se procede a leiiirla, ya sea con soluciones de colo-
res de anilina, ya cuando se persiguen fines particulares, por méto-
dos especiales, que expondremos en el parrafo siguiente. Terminada la
coloracion se lava escrupulosamente con agua la preparacién y se
seca entre papel de filtro. El cubreobjetos se monta luego mediante

Fia. 20. Colonia de carbunco. Preparacién por impresion;
coloracién con violeta de genciana (aumento 1 : 60)

unas gotas de balsamo del Canad4 o de aceite de inmersion ver-
lidas sobre el portaobjetos. Para el examen se deposita sobre el frotis
una gota de aceite de cedro y se emplea la lente de inmersion.

A veces, el examen de preparaciones lenidas solo puede hacerse
en agua, por ejemplo, en la coloracion de céapsulas, porque en el aceite,
que es muy refringente, dejan de verse las sutiles capsulas ; pero es
de notar que en el agua, por la refringencia que determina, todas las
bacterias parecen mayores que en el aceite de cedro o en el balsamo
del Canada.

Durante los diversos procedimientos de coloracion que hemos
deS(_:rlto, el porta o el cubreobjetos se mantienen en posicion horizontal
cogidos con una pinza de CornET ; debe emplearse un modelo de esta
pinza para coger el cubre y otro distinto para el porta. Como medios
més baratos son recomendables : para los cubreobjetos el colocarlos
sobre corchos que van adheridos a una tabla o sobre una plancha de

GOTSCHLICH ~ SCHURMANN : Microparasitologia. 3
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goma con puas como las usadas en las liendas para recoger comoda-
mentle las monedas; los portacbjelos se dejan sobre banquillos (que
puede conslruirse uno mismo con barras de cristal convenienlemente

I'1g. 21. Pinza de ConrNET,
milad del lamafio natural

dobladas, los que a su vez descansan en los cristalizadores o capsulas
sobre los cuales se praclica la coloracion. :

La coloracion de frolis con tinla china, debida a Burri, qxige una
explicacion parlicular, pues, en cierto modo, representa la inversion

Fig. 22. Bacilo del carbunco en prepa-
raciéon a la tinta china (aumento 1 : 500)

del fundamento de la coloracion ordinaria. Mienlras que con los me-
todos habituales se tifien solamente los microorganismes y el fondo
debe quedar incoloro en lo posible, con el método de Burrl, que con-
siste en el empleo de una solucién de tinta china de granos muy {inos,
es precisamente el fondo el que aparece coloreado (morgno hasla negl“f)
u opaco), en tanlo que los microorganismos resaltan 1ncoloro§'y bri-
llantes sobre el fondo obscuro de la preparacién. Una preparacion a la
linta china, bien hecha, produce una impresion que recuerda la ilumina-
c¢ion sobre campo obscuro (V. pag. 26), aunque en ella las mtenSld'al'
des de luz contrastan menos. Se emplea con iguales fines que esle U
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timo método, y entre ellos, en primer lugar, para co_mprobqr la exis-
tencia del espiroqueto sifilitico. La preparacion a la linta china se rea-
liza en la forma siguiente :

Sobre el portaobjetos bien limpio se mezcla una gota de linta china marcz:
« Pelikan » n.° 541 (GRUBLER, Leipzig), con otra del malerial con gérmenes que
se quiere observar, y se extliende unil’on:memqnlc la _mezc!a ; una vez seca la plrcpa:
racion, se examina directamente en aceite de inmersion. T amblen.pueder'l emplearse
en lugar de linla ciertas substancias colorantes, tales como la cianoquina y otras.

Para comprobar en cortes la existencia de microbios, habra que
tratar primeramente las porciones de los 6rganos correspondientes, para

Fra. 23.  Glomérulo renal en la infeccion por estafilococos
(coloracion de Gram) (aumento 1:500)

su fijacion e inclusion, segin la téenica histologica, a la que remitimos
al lector. Si no se trala de preparar cortes muy finos, los trozos
de tejido, una vez fijados en alcohol, sin incluirlos, se adhieren sobre
un corcho con un poco de goma o celoiding y se endurecen luego en
alcohol, y asi se Ies puede cortar con el microtomo. Para investigacic-
nes mas delicadas es indispensable la inclusién en parafina. Los cor-
tes se colocan sobre el portaobjetos, se fijan sometiéndolos durante
varias horas a una temperatura de 37°, y una vez libres de parafina
por tratamiento con xilol y alcohol, se les lifie por los métodos or-
dinarios lo mismo que los frotis. El examen es mas ficil cuando las
bacterias que invesligamos pueden ser tefidas por alguno de los mé-
todos de coloracion distinto al de los tejidos, que detallaremos en el
parrafo siguiente (coloracion de Gram o de los bacilos de la tubercu-
losis). Para la coloracién de contraste del tejido se trata el corte por
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el picrocarmin antes de lefirlo con el GrAM, o bien por la ecosina des-
pués de tenido. Pero si los gérmenes patégenos no pueden tenirse de
un color diferente del de los tejidos (como en los bacilos de la fiebre
tifoidea, de la peste, del muermo y del colera), es mas dificil recono-
cerlos, porque los tejidos y especialmente los nicleos de las célulag
toman también con intensidad los colores basicos. En tal caso habra
que intentar con cuidado la decoloracion parcial del corte por medio
del &cido acético o el alcohol diluidos, y a continuacion, lavar escrupu-
losamente en agua para conseguir la posible diferenciacion practica entre
las bacterias y los nucleos celulares, intensamente teiidos, y el resto de
los elementos constitutivos de los tejidos. Para los protozoarios tanto
en frotis como en cortes, el mejor método de coloracion es el de Roma-
NOWSKY-GIEMSA.

Respecto de otros métodos aplicables, véase el capilulo especial
correspondiente.

3. Métodos especiales de coloracion

a) La coloracién de Gram, que toma su nombre del de su in-
ventor, es un procedimiento de tincién electiva, que solo sirve para
determinadas especies de microorganismos, mientras que otras especies
y especialmente los nuicleos celulares de los tejidos permanecen incolo-
ros. que, sise quiere, pueden hacerse visibles con un color que contraste
(tratandolos con solucion de fucsina muy diluida). Por consiguiente,
este procedimiento es de gran valor, tanto para la coloracion de {os cor-
tes, como para diferenciar las diversas especies de bacterias. Segun el
resultado que en ellas da la coloracion de Graxi, las calificamos de
GraM positivas o Gray negativas, porque esta caracteristica es cons-
tante en casi todas, y rigurosamente fija en cada especie. Solo pocas
bacterias se exceptuan de esta regla (bacilo del tétanos, del carbunco
sintomatico y del edema maligno), que si bien son negativas la mayor
parte de las veces, en ocasiones dejan de serlo, y aun procediendo de
un mismo cultivo, algunos bacilos aparecen coloreados y otros no. Iin
el cuadro que sigue estan agrupadas las bacterias mas importantes,
segun el efecto que en ellas produce la coloracion de Gra.

Gram posilivas Gram negalivas
Estafilococos Gonococo
istreptococos Meningococo
Neumococos Micrococus catarralis
Todas las sarcinas » melitensis
Bacilo del carbunco Colibacilo
»  subtilis Bacilo tifico
»  mesentérico »  paratifico A y B.
» de la difteria »  disentérico (todas las especics)
» »  tuberculosis » de la peste
» » lepra » » septicemia hemorragica

(todas las especies)
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Gram posilivas Gram negalivas
Actinomices Bacilo de la gripe
I.evaduras » »  neumonia de FRIEDLANDER
Oidium » piocidnico

» proteus

»  del muermo
Vibrién del colera y
Vibriones afines
ispirilos, espiroquetos

Las reglas de la coloracion de Grax son las siguienles : Las preparaciones ya
fijadas se tinen primero con una maleria colorante del grupo de las pararosanilinas
(violela de genciana, violela de metilo), empleando simultaneamente un mordiente
por ejemplo, el dcido fénico o
anilina (1) (dos minuios) v des-
pués con una 50 n yo
yodurada (Lucow) (
minutos). Aplicando
nuacion el aicot
la prepar:
color (aproxim mente medio
minulo), se destinen complela-
mente las bacterias Grax ne-
galivas, los nicleos celulares v
los tejidos. Con la aplicacion
posteriorde eosina o de fucsina
muy diluida, se obliene una co-
loracion de conlraste.

Las bacterias positivas
aparecen teiiidas de un co-
lor violeta intenso; Ias ne-
galivas y los tejidos, de
rojo. Con el mctodo de
Gran, la coloracion no es
de violeta de genciana, sino
de yo(]()-])zu‘ar()sanilinu. la FFig. 2. Estafilococos y colibacilos. Coloracion de
cual, segin que la union  Grady recoloracion con fuesina (aumento 1: 500)
quimica del yodo-pararos-
anilina con el protoplasma sea intima o no, puede desaparecer por el
tratamiento con alcohol, o permanecer indiferente a él. Los coloran-
tes derivados de la rosanilina (fucsina, azul de metileno) no son apli-
cables a la coloracion de Graai. i

(1) La adicion de dcido fénico (2°5 9,) tiene sobre el procedimiento primitivo
la ventaja de que la solucion se conserva indefinidamente, mientras que la solucién
(ly violeta de genciana con agua de anilina sélo puede emplearse duranle algunos
dias y Jluego se allera rapidamente. Al preparar esta Gllima solucion colorante
¢s preciso observar algunos pequeiios delalles, sin los cuales no es posible oblener
buenos resultados ; la solucion bien preparada tiene gran poder colorante.

La anilina (llamada en el comercio « aceite de anilina ») se mezela con una
cantidad de agua 10 veces mayor, se agila con fuerza, v la emulsion lechosa resul-
tanle sc filtra a través de un filtro hiimedo para oblener un filtrado complela-
mcn@c claro ; al filtrado se anade 1 /10 de su volumen de solucién alcoholica salurada
de violela de genciana. La solucion colorante, una vez preparada, se filtra siempre
antes de usarla, h -
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b) Coloracién de hacilos deido-resistentes. Todo un grupo de bac-
L rias cuyo representante de mayor importancia es el bacilo de la ty-
berculosis se conducen de manera peculia: frente a la coloracion ;
no toman el colorante sino con dificultad y solo después de aplica-
ciones enérgicas del mismo, pero una vez que lo han tomado lo pierden
también con gran dificultad y resisten los procedimientos mas enérgicos
de decoloracion por medio del alcoholy de los acidos diluidos. Por todo
esto se dice que son alcoholacido-resistentes. Esta particularidad se debe
a una cubierta cérea que tienen estas bacterias, a la cual se debe la
resistencia y hace posible la coloracién de contraste con los tejidos. En
este caso aparecen los bacilos acido-resistentes con color que primera-
mente tomaron (rojo con la solucion de Zienr) y las demas bacterias,
asi como los tejidos, presentan el color de contraste (azul) empleado
después de la decoloracion. En el primer método de coloracién usado
por R. KocH se teinia por la accion prolongada de una solucion ligera-
mente alcalina de violeta de genciana en agua de anilina y la colora-
cion de contraste se obtenia con vesuvina (pardo) ; actualmente, la
primera coloracion se hace casi siempre con fucsina fenicada (solu-
cion de ZienL (1) y para la recoloracion se emplea la solucion acuosa
de azul de metileno. El agua de anilina y el acido fénico sirven de
mordientes (como en la coloracion de Gran), y se utilizan para facili-
tar la penetracion del color, anidlogamente a lo que sucede en ¢i tinte
de la lana. En los frotis ordinarios el proceso se acelera caleniando,
mientras que (para los cortes) a la temperatura ambiente se requiere
que el colorante actue durante veinticuatro horas.

El primitivo procedimiento para teiir los bacilos de la tubercu-
losis, en el cual estaban separados los dos tiempos de decoloracion con
acidos y por el alcohol, era el siguiente :

1. Fijada la preparacion, se tifie con fucsina fenicada o fucsina con agua de
anilina, calentando repelidas veces hasta desprender vapores, pero sin llegar a
hervir ; duracion aproximada cinco minutos.

2. Decoloracion durante dos a tres segundos con acido sulftrico al 5%
0 acido nitrico al 25 9%. {

3. Decoloracion con alcohol de 70° hasta que la preparacion parezca casi
incolora ; si hace falta se repiten las operaciones nimeros 2 y 3.

4. Recoloracion con solucion acuosa de azul de melileno s6lo unos diez s¢-
gundos.

5. Lavar en agua, secar, elc. .

El tratamiento por los 4cidos y el alcohol no hay inconveniente en hacerlo
al mismo tiempo con una mezcla al 1 9% de 4acido clorhidrico en alcohol, que ac-
tuara durante dos a tres segundos e ira seguido de un lavado en alcohol ordinario
(medio minuto) hasta conseguir los efectos del niimero 3.

Menos tecomendable es, en cambio, simplificar el método haciendo
la recoloraciéon y decoloraciéon con la misma solucién. porque no sera
posible comprobar por separado la decoloracién y el tefiido de con-

(1) La fucsina fenicada, segin ZIEHL-NEELSEN, se compone de 100 c. €.
de solucion al 5 9% de acido fénico, que ha de calentarse para que esté com.pletu—
mente clara, mas 10 c. c. de solucién alcoholica saturada de fuesina. Es inalte-
rable y diluida en 10 volmenes de agua deslilada, es aplicable a la coloracion de
las demads bacterias y, en esta forma, se usa corrientemente en todas partes para
los trabajos diarios. LLa solucién de fucsina con agua de anilina se prepara como
la misma solucién de violeta de genciana, segiin se ha explicado anteriormente.
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traste. Entre los métodos recomendados a esle fin indicaremos tnica-
mente el del azul de metileno y la coralina, en el que por la accion suave
.del decolorante no es de temer una decoloracion exagerada. El lrata-
miento de la preparaciéon, después de Leiiida con fucsina y sin lavar
ésla, se hace con la siguiente solucion que acluara un minulo :

Coralinans B i, 8. i ol ersrom ciomine b n Srus ol 1
Solucion alcoholica de azul de metileno salurada. 100
GILCETII Ao isis e o e s RS e Bl o S ke 20

¢) La coloracién de esporos se funda en el mismo principio que la
que acabamos de describir para los bacilos acido-resistentes, sélo que
debido ala extraordinaria re-
sistencia de la membrana de
los esporos se requieren me-
dios especialmente enérgicos
a fin de lograr la penclra-
cion del color. Entre estos
medios merecen cilarse : el
pasar a (ravés de la llama
diez veces en lugar de Lres
para fijar bien la prepara-
¢ion, tratamiento previo con
mordientes (acido cromi-
cc) y calentar mas tliem-
po en el momento de (e-
fir. Terminada la colora-
cion, es dificil quitar el
color de los esporcs por
medio de liquidos decolo-
rantes, lo que no ocurre con
el cuerpo de las bacterias, y
en esta particularidad se funda la coloracion de baclerias y esporos.

La primera y mds sencilla coloracién de esporos se debe a H. Buan-
NER (1884), quien someli6 la preparacion después de fijada, a la accién
del H,SO, concentrado o al de la lejia de polasa durante veinticineo
minutos. Las primeras coloraciones dobles fueron publicadas por
A. Neisser y F. HuerrE en 1884. Los mélodos poslericres para la
coloracion de esporos eslan inlimamente relacionados con el empleado
para los bacilos de la tuberculosis.

Ire. 25. Bacilo subtilis. Coloracion de esporos.
IFormras no esporuladas en azul,
esporos en rojo (aumento 1 : 500)

1. La preparacién seca se pasa 10 veces por la llama para fijarla (1).

2. Teiiir con [l_lgsmu en agua de anilina calentando hasta desprendimiento
de vapores y formacién de burbujas, dejar pasar uno o dos minutos calentar de
nuevo, cesar otra vez, y asi de lres a cinco veces. : ’

3. Tralar la preparacion rapidamente con alcohol absoluto.

(1) Después de fijar, con el fin de oblener una buena coloracion, es reco-
mcndzl_l)le quilar la grasa de la preparacién, introduciéndola en ('.Iorol'()rn‘(’) (im"ml J
dos minulos, se lava luego con agua y a continuacion se emplea como -nmrdi‘cnl(‘
una solucién acuosa de 4cido crémico al 5 9 (dos segundos a diez minulos), seg h
las especies microbianas ; despudés se repite el lavado y se colorea. g
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Después con alcohol de 60° hasta que no suelte color.

Secar.

Recolorar con solucién acuosa de azul de metileno (dos minutos).
Lavar con agua. Secar. Montar en aceite de cedro o balsamo del Canada.

'\10.01-&

Los esporos aparecen coloreados de rojo resaltando en el cuerpo
tenido de azul de las bacterias.

d) La coloracién de flagelos es, en cuanto a lécnica, la méas exi-
gente ; se necesitan procedimientos especiales de mordentado para
lograr que los flagelos se coloren con soluciones de substancias cuyo
poder colorante ha sido reforzado anadiéndoles un élcali, agua de ani-
lina o 4cido fénico.

Como mordientes sirven mezclas tintéreas de solucion de tanino
con sales melélicas y fucsina; en el mordiente primitivo, indicado
por LOFFLER, se empleaba el sulfalo ferroso como sal meldlica; en la
modificaciéon de PEPPLER, descrita a continuacion, el acido crémico,
y en el procedimiento de ZErTNOow el antimonio. Este ultimo procedi-
miento es notable teéricamente, porque los flagelos, después del efeclo
mordiente, no se hacen visibles por un proceso de coloracion, sino por
el de platear con una solucion de plata y etilamina.

REGLAS DEL METODO DE PEPPLER

Para evitar precipitaciones se limpiaran escrupulosamente el porta o el cubre-
objelos, a cuyc fin se les lavara perfectamente con alcohol diluide, y despuds de
frotarlos en un paiio limpio, se les coge con las pinzas y se les deja unos minulos
sobre una plancha de hierro caliente, o bien se les limpia en H,SO, concentrado
y caliente, y después de neutralizar con lejia de sosa, se lavan con agua corrienle
y se les seca con un paiio limpio. Ha de evitarse con el mayor cuidado Locar el cubre-
objetos con los dedos, porque con la ligera capa de grasa que éstos tienen per-
deria su limpieza. Para obtener buenas preparaciones de flagelos, las bacterias de-
ben estar libres por completo de la mas minima particula del medio de cultivo
solido o liquido. A este fin, se toman Lres cubreobjelos, limpios segtin el procedi-
miento anterior, y se coloca sobre cada uno de ellos, sirviéndonos del asa de pla-
Llino, una gota de agua comun (no destilada, por los cambios osmoticos que puede
originar). En una de estas gotas se pone con cuidado, sin frotar fuerte, el material
que se va a examinar, de ésta se traslada algo a la segunda gota y desde ésla a la
tercera, Las golas se extienden cuidadosamente. La preparacion, después de seca,
se pasa una vez por la llama y se trata con el mordiente de PEPPLER, reciente
y filtrado (1). A continuacién se lava perfectamente la preparacion en el chorro
del agua. Después que se ha escurrido toda el agua, se procede a la coloracion
propiamente dicha con violela de genciana recién filtrada (dos o tres minulos).
Se lava luego con agua, se seca la preparaciéon muy por encima de la llama y se
monta en aceite o balsamo.

Ill. Biologia general y métodos de cultivo
de los microorganismos

Por muy importante que sea, para el estudio de los microparésilos,
el conocimiento morfologico que ha sido objeto del capitulo anterior,
no basta, sin embargo, por si solo en la mayor parte de los casos para

(1) _ Preparacién del mordiente : Se prepara en caliente 100 c. ¢. de solucion
acuosa de tanino al 20 %, y después de dejarla enfriar hasta 20°, se afiaden 15 c. ¢.
de solucién acuosa de acido cromico puro al 25 9 por pequefias porciones y agi-
lando Ja mezcla ; el mordiente estard dispuesto para el uso después de cualro a
seis dias de reposo y tras filtracion cuidadosa,
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establecer un diagnostico seguro; todo lo mas este conocimiento
morfolégico es suficiente para diagnosticar los protozoarios, en los cua-
les, por ejemplo, al investigar el paludismo, una preparacion micros-
copica de la sangre no sélo permile establecer si se trata o no de un
caso de paludismo, sino que Lambién permite sentar el diagnostico
diferencial entre las lres diversas especies de gérmenes causantes de
dicha enfermedad. En las baclerias es mucho mas dificil el diagnos-
lico puramenle morfologico, porque acompanando a las patoégenas
se encuentran casi siempre en gran namero olras especies muy pare-
cidas que viven sin desarrollar accion palogena. La morfologia, estu-
diada en la preparacion microscopica, sélo nos ilustra, en muchos ca-
sos, acerca del grupo natural a que pertenecen los microbios que vemos,
sin que sea posible idenlificar su especie ; ésta unicamente puede
averiguarse fundandose en las cualidades biologicas de la bacleria co-
rrespondiente. Eslo es aplicable incluso a baclerias tan caracleristicas
por sus propiedades morfolégicas y colorantes, como lo es, por ejem-
plo, el bacilo de la tuberculosis. Cuando el conocimiento de la proce-
dencia del material invesligado no permila diagnoslicar con certeza ni
excluir la confusién con especies saprofilicas parecidas, hay que re-
currir al estudio biclégico para decidir, en ultimo término, el diag-
nostico. Asi, por ejemplo, el diagnostico de bacilos de la Luberculosis
puede hacerse con seguridad ya mediante una preparacion microsco-
pica de esputos del Lisico, pero no ocurre lo mismo con el material de
la leche de vaca, en la que pudiera tratarse muy bien de inofensivos
bacilos acido-resistentles seudotuberculosos.

El estudio de las cualidades bioldgicas de un microparasito, de las
condiciones que sen necesarias para su vida, asi como de las manifes-
taciones de la misma, solo es posible salisfactoriamente cuando se con-
sigue reprcducir el microbio fuera del organismo enfermo en medics
artificiales, es decir, cultivarlo. Por esta reproduccion, de un solo indi-
viduo se originan agrupaciones de olros muchos que, finalmente, son
visibles a simple vista, formando entonces lo que llamamos colonias ais-
ladas o cultivos. Su aspeclo al microscopio y, mas aun, al mirarlas
con pocos aumenlos, proporciona a menudo caracleristicas lan sor-
prendentes, que solo por ellas puede fundamentarse un diagnoslico
cierto, como ocurre con el aspecto caracteristico de las colonias del car-
bunco y del bacilo de la peste. IEn otros casos, eslos caracleres no
bastan desde luego, porque no son propios de una especie parlicular,
sino de todo un grupo, como sucede con las baclerias perlenecientes
a los grupos de bacilos de la disenteria y de la fiebre lifoidea ; enlon-
ces el diagnoéslico bacleriologico de la especie, que es el imporlanle
en la praclica médica, no puede fundamentarse sobre una caracleris-
lica particular, sino que ha de apoyarse en la existencia constanle
y relacionada de una serie de caraclerislicas bioldgicas.

En la eleccion de medios nulritivos artificiales nos vemos cbligados
a imitar al organismo enfermo, con lanta mas aproximacion cuanlo
més acomodado esté el correspondiente microbio a la exislencia de
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parasito. Los parasilos obligados,” que no Lienen existencia posible y
duradera en condiciones naturales fuera-de su huésped, sélo podre-
mos soslenerlos en cultivos artificiales prpporcmnandolcs como medio
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Fia. 26. [Iisterilizador de aire calienle (calefaccion por gas)

nutritivo sangre humana (protozoarios), o albiimina humana o animal
(espiroquetos) ; algunos gérmenes, como las baclerias llamadas hemo-
glebinofilas (bacilo de la gripe), estdan acostumbradas a subslancias
albuminoideas claramente determinadas (hemoglobina); pero, en cam-
bio, les es indiferente la clase de sangre, y ésta lo mismo puede pro-
ceder del hombre que de conejos o de palomas.

Los parésites facultatives capaces de crecer fuera del crganismo
infectado son menos exigentles y se salisfacen con substitutives (leche,
peptona, gelalina, caldo de carne o palalas), y hasta con medios libres
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por completo de albumina, como, por ejemplo, el n}cdio_ de cu!tlvo
de UscHINSKY, en el cual las bacterias construyen sintéticamente su
protoplasma celular de sencillas combinaciones nitrogenadas (amidas
y amidodacidos) y de hidratos de carbono. Las reglas generales para la
preparacion de los medios de cultivo mas generalmente empleados se

exponen a continuacion.

= =
Fie. 27. Lsterilizador de aire ca- —_—
liente, de R. KocH (mod. pequeiio)

Fia. 28. Esterilizador de
vapor, marmita de vapor.
de RR. Kocu

Preceptos abreviados para la preparacién de los medios de cultivo mas
importantes y mas generalmente usados en la técnica bacteriolégica

(Todo lo que se refiere a medios de cuitivo especiales serd expuesto
en el capituio de la parte especial)

1. CALDO DE CARNE

Se pican cuidadosamente 500 gramos de carne sin grasa, se maceran durante
varias horas en un litro de agua comun a la temperatura de la habitacion, se hierve
luego durante tres cuarlos de hora y, por ullimo, se fillra y se exprime a través
de un lienzo bien limpio. Al caldo filtrado se anaden 10 gramos de peplona en polvo
(WirTE, RosTock) y 5 gramos (e sal, y se hierve de nuevo durante media hora ;
para suprimir el acido lactico y los fosfatos acidos procedentes de la carne, se neu-
traliza con solucion de carbonato sédico anhidro al 10 2, (la cual puede preparar
uno mismo por calcinacion del carbonalo de sosa), comprobando la alcalinizacion
con el papel de lornasol y mejor ain con el que prepara E. MErck, Darmstadt.
(Charta exploratoria). El punto neutro al tornasol se alcanza cuando ya no se pone
rojo el papel azul, momento en que el papel rojo, en cambio, se pondra azul de
manera clara. Para la mayor parte de las especies patogenas es preferible cierto
exceso de alcalinidad. Hiérvase entonces una vez mas durante un cuarto de hora
y filtrese a través de doble papel de filtro. Si el filtrado no sale completamente
claro, se clarifica con una clara de huevo o 20 c. c. de suero sanguineo por cada
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dos litros de caldo, hiviéndolo brevemente por ltima vez. Hecho ya el caldo, se dis
tribuye en recipientes (matraces, tubos, elc.) previamente esterilizados por 'eI
calor seco (media hora a 160°), y para destruir cualquier germen del aire ue
pueda haber penetrado en las vasijas al llenarlas, se esterilizan otra vez durante
dicz minulos.

Como substitutivos de la carne sirven el extracto de carne, la placenta hy-
mana, el caldo Macar y los extractos de patatas, soja y otros semejantes.

«

2. GELATINA

Al caldo de carne preparado como antecede, se le afiade, ademas de peptongy
v sal comun, un 10 a 20 % de gelalina (en hojas blancas) y se le hierve media hora:
después se neutraliza, se clarifica, se filtra y se distribuye en tubos u otros reci-
pientes previamente esterilizados. Como el punto de licuacién de la gelatina des-
ciende después de estar sometida largo tiempo a grandes temperaturas, la esteri-
lizacion se hara teniendo esto en cuenta, o sea hirviéndola en la marmita de vapor
o al autoclave durante diez minutos en tres dias consecutivos (esterilizacion frac-
cionada).

3. AgAr

Al caldo de carne preparado, segin se ha dicho, se le aiade, ademas de Ia
peptona y sal comun, 11/, a 3 °/, de agar-agar cortade en pequeiios trozos (o en
polvo). Como el agar-agar se disuelve muy lentamente al hervir en vasija abierta,
se recomienda el empleo del autoclave (una hera a !/, almésfera de presién).
Despucés de esto se neutraliza y filtra, lo cual, para evilar la solidificacion que se
inicia ya a los 40°, se hard en embudo caliente o en el autoclave. Se {iltrara por
papel o en forma mas sencilla, por una ligera capa de algodoén, y se facilita inucho
la operacion dejando previamente al medio que se sedimente y decantaiido des-
pu¢s. Preparado el medio nutritivo se distribuye en recipientes esterilizados, y.
por tltimo, se esteriliza nuevamente durante un cuarto de hora a media hora.

4. PATATAS ESTERILIZADAS

Se empleara, en lo posible, ejemplares perfectos, que, en primer término, se
limpiaran impecablemente de toda la suciedad, tierra, etc., adherida a ia super-
ficie frotiandolas con cepillo fuerte, mientras les cae el chorro del agua corriente :
los « 0jos » en los que la suciedad se acumula principalmente, se suprimiran con un
cuchillo de punta. Ya limpias, se introducen durante una hora en una solucion
de sublimado a 1 por 1000, y después se les quitan los restos de este desinfectante
quimico, lavandolas otra vez en agua corriente. Dispuestas asi las palatas se las
envuelve por parejas en papel de fillro y se eslerilizan durante dos horas en la
marmila, o mejor una nada mas, en el autoclave a 1 atmésfera de presion,
quedando con ello preparadas para el uso. A pesar de la esterilizacion combinada.
quimica y por calor, con frecuencia queda algiin germen en las patalas, porque
en su piel pueden quedar algunos esporos, extraodinariamente resistentes. Se
conservan mas tiempo y quedan mejor protegidas contra la sequedad, si después
de mondar la patata con un cuchillo esterilizado a la llama, se cortan lonchas de
su interior. o con un sacabocados esterilizado se extraen trozos cilindricos que
se colocan en placas o en tubos esterilizados v se somelen nuevamenle a la este-
rilizaciéon durante media hora.

La ausencia absoluta de gérmenes en el medio de cultivo empleado,
es condicion indispensable para obtener cultivos puros en los que se
pueda observar la especie de un microorganismo sin que perturben
la observacion otras especies extraiias; esa carencia absoluta de gér-
menes han de ofrecer también los tubos, los matraces, las placas de cul-
tivos, los cristalizadores y cuantas otras vasijas puedan emplearse
para guardar los medios de cultivos. Los objetos de cristal se este-
rilizan manteniéndolos durante tres cuartos de hora en un esterili-
zador seco de aire caliente a 160°.

Para esterilizar la mayor parte de los liquidos basta exponerlos de
30 a 60 minutos a la accion del vapor en el esterilizador de Kocn. Es
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més seguro aun emplear una ligera presion (!c 0¢15 de atmosfera a
103° durante una hora. Los gérmenes muy resistentes, como los espo-
ros del heno, mueren con seguridad valiéndose del vapor a presion.
Los aparatos en que se uliliza el vapor a presion a una at;mgsf'crz:
como minimo se llaman autoclaves. En vapor a presiéon, a 120°-130
mueren los esporos mas resistentes al cabo de algunos minulos.

I'rc. 29. Auloclave con manome- ) y
tro regulable aulomaticamenlte I16. 30. Auloclave

Los objetos mas pequeinos, usados para la siembra y cultive de
los microorganismos, tales como agujas de platino, cuchillos, varillas
de cristal, tijeras y pinzas se esterilizan al rojo en la llama.

El instrumental de operaciones se esteriliza hirviéndolo durante
quince minutos en una solucion de carbonato de sosa al 2 9.

Para ciertas substancias que no soportan la ebullicién, ni el calor
seco, sin sufrir alteraciones, como ocurre con el suero, la albumina
de huevo, etc., se recomienda la esterilizacion fraccionada o el filtrado
por filtros CuaMBERLAND, BERKEFELD, Purkarn, Isxy o amianto.
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Con el primer procedimiento se mantienen tales substancias o so-
luciones que las contienen de una a cuatro horas a temperaturas de
56° a 60° durante ocho dias consecutivos, y el resto del tiempo de
esos mismos dias se mantienen en la estufa a temperaturas de 20° a
37°; por la elevacion diaria de la temperatura se matan cada vez las
formas existentes no provistas de esporos, y por la permanencia en
la estufa se facilita la germinacién de los esporos dando lugar al des-
arrollo de nuevos gérmenes, los cuales son destruidos en los calenta-
mientos sucesivos. Con todo, este método no es seguro, porque no todos
los esporos germinan entre dos elevaciones térmicas ; ademas, algunas
bacterias, las termofilas, alcanzan su mayor desarrollo a los 60°. Por
eso es recomendable extraer estériles los liquidos organicos (liquido
ascitico), y cuando hay que guardarlos mucho tiempo aiadir un 1 o/
de cloroformo y agitar fuertemente para conservarlos.

Para impedir que gérmenes extraiios procedentes del aire o del
polvo penelren en las vasijas después de esterilizadas, basta un espeso
tapén de algodon. Hasta aqui por lo que respecta a la esterilizacion
de medios de cultivo y objetos usados, condicién previa indispensa-
ble para obtener cultivos puros.

Vamos a tratar ahora de la separacion de las distintas clases de gé
menes, existentes generalmente en el material de partida, para aisiar
v cultivar la especie deseada, libre de todos los otros gérmenes intrusos
Y extraiios. En muchos casos, la primera medida para obtener un cultivo
puro es la inoculacién en animales, con la cual, de la primitiva mezcia
existente (por ejemplo bacilos de la tuberculosis en las heces), se des-
arrollan en el cuerpo del animal tinicamente los gérmenes patogenos
y desaparecen los saprofiticos que pudieran existir, La obtencion de
cultivos puros en medios artificiales se funda siempre en el principio
de diluir tanto el material de partida, que finalmente los gérmenes
queder. aislados unos de otros, y de este modo al desarrollarse formen
colonjas compuestas de individuos de la misma especie sin mezcla
de microbios extraiios. Primeramente se traté de lograr el aislamiento
(PasTEUR, KLEBS) por diluciones progresivas en vehiculos liquidos
para obtener luego cultivos puros en medios también liquidos (caldo).
El procedimiento es complicado e inseguro, porque es muy dificil coni-
probar si el cultivo obtenido es efectivamente puro y apenas puede
evitarse la contammamé_n casual de algun germen extraio que pulula
muy pronto en el cultivo. La siembra en medios sélidos (patatas)
s mas apropiada para obtener cultivos purcs, porque el aislamiento
c{}.tre colonias vecnas es mas riguroso y no se verifica con tanta fa-
cilidad la Superposicion de una especie con olra ; sin embargo, la separa-
(’1?‘1[1 (}e' gérmenes Il}edlla'nte la Cxt?llsiéll en un medio so6lido es mas im-
})ltax meeLI';‘tleq:]C[)I:'(())I]‘)l(illll}:a(:lg(l)lnmllauillll g;q(\;ldo.' R. Kocn resolvio satisfacto-
Linosos y transparentes, en estad Ol’ucgéon dF Gl do .CUI.UVO gelas
el material de siembrzi’ r luego s(:’)lil(?ul ) prlfmcr()' Bow duie .en.cllos
i i "’l} Q S0100S para favorecer el crecimiento

germenes hasta constituir colonias separadas de ]la misma
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especie, reuniendo asi las ventajas de los medios liquidos y sélidos sin
los inconvenientes de unos y otros. 2 ]

El primer medio gelalinoso usado por R. Kocl} fué la gelalina,
cuyo uso estaba limitado por su bajo punto de fusion (29°), ya que
existen baclerias que a los 37° alcanzan su maximo de desarrollo, y na-
turalmente para ellas no puede emplearse. El subslitulivo de la gela-
lina, el agar-agar, introducido por Hessg, significd un progreso nola-
ble en la Lécnica bacleriologica. I51 agar-agar funde de los 90° a los 100°,
y a los 40° comienza a solidificarse. Olra venlaja aun mayor del
z\é,ar consiste en que no se licia por los fermentos baclerianos y, por
consiguienle, las placas se conservan mas liempo (ue las de gelalina.

En lugar de las placas usadas al principio por KocH, se emplean
hoy generalmente las de PeTri, que son mas comodas de manejar y
con su lapa quedan mejor protegidas de las impurezas del aire.

El trabajo en una serie de placas de gelatina debe ajustarse a las
indicaciones siguientes :

1. Sobre la lapa de 3 placas de Prrrr se escribe con lapiz blando el nombre
del investigador, la clase del material estudiado, la fecha y las cifras romanas I,
II, I1L . S
2, Con las cifras I, I, III, se sefalan Lambién Lres tubos de gelalina liquida
introducidos en bafio maria a 37° de temperatura. . ]

3. Con el asa de plalino eslerilizada se toma el malerial de estudio y se sienm-
bra el tubo I, habiendo quemado antes el borde del tubo y chamuscado el tapon
de guata. Rodando e inclinando el tubo, se mezcla bien el material con la gelatina,
teniendo cuidado de no mojar el algodon. ]

4. Del tubo I se trasladan tres asas al II y se procura la mezcla en igual
forma que para el I, el cual habra vuelto al baiio maria, donde lambién pondremos
el tubo II.

5. Cuando el material es muy rico en gérmenes, se siembran algunas asas
del tubo II en el III, ete. .

6. Después de pasar el borde de los Lubos por la llama, se les vierte sobre
las placas del mismo namero, que estaran colocadas sobre la Lapa, exaclamente
horizontal, de una cubeta llena de agua helada. El liquido verlido se extliende uni-
formemente sobre la placa mediante ligeros movimienlos que se imprimen a ésla.
Después se llevan las placas, con el fondo vuello hacia abajo, a la estufa, a 22°,
A'los dos o tres dias, los gérmenes separados y fijos por la repentina solidificacion
de la gelalina, se han desarrollado en colonias aisladas.

Ha de tenerse en cuenta que los tubos que contienen el medio de
cultivo deben mantenerse inclinados en el momento de las siembras
cuando estan sin tapar, porque en posicion verlical es mas facil que
se introduzcan en ellos polvo y bacterias procedentes del aire.

Luego de haber vertido los tubos de gelalina que han servido para
la siembra, no deben abandonarse por el laboratorio, sino (ue, para
evilar una posible infeccién, se colocardn inmedialamente en un re-
cipiente con sublimado dispuesto para este fin.

Cuando no se dispone de placas ni cubetas, puede emplearse en
caso de necesidad el procedimiento de Esvarct.

La gelatina (5 c. c.) se liquida en el tubo de cultivo y después se solidifica uni-
formemente sobre la superficie interior del tubo, haciendo girar a ésle rapidamente
en posicién horizontal sobre trozos de hielo, o bien exponiéndolo en igual forma
al chorro del agua,
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El procedimiento de la gelatina no es apropiado para bacterias,
que la funden. Se hace dificil pasar luego el cultivo a otros medios, y
es facil que se funda la gelatina sélo con tomar el tubo teniendo las
manos calientes.

En forma semejante a la descrila para la gelatina se puede prepa-
rar también una serie de placas de agar.

Los tubos de agar se mantienen liquidos a la temperatura de 45°.
s preciso (rabajar de prisa, porque los gérmenes sembrados en los
tubos de agar pueden perjudicarse por la temperatura de 45° del baiio
maria y, por otra parte, si descendemos la temperatura del baio en
que estan los tubos es de temer que el agar se solidifique.

Para evitar esto, resulta préactico, cuando se trabaja con placas de
agar, conseguir primeramente la diluciéon conveniente de los gérmenes,
sembrando éstos primero en tres tubos de caldo que contengan 1 cen-
timelro cubico, aproximadamente; cada uno, y luego, inmediatamente
antes de llenar las placas, mezclar cada uno de estos tubos con otro
de agar liquido. Las placas de agar solido se ponen invertidas en la
estufa a 37° para evitar la condensacion de vapor de agua sobre la
superficie del agar, pues al correrse las gotas de agua condensada
pudieran reunir las colonias aisladas, con lo que fracasarfa la oblen-
cion del cultivo puro.

Con mas frecuencia que el procedimiento anterior, se emplea
para el aislamiento de gérmenes el de sembrar superficialmente sobre
¢l agar el material que ha de investigarse. Para ello, sirviéndonos del
asa de una varilla de cristal o de una Lorunda de algodén, el material
que hay que examinar se extiende en lineas paralelas o restregandolo
uniformemente sobre la superficie del agar, que a este fin estara en
placas recién preparadas y secas en la estufa. Lo mas apropiado a esle
objeto son las varillas dobladas en 4ngulo recto empleadas para el
diagnostico de la fiebre tifoidea, de v. DRIGALSKI y CoNRADI, pero
que también pueden emplearse en olros casos.

Si es necesario puede Lambién conseguirse el aislamiento de gérme-
nes, sin placas, directamente, utilizando tubos que contengan el agar
solido inclinado. Para la siembra se procede trazando con el asa una
estria recla u ondulada, que parte desde el agua de condensacion del
fond_o del tubo hasta el limite del agar proximo a la boca. Para oblener
cult.lvtfs puros hay necesidad de sembrar varios tubos con la misma
aguja infectada una sola vez en la substancia ; para aumentar notable-
mente la diseminacion de los gérmenes se puede quemar la aguja des-
pués de sembrar cada tubo, y para la siembra del siguiente se toma el
matex"lal del agar del anterior situado cerca de la boca, que es donde
los gérmenes seran mas raros.

El procedimiento a la tinta china indicado por Burrr en 1909,
es la 'forma mas logica del mélodo de dilucion aplicado al aislamiento
de gérmenes; Iqediante el mismo se consiguen, con las mayores ga-
rantias de precision, cultivos de colonias procedentes de una tunica

célula bacLerlana,.necesarios principalmente para algunos estudios ted-
ricos sobre la variabilidad.
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De una emulsién esterilizada de tinla china, prcp'arada especialmente, sc .
toman algunas golas que se depositan sobre un portaobjetos bien limpio y este-
rilizado. Del material que conlicne gérmenes se extiende un poco sobre la prime-
ra gota; de ¢ésla, por medio de un asa de un mlllmelro’de dmm.ctro, se Lo'n_xa uuﬂa
pequeiiisima porcion y se lleva a la scgupda gola, y de ésta, haciendo lp mismo, se
pasa a la tercera y asi sucesivamente, sin quemar a la ll'flma el asa. En la_ult}ma
gota, en la cual la dilucion de gérmenes es mayor, se moja una pluma de dibujo y
con ella se sefalan cuidadosamente una serie de puntos sobre una placa de gela-
tina. Los puntos de tinta, cuhie'rlvos con un cubreobjetos, se obxervan.al micros-
copio con grandes aumentlos. Asi se pueden ver con facilidad las bacterias brillan-
tes entlre las obscuras particulas de tinta. Aquellos puntos de tinla que sblo con-
Ltengan una bacteria se marcan con un signo sobre la cara inferior de la placa, y
de la colonia que salga de esa célula aislada se hacen siembras posteriores.

En algunos casos se puede favorecer el aislamiento de una especie
determinada, creando en el medio de cultivo las condiciones mas fa-
vorables a la misma (alcalinizacion para el colera), o anadiendo subs-
tancias que sean indiferentes a tal especie y que impidan al mismo
tiempo el desarrollo de las oltras bacterias que habitualmente la acom-
pafan (V. el capitulo IIEBRE TIFOIDEA).

ara el cultivo de bacterias es indispensable una estufa termo-
estatica, o termostalo, es decir, provista de un termo-regulador automa-
tico que mantiene la temperatura constante. Para las necesidades or-
dinarias bastan dos estufas, una de las cuales, a temperatura de 37°, se
destina a las placas de agar, y la otra, a 22°, a las de gelatina. Para
fines especiales son mnecesarias otras temperaturas ; asi, los bacilos
de la tuberculosis se cultivan a 38°, los de la peste a 30° 0 35°, y el ba-
cilus botulinus de 23° a 25° solamente.

“n la incubacion de placas a 37°, en muchos casos pasadas diez a
veinticuatro horas existen ya colonias que, observadas al microscopio
con pocos aumentos, permiten definir la especie de bacterias a que per-
tenecen. Otras bacterias necesitan mas tiempo para su desarrollo; asi
ocurre con el bacilo de la tuberculosis, el de la fiebre de Malta y el de
la peste. La colonia que convenga para fines determinados se siembra
con la aguja de platino esteri.izada, auxiliandose si es preciso, al
tomar la semilla, del microscopio con débil aumento. Esta «pescay de
la colonia con el auxilio del microscopio requiere cierta préactica y
presenta dificultades, debidas, en parte, a la inversion de imagenes en
el microscopio y, en parte también, a la posibilidad del choque con el
objetivo. Tomado el material, se puede observar teiiido o vivo y sin
tenir, o bien sembrar con él, por estria o por picadura, otros medios
para obtener o preparar cultivos puros que hayan de observarse o
identificarse mas tarde.

En muchos casos, por ejemplo, en la investigacion de la difteria,
conviene obtener imagenes ficles de la situacion caracteristica de las
bacterias dentro de la colonia, situacién que se altera naturalmente
en las preparaciones ordinarias por extension ; esto se logra mediante
la preparacion por impresion colocando un cubreobjetos sobre la co-
lonia y levantandolo luego sin desplazarlo lateralmente.

Hay toda una serie de bacterias paralas cualesnobastanlosmétodos
de cultivo ordinarios, como sucede con los anacrobios obligados o pro-

GOTSCHLICH = SCH{IRMANN : Microparasitologia. 4
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piamente dichos, es decir, con las bacteri_as capacgs fle crecer unica-
mente con exclusion del oxigeno. A continuacion indicaremos breve-
mente los mélodos de cultivo peculiares a esla clase de microbios.

He aqui los medios de eliminar el oxigeno: ,

1.° Hervir el medio ya sea caldo, gelatina o agar, ocluyéndolo
inmediatamente del aire, cubriéndolo con una capa de otra substan-
cia. Si la siembra se verifica en agar liquido
a 40° de temperatura, es necesario la solidi-
ficacion inmediata y rapida del medio ; en
la siembra de las capas profundas de agar
no es necesario colocar otras encima. Sin em-
bargo, es conveniente cubrir el medio con
una capa de agar liquido, de aceite esterili-
zado o con parafina liquida. Este método
es apropiado para la siembra de cullivos en
tubos bien Ilenos de agar o caldo, pero ofrece
el inconveniente de no ser limpio, porgue al
hacer siembras posteriores molesta la capa
de substancia grasa o de agar-agar. La me-
jor manera de examinar los anaerchios,
cultivados en agar por picadura o seicilla
siembra, es la siguiente:

Con un diamante de vidriero se corta el Lu o de
ensayo por el cenlro o se quiebra golpeando el fondo
del tubo sobre una cubeta con sublimado y se sacude
el agar sobre una placa de PETRI esterilizada, o bien
se calienta el tubo sumergiéndolo en agua hirviendo,
con lo que la parte exterior del agar se funde. Asi,
se vierte luego con facilidad la parte todavia solida
del agar sobre una placa preparada de anlemano.
Con el ultimo procedimiento se conserva el Ltubo de
ensayo. Con un cuchillo esterilizado se corla luego
el agar en pequeios discos, de los cuales se toma,
por medio de la aguja de platino, el cultivo para
hacer preparaciones y siembras. El estudio y siem-
bra de los cultivos en caldo cubiertos con una capa
de vaselina liquida, por ejemplo, se hace Lloman-
dolos del tubo con una pipela capilar, cuyo extremo
superior ancho se tapa con el dedo, luego se introduce
rapidamente a través de la capa de aceile que sirve
? de cierre al tubo, para que se llene en el fondo del
I'16. 31. Termo-regulador . caldo, donde los cullivos seran mas puros.

(. ¥y M. LAUTENSCHLAGER, P .
i Berlin) 2.° Anadir un reductor al medio de

cultivo, por ejemplo, azucar, formiato de sosa,
o trozos de patalas o de érganos animales (Tarozzi).
3.°  Por procedimientos quimicos, mediante una soluciéon alcalina
de acido pirogalico. -
~ Segun el procedimiento de BucnNER, el tubo sembrado, ocluido
simplemente con algodén, se coloca dentro de otro tubo facil de ta-
par herméticamente, en cuyo fondo hay una armazén de alambre
para sostener el tubo introducido, y debajo, la solucion alcalina de
acido pirogalico (1 gr. de acido pirogalico, més 1 c. c. de solucion de
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potasa caustica al 1/, por 100). A las veinlicuatro horas, el oxigeno
del aire existente en el tubo quedara eliminado por completo.

Con las placas de Perri es muy adecuado el sencillisimo pro-
cedimiento siguiente, debido a 0. LENTZ:

Un anillo de fieltro impregnado de acido pirogalico, del mismo tamarto que
una placa de Prrri, se coloca sobre una lamina cuadrada de cristal (Ic_unos 12
cenlimetros de lado. Sobre el anillo de fiellro, empapado préviamente con 15 c. c. de
lejia de potasa al 1%, se coloca invertida la placa de
agar sembrada, e inmedialamente se ajusta alrededor
del borde de la placa un anillo de plastilina que impide
herméticamente la enlrada del aire. Esle procedimiento
permite observar al microscopio el crecimienlo de las
colonias estando cerrada la placa. Con barras de piro- .-
galol usadas en igual forma, se consiguen también cul-
Livos de anaercbios en tubos. Lo mismo se logra, segun
Henv, con bolas de algodon embebidas en solucion
pirogalica alcalina. iZn ¢l cultivo en placas se puede
conseguir también impedir la entrada del oxigeno del
aire, cubriendo con discos de mica las placas, inmedia-
tamente después de sembradas.

4.° Eliminar ¢t aive con auxilio de una
trompa de vacio.

5. Desalojar el oxigeno por medio del
hidrogeno,

que sale del aparale de Kier, baciéndolo pasar
anles a (ravés de dos frascos lavadores que conlengan
una solucion yodo-yodurada o una solucion alcalina pi-
rogalica, para limpiarle de los vaperes acidos y del
aire. Desde los irasces el gas pasa por un tubo que se
introduce hasta el fondo del recipiente que contiene el
medio liquido empleado para el cullive, y, junto con
el aire que hubicia en el interior, sale por un tubo
corto situado en la parte superior del mismo recipiente.
Para comprobar si el aire ha sido desalojado del todo, .
se enciende el gas expulsado recogi¢ndolo en un tubo
de ensayo ; si el hidrogeno sale puro, se inflamara con
un eslallido agudo y breve, micntras que si se produce
un ruido silbante indicara el gas explosivo, es decir,
la mezcla de hidrégeno y aire. Cuando ¢ste ha sido
expulsado por complelo se cierran a la lmpara los Lu-
bos de enlrada y salida.

Este procedimiento es apropiado para los
cultivos en tubo, en frascos y en matraces.
Cuanto mayor sea el espacio lleno de gas que
exista sobre el medio de cullivo dentro del re-

16, 32. Cultivo de

cipiente empleado, con tanto mas cuidado ha- . anaerobios,
bra que fijarse en que el aire haya sido desalo- Segin BUCHNER,

jado por completo por el hidrogeno, vy mas peligroso sera encender — -
como suelen hacerlo impremeditadamente algunos principiantes—- ¢l
gas directamente en el orificio de salida, porque si queda dentro del
ree P y « prar amre o 1o FOy 7 e

.-L‘:;l‘])l(‘,lll[t‘ alguna mezela de aire e Iu(ll()ggn() (gas cxplosivo) puede
retrocederlallama y dar lugar a una explosion que destruira el frasco.
Las heridas que pudiera sufrir el experimentador son muy peligrosas,
porque lpuchos de los gérmenes anacerobios (gangrena gaseosa, télanos)
pueden infectarlas. Esta adverlencia se tendra muy en cuenta espe-
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cialmente al usar el aparato de Borkix para los cultiyos en placas ;
su disposicion y manejo puede deducirse de la figura 34. La prueba
del gas a la salida se verifica de manera segura y sin ‘pehgro, hacién-
dolo salir por un tubo introducido en agua y recogiéndolo con otro
de ensayo, como hemos dicho anteriormente. El aparato de Borkix
destinado a los cultivos en masa se suple practicamente con los peque-
fios aparatos de BLUCHER, que sirvep ﬁpicamente para una sola placa
y habran de emplearse, por consiguiente, en numero igual al de
éstas. ; .

En los microorganismos sembrados sobre diferentes medios y en
distintas condiciones exteriores pueden estudiarse sus manifestaciones
vitales y las condiciones necesarias a su vida. Rara vez basta una sola

Caja de cullivo g—

Anillo de papel b=

Plastilina &:

Placa de cristal &-

F1g. 33. Placa de anaerobios, segin LENz

caracteristica de los cultivos asi observados para definir la especie co-
rrespondiente o para identificarla con seguridad, que es el ’re:qultado
practico méas importante del diagnostico diferencial microscopico. En
la mayor parte de los casos el enlace regular de una serie de caracteres
es lo que define una especie, como ocurre principalmente en los grupos
de los bacilos tificos, paratificos y de la disenteria. La constancia de
las caracteristicas de cultivo, junto con las morfolégicas (V. Capitulo II)
y sobre todo el resultado de la inoculacion en animales y las reacciones
de inmunidad (V. Capitulo V), definen la especie de cada microbio.
Desde luego ocurren incidentalmente ciertos apartamientos del tipo
normal, excepciones de la regla general, que enumeraremos breve-
mente. Estas excepciones, que se reunen en el concepto comun de varia-
bilidad, pueden presentar tres modalidades distintas : )

1. Degeneracién, que se manifiesta por la pérdida de detex‘xm_nadas
propiedades tales como la cromégena, o la de produccion de toxinasy
fermentos, causada por ser antiguo el cuitivo o desarrollarse en condi-
ciones desfavorables. En esto estriba la pérdida de virulencia en ra-
zas de gérmenes de laboratorio cultivados durante mucho tiempo.
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2. Adaplacién o acomodacién, es decir, modificaciones debidas a la
influencia del medio, que dan origen, al parecer, a especies nuevas 0 va-
riedades. Las cualidades adquiridas pueden ser morfologicas o funciona-
les; cambio de forma, de coloracion, de virulencia, de.r’novﬂldad, forrrfat
c¢ion de esporos, de fermentos y de 'loxina_s, acomo.d.acmn a 'tCmpCI'fl’tul as
no soportadas antes, a nuevas substancias nutmL}vas, a la tension de
oxigeno, ete. Todas ellas pueden desaparecer mas tarde, recobrando

(2
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Iré. 34. Aparalo de BoTkix I'16. 35. Tubo de anaerobios.
segin FRAENKEL y HUEPPE

la_especie su antiguo tipo, tan pronto como cesa la influencia anormal
del medio vilal y se pone el cultivo en circunstancias favorables.

3. Mulacién (de Vwies). Asi se llama la aparicion repentina y
espontanea, no determinada por circunstancias exteriores, de nuevas
razas, Lipos y especies cuyas cualidades son (ransmisibles Yy perma-
nentes, y que dificilmente y muy rara vez recobran las formas primi-
livas.

Aun cuando es importante no perder de vista las posibles varia-
ciones de los microorganismos, para no dejarse enganar respecto a la
aparicién de formas atipicas de la especie a que pertenecen (sobre
todo al principio y al fin de una epidemia), no es menos importante,
sin embargo, someter esos casos sorprendentes a la mas severa critica
Y pensar siempre en los errores que pueden comelerse con motivo
de esas apariencias, cuando por cualquier causa los cultivos han su-

frido alguna contaminacion. Unicamente, después de excluir por com-
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plelo los errores que pudieran provenir de no haber scggido con rigor
los requisitos para obtener cultivos puros, puede establecerse que
existe una mutacion en los microbios. )

Trataremos a continuaciéon de las condiciones partlculares. de la
vida y sus manifestaciones en los microorganismos, que constituyen
sus caracteristicas de cultivo.

1. Condiciones necesarias para la vida
de los microorganismos

No puede afirmarse que las baclerias, ni aun las de la misma espe-
cie, tengan una composicion quimica tipica, comprobab_lo por el ana‘hm
o por una reaccion quimica determinada, porque oscila extraordina-
riamente y depende mucho de la composicion del medio de cultivo. Las
bacterias son altamente adaptables por razén de su composicion qui-
mica a la del medio de cultivo, y este hecho capacita de manera particu-
lar a muchas de ellas para vivir indistintamente en condiciones sapro-
fiticas o como parasitos, es decir, que encuentran las condiciones ne-
cesarias para vivir y reproducirse, ya sea en organismos animales, ya
sea en la libre naturaleza. Por mucho que varie la composicion quimice
cuantilaliva de las baclerias, debemos, sin embargo, aceptar para cada
especie, una caracteristica quimica completamente especifica. Iisto
se deduce de la constanle formacion de varios productos (fermentos,
loxinas especificas, ete.), y sobre todo de la distinta composicion es-
pecifica de las albuminas del cuerpo de las bacterias, segun sc de-
muestra por las reacciones serologicas (V. Capitulo V).

La célula de los microorganismos consta, icomo Ltodos los seres
vivos, de albtimina, grasas, hidratos de carbono,'agua y sales. Ademas
de las albuminas ordinarias, se ha comprobado también la existencia de
nucleinas, lo cual viene a confirmar la presencia de una subslancia
nuclear, demostrada ya por el estudio morfolégico. Entre los hidralos
de carbono se han determinado la celulosa y la hemicelulosa (reaccion
del yodo). Las grasas se han comprobado en las bacterias, Lanto por
la reaccion quimica de grasas del exlracto eléreo, como lambién
(uimicamente por coloracion especial con materias colorantes de las
grasas. En el bacilo de la tuberculosis la grasa es una verdadera cera.
Segun KocH, la cubierta de los bacilos de la tuberculosis, a la que deben
su resistencia a los acidos, esla constituida por dcidos grasos no salu-
rados. Abona la exactitud de esta hipotesis el que, con el extracto
cetéreo, la substancia acido-resistente pasa al éter, y los bacilos, libres
(1? grasa, pierden al mismo tiempo su resistencia a los acidos. Tam-
])1(*1_1 los esporos deben su gran resistencia, al menos en parte, a su con-
l?md() en grasa, el cual delermina también su aspecto refringente.
Entre la's sales parece ser que las de acido fosforico tienen especial im-
portancia en la composicion de algunas bacterias (meningococos).

L(_) que aca})amos de indicar acerca la composicion quimica de las
bacterias es aplicable, en general, alos estreptotrices, a los hifomicetos
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- a los blastomicelos. De la conslituciéon quimica de los espiroquetos,
i)r()L()zoari()s y virus filtrables nada sabemos todavia, porque aun
no se ha conseguido oblener estos microbios, cuando es p()mb_lc culti-
rarlos artificialmente separados del medio de cultivo, en cantidad su-
ficiente para la investigaciéon quimica. )

Respecto de sus necesidades nulritivas, las Lres clases de micro-
organismos nombrados ullimamente presentan en comin una per-
fecta diferencia con relacion a los vegetales, demostrando en cambio
las baclerias, por su nutricion, un caracler dc(ti(li(lamontc_vogoLal.
Los prolozoarios, espiroquetos y gérmenes infecciosos fillrables,
como pardsitos obligados sc¢ alimenlan exclusivamente de subs-
lancias organicas complelamenle formadas (1), mientras que las bac-
terias estreptolrices, hifomicetos y blastomicelos son capaces tanlo
de destruir la complicadisima substancia celular del.organismo hués-
ped, como de ¢o su propia célula bacteriana de las mas sencillas
combinaciones ¢ . Las especies rigurosamente parasitas cubren
sus necesi cno, exclusiva a principalmente con albtimina
o con sus deriv nedialos, albuminas, peptonas, gelalina, y las
especies parasitos facultativas extraen el nilrogeno de combinaciones
sencillas que le contlienen (amidoacidos, aminas, amoniaco). Anterior-
menle hemos dicho que hay microorganismos paltégenos, por ejemplo,
el bacilo de la tuberculosis, capaces de desarrollarse en medios libres
en absoluto de albiimina. Si comparamos su nulricion con la de las
plantas de ordenes mas elevados, existe una doble diferencia. IEn
primer lugar, Tos microorganismos vegetales no pueden aprovechar el
nitrogeno de los nitratos, y, por otra parte, como los microorganismos
:arecen de clorofila, 1o pueden extraer el carbono, que les es indispen-
sable, del anhidrido carbénico de la atmésfera : para nulrirse de car-
bono les sirven de preferencia los hidratos de carbono, asi como la
glicerina, acidos grasos y olras subslancias parccidas.

Con respecto a la concentracion y reaccion del medio de cultivo
aparecen diferencias considerables en las exigencias y optimas con-
diciones vilales de los distintos microorganismos vegelales. Tas hac-
terias prefieren, generalmente, medios liquidos o muy acuosos, mien-
tras que los hifomicetos crecen hasta en medios muy concentrados,
-asi secos al parecer. Para la mayor parle de las baclerias, lo mejor es
un medio que dé una reaccion débilmente alealina, mienlras que los
hifomicetos y blastomicetos preficren una reaccion Acida. Sin em-
bargo, lambién respecto de la reaccion del medio se comportan muv
distintamente las diversas especies de bacterias. Asi, el vibrion del c6-
lera, por ejemplo, prefiere para su desarrollo un medio con un grado
de alealinidad clevado, vy es, en cambio, muy sensible a los acidos. 150

dades de nit

(1) Algunos protozoarios (amibas) se han de nutrir precisamente con albi-
mina orgdnica preformada y no se sostienen con sélo malerias disueltas. El cullivo
de eslas amibas se consigue tnicamente en presencia de baclerias que les sirven de
nl:mcnlo. También los flagelados se nulren con baclerias, especialmente en el
agua.



56 Biologia general y métodos de cultivo de los microorganismos

contraposicion con estas bacterias sensibles a los acidos hay olras
a las que favorece un cierto grado de acidez, por ¢jemplo, las bacterias
del vinagre (2 por 100 de acidez), y lo mismo ocurre con ciertas bac-
terias fecales de los ninos de pecho y con el bacilo de la fiebre tifoidea.
Estas especies que prefieren los dcidos reciben el nombre de «acidofilasy.

La necesidad de oxigeno varia para las distintas especies de bac-
terias. Llamamos «aerobios obligados» a los microorganismos que
necesitan de manera imprescindible el oxigeno libre para vivir y mul-
tiplicarse, y « anaerobios obligados » a los que unicamente son capaces
de desarrollarse con exclusion del oxigeno. Entre ambos grupos estan
los « anaerobios facultativosy, es decir, aquellos microorganismos que
pueden desarrollarse en presencia del oxigeno o sin él. Los anaerobios
toman el oxigeno de los medios que descomponen, en lanto que los
aerobios asimilan directamente el oxigeno del aire. También los espiro-
quetos requieren la exclusion del aire en sus cultivos.

Las bacterias exigen una temperatura determinada para el des-
arrollo de sus manifestaciones vitales. Al acercarnos a los limites de
esa temperatura observaremos ciertas alteraciones en sus cualidades
normales. El bacillus prodigiosus, por ejemplo, que a la temperatura
ambiente produce una hermosa substancia de color rojo y cuyos cultivos
desprenden un olor caracteristico a trimetilamina, pierde ambas pro-
piedades si se le cultiva a la temperatura de 37°. Si sobrepasamos los
limites de la temperatura por exceso o por defecto, la vida cesa. Con
temperaturas mas bajas cesan, en efecto, las manifestaciones vitales
de las bacterias, pero éstas quedan en estado de vida latente y puestas
en condiciones favorables recobran sus anteriores propiedades. Las
temperaturas mas bajas conseguidas hasta hoy (-180°, temperatura del
aire liquido) no consiguen aniquilar la vitalidad de las bacterias, ni
destruyen sus cualidades patogenas. De manera muy distinta obran
las temperaturas elevadas. Su efecto nocivo bien marcado se percibe
ya a temperaturas que sobrepasan en poco a la 6ptima de crecimiento.
La muerte llega muy pronto ; en las bacterias no esporuladas en estado
humedo ocurre de 55° a 60°. Los esporos son notablemente mas resis-
tentes (V. Capitulo II). '

Es interesante que ciertas condiciones vitales desfavorables pucden
ser compensadas por otras favorables. El bacilo del carbunco, por
ejemplo, crece a la temperatura ambiente y a la de la estufa, pero
en el primer caso se desarrolla menos. Si a la gelatina sembrada de
carbunco se le afnade sublimado en proporcién de 1 : 400000, a la tem-
peratura ambiente cesa el desarrollo, pero a la temperatura de la es-
Lufa continua el crecimiento, y para detenerlo hay que afadir subli-
mado en cantidad diez veces mayor: La temperatura favorable com-
pensa en esta experiencia las circunstancias desfavorables creadas al
anadir el antiséptico.

<l limite superior de calor en el cual es posible el desarrollo de las
bacterias se denomina maxima de temperatura (para bacterias pato-
genas casl nunca excede de 42°), el més bajo se llama minima de tem-
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peratura (no inferior a 5°). Entre ambos existe una zona particular-
mente favorable que llamamos temperatura optima.

Es posible habituar a las bacterias a temperaturas que desde luego
no les sean apropiadas, como se ha conseguido, por ejemplo, para el
bacilo del carbunco y el neumococo. Algunas bacterias viven fuera por
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completo de los limites ordinarios de temperatura, de tal modo que
se desarrollan entre los 60° a los 70° y no son capaces de soportar
temperaturas inferiores a 45°. Estas bacterias termofilas se han en-
contrado principalmente en manantiales cal}onlcs. Se encuentran, ade-
mas, muy repartidas en las capas superficiales del :suclo g abundan
especialmente en los tropicos. Junto a estas bacterias estrictamente
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termofilas hay otras termotolerantes, que si bien crecen a tempera-
turas elevadas, les es mas favorable la temperatura ordinaria de Ja
estufa. Lo contrario de estas bacterias son aquellas que se desarrollan
extraordinariamente aun a la temperatura de 0°; se las encuentra
principalmente en el suelo y en el agua del mar.

2. Manifestaciones vitales de los microorganismos

Los cambios de energia y de materia motivan aqui, como en todos
los seres vivos, las necesidades de :

1. Reposicion de las cantidades de energia gastada constantemente.

Formacion de nuevo plasma vivo por crecimiento y proliferacion.

E£] conocimiento de los productos del metabolismo en las bacterias
es de gran valor practico. Permite explicar los efectos patégenos de
las bhactlerias en el organismo infectado a consecuencia de los produc-
tos toxicos elaborados por ellas, y es un auxiliar muy valioso en el
diagnostico para distinguir especies parecidas, dificiles y quiza impo-
sibles de diferenciar morfolégicamente. IHay manifestaciones vitales
que son especificas para una u otra clase de bacterias, porque apare-
cen constantemente si las condiciones del medio no cambian. Los pro-
ductos metabolicos son extraordinariamente variados ; algunos de ellos
son peculiares de bastantes especies, mientras que otros solo son ecla-
borados por especies determinadas.

La cualidad esencial de las bacterias consiste, generalmente, en
la eliminacion de substancias organicas en forma de sencillos elementos
quimicos. En esta actividad de las bacterias se funda el importante
papel que desempenan en la economia de la naturaleza, en virtud del
cual se cierra el circulo de la transformacion de la materia organica
enlre el reino animal y el vegetal.

Casi todas o probablemente todas las bacterias tienen la pro-
piedad de actuar como reductoras. Esta propiedad se hace visible al
anadir una substancia colorante a los medios nutritivos, con lo cual se
demuestra la presencia de productos que decoloran el medio. Las
materias colorantes mas apropiadas para estas reacciones son, prin-
cipalmente, el tornasol, el azul de metileno y el rojo neutro, substan-
cias que desempefian importante papel en el diagnostico diferencial.
La actividad reductora de las bacterias se demuestra en forma muyv
ingeniosa con un medio de cultivo al que se anade seleniato o telurato
de sodio. Il metal queda libre, con lo cual el cultivo se tifie en rojo, si
al medio se le adicioné selenio, y en negro si se anadié teluro.

Otra propiedad de las bacterias es la formaciéon de hidrogeno sul-
furado que se desprende en todos los procesos de putrefaccion. Como
malerias para demostrar esta propiedad, ademas de la albumina v
la peplona, pueden emplearse todos los cuerpos que contienen azufre
en forma facilmente reductible (sulfatos, hiposulfitos, ete.) En los culti-
vos se comprueba la existencia de H,S por medio de papel de filtro
impregnado de acetato basico de plomo, el cual se colorea en negro
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si existe I,S. Otros productos gascosos derivados del melabolismo
microbiano son el CO,, NIH,, H y CH,.

Mencionemos también la formacion de indol, peculiar de varias es-
pecies de bacterias ; la presencia de indol o su falta se utiliza en el diag-
nostico diferencial (V., mas adelante, diagnostico de la fiebre tifoidea).

%s interesanle también la capacidad de cierlas bacterias para pro-
ducir pigmentos, de manera que las colonias adultas ofrecen un as-
pecto magnificamente coloreado. Entre las bacterias palégenas que
elaboran pigmentos se encuentran los staphilococcus pyogenes aureus y
citreus con pigmento dorado y amarillo limén, respectivamente, y el
bacillus pyocyaneus, germen del pus verdoso. Entre las bacterias sa-
profiticas que forman pigmentos, citaremos el bacillus prodigiosus con
su conocido color rojo y-el bacillus cianogenes, germen que da un to-
no azulado a la leche. IEn la formacion de pigmentos, ademas del me-
dio nultritivo, intervienen ciertas sales minerales, como la magnesia en
combinacion con el azufre ; el fenémeno de la fluorescencia es debido
a la presencia del fosforo. La presencia del oxigeno y el sostenimiento
de determinadas temperaturas son, a menudo, condiciones necesa-
rias para la formacion de pigmentos.

<s de mencionar también el desarrollo de luz de ciertas baclerias
(fotobacterias), observadas en el agua marina, con gran frecuencia
en los peces del mar, en carnes y en materias en putrefaceion, bacte-
rias cuyo cultivo se ha logrado. La presencia de oxigeno libre es indis-
pensable para que desprendan luz.

De las diversas transformaciones de la materia puede resultar
un cambio en la reaccion del medio de cultivo, ya sea por la formacion
de acidos (lactico, butirico, oxalico, citrico, ALQUL(), férmico, malico,
lartarico, ete.), ya sea por alcalis. La formacion de acidos proviene de
la clc%(‘()n‘n(mm"x de los hidratos de carbono, y la de los alcalis por des-
composicion de Ia albimina a consecuencia deun proceso sintético rela-
cionado con el desarrollo y multiplicacion de las bacterias. La formacion
de acidos y de alcalis pum e utilizarse en el diagnostico diferencial
para distinguir especies wes, por ejemplo, el bacilo de la fichre
tifoidea del hacillus faccalis alcaligenes, que es muy semecjante. La
formacion de acidos en las placas de gelatina se manifiesta haciendo
a ¢éslas opacas mediante la adicion de creta, con lo cual, al formarse los
acidos, absorben la creta v aparecen cercos claros alrededor de las co-
lonias ; también se ('mnprlwnv la formacion de écidos anadiendo tor-
nasol al medio de cultivo (V. Fiepne 11roinEa en el capitulo especial).

Algunas bacterias v*'\‘ oran fermentos aislables (enzimas) v olras
producen fermentacion. JMienlras que los fermentos no van inmedia-
{amente unidos al protoplasma vivo y estan solo en ncl&u.mu indi-
recla con el proceso de la vida de lxs bacterias, en cambio, la fermenta-
¢i6n es una [uncion directa del plasma vivo (1) v sirve de origen de
cnergia del mismo.

(1) En el plasma de un organismo muerto puede producirse tambicn la fer-
mentacion (zimasas de BUCHNER).
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Los fermentos se dividen en :

I. Que desdoblan los hidratos de carbono. A este grupo pertenecen :

1. Diastasas, que dan lugar a la formacion de azicares a partir
del almidon.

2. Invertasas, aquellas que descomponen la sacarosa y otros
disacaridos.

II. Que transforman los albuminoides.

1. Peptonizantes o tripticos, que transforman los albuminoides
en productos solubles ; asi se explica la fusién de la gelatina
producida por muchas especies.

2. Quinasas, que coagulan la albiimina (fermento lab).

Fi6. 37. Cullivo en palata Fie. 38.

Cultiv alale
Bac. prodigiosus i palata

(Sarcinas amarillas)

III'. Que lransforman la urea (urasas).
IV. Que desdoblan las grasas (lipasas).
V. Oxidasas y reductasas.

~ Los fermentos y la fermentacién producida por los microorga-
nismos desemperian un papel importante en la economia de la natu-
rale.z;.l'y se aplican también a fines técnicos y econémicos. La descom-
posicion y putrefaccion de los cadaveres animales y la descomposi-
cion de las: plantas se inician por fermentacién. Esta es la causa del
desdoblamiento y disolucién de todas las substancias organicas muertas;
y a las f.erm.entaciones tenemos que agradecer la formacion del humus y
la nitrificacion de las tierras de cultivo. Por Ia fermentacion se trans-
f()l‘mi.l}l todos los residuos animales y vegetales en materiales de cons-
lruccion para nuevos edificios organicos. Sin la descomposicion y la
pulrefaccion faltaria el enlace imprescindible en la circulacién de la
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materia organica. Muchas de las ramas de nuestra industria necesitan
la colaboracién de las bacterias, como ocurre a las fabricas de cerveza.
panaderias, queserias, Lenerias, elaboraciones de vino y de tabaco, etc.
Por otra parle hay fermentaciones causadas por microorganismos
que son muy perjudiciales econémicamente, por ejemplo, varias
«enfermedades de la cerveza», asi como varias perturbaciones deter-
minadas por hongos observadas en las fabricas de aztcar, en las pa-
naderias y en las industrias lecheras, elec.

Para la Medicina es de interés muy especial la putrefaccion de
cadaveres y lo que acontece en el conduclo intestinal. Entendemos por
putrefaccion, la descomposicion de cuerpos albuminoideos con despren-
dimiento de gases mal olientes. En las pulrefacciones que ocurren
espontaneamente en la naturaleza se forman diversos productos
como CO,, CHy, H, NH,, H,S. En la putrefaccién pueden tomar
parte bacterias muy distintas, en su mayor parte anaerobios obligados.
En el proceso de la pulrefaccion ejerce una influencia decisiva la pre-
sencia o la falta de oxigeno. Se habla de pulrefacciones fétidas cuando
hay falta o carencia absoluta de oxigeno (reduccion). La destruccion
rapida con abundancia de oxigeno y desarrollo de ciertas gases ino-
doros se denomina descomposicion ; en ella se lrata de procesos de
oxidacion.

La mas importante de todas las manifestaciones vitales de los mi-
croorganismos es la reproduccion, que especialmente en las bacterias
se realiza con una celeridad pasmosa. La division de éstas en medios
favorables termina en veinte minutos. Pero aunque aceptemos un plazo
mucho mas largo para la generacion de cada individuo, el de una hora
por ejemplo, siempre resultara que al cabo de un dia las bacterias
procedentes de una sola llegaran a 16 millones, y veinticuatro horas
mas tarde su numero se contara por billones. Un fenémeno conco-
mitante de la reproduceion es el desarrollo de calor, que puede llegar
a bastantes grados (combustion espontanea del heno). La proliferacion
de los microorganismos llegaria a lo inconmensurable si no estuviese
limitada por circunstancias desfavorables, como el agotamiento del
medio nutritivo v la secrecion de productos metabolicos perjudiciales
a ellos mismos. En estas circunstancias desfavorables los microorga-
nismos degeneran y mueren. Zn algunas especies aparecen formas par-
ticularmente resistentes, denominadas esporos.

(CAUSAS Y CONDICIONES DE LA INFECCION)

Las enfermedades infecciosas o contagiosas son originadas por
gérmenes vivos capaces de reproducirse ; este conceplo del «contagio
animado» se adquirié sencillamente por razon de observaciones epi-
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demiologicas en tiempos en los que los métodos técnicos y especialmente
el perfeccionamiento del microscopio no bastaban, ni con mucho,
para servir de fundamento experimental a la investigacién de las in-
fecciones. La importancia inmediata de los agentes infecciosos radica
en que reunen condiciones para reproducirse dentro de los tejidos
del organismo atacado, al que perjudican por los productos toxicos
de su metabolismo y por los venenos de su protoplasma. Los danos
causados por los microbios y las reacciones consiguientes del organismo
son en extremo variados; unos son locales, como las necrosis, las pro-
liferaciones e inflamaciones ; otros, de orden general, como la fiebre,
la aceleracion del pulso, los trastornos cardiacos, los sintomas nervio-
sos, las alteraciones renales, la leucopenia o la leucocitosis. Pero siem-
pre se Lrata, en ultimo término, de una intoxicacion, cualquiera que sea
la infeccion, aun en aquellas en las cuales el germen invade todo el or-
ganismo (septicémicas). Nunca producen un dano puramente mecéanico
a la manera de cuerpos extranos, en cuya posibilidad debiera pensarse,
sin embargo, cuando redes capilares completas, del cerebro, de los
pulmones, del higado, de los rifiones, son obstruidas por la ilimitada
proliferacion de los microparasitos. El veneno va intimamente unido
a la substancia corporal del germen (endotoxina del célera y la fie-
bre tifoidea), o es soluble como en la difteria, la disenteria y el téta-
nos. Segun las condiciones en que se formen, las toxinas pueden pro-
ducirse en el organismo al multiplicarse el germen, o ser introducidas
va formadas. En este ultimo caso, como sucede en el botulismo y en
el colera de la infancia causado por toxinas de la leche, no se trata,
en rigor, de una infeccién, porque el germen correspondiente no pe-
netra en los tejidos, y puede ocurrir que no llegue a reproducirse ni si-
uiera en el intestino; se trata solo de simples envenenamientos por
saprofitos toxicos. El caracter epidemiolégico de contagio de un en-
fermo a otro falta en absoluto en estas enfermedades; en cambio, como
en lodas las intoxicaciones, pueden presentarse varios casos a la vez
o sucesivamente y hasta masivamente, como ocurre en el botulismo,
por haber ingerido la misma substancia toxica. Sin embargo, tambi¢n
en estos casos se habla de infeccion, porque las toxinas causantes de la
enfermedad son producidas por gérmenes vivos capaces de reprodut-
cirse, y es evidente que también en ellos los microorganismos son, cn
ultimo término, la causa de la enfermedad infecciosa. Vemos, pues, que
hay microorganismos palogenos cuya existencia no es parasitaria, y, por
olra parte, existen también microparasitos sin propiedades patogenas.
1} éslos pertenecen numerosas especies de parasitos inofensivos (epi-
fitos, comensales), que vegetan en las superficies interior o exterior
del qrgani§1110 (en la piel, en las mucosas de la parte superior de las vias
respiralorias, en el intestino, ete.), por ejemplo, los eslafilococos de
las capas inferiores de la piel, los neumo o estreptococos de la mucosa
de la faringe, los bacilos y los espiroquetos del sarro de los dientes, asi
como el amoeba buccalis, que se encuentra en la cavidad bucal dela
mayor parte de los individues, y el colibacilo del tubo intestinal. Al
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nombrar estas especies sorprende desde luego que las mi:%mas u olras
muy préximas biologicamente son conocidas como palogenas; pero
esta propiedad palogena aparece unicamente cuau‘do una alleracion
previa del organismo (enfriamiento, traumatismo, infecciones de olra
clase) crea un locus minoris resislenliae, por el cual, ya sea solos o en
forma de infeccion mixta, penetran en los tejidos los hasta enlonc?s
inofensivos epifitos y realizan su obra destructora ; por eso la neumonia
se presenta regularmente como autoinfeccion. En olros casos, parece
ser suficiente el que una bacteria llegue a un tejido del organismo, dis-
tinto al habituado a soportarla por el contacto ordinario, para que el
germen, hasta entonces inocuo, desarrolle efeclos palogenos en el
nuevo tejido; asi ocurre con el inofensivo colibacilo del conducto
intestinal en casos de peritonitis por perforacion, de pielitis y de cis-
titis. Continuemos avanzando en el tema. En los casos analizados, la
existencia epifitica inofensiva constituye la regla, y la propiedad paL'(')-
gena la excepcion; pero también ocurre el caso inverso, en el cual ger-
menes infecciosos viven por excepeion como huéspedes inofensivos
del organismo. Hablase entonces de infecciones latentes, y a los por-
tadores de estas infecciones se les llama portadores de gérmenes (por-
tadores de bacilos de la ficbre tifoidea, de la disenteria, del colera,
portadores de cocos en la meningitis y otros muchos). Los gérmenes
de infeccion latente pueden tener debilitada su capacidad patégena y
hasta perderla por completo, pero también pueden haberla conservade,
como se demuestra por las multiples observaciones en que los porta-
dores de bacilos han sido origen de contagio de nuevos casos clinicos
manifiestos, y los casos de portadores mismos en los que el procese
latente se ha convertido en activo por autoinfeccion. £l estudio de estos
casos extremos en el campo de la infeceion abunda en ensenanzas por-
que proporciona puntos de apoyec para e! conocimiento del proceso
biolégico de la infeccion, tanto en su conjunto como en los casos par-
ticulares. Dos cuestiones fundamentales se plantean de todo lo que
acabamos de exponer; primero: jqué relaciéa guardan los micrcorga-
nismos patoégenos con las especies saprofiiicas alines?; segundo: gcono
se origina la infeccion y la enfermedad cn ios casos perticulares?
Respecto a lo primero puede asegurarse que las i

y las saprofiticas no estan rigurosamente sc :
cualidades bioldgicas, sino que con preferencia existe una seii

dos de transito. La realidad no es que las especies patdogenas perteiezean
a uno o a poces gripos bien caracterizados morloldgica o bicldgica-
mente, sino que enconiraremos gérmenes patogenos entre todas las
clases de microorganismos y en casi todos los grupos secundarios de
los mismos. Al lado del tnico o de los escasos representantes patoge-
nos de un grupo, puede existir una numerosisiina parentela de espe-
cies saprofiticas; asi, junto al germen del colera, tnico vibrion pato-
geno para el hombre, hay un ejército de vibriones semejantes ; al lado
de los contados representantes palogenos del grupo tifico (bacilo de
la fiebre tifoidea, paratificos y bacillus enterilidis de GARTNER) estén
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los innumerables bacilos semejantes a los tificos, ete. Las propiedades
patogenas aparecen graduadas en las diferentes especies de gérmenes
patogenos, y sus manifestaciones presentan también diferentes grados
v modalidades : segtn ello, podemos distinguir las siguientes clases -

1.2 Saprofilos loxicos (bac. botulinus); son incapaces de existen-
cia parasitaria en el organismo, y obran inicamente por sus toxinas, de
manera semejante a cualquier planta venenosa.

2.2 Micropardsilos con desarrollo limitado a la puerla de enirada,
siendo producida la enfermedad general, no por el microbio mismo, sino
por la difusion de sus toxinas por todo el organismo (tétanos, difteria).

3.2 Gérmenes palégenos con capacidad de invasidn superficial,
pero extensa, de ciertas mucosas, aunque sin extenderse en profundi-
dad y sin generalizarse ; a esta clase pertenecen las infecciones especifi-
cas del epitelio, como la gripe, el célera y la disenteria.

4.2 Gérmenes patégenos de grave exlension en la profundidad de los
lejidos con propagacion por continuidad, pero sin invasiéon general de
todo el organismo, como en los procesos purulentos, meningitis, tubercu-
losis pulmonar, disenteria amibiana con absceso hepéatico consecutivo.

5.2 Gérmenes palégenos con extension general por el organismo,
pero acomodacion especifica en tejidos determinados ; asi son los
gérmenes de la rabia y de la poliomielitis, parasitos especificos del sis-
tema nervioso, y el germen del tifus exantematico localizado especial-
mente en las paredes de los vasos.

6.2 Gérmenes infecciosos de invasion septicémica que afecta a todos
los sistemas y a todo el organismo, como en la estreptococia, peste,
fiebre tifoidea, sifilis y paludismo.

El grado de desarrollo de la existencia parasitaria, segin el es-
quema precedente, es caracteristico en cada especie patdégena y en
unioén de sus propiedades morfolégicas y bioldgicas, asi como de su
comportamiento respecto de las reacciones de inmunidad del orga-
nismo (que describiremos en el préximo capitulo), imprime a los micro-
parasitos un sello comun, que constituye lo que llamamos especificidad
de los gérmenes. A cada enfermedad infecciosa bien definida corres-
ponde un germen igualmente bien caracterizado ; esta es la ley de espe-
cificidad de los gérmenes infecciosos, que sirve de fundamento al des-
arrollo de la microparasitologia moderna. Sobre esta ley de especifici-
dad se basa, por una parte, el diagnéstico microbiologico, que probando
la existencia de un germen determinado hace posible el diagnostico
cierto de la enfermedad infecciosa correspondiente, aun cuando los
sinlomas clinicos sean todavia incompletos, y, por otro lado, la misma
ley sirve de base al tratamiento especifico y a la curacion de la enfer-
medad por medio de la vacuna preventiva, la seroterapia, la-bacterio-
terapia y la quimioterapia.

En casos aislados, el grado de extension de la enfermedad puede
variar (proceso general o local) segun las condiciones exteriores de la
infeccion y la virulencia del germen ; aun en estos casos se trata desde
luego de diferencias cuantitativas dentro del campo de la ley de es-
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pecificidad. La virulencia se puede disminuir o aumentar artificial-
mente ; disminuira por todas las influencias nocivas, que traen siempre
como consecuencia una degeneracion del germen, segun se observa en
muchas especies, sencillamente al cultivarlas largo tiempo en medios:
artificiales ; inversamente, la virulencia se aumenta o se reslablece, si
habia disminuido, con el paso del germen por animales.

La ley de que cada enfermedad infecciosa corresponde a un ger-
men determinado ofrece excepciones aparentes, que se comprenden con
s6lo considerarlas mas detenidamente de cerca, si en el concepto de
enfermedad infecciosa damos cabida, no sélo a su sentido clinico, sino,
también al epidémico. Sucede, a veces, que el mismo germen da lugar
a dos o mas cuadros clinicos tan distintos, que a una observacion su-
perficial pareceran completamente independientes ; asi el bacilo’d(.z la
peste produce por sus inflamaciones ganglionares la peste bubénica,
y otras veces determina el cuadro de una inflamacion pulmonar y se
la llama peste pulmonar ; de igual manera, el bacilo del carbunco ori-
gina la pustula maligna, el carbunco pulmonar o el intestinal : el ba-
cilo de la tuberculosis, ora da lugar al cuadro caractlerislico de la tisis
pulmonar, ora al de las alteraciones ganglionares llamadas escrofulo-
sas, ya a la afeccion de la piel llamada lupus: por ultimo, el virus
sifilitico unas veces produce los cuadros caracteristicos de la avariosis
en sus diversas fases, y otras las manifestaciones de la tabes dorsal y
de la paralisis progresiva, originadas por la localizacion del germen
en los centros nerviosos, y de sindrome tan distinto de las anteriores.
<n todos estos casos, la puerla de entrada es lo que motiva las dife-
rencias en los cuadros clinicos determinados por un mismo germen ; las
diferencias que de ello resultan en la loealizacion del proceso patégeno
y en las modalidades de contagio pueden tambié
desde el punto de vista epidémico, 1os cus
tamente distintos y sin conexion muls
ejemplo, no se transmite directam
pulmonar, en cambio, es extracr
diferencias existen entre la forma gsancli
forma pulmonar. IEn todos estos casos, s
de los caracteres epidémicos demuesira gue entre
nicos, completamente independientes en apariencia
nes hasta el punto de que uno puede ser ¢
la peste pulmonar puede presentarse como ¢

traer consigo el ane

secuencia de una escrofulosis anterior. Respecto de la sifilis v sus se

cuelas nerviosas, la detenida investigacion epidemiclégica demostrd
la relaciéon entre una y otras en una época en la que todavia no era
posible comprobar al microscopio la existencia del germen.

Si bien es cierto que el mismo germen puede producir cuadros cli-
nicos completamente distintos en apariencia, no lo es menos, por otra
parte, que el mismo cuadro clinico puede presentarse a causa de gérme-
nes totalmente distintos ; asi sucede que el conjunto de sintomas carac-
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Leristicos. del colera puede causarlos el bacilo paratifico, otras bacterigs
léxica§~ intestinales (cholera nostras) y hasta venenos inorgénic?):
(arsénico). En este caso, la existencia de contagio, sise trata del célcx.,l"
y la falta del mismo en las otras enfermedades, permite estable %
mas, la distincién esencial del proceso morboso. En bastante
este punto de vista epidemiologico puede dejarnos en la duda, particu-
larmente cuando cuadros clinicos muy parecidos se deben a gérmenes in-
fecciosos diferentes y, sin embargo, ni en su poder contagioso, ni en sus
sintomas clinicos presentan diferencias, como ocurre en lIa disente
que puede ser causada por amibas o por bacilos, y entre estos ultimos,
por especies distintas. Pero precisamente en la. disenteria, el estudig
detenido ensena que la diferencia etiologica entre los diversos cuadios
clinicos comprendidos con el nombre comin de disenteria, no es capris
chosa, sino que responde a diferencias reales y esenciales de las dis-
lintas formas clinicas de la enfermedad. Basta recordar que ciertas
complicaciones, como el absceso del higado, solo se presentan en la di-
senteria amibiana, pero no en la bacilar, y que también la posibilidad
de influir por el tratamiento especifico en el proceso de la enfermedad
es muy distinto en ambos casos, como también es diferente entre las
varias clases de disenteria bacilar. En la disenteria amibiana se aplica
la terapéutica quimica por la emetina, mientras que se prescribe la
serolerapia especifica en la ‘disenteria causada por el bacilo de Krusk-
SHIGA, pero no en la seudodisenteria. Por consiguiente, en el caso de
la disenteria, el estudio desde el punto de vista etiologico es decisivo,
no solo para el conocimiento y lucha contra epidemia, sino lambién
para su acerlado tratamiento clinico. ol
El tercer caso de excepcion aparente de la ley de especificidad
es la presencia latenle de gérmenes infecciosos en el organismo, sin
que éste enferme al mismo tiempo. Pero el hecho epidemiologico de que
esta infeccion latente no se halle extendida por todas partes, sino qué
sus portadores son casi siempre personas que han estado en contacto
con enfermos, demuestra que también en este caso hay un enlace cau-
sal entre el germen y la enfermedad. Cabe explicar esto de varias ma-
neras. s admisible que el portador del germen, sano en aparicncia,
esté en realidad ligeramente enfermo, quiza ignorandolo ¢l misino por
completo, pero no por ello dejara de ser tan contagioso como el en-
fermo clinicamente manifiesto. Precisamente a la investigacion etiolo-
gica se debe el conocimiento importantisimo de estos casos muy leves,
que apenas pueden diagnosticarse clinicamente, con diarrea ligera, si
olros sintomas, en el colera, fiebre tifoidea y disenteria; y las manifes-
laciones catarrales ligeras de las vias respiratorias superiores, en la
difteria y en las infecciones meningococicas. Otra explicacion corres-
ponderizi a que el portador de gérmenes no esta por el m()l'nout() en=
fermo, pero que por haber sufrido la enfermedad correspondiente hace
méas o menos tiempo, elimina todavia gérmenes vivos. Lo mas frecuente
en eslos casos es que se trate de eliminaciones pasajeras en la conva-
lecencia 0 mas tarde, puesto que las eliminaciones pueden prolongarse

cer, sin
S casos,

ria;,
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semanas y hasta meses (eliminaciones lardias en la fichre tifoidea,
disenteria, colera, difteria, ete.) Menos frecuentes, pero de mayor im-
portancia para la propagacion del conlagio, son los p()rtad(.)rcs cuye
eliminacion de gérmenes dura muchos anos y hasta toda la vida, sobre
todo si las eliminaciones son masivas. Eslta reproduccion constante
de los gérmenes infecciosos en el organismo es consecuencia de un
proceso patologico cronico, localizado, por ejemplo, para la ficbre ti-
foidea, en las vias biliares o urinarias, para la difteria, en la rinofa-
ringe, y para la disenteria, en el apéndice. El proceso morboso existe
con frecuencia, no sélo desde el punto de vista anatomopatologico, sino
también desde el clinico; los eliminadores permanentes de gérmenes de-
ben ser considerados, por consiguiente, como verdaderos enfermos que
constituyen un peligro constante, no sélo para las personas que los ro-
dean, sino para si propios. Por razon del proceso créonico latente, puede
presentarse en ellos, por autoinfeccion, la enfermedad aguda manifiesta.
Si la idea de que el porlador de bacilos es en realidad un enfermo
cronico se vulgarizase, desaparecerian desde luego muchas dificultades
que hoy se oponen a la vigilancia sanitaria de estas personas. Asi como
en los eliminadores permancntes se presenlan agravaciones tempora-
les del proceso cronico, puede suceder inversamentle que, por algun
tiempo, cesen de eliminar gérmenes, lo cual indica una curacion in-
completa ; de esto se deduce la importante conclusion practica de que
la sospecha fundamentada de climinacion permanente no desaparece
por razéon de un examen bacleriologico aislado con resultado negativo,
pues hay casos de eliminadores de bacilos de la fiebre tifoidea, por ejem-
plo, en los que, después de cuarenta analisis negalivos hechos durante
un ano con intervalos regulares, investigaciones mas precisas dieron
resultados positivos. 1<n estos casos hay que proseguir investigando
Llodo el tiempo que sea posible. Algunas veces se puede facilitar el diag-
nostico con una provocacion adecuada, por medio de purgantes ligeros
en los portadores de bacilos tificos y mediante inyecciones uretrales
en los casos de gonorreas cronicas, con lo cual se excila nuevamente
la eliminacion de gérmenes suspendida. Ademas de los casos en que la
eliminacion de gérmenes es ¢l resultado de un proceso patolégico, hay
lambién casos de existencia latente de gérmenes patdgenos en el or-
ganismo, sin que exista proceso morboso que pueda comprobarse cli-
nica o anatémicamente. Esle caso se presenta cuando los micropard-
sitos correspondientes llegan a las superficies interiores o exteriores del
organismo y son eliminados como cuerpos extranos, sin que haya tenido
lugar proceso alguno entre cllos y los Lejidos vivos. Tales personas, en
las que la eliminacion dura naturalmente muy poco liempo, se denomi-
nan portadores intermediarios, y su exislencia esta comprobada de
manera indudable respecto de los vibriones del colera. :

Una vez sentado que ni la aparenle incongruencia entre los con-
ceptos clinico y etiologico de la enfermedad, ni la existencia de infec-
ciones latentes, pueden inducirnos a error respecto de la significacion
fundamental de la especificidad del germen palogeno, debemos pro-
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ponernos la cuestion de fijar las condiciones que ha de satisfacep un
microorganismo, para poder afirmar que es el germen de una enfey.
medad infecciosa determinada. La primera condicién desde luego
evidente es que el presunto germen ha de aparecer en todos los casog
de la enfermedad que origine ; esto se ha comprobado de hecho par;\
todas las enfermedades infecciosas, en epidemias muy distintas, ey
cualquier estaciéon del afio y en cualquier punto de la tierra. Puedep
surgir dificultades en este punto, porque el germen no pueda compro-
barse sino en determinados momentos (en la fiebre recurrente, lo ey
tan solo durante los accesos), o porque en los 6rganos enfermos pe-
rezea con rapidez (el bacilo de la peste, en los ganglios supurados). La
presencia constante de un microparasito en una enfermedad infecciosa
determinada no demuestra por si sola que se trate del germen de la
infeccion, porque, epifitos muy extendidos, los estreptococos de la mu-
cosa de la faringe, por ejemplo, en casos de infecciones especificas (vi-
ruela, escarlatina, sarampion) producen infecciones mixtas y secunda-
rias y pueden encontrarse hasta en la sangre y en los 6rganos interiores.
La existencia de serorreacciones especificas tan decisivas en otros, no
prueban en estos casos la significacion causal de estos gérmenes, por-
que estas serorreacciones entre el microorganismo y la sangre del en-
fermo se producen también respecto de otros microbios secundarios
(V. el capitulo especial Tirus EXANTEMATICO). Lo importante, res-
pecto de la significacion causal de un presunto germen, es su asienlo
caracteristico en el organismo y su localizacion tipica con relacion a
las lesiones patognomonicas de los tejidos, por ejemplo, los bacilos
de la tuberculosis en el interior del tubérculo, los vibriones del coélera
vy los amibas de la disenteria en la mucosa intestinal ; pero también
en este caso ha de tenerse en cuenta la posibilidad de que una infec-
cion secundaria no especifica presente una localizacién determinada:
por ejemplo, en la enfermedad del sueno se encontraron cocos cn las
membranas del cerebro. Tendremos la prueba definitiva siempre que,
por experimentacién o por inoculacion involuntaria (infeccion de la-
boratorio), sea posible producir en el hombre el cuadro tipico de la
enfermedad con gérmenes de cultivo puro. La inoculacion a los ani-
males dara la misma seguridad cuando el cuadro morboso producido
esté fundamentalmente de acuerdo con el mismo cuadro en el hombre,
especialmente por lo que respecta a las alteraciones caracteristicas
de los tejidos; pero cuando el animal enferme unicamente con sin-
tomas de malestar general nada demuestra respecto de la significa-
cion causal del germen en el hombre, porque tales efectos patogenos
pueden ser producidos por propiedades toxicas comunes a muchas
bacterias. Para fijar con absoluta certeza la significacion causal de
un microparasito sera preciso satisfacer las siguientes comprobaciones:
primera, el microbio correspondiente no debe encontrarse en olras
enfermedades ni en individuos sanos, a excepcién de los casos de 1n-
feccion latente ya citados ; segunda, el cuadro clinico de la enfermedad
debe producirse experimentalmente con cultivos puros del germen,
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pero no con los de otras especies. En esla cueslion es particularmente
demostrativo el ejemplo de la peste de los cerdos, de 12.1 cual se con-
sideré en un tiempo como germen el «bacillus suipestifer » pertene-
ciente al extenso grupo de los paratificos, hasta que mas tarde se
comprobo que el verdadero germen es un virus filtrable (UHLENHUTH),
siendo el bacilo citado un huésped comtin del intestino del cerdo, que
solo produce infecciones secundarias. De todolo anlerior se deduce que
la demostracion indudable de la significacion causal de un microparasito
no es tan sencilla como parece en la mayor parte de los casos ; general-
mente la demostracion no se basa en una sola caracleristica, sino en el
conjunto de caracteres morfologicos y biologicos, y especialmente en
la experimentacion en animales y en las reacciones de inmumdad..

Todo esto por lo que respecta a la especificidad y caracteristicas
de un germen. Para que éste pueda cjercer su accion palogena son
necesarias una serie de condiciones indispensables al desarrollo de la
nfeccion ; de tal modo, que si falta un solo eslabon de esta cadena,
la infeccion no se verifica. En este principio se funda la lucha racio-
nal contra las enfermedades infecciosas, que se esforzara por in-
terrumpir la serie de concausas en los puntos mas a nuestro alcance.
Para la aparicién de una enfermedad infecciosa son indispensables
siempre las condiciones siguientes :

1. Ha de existir un foco infeccioso, en el que se verifique el des-
arrollo y proliferacion de los gérmenes paltogenos y desde el cual puedan
ser llevados a otros organismos. En otros tiempos, cuando las condi-
ciones biologicas de los microparasilos no eran bastante conocidas, se
consideraba el medio ambiente inanimado como la fuente principal
del contagio: pero los resultados de las investigaciones del siglo pa-
sado han hecho variar tal modo de pensar, y hoy se considera que
el origen del contagio es el hombre enfers I animal afecto de
enfermedades transmisibles al hombre. I pardsitos en
el mundo exterior inanimado, véase el capit

El hombre enfermo o mantenienc
vierte en foco de contagio por sus seer
mas abundante sea la eliminacion de -
establezca el contacto entre las se
materia contagiosa y los individuos
yor sera la contagiosidad de la epidemia. Iin
papel desempenado por los cases latentes (portadores de gérmenes) e:
la extension del contagio. Los mas peligrosos son los eliminadores per-
manentes, precisamente por la gran masa de productos virulentos que
eliminan ; asi ocurre que los casos latentes representan focos de infec-
cién muy importantes en la epidemiologia de la fiebre tifoidea ; en el
cdlera, en cambio, su importancia es mucho menor, porque no se co-
nocen los eliminadores permanentes del colera, y en los portadores del
bacilo, la eliminaciéon dura poco tiempo. IKn ciertas ocasiones la mate-
ria contagiosa no llega a salir fuera del organismo enfermo; estos casos

de infeccion cerrada (peste bubénica sin complicaciones, tuberculosis
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incipiente) no son directamente contagiosos. En otros casos, en los que
el virus circula tnicamente con la sangre sin pasar a las secreciones
naturales del organismo, el contagio ordinariamente s6lo puede ocy-
rrir por mediacion de insectos (paludismo, tifus exantematico, etc.)
Cuando se elimina al exterior el germen patégeno, puede suceder, unas
veces, que salga con los productos de la enfermedad (focos de pus
abiertos, descamacion en los exantemas agudos), y otras que se eli-
mine con las secreciones y excreciones naturales. La secrecion de la
conjuntiva puede contener el germen del tracoma y los de otras infla-
maciones infecciosas de los ojos; en las secreciones de la nariz y de
la faringe se encuentran los gérmenes de la difteria, de la meningitis,
de la gripe, del coriza, y especialmente los gérmenes de los exantemas
agudos al comienzo de la enfermedad. En las excreciones intestinales
se hallan los gérmenes del colera, de la fiebre tifoidea, de la disenteria
y de olras enfermedades infecciosas del aparato intestinal ; por la orina
se eliminan con frecuencia verdaderas masas de bacilos de la fiebre
tifoidea ; en la orina se encuentran también otros gérmenes infecciosos
(bacilos de la tuberculosis) cuando las vias urinarias estan afectas ;
en cambio, el rinén sano es un filtro impermeable a las bacterias. Ordi-
nariamente, por las secreciones genitales se verifica el contagio de la
sifilis, la gonorrea y el chancro blando. De menor importancia y me-
nos frecuentes que las infecciones extrauterinas, pero digna de men-
cion, es la transmision de infecciones por herencia, que en el hombre
rara vez se verifica por las células germinales (infeccion germinativa),
siendo mas frecuente el contagio por via placentaria.

2. La segunda condicién para que se realice el contagio es la exis-
tencia de una via de infeccion, por la cual, desde el punto en que se des-
arrollaron los gérmenes patogenos, lleguen al nuevo organismo recep-
tivo. El transporte de los gérmenes puede ser directo de hombre a hom-
bre, o de animal a hombre si se trata de enfermedades animales transmi-
sibles a éste, o indirecto, a través del mundo exterior inanimado o por
un ser vivo intermediario. El contacto directo desempena un papel tanto
mas imporlante cuanto mas rigurosa sea la adaptacion del germen
correspondiente a la existencia parasitaria ; para aquellas enferme-
dades, cuyos gérmenes solo se desarrollan en el interior del organismo
y que mueren rapidamente al ser eliminados (gripe, sifilis), el contacto
inmediato representa casi la unica posibilidad de contagio. Con gér-
menes de mayor resistencia, el contacto indirecto tiene mayor importan-
cia y el contagio se verifica por objetos usados por el enfermo (prendas
de vestir, vajilla, objetos de uso personal, vivienda, ete.) o por diversos
medios del mundo exterior en los cuales se sostienen vivos los gérme-
nes durante algin tiempo (V. acerca de este punto el capitulo VII).

En el contagio indirecto por seres vivos pueden servir de inter-
mediarios el hombre o los animales ; los hombres pueden serlo en forma
puramente mecanica, por ejemplo, transmitiendo por el contacto de la
mano los gérmenes recogidos del enfermo o por mantener ellos mismos
la infeccion en estado latente. Los animales pueden propagar las in-
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fecciones , por estar ellos mismos enfermos, o como portadores interme-
diarios (las moscas en el colera, fiebre Lifoidea, disenteria, inflamaciones
contagiosas de los ojos), y por ultimo, como huéspedes intermediarios
reproduciendo en su organismo los gérmenes y repartiéndolos después.
IEn este caso el germen puede ser eliminado en la misma forma en que
penetro (bacilo de la peste en la pulga), y puede ocurrir también que
el microparasito alcance su pleno desarrollo en el huésped intermediario,
como sucede con las infecciones protozoarias causadas por mosquitos
v acaros.

"~ 3. La tercera condicion precisa para el contagio es que el germen
encuentre una puerta adecuada para su penetracion en el organismo
receptivo. Prescindiendo del caso en que el germen, por una herida o
mediante la picadura de un insecto, llegue directamente a la sangre
o al sistema linfatico, todas las mucosas y la piel pueden servir de
.puerta de entrada en circunstancias favorables. Con respecto a la entra-
da hay que tener en cuenta, en primer término, la manera de ser trans-
portado el germen ; en circunstancias normales, los gérmenes mezcla-
dos a las substancias alimenticias, por ejemplo, entraran casi siempre
por el aparato digestivo ; las gotilas infecciosas expulsadas al toser,
penetraran por el aparato respiratorio, y asi sucesivamente ; de esto de-
‘pende el que, con frecuencia, el mismo érgano representa al mismo
tiempo la via principal de eliminacién y la puerta de entrada mas im-
portante (pulmones en la tuberculosis, faringe en la difteria) ; pero
.1no siempre esto es cierto : haste recordar el contagio de la conjuntiva
por secreciones genitales blenorragicas, bien sea por contacto directo
o por el agua al lavarse. Para gue la infeccion llegue a consumarse o
quede en suspenso, una vez el germen en la puerta de entrada, aun hay
(ue considerar, por un lado, las defensas naturales o, contrariamente,
‘las lesiones locales de la region correspondiente del organismo, y, por
olro, la acomodacion especifica del germen a determinados Lejidos.
Las defensas locales son de naturaleza muy diversa ; en parte se trata
-de proteccion puramente mecanica; asi, la epidermis, cérnea y cubierta
{de grasa, es dificil de humedecer, y de ello depende el que, no estando
herida, la mayor parte de los gérmenes no pueden atravesarla. De ma-
nera similar, la capa de moco que cubre el interior del aparato digestivo
v el movimiento vibratorio del epitelio de las vias respiratorias sirven
para rechazar los gérmenes que han llegado a penetrar. En otros casos,
la defensa se verifica por influencias quimicas o biolégicas, como en
la reaccion 4cida del jugo gastrico normal (especialmente contra cl
'vibrién del célera) y la flora bacteriana de la vagina, mediante la cual
queda protegido este é6rgano contra las infecciones.

©  En {rente a las defensas locales estan los distintos factores que dis-
‘minuyen la resistencia en las puertas de entrada ; un lugar de minima
Tesislencia puede existir naturalmente, como sucede con las lagunas
'del epitelio en las amigdalas, detenciéon de secrecion en el apéndice
Y lentitud de la corriente linfatica en los bronquios de los vértices
Pulmonares en los casos de estrechamiento de la parte superior del 16-
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rax y consiguiente, sucesiva predisposicion a la tuberculosis. La minimg
resistencia local puede ser motivada por influencias nocivas exteriores :
a este orden pertenecen las alteraciones gastrointestinales, que al pro-
ducir lesiones en el epitelio del intestino delgado facilitan el contagio
del colera; la permanencia en atmosferas cargadas de polvo, que fa-
vorece el desarrollo de la tuberculosis pulmonar, y otras que pudié-
-amos citar. Por tltimo, hay que tener en cuenta también la acomo-
dacién especifica de los gérmenes respecto de cada puerta de entrada,
por ejemplo, del bacilo del colera respecto del epitelio del intestino
delgado : del gonococo con relacion al epitelio cilindrico del cuello del
titero y de la uretra, mientras que el recio epitelio plano de la vagina
no es atacado por este ltimo germen. En otros casos, no es el tejido
lo que facilita la infeccion, sino las circunstancias que rodean la puerta
de entrada, por ejemplo, la exclusion del aire en ciertas heridas que
predispone a infecciones causadas por anaerobios. Muchos gérmenes
patogenos son aptos para penetrar por diversas puerlas, y, segun
la que sea, varia el cuadro de la enfermedad que producen, como
hemos dicho ya varias veces (peste bubonica y peste pulmonar, alte-
raciones ganglionares escrofulosas y tuberculosis pulmonar). En estos
casos, la puerta de entrada se establece, no solo en virtud de la via
exterior de infeccion, sino también segun la cantidad y virulencia del
germen. Asi, la infeccién tuberculosa de los pulmones, por ejemplo,
puede ser causada por muy reducido numero de bacilos, y para la in-
feccion del intestino, en cambio, se requieren dosis millones de veces
mas grandes (FLUGGE) : por otra parte, la aparicion de la peste pulmo-
nar supone una virulencia del germen altamente superior a la que
tiene la peste bubénica, en cuya razén podria fundarse la fre-
cuencia tan diversa de ambos tipos de infeccién en las diferentes
epidemias de peste. La entrada de los gérmenes se verifica mediante
el arrastre pasivo de los mismos por la corriente sanguinea o linfa-
lica, o por penetracion activa de los microparasitos dotados de movi-
miento propio; asi penetran las amibas de la disenteria y la triquina
a través de la mucosa del intestino, las larvas del anquilostoma (Looss)
y los espiroquetos a través de la piel sin herida alguna. — De la aco-
modacion especifica de cada germen explicada anteriormente, de-
pende que el proceso patégeno causado por el microbio quede cir-
cunscrito en la puerta de entrada, ataque sus inmediaciones mis o
menos proximas, o llegue a extenderse por todo el cuerpo, como asi-
mismo las vias que para ello elija (sangre, linfa, vias nerviosas). Amna-
damos aqui, finalmente, que en muchas infecciones generales (peste)
es caracteristica la falta de enfermedad local en la puerta de entrada.

-'1.. _La ultima condicién para que aparezca la infeccion es la
I‘L:CL"I)UVldad del individuo atacado. Asi como hemos visto que hay
dlstm_tos grados de acomodacion de los microorganismos a la existencia
parasitaria y, consiguientemente, de desarrollo de su capacidad palo-
gena, de la misma manera existe una escala gradual en la receptividad
de las especies e individuos con relacion a un mismo germen. En el pro-
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ximo capilulo estudiaremos las causas biologicas que flcjt('l'xllillall la re-
ceptividad, asi como la inmunidad congénita o adquirida rospcclo'dv
los gérmenes patogenos ; en este lugar indicaremos solamente las dife-
rencias cuantilativas en la receptividad del hombre, segtn los indivi-
duos, la edad, el sexo, la raza y las circunstancias sociales, de lugar
y de tiempo. La predisposicion individual puede variar n}uc‘lm (.lc unas
personas a otras respecto de cierlas infecciones (cdlera, fiehre t1[0}dca.
meningitis), mientras que, respecto de otras enfermedades con Lagl()sqs
como sarampion, viruela y tifus exanlemalico, es casi general y uni-
formemente repartida. Las diferencias de receptividad dependen, c¢n
parte, de la mayor o menor perfeccion de las defensas en la puerta de
entrada y, en parte también, de fenémenos hiologicos en el interior del
organismo. Estos fenomenos pueden lener un sentido cm‘nplctamcntc
especifico y dirigirse unicamente contra un germen determinado, a con-
secuencia, quiza, de la inmunidad adquirida por haber pasado anterior-
mente la enfermedad con cardcter muy leve o latente ; puede también
tratarse de una resistencia general del organismo mas o menos complela,
para la cual seran circunstancias desfavorables el hambre, el cansancio,
la diabetes, etc., y favorables el buen estado de nutricion, de salud.
eteétera. A las circunstancias desfavorables debe atribuirse la cause
de que las epidemias originen mayores estragos en las clases mas po-
bres de la poblacion y sean mas violentas en tiempo de guerra. También
la distinta predisposicion segun la edad, se funda, en gran parte, en las
mismas circunstancias f{isiologicas ; a ella se suman, indudablemente,
causas especiales, como la mayor permeabilidad del epilelio intestinal
en la primera infancia, que determina una mayor receptividad respecto
de las enfermedades del aparato digestivo, y otras que aumentan el
peligro de algunas infecciones en organismos agotados, como sucede
con la tuberculosis y el tifus exantematico por la menor resistencia de
los tejidos. El hecho real de que los adultos gocen de una inmunidad
relativa frente a una serie de infecciones que son enfermedades tipicas de
la infancia (exantemas agudos, pardtidas, tos ferina), se explica desde
luego por la inmunidad adquirida por haber sufrido edad en
la nifiez ; donde falta esta inmunizacion, per ejemplo, ¢

alejados del trato con los demas hombi 1 DO
viven decenios enteros sin sarampion, si esta
por haber sido importada, aparecen los casos en los adultos, que son
entonces vulnerables, de igual manera que fos niinos en el resto del globo.
Acerca de este hecho de la inmunizacion de poblaciones completas se
fundan algunas experiencias sobre inmunidad de razas. Sabido es que
en las comarcas tropicales paludicas, los emigrados europeos presentan
una receptividad muy acentuada para el paludismo, en tanto que los
indigenas adultos no se contagian al parecer : esto consiste en que la
enfermedad se ofrece alli entre las lipicas de la infancia y, por consi-
guiente, ya la han sufrido siendo jovenes, con lo cual quedan inmunes
(R. Kocn). Circunstancias semejantes explican la experiencia repelida
durante la gran guerra, de que los habitantes de paises en los que reina
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como endémico el tifus exanlematico (Rusia y Orienle) eran respelados
por la epidemia, o al menos enfermaban de menor gravedad que l();
alemanes, en quienes faltaba el efecto protector de la inmunizacién. .\’;)
ha sido explicado todavia el hecho sorprendente de que el sexo feme-
nino, en los primeros anos de su vida, lenga menos resistencia que ]
masculino contra la tos ferina (M. NEISSER). IEn la predisposicion geo-
grafica para ciertas enfermedades infecciosas no se lrata muchas vxz'ccs
de diferencias de vulnerabilidad, sino mas bien de que las diversas con.~
diciones necesarias para la infeccion han sido repartidas en grados muy
diferentes, o faltan por completo a consecuencia de las diversas circuns-
lancias de clima y localidad : asi, por ejemplo, la falta de la especie de
mosquitos que sirven de huésped intermedio especifico al paludismo
o a la ficbre amarilla, delermina la ausencia de estas enfermedades
en la comarca correspondiente. Pero existen también diferencias en
la receptividad individual por razén de la localidad, como se comprueba
directamentle por inoculaciones diversas en ratones, en los que la recep-
lividad o la resislencia a la inoculacion caracteristicas en un lugar deter-
minado, varian completamente al cabo de algin tiempo de pcrhuuwnciu
de los animales en olro punto, quiza a consecuencia de la distinta ali-
mentacion y de la consiguiente variacion de la flora microbiana in-
testinal. Lo mismo pudiéramos decir de las diferencias de receptividad
con relacion al Liempo; en este concepto, el distinto desarrollo de las con-
diciones de infeccion exleriores, es el que desempena el principal
papel : el contagio de enfermedades intestinales cuyo germen es trans-
])n.rlad() por las moscas, es mas frecuente naluralmente en verano,
mientras que, en los meses frios, la vida en comin mas intima aumenta
las ocasiones del contlagio directo. Por olra parte, la vulnerabilidad
del organismo aumenta indudablemente en cierlas épocas, por ejemplo,
en verano respecto de las enfermedades inlestinales infecciosas por
infracciones dietéticas, y en invierno, respecto de las afecciones del
aparalo respiratorio a consecuencia de resfriados. IEn muchos casos,
lo que llamamos predisposicion local o de tiempo depende sélo indi-
rectamente de las diferencias de lugar y tiempo, y mas que de éstas
resulla consecuencia, en primer término, de los distintos habitos deriva-
dos (.l(‘* aquellas circunslancias en las condiciones de la vida social.
La (hlcr(fnl_c manera de vivir y la limpieza, asi como el trato social
Y ]z} profesion, producen también diferencias en la frecuencia del con-
laglo. como se demueslra, principalmente, por las enfermedades infec-
ciosas de la edad escolar y las de delerminadas profesiones v oficios.

V. Inmunidad
1. Generalidades

.[ Il Organismo estad inmune o es invulnerable conlra una enferme-
dad xplvcuosa .cuand(), a pesar de la presencia de todas las condiciones
exleriores precisas para que la infeceion se v rifique, el germen pene-
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trado en su interior no puede desarrollar su aceion 1{:1[(’)5__)‘011:1. La in-
munidad puede ser complela o incompleta, y consliluir una pr(f]')lo(la(l
de la especie o del individuo. La inmunidad puede ser L.amblcn na-
tural o adquirida. Debe evilarse la expresion de inmunidad conge-
nita, porque tiene significacion diferente segun se trale de una cualidad
natural de la especie o de una inmunidad transmilida de la madre al
hijo (inmunidad heredada). La inmunidad natural es completamente
distinta de la inmunidad adquirida ; las modificaciones que se pro-
ducen en el organismo después de sufrir una enfermedad infecciosa,
dejan al individuo inmune contra una nueva invasion del mismo
germen ; pero eslo no quiere decir en manera alguna que con cllo se
hayan adquirido las propicdades de un organismo naturalmente in-
mune. Ni siquiera entra en lo posible, porque la inmunidad, congénita
o adquirida, no representa, segiin veremos, una cualidad biologica del
individuo, sino que es resullado de causas de naturaleza muy diversa

unas de otras. Tanto la inmunidad natural como la adquirida pueden

dirigirse, no solo contra agenles infecciosos vivos, sino lambién contra
sus Loxinas libres, y aun contra venenos de composicion albuminoidea
producidos por animales o planlas de orden mas elevado.

Al preguntarnos por las causas de la inmunidad natural hay que
tener presenle que, en las relaciones entre microbios y organismos de
orden mas elevado, la receplividad de estos ultimos no es la regla, sino
mas bien la excepeion. Frenle a unas docenas de gérmenes palogenos
conocidos existen innumerables especies saprofiticas ; ademas, entre las
especies patogenas, muy pocas lo son para clases enteras de animales
(bacilo del carbunco); las hay que solo son palégenas para algunas es-

pecies, y olras para una sola especie de animales. Asi ocurre que hay

enfermedades infecciosas del hombre intransmisibles a los animales
(paludismo), y, por otra parte, el hombre esinmune a cierlas enferme-

.dades de animales (peste del ganado vacuno). Ya en el capitulo an-

terior expusimos que la causa determinante del efecto palogeno de
los gérmenes radica en que lleguen a reproducirse dentro del organismo
invadido. Con esta cuestion se relaciona la del destino de los agenles
morbosos cuando penelran en un organismo inmune. Se han hecho ex-
periencias sobre eslo, y siempre con el resultado de que en el breve
‘plazo de unas horas habian perecido los microorganismos introducidos
en cantidades considerables en el aparalo circulatorio o en las cavida-
des organicas de un animal inmune ; los gérmenes son destruidos por
los liquidos organicos (1), o aprisionados por los leucocilos y olras c¢-
lulas, especialmente las del bazo y medula osea, donde son victimas de
Ja actividad digestiva de las células. Por eso se ha llamado a ¢éstas fa-

(1) También, fuera del organismo, tiene el suero de la sangre una accion
mortal sobre las baclerias mezeladas con ¢l, accion que ofrece diversos grados
segin las distintas especies, sin embargo de lo cual no existe un acuerdo riguroso
‘entre el efecto bactericida in vilro y la inmunidad con relacion a la misma x?s'pccic
e¢nsayada en animales ; esto indica que las substancias en disolucion (alexina .wgl'm
l'ﬁl'(:‘ll.\"l-ill) que toman parle en el efecto baclericida del suero sanguineo ’n‘() son
los Gmicos factores ue determinan la inmunidad natural. B '



