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CLASIFICACION DE TIPOS DE BACILOS DE KOCH
AISLADOS DE ESPUTOS HUMANOS

POR: LOS

Dres. A. R. Arena, R. Schwariz y Abel Cetré,n_g'olo M

Instituto de Tisiologia de la Univermdad N. de Cérdoba (B. Argentina)

Lia 1mvestigacién se realizd en 41 esputos, bacteriosgépicamen-
te positivos, por siembras en los medios nutritivos de Lowensten,
Petragnani glicerina y Petragnani cera, ¥ por inoculaciones de
lIos cultivos de primer o de segundo transplante en conejos y co-
bayos.

Lia canfidad de esputos utilizada para cada caso fué de un
¢ ¢, que después de una breve agitacién en frascos con municio-
nes de vidro, se tratdé por 10 ¢ ¢. de 4cido sulfdrico al 5 %, du-
rante 20 minutos a 37° centigrados Kl sedimente obtenido por
centrifugacidn Toé lavade y emulgionado de nuevo en 10 ¢. ¢ de
agua destilada esterl.

El sedimento de los primeros 11 esputos asi tratados, se sem-
bré directamente. Para Jos restantes, la emulsién fué pasada a
través de 2 papeles de filtro, con el objeto de obtener colonias
criginadas por el menor nlmero de hacilos posible, (método de
disociacién de Petroff) . El volumen seimbrado en todes los easos
fué de un décimo de ¢. c. A

(1) Este trabsjo fué comenzado con el Ex-Jefe de Laboratorio Sr. Carlos
Voegos. '
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Lag inoculaciones €n conejos de lo§ primeros cultivos se hi-
eieron con un mi’ligi‘amo {peso hémredo), por via subcutinea, un
déeimo v un cendésimo de milfgramo endovenoss y un mllesnno de
miligramo en la cdmara anterior del ojo. Por falta de nitero su-
ficiente de jaulas y porque a nuestro Juiclo creeinos gue Ppresta
wtilidad suficienite para dosar la viruleneia del bacilo. de Koch en
eonejos la inceulacién oeular, utilizameos Posteriormente esta via
con la eantidad de un wilésimo de miligramo.

Las inoculaeiones en cobayos fueron realizadas con medio mii-
ligramo por via subcutanea. l

Lios resultados de las siembras fueron los siguientes.

posttivos negativos
Libwenstein 40 1
Petragnani-glicer. 36 5
Petragnari cera 26 15
y el grado de desarrollo, (*) en:

Gl
Ljwenstemn 27 7 6
Petragnani gheer - a6 10 6
Yetragnant cera 11 9 6

Kl imnedio nutritive de Petragnam gera, ha &1&0 aconsejado por
su awtor para la diferenciaeisin del bacile tipo humane y bovino.
(") teniendo en eunenta el hecho eonecido del poder mhibiterie que
ejerce la glicerina, sobre et desarrollo en los eultivos de este wlti-
mo. Pero acabamos de ver, gue un elevado porciento de bacilos
de origen humano, cultivan en los medios en que la gheerina ha
sido re&mpﬂ&zada por la eera, eomportindose estos en los medios
glicerinades, eome Jo eonsignamos en ¢l evadro gue sigue:

(- £) =L eulfive abundante; 4~ enftive diserele; - eultivo eseaso
(1l a 6 eolonigs) ..

{37 Boll. del I. 8, Milanesse, 1931, wvol. 10, fase. 9, pig. 55.
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Grado de desarrolic de-las 26 cepas que cultivaron
en Petragmani cera.

Petragnani cera las mismas cepas e

7 i

‘Petragnani ng‘rg:e_riﬁé. - ' Litwenstein
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Ninguna delas cepas que cultivi abundantemente eh el me-
dig egn cera Ppresentd las demas earacterlstmas correspondlentes
a los ba.eﬂos tipo bovine. .

Los earacteres morfologleos de las colonias en general, corres-
ponrileron a Jox de las Namadas vama,ntes intermedias entre las
Tugosas ¥ las lisas, es deeir, entre la “R”’, é4spera, de bordes si-
nuosos, §ea y diffeiimente emulsionable v la 8% pequena se-
miesférica, de superficie ligd, brillante, nacarada, de féeil - emul-
s16m. ; ' o

Entre las colonias de tipe interniedio, hemos visto en repeti-
das eportunidades, algunas que se disponen en forma de pequefias
roscas, blancas, hrillaiites v de superfmie liga macrose@plcamente,
en la que con lupa se percibe wn fing puntiflade. -

Respecto al pigmento de los cultivos, al que también se asiz-
na cierta importanecia para la clasﬁlcaelon de tlpos de bacilos, he-
mos obsarvado que. la.mayor 0. me‘non intensidad del tiismio, en
cepas de baeilos tipo humano, depende del medio nutritivo en que
se cultiva, asi, es mis marcado en Petragnani glicerina que en
Lowenstein, még aun -Qn; Petragnani éera y mucho fmenbs cuando,
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¢l medio nutritivo es a base de agar y sin el agregado de colo-
rantes. '

Las inoculaciones reahzadas por via subeutines, que corres-
poadieron & 11 cepas solamente, una demostrd ser muy virnlenta
para el conejo, en el que determing la miuerte, antes de los 60
dias por tuberculosis generalizada eon lesiones renales. Este po-
der patbgeno comeidit en log animales de Ja misme especie, inyec-
tados por otras *v.ias. En ¢l cultivo predominaron las colomias li-
sas, que desarrollaron con mdés abundancia en el medio gliceri-
nado de Lidwenstein

" Con Ta toeulacién en la cAmara anterior del ojo del conejo
{incluyendo la anterior), 4 cultivos determindron lesiones progre-
sivag oculares, pulmonares y hepdticas, ocasionando la muerte de
Fog amimales antes de los 60 dias, diez y siete provocaron lesio-
nes intensas en el ojo (hipopion} v los cenejos fueron sacrifica-
dos entre los 70 v 80 dias, denotando la autopsia lesiones menos
craves en higado y pulmones, y en diez y ocho, las leswones oéu:
lares 1o tuvieron tendericia progresiva. Los animales sacrifieados
también entre los 70 v 80 dias sélo mostraron en la neeropsia le-
giones minimiay (escasos nodulitos en higado y pulmén). Dos ob-
gervaciones Se perdieron por muerte prematura debida a enfer-
medades intereurrentes.

De los 4 cultivos gue manifestaron alto grado de virulencia
para el conejo, en unc, como hemos dicho, predommaba el fipo
de colonias lisas y en los otros 3, colomias de aspecto interme-
dio, todog eultivaron eugénicaments desde un prineipio, en log
medios sheermados. De los 17, cuyo grado de virulencia lo Ba-
maremes intermedio, 16 desarrollaron en Liwenstein, 15 em Pes
tragnant glicerina y 10 en Petragnami eera, v por tdltimo, de Jos
18, con egeasa virulencia para el eonejo, 15 desarrollaron por
1gual en los medios glicerinados ¥ 12 en el de Petragnani cera.

Vemte y wete cepas mataron a log cobayos antes de los 60
dias, habrendo 15 determinado tubereculosis generalizada, de las
euales 14 habian dado cultivo eugdnico en Liwensteln v Petrag-
nani gheerma v 8 en Petragnani cera. Las 12 restantes provoea-
ron la niverte en los amimales por tubereulosis atipiea, congeéstion
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pulmonar, eon derrame seroso o caguexia v desarrollaron en for-
ma semejante en log 3 medios nutritivos.

Los ¢obayos saerificados después de los 70 dias, correspon-
diercn a 1'2 cepas. En 11 de ellos se encontrd tuberculosis gene-
ralizada. Los cultivos originales fueron abundantes todes en Lo-
wenstemn, 9 en Petragnani glicerina y 7 en Petragnani cera; y en
uno gue presentd tuberculosis atipica de Calmette- Valtis, fué
inoeulado con un eultivo que desarrolld abund:antemente en los
tres medios. '

El examen comparativo del poder patdégeno de las mismas
cepas, entre congjos y cobayos, con referencia al eultivo en los
diferentes medios, nos ha demosirado que existen grandes varia-
ciones, asi, de lag bacterias que ocasionaron la muerte del conejo
antes de los 60 dias, una, que correspondié a la de las colonias
lisas, cuvo eultivo fué més abundante en log medios glicerinados,
determind la muerte del cobayo en 16 dias sin lesiones tipicas (%),
otra, cuyo cultivo fué “‘engénico’” en los 3 medios, provoes la
" muerte de los cobayos sin lesiones macrogedpicas de 'tubereulgs_is‘;
la tercera, que desarrolld mejor en el medio de Lowenstein, matd
a los eobayos por tﬁberculo_sis generalizada en 27 diag y la cuarta
tuvo el mismo efecto en 52 dias, siendo su guliivo fambién mis
abundaute en log medios glicermados .

Enire los 17 eultivos gque heines Hamade de viruleneia inter-
media para ¢l conejo, 7 originaron la muerte en los eobayos antes
de los 60 dias por tuberculosis gereralizada, de los que 6 tu-
vieron predileceién por los medios ghoermados y uno, gue no culs
tivé ¢n 'Lo‘wenstein', lo hizo en feorma disgénica en log des de
Petragnani, conservando esta caracteristica en les transplantes
¥ el tipo de colonia que presentd estd cepa también correspondid
a la interinedia; b proveearon la muerte de los cobayos, también
en el mismo Eérmano, con lesioney atipicas, congestién pulmonar
¥ derrames serosos o caquexia, desarrollando 4 en los 3 medios
vy el quinto no ofrecid enltaivo en el de Petragnani y los filtimos

(4} Su inoculacién endovenosa, en gallinas, no demostrd ser patégena pa-
(%5 i 1 y H patog
ra este animal.
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5, euyos cobayos fueron sacrificados después de¢ los 70 digs, en
4 provocaron lesiones tuberculasas y en umo lesiones atipicas.
Los cultivos habian desarrollado bién en los medios eon glicering
¥ no asi en los con cera, en los que cultivaron escasgmente sdlo 2
de estas cepas.

Entre las 18 cepas que manifestaron peea virulencia para el
conejo, S mataron al eobayo por tuberculosis en menos de 60 diag
v desarrollaron preferextemente en los medips con glicerina, aun-
que 3 lo hicieron de 1gual manera en los con cera; 8, euyos co-
bayos fueron sacrifieados después de los 70 dias, entre los eqales
se enconird 6 con lesiones tuberculosas y dos eon lesiones atipi-
cas, todas habian ofrecido buen desarrollo en los tres medios. (%)

En resumen, de 41 cultivos estudiados, obtuvimos uno, que
a pesar Jde no ser ““disgonico’” en los medios glicerinados, pre-
gentd las demas caracteristicas del baeilo tipo bovino, 3, también
“eugbnicos’’, ofrecieron caracteres en sus cultivos y de virulen-
cia, corrvespondientes a los “tipos intermedios’; 17 considerados
pér nosotros de viruleneia intermedia para el conejo, que ade-
més de ser eugdnicos en los medios glicerinados, lo fueron tam-
bién en una elevada proporcidn en el medio de Petragnani cera,
¥ 18 gne presentaron escasa virulencia para el conejo por via oeu-
lar ¥ que también eultivaron en forma eugbnica en una buena
proporcidn, determinaron sin embargo la muerte del eobayo, an-
tes de los 60 dias, por tuberculosis generalizada, aproximadamen-
te en la mitad de los casos .

Lias observaciones recogidas en este trabajo nos permiten in-
ferir que:

La virnleneia para el conejo o el cobayo, de los bacilos de
Koch, aisfados de esputos humanos, se relaciona més hien con el
tipo de eclonia que predomina en log cultivos, que con su eariecter
eugénice o disgémico en log medios con glicerina o con cera .

Las cepas que no denotaron ser muy virulentas para el co-
nejo, no ge eomportan de ignal manera en el eobayo

{(5) 2 olservaclones se perdieron por ne haberse practicado la mnecropsia
debido a ja muezte de los animales & los 2 dias de inoculados.
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Entre los cobayos imoculados con los cultivos que desarrolla-
ron ‘‘engduicamente™ en log tres medios, una buena cantidad mu-
rié por congestion pulmonar con derrames serosos, caguexia o tu-
berculosis atiplea. .

El cardcter ‘‘disgbniec’’ de los bacilos tubereulosos; obtenidos
con leglones Dovirias, no ha sido eomprobado por nosotres en el
procedente de esputo humano gue presenté todos los demds ea-
racteres del Mycobacterium Tuberenlogis Bovis:

En Jot esputos humanos existen cepad que prefieren el me-
di de Petragnani, siendo por esta razén, que aunque el medio
de Tbwenstein demuestre en eonjunto superioridad sobre los de-
mas (975 %), nosotros aconsejamos para cida investigacidn el
mso de los tres. '





