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ADVERTENCIA

Este trabajo, es una recopilacion de las formu-
las y procedimientos mas sencillos, mas practicos
y ciertos de bacteriologia, expuestos en forma
clara, para que puedan comprenderlo los no habi-
tuados & la practica del laboratorio, y para que
puedan consultarlo con rapidez quienes lo nece-
siten.

La hacteriologia es un poderoso auxiliar de la
clinica, y hoy no es perdonable que el clinico des-
conozca medios de diagnostico tan utiles como los
que le ofrece el laboratorio.

Por lo demas, la unica pretension que tiene
este trabajo, es solo la de ser de utilidad.

de
Veterinaria (&{“’
Rancy oL I
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LOS MICROBIOS

Son gérmenes monocelulares sin nicleo, for-
mados por un protoplasma contractil y una envol-
tura. La composicion de los microbios es la de
todas las células vivas, a saber: materias organicas
nitrogenadas y no nitrogenadas, y sales minerales.

Como seres que poseen vitalidad, los microbios
nacen, crecen, se reproducen, se nutren, segregan,
escretan y mueren. Todas estas funciones estan
sujetas a grandes variaciones, susceptibles de ser
modificadas a voluntad del experimentador.

Por la forma de los microbios no siempre puede
precisarse la especificidad del gérmen, porque el
aspecto morfolégico de un microorganismo no es
un caracter absoluto ni constante ya que esta en
condiciones de sufrir modificaciones, en su forma
vy dimensiones.

No obstante, ¢s conveniente hacer una clasifica-
cion de las formas microbianas hasada en los ca-
racteres objetivos : '

Se conocen con el nombre de cocus cuando se
presentan en forma de granitos sueltos o aislados.
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diplococus, cuando uno de estos granitos esta unido
4 otro; estreptococos, si se unen varios y forman
como una cadenilla; estafilococos, caando estos
granitos se unen afectando la forma de un racimo;
bacterias si ofrecen cl aspecto de un bastoncito
corto ovoideo ; bacilos, si son cilindricos; vibriones
si tienen el aspecto de una virgula 6 de una S.,
espirilos, cuando se presentan en forma espiral con
pocas vyueltas y muy proximas, y espiroquetes,
cuando no obstante de afectar la forma espiral,
las vueltas son menos numerosas y mas separadas.
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ESTERILIZACION

Del aire, del suelo, del polvo, etc., se despren—
den continuamente gérmenes que infectan los
objetos, y hay que procurar, a todo trance, la des-
truceion de los gérmenes gue podrian contener
los utensilios que han de servir para cultivar los
microbios. Si no fuera asi, nos expondriamos a
cultivar, en un mismo medio, gérmenes diferentes
que podrian motivar dudas é inexactitudes con
perjuicio de la precision del diagnostico bacterio-
logico. Por lo tanto, es necesario esterilizar todo lo
que debe servir para el cultivo de los microbios.

Esterilizar quiere decir destruir los microbios.
La esterilizaciéon se consigue por procedimientos
fisicos (calor, filtracion), 0 quimicos (empleo de
antisépticos). :

Los procedimientos mas sencillos de esteriliza—
cion son: 1.° por el calor seco, y 2.° por el calor
himedo. Para esterilizar los objetos por el ca-
lor seco, cuando su naturaleza lo consiente, lo
mejor es calentarlos al rojo, pasandolos por la
llama del gas de un mechero Bunsen,
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La esterilizacion de” los utensilios de cristal,
vidrio, porcelana, eteétera, se consigue sometién-—
dolos, por espacio de treinta minutos, a la tempe-
ratura de 180°, en el horno de Pasteur 6 en el de
Chantemesse. El primero de estos aparatos esteri-
lizadores es el mas usado. Y consiste en un cilindro
de plancha, de doble pared, calentado por un
mechero grande de gas colocado en la parte infe-
rior del horno. En el interior del cilindro hay un
cesto para recibir los objetos (ue tengamos que
esterilizar. La parte superior, se cubre con una
tapadera, en la que hay un agujero por el que sale
un termometro de los de mercurio, que puede
marcar hasta 200°. De la parte lateral 6 inferior
sale un tuho que sirve de chimenes para dar salida
al aire caliente. Antes de esterilizar los objetos,
hay que lavarlos con agua abundante, porque de
no hacerlo asi, quedarian en ollos substancias
organicas que, carbonizandose, los ensuciarian.,

Para evitar que el aumento hrusco de tempera-
tura rompa los objetos, es necesario que antes de
colocarlos en el horno estén bien secos. Los tubos,
frascos, matraces, etc., se tapan con papel 6 algo-
don por sus hocas, Yy en esta disposicion es como
se llevan al esterilizador. s buena costumbre la
de colocar uno 6 dos ladrillos refractarios en el
fondo del horno, porque asi se evita la carboniza-
cion del papel y del algodén. La practica en el ma—
nejo del horno de Pasteur ensena, que cuando
estas substancias adquieren un color moreno obs-
curo, la temperatura llega 4 180°. Del esterilizador,
no deben sacarse los objetos hasta que se hayan
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enfriado, pues de lo contrario, la diferencia de
temperatura del horno con la del ambiente, haria
que se rompieran. El esterilizador de Chantemesse
tiene la forma de un armario y funciona como el
horno de Pasteur.

Para esterilizar los objetos por el calor humedo
pueden usarse tres procedimientos: 1.7 Calenta-
miento en el agua 6 vapor & 100°. 2.° Calentamiento
en el vapor 4 presion. 3.° Calentamiento disconti-
nuo & haja temperatura. Bl primero de estos
procedimientos no es muy bueno porque no mata
todos los gérmenes, aun cuando la temperatura
obre algtin tiempo sobre ellos.

La esterilizacion por el vapor a presion, se
emplea para el agua, substancias de cultivo, jerin-
aas, objetos de cauch, etc., y basta que los objetos
permanezean veinte minutos en el vapor a 115°
para que casi siempre queden del todo esterili-
zados.

Para la aplicacion de este procedimiento se usa
un aparato especial conocido con el nombre de
autoclave de Chamberland. No es otra cosa que
una marmita de cobre en cuyo fondo se deposita
agua destilada que ha de generar el vapor. Dentro
de la marmita hay un cesto de alambre en el que
se colocan los ohjetos que queramos esterilizar,
sin que el agua llegue & tocarla cesta. La marmita
se tapa con una tapadera mdvil de hronce que se
ajusta a las paredes de la boca del aparato por
medio de varios tornillos. En la tapadera va mon-
tado un manoémetro que indica la presion del
vapor, una valvula de seguridad y un tubo provisto




S0 o

de una llave para dar salida al vapor. Debajo de la
‘marmita va un mechero compuesto de diez 6 doce
tubos para calentar el autoclave.

Para hacer funcionar el aparato, se comienza
por quitar la tapadera y echar agua, colocando &
continuacion el cesto con las vasijas, tubos, etc.,
que hayan de esterilizarse. Se atornilla la tapa-
dera, se abre la llave que ha de dar salida al vapor,
y se enciende el mechero. Al poco rato comienza @
salir el vapor por la llave abierta, siendo nece-
sario cerrarla, porque, de lo contrario, la tempera-
tura no pasaria de 100°, y el autoclave funcionaria
como una estufa de vapor. Cerrando la llave au-
menta la presion a 110° y & 120°. Al caho de una
hora, como maximum, se apaga el mechero y se da
salida al vapor poco & poco y de tiempo en tiempo.
Téngase la precaucién de no quitar la tapadera
antes de haber abierto la llave de escape del vapor,
porque, de lo contrario, €l operador podria que-
marse. No prolongar la operacién de esterilizar
mas de una hora, porque el autoclave quedaria
sin agua.

El calentamiento discontinuo 4 baja tempera-
tura, llamado método de Tyndall, esta basado en
someter los objetos 4 una misma temperatura en
varias horas de intervalo (24 horas) y durante
algunos dias. Por la influencia repetida del calor,
los gérmenes atenagan progresivamente su resis-
tencia y se consigue la esterilizacion.

Este procedimiento sélo es aplicable 4 deter—
minados medios que no pueden ser sometidos &
lemperaturas muy altas, porque se alterarian.
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Tal ocurre con el suero. La temperatuaa del
método de esterilizacion discontinua es de 55 a 60°.

Si tratamos de obtener la esterilizacion de al-
gunos liquidos, por filtracion, tendremos ¢ue ser-
virnos de unos aparatos que tienen unos poros muy
pequenos, y que se conocen con el nombre de
bujias porque afectan osta forma. Hay dos modelos
de bujias de Chamberland: uno es el modelo F que
se utiliza para filtraciones corrientes y por aspi-
racion, el otro es el modelo B, usado para filtrar a
presidn. Este ultimo es menos permeable y se usa
para impedir el paso a los microbios muy te-
nues, tales como los de la peripneumonia, fiebre
aftosa y horse-sickners, pertenecientes al grupo de
los llamados invisibles 6 ultra microseopicos.




LOS MEDIOS DE CULTIVO

Ya se ha dicho que los microbios, como todas
las células vivas, estan compuestos de materias
organicas nitrogenadas y no nitrogenados y sales
minerales. Por 1o mismo, para que puedan vivir,
nutrirse y crecer, hay (ue proporcionarles estas
tres clases de substancias, las que podemos obhte-
ner de los tejidos animales ¢ vegetales, por medio
de maceraciones, infusiones, caldos, ¢ soluciones
alcalinas & las que se afiade un cuerpo hidro-
carbonado.

Los medios de cultivo de los mierohios, pueden
ser liquidos y sélidos.

Entre los primeros el mas importante es el cal-
do de buey peptonizado, y es el que con mayor
frecuencia se emplea en los lahoratorios. Se pre-
para del modo siguiente :

Témense 500 gramos de carne de buey magra,
desprovista de las partes tendinosas Y aponeurdti-
cas, hagase picadillo y pongase en maceracion en
1,000 gramos de agua {ria durante seis 6 doce ho-
ras. Al cabo de este tiempo, se pone a fuego lento
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en una cacerola esmaltada y se remueve constan-
temente con una espatula. Procurese que hierva
despacio, y que la ebullicion dure diez minutos.
[lchese en una rodilla recia y limpia con objeto de
filtrarlo y exprimase el residuo que queda, apro-
vechando el liquido que de ella resulta. Filtrese
con un papel de filtro recio previamente mojado
con objeto de retener en él la grasa. Una vez fil-
trado, echarlo en otra cacerola esmaltada y afiadir
un gramo 6 gramo y medio de peptona, medio de
sal comiin y uno de fosfato de sosa por cada 100
centimetros cuibicos de caldo. Hagase hervir y agi-
tese para facilitar la disolucion de la peptona.
Como quiera que el caldo resulta muy acido, hay
que neutralizarlo, pues no debe olvidarse que las
hacterias se desarrollan mejor en un medio neu-
{ro 6 ligeramente alcalino y que la acidez dificulta
la germinacion. Para conseguir la neutralizacion,
se usa una solucion concentrada de sosa caustica
6 de hicarbonato de sosa, que va echandose en el
. caldo por medio de una pipeta, teniendo cuidado
de comprobar & menudo con el papel de tornasol,
la reaccion del liquido. Asi que el papel enrojeci-
do antes por la acidez adquiere un color ligera-
mente azulado al echar sobre él una gota de caldo,
no debe afiadirse mas solucion alcalina. No se ol-
vide que la alcalinizacion del caldo, es el tiempo
mas delicado de su preparacion, puesto que la
cantidad de solucion alcalina que hay que anadir
varia seglin las diferentes clases de carne que se
emplea y, por lo mismo, hay que proceder por
tanteo.
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Una vez conseguido la neutralizacion del caldo,
se echa éste en un matraz de vidrio y se lleva al
autoclave & una temperatura de 115° durante cinco
minutos. Después se retira del autoclave y en ca-
liente se filtra otra vez con papel de filtro mojado
para que retenga los gramos de fosfatos térreos y
resulte el caldo absolutamente limpido. Terminada
esta operacion se reparte en los matraces que han
de servir para los cultivos y se lleva al esterili-
zador. ;

Cuando se quiere conservar el caldo por mucho
tiempo, se pone en un matraz grande tapado con
huata 6 cerrado 4 Ia lampara. Para repartir el
caldo en los matraces 6 en los tuhos, conviene uti-
lizar un embudo con objeto de no mojar el cue-
llo de estos recipientes, pues de lo contrario el al-
godon 6 huata, que sirve para tapar los frascos ¢
tubos, se adhiere fuertemente y dificulta la aper-
tura.
~ La preparacion del caldo de ternera se hace
igual que la descrita para el caldo de'buey, ylo.
mismo hay que decir para la del caldo de gallina.

El caldo glicerinado no es otra cosa que caldo
de buey, al que se anade, antes de repartirlo en los
tubos, un 5 por 100 de glicerina pura.

El caldosuero se obtiene anadiendo a los tubos
de caldo ordinario, la mitad, el tercio 6 el cuarto
de suero sanguineo o de liquido aristico recogidos
puros.

La leche figura también entre los medios liqui-
dos de cultivo Pero no se utiliza con mucha fre-
cuencia y lo mismo podemos decir de la orina.
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Los medios de cultivo solidos se preparan ana-
diendo al caldo de buey substancias transparen—
tes que se solidifican & la temperatura ordinaria.
Pueden ser 4 hase de gelatina, de agar-agar, o al-
huminosos ( suero sanguineo, clara de huevo ).

Si se utiliza la gelatina, es preferible queseadela
llamada extrafina, quese expeénde en loscomercios
en forma de placas muy delgadas. La gelatina or—
dinaria pierde la propiedad de solidificarse cuando
ha sido sometida a la temperatura de 102 a 105"
Como quiera que la gelatina es muy acida, con-
viene neutralizarla, no pasando de una reaccion
neutra ¢ débilmente alcalina, porque la gelatina
que ha sido calentada en contacto de un alcali no
vuelve a solidificarse.

Los medios de cultivo & base de gelatina se li-
cuan a 25 y s6lo pueden utilizarse para cultivos
queno rebasen una temperatura de 20 a 23"

He aqui el modo de preparar la gelatina para los
cultivos: Macerar 500 gramos de carne magra.
buey en 1,000 de agua, cocerla, exprimirla y filtrar-
la en caliente. Anadir & este caldo :

Peptona Chapoteaut. . . 10 gramos

Sal comun R D »
Gelatina extra. . . . . 800100 gramos.

Segin la temperatura de la estacion conviene
anadir al caldo mas 0 menos gelatina (8 por 100 en
invierno, 15 por 100 en verano ).

Caliéntese todo en una cacerola y agitese conti-
nuamente para evitar que la gelatina se coagule en
el fondo, haciéndolo hervir una vez disuelta, por es-

2




e e

pacio de tres minutos. Llévese el autoclave a 115°
cinco minutos y filtrese al sacarla de él en caliente
por medio de un embudo de los llamados para fil-
trar en caliente. Del filtro se coloca en los tubos
en una cantidad de 10 &4 15 centimetros cubicos por
cada tubo. Si el medio resulta perfectamente trans-
parente es prueba de que ha sido bien preparado.
Conviene conservar los tuhos “de gelatina en un
paraje lo mas fresco posible, una vez esterilizados
Y tapados con huata 6 algodon.

El agar-agar 6 cola del Japon es una substancia
que procede de una alga que se cria en el Océano
indio y se presenta en el comercio en forma de I~
minas secas y fibrilares, y tiene la propiedad de
formar cuando se cuece en el agua, coagulos que
soportan temperaturas inferiores a 60° Y superio-
res a 25°. Se prepara del modo siguiente :

A 100 gramos de caldo de buey se afiaden 2 de
agar-agar cortado en pequenios trozos. Pero antes,
hay que remojarlo en agua fria durante una 6 dos
horas y exprimirlo en un pafio. Cuando se pone en
el caldo,se lleva todo(caldo Y agar-agar)a una tem
peratura de 100° removiéndolo hasta que el agar se
disuelva del todo. Comprobhar la reaccion Yy procu-
rar que sea neutra 6 ligeramente alcalina, porque
si se calienta en un medio acido el agar-agar se
convierte en azucar. Déjese enfriar 4 55 6 60° Y ana-
dese una clara de huevo hatida y diluida en 100
gramos de agua, y mezclarlo bien. Llévese esta
mezcla al autoclave 4 120° durante una hora. Con
esto conseguimos que la albimina de la clara del
huevo se coagule y precipite con ella las impure-
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zas que el agar-agar lleva. Saquese del autoclave,
¢chese sobre un papel de filtro puesto en un em-
budo y mojado previamente.

La filtracion debe hacerse en caliente y es muy
lenta. El agar filtrado se recoge en un recipiente
caliente y desde éste, se reparte & los tubos en can-
tidad de 8 4 10 centimetros cubicos por cada tubo
operando aprisa para que no se solidifique.

Paraladistribucion del agar-agar en los tubos hay
que utilizar un embudo, pues no haciéndolo- asi,
es facil mojar la hoca de los mismos y hacer que
el algodon se pegue y dificulte el poderlos destapar
cuando hayamos de servirnos de ellos. Mientras
los tubos permanecen calientes, hay que ponerlos
en un plano inclinado con objeto de que el agar-
agar quede solidificado oblicuamente. Los tubos
deben permanecer inclinados durante treinta y
seis horas.

La dificultad mayor que se observa en la prepa-
sacion de agar-agar, consiste en la filtracion, en
extremo lenta.

Para facilitarla antes de anadirlo al caldo se
aconseja la maceracion del agar-agar en una solu-
cionde acido clorhidrico al 6 por100, por espacio de
veinticuatro horas. Al cabo de este tiempo se lava
ol agar-agar en agua abundante yse le bana con una
solucion de amoniaco al b por 100. Preparado asi,
tiene la desventaja de que no se adhiere mucho a
los tubos que han de contenerlo.

El suero sanguineo es otro medio utilizado en
Jos lahoratorios para el cultivo de ciertos micro-
bios que s6lo crecen en ¢l, tal ocurre por ejemplo
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con el bacilo de la tuberculosis. Veamos el modo
de preparlo : Recojase, en un vaso ancho, sangre
de buey, y, sin agitarla, déjese coagular. Déjese en
un paraje fresco ¢ camara frigorifica durante
veinticuatro horas. Se aspira por medio de una pi-
peta el suero en que nada el coagulo y se reparte
en tubos 6 matraces esterilizados y tapados con
algodon.

La esterilizacion del suero debe hacerse por el
metodo discontinuo sometiendo los tubos & la tem-
peratura de 56 a 58° durante una hora cada dia y
por espacio de ocho 6 diez dias. Para que se solidi-
fique el suero, se dejan los tubos en posicion in-
clinada durante varias horas a la temperatura de
65 0 68°. Téngase cuidado de que no llegue nunca

a 70° porque en este caso la albimina se coagula-
ria y el suero adquiriria un color lechoso en vez
del ambarino que debe tener para el uso de los
cultivos.

sl i e g
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SIEMBRA
DE LOS MICROBIOS AEROBIOS

Todos los utensilios destinados para la siembra
y cultivo de los microbios aerobios deben estar al
abrigo de lo que pudiera infectarlos. Para sem-
brar, hay que tomar la semilla con un instrumento
estéril con objeto de llevarla pura al medio de cul-
tivo. Conviene, pues, que los instrumentos que nos
han de servir para sembrar (pipetas, agujas de
platino, capilares), hayan sido pasados por la
llama del gas, cuidando de no introducirlos en el
cultivo inmediatamente, sino hasta que se enfrien
y no olvidando de volverlos 4 pasar por la misma
llama después de habernos servido de ellos, para
destruir los gérmenes que llevan adheridos y que
podrian ser peligrosos para el manipulador.

Los instrumentos de siembra se hacen por 1o ge-
neral en el mismo laboratorio.

La pipeta de Pasteur consiste en un tubo de vi-
drio de 20 4 25 centimetros de largo, y de 6 6 7 mi-
limetros de diametro, afilado y cerrado por un
extremo y abierto por el otro que acostumbra a
cerrarse con un tapon de huata 6 algodon.




Cuando tengamos que servirnos de una pipeta,
romperemos la punta con los dedos ¢ con unas
pinzas, y acto seguido la, pasaremos por la llama
del gas para esterilizarla. Hecho esto, la introdu-
ciremos en el matraz (si el medio de donde tenga-
mos que tomar la semilla es liquido ), Y por capi-
laridad ira ascendiendo el liquido, 6 sino aspirare-
mos con la boca, teniendo la precaucion de que el
liquido del cultivo no llegue nunca 4 tocar el tapon
de la pipeta. :

Acto seguido la llevaremos al medio que quera-
mos sembrar y dejaremos caer una 6 algunas go-
tas de liquido.

De todos los hilos metalicos. el de platino dehe
ser el preferido, porque no se oxida ni se altera.
Se acostumbra a clavarlo en un mango de vidrio
que de antemano se calienta al rojo, y en esta dis-
posicion podemos servirnos de 6l sin peligro de
quemarnos al pasarlo por la llama del gas 6 de la
lampara. No obstante, el hilo de platino tiene el in-
conveniente de ser muy flexible y de torcerse, cosa
inconveniente, cuando haya de tomarse semilla
de los cultivos resistentes 6 duros. z

Los capilares son tubos de vidrio muy delgados
que se hacen en el mismo lahoratorio calentando
por el centro un pedazo de tubo de vidrio, y esti-
randolo moderadamente por los extremos con las
dos manos hasta conseguir tubos tan delgados
COmo queramos.

Las siembras pueden hacerse tomando la semi-
lla de un cultivo que ya tengamos de antemanc, 6
bien de una gota de sangre, pus, agua, polvo, etcé-




;“‘g‘_ i o

PR 2 o

S PR S e

saka

N AR AR AR b o e

— 23 —

tera. Bl modo de efectuar la siembra de los micro-
bios varia segin el medio de cultivo en que tenga
de hacerse. Si se trata de un medio liquido se to-
man con la mano izquierda el matraz 6 tubo que
contiene la semilla y otro esterilizado, se pasa la
abertura de ambos por la llama y se quitan los ta-
pones no tirando de ellos con los dedos, sino por
medio de un movimiento de rotacion. Conviene dar
4 los matraces 6 tubos una posicion horizontal 6
inclinada con objeto de evitar que caigan en ellos
particulas de polvo que a veces se desprenden del
techo y que los infectarian con gérmenes extraios
4 los que nos proponemos cultivar.

Con los dedos indice y medio de la mano dere
cha se toma el capilar, pipeta 6 hilo de platinoy se
pasa por la llama.

Asi que esta frio, se introduce rapidamente en el
matraz 6 tubo que contiene la semilla, procurando
que no toque los bordes de dichos recipientes, se
toma una gota y se sumerge en el otro y se retira
aprisa. Se tapa la boca del matraz O tubo sembra-
do y se pone una etiqueta que indica la clase de
cultivo y la fecha en que se ha hecho la siembra.
Si la siembra ha de hacerse en medios s6lidos pue-
de ser por estria y por picadura.

Para hacer la primera se siguen iguales indica-
ciones que para la siembra en medio liquido, con
la diferencia de que en lugar de sumergir el ins-

trumento que lleva la semilla y sacarlo rapida-
mente hay que frotar ligeramente la superficie del
medio de cultivo.

La siembra por picadura se hace tomando culti-
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‘ vo con el hilo de platino é introduciéndolo en ol
; medio, hasta que llegue & tocar el fondo del tubo
en posicion invertida.

Sembrados ya los medios de cultivo deberemos
¥ colocarlos & una temperatura constante y al abri-
2 go de la luz para que en ellos germinen los micro—
bios  Los hay que para su desarrollo necesitan
i temperaturas superiores 4 30°y otros que soélo se
cultivan bien 4 menos de 30°.

Para que el grado de calor sea siempre el mismo
se utilizan las estufas provistas de unos aparatos
llamados reguladores. Las estufas son unas cajas
metalicas de diferentes formas que se cierran me-
diante una puerta y que se calientan por el gas 6
electricidad. No conviene que las estufas estén ce-
rradas herméticamente, porque delo contrario. el
aire caliente se acumula en la parte superior y la
temperatura no es igual dentro de la estufa.

Cada dia deberan examinarse los cultivos una o
varias veces para ver si germinan ¥y apreciar los
caracteres de su desarrollo.

Al cabo de algin tiempo el cultivo pierde su vita-
lidad hasta desaparecer, y entonces no puede ser-
vir para fertilizar ningin medio de cultivo. Para
conservarla hay que sembrar los microbios con
frecuencia 6 bien impedir que el aire obre sobre
ellos. ;

i Si se quiere consecuir esto ultimo, opérese del
h modo siguiente:
|

==

e e

Tomese un caltivo en caldo en buenas condicio-
i nes de germinacion, y con una pipeta de Pasteur
se aspira hasta que llegue el liquido 4 la est PanNgu-

Rsineas
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lacion de la misma. En esta disposicion se lleva a
la llama del mechero, y asi que se enrojece se es—
tira de modo que quede cerrado por sus dos ex-
tremos, y en esta forma se lleva & un sitio obs-
curo.

Hemos dicho que las siembras se hacen con ob-
jeto de cultivar los gérmenes puros, y para conse-
guir esto, es preciso aislarlos. El aislamiento de
los microbios se hace por dilucién y diseminacion
6 aprovechando las propiedades biologicas del
microbio que queramos aislar.

Antes de practicar el aislamiento debe distin-
guirse si los microbios son aerobios ¢ anaerobios.
intretanto, veamos como se procede para aislar
los gérmenes aerobios.

El procedimiento mecanico de la dilucion se usa
hoy muy poco y consiste en lo siguiente : Si pre-
tendemos por ejemplo, aislar los mierobios que
contiene una gota de agua, la llevaremos a un
tubo que contenga diez centimetros cubicos de
caldo estéril ylo agitaremos para que se mezcle
bien. Los gérmenes de la gota de agua se han di-
luido con los diez centimetros de caldo, de mane-
ra, que cada gota de caldo llevara doscientas veces
menos gérmenes que la primitiva. Si echamos de
esta dilucion una gota & otro tubo y luego a otro,
llegaremos hasta la pureza del cultivo. Este proce-
dimiento es muy largo y pesado.

Koch lo hizo mas sencillo por medio de la dise-
minacion, con la ventaja de que puede utilizarse,
ora sembrando en un medio previamente licuado
6 en la superficie de un medio sdlido.

/




Supongamos que tratamos de aislar los gérine-
nes contenidos en una gota de agua. Para ello, lle-
vamos dicha gota & un tubo cuyo medio de cultivo
es la gelatina y la licuamos al bafio de maria, mez-
clandola & ella intimamente A continuacion echa-
mos la gelatina del tubo en una placa de vidrio y
la dejamos enfriar.

Los microbios se hallan diseminados en la gela-
tina de tal modo, que si llevamos la placa & la es-
estufa, cada microbic formara una colonia aislada
de las demas y constituida por individuos proce-
dentes del germen unico inicial y por lo tanto
puro. De esta suerte sera muy facil poderlos tomar
directamente de cada colonia y llevarlos 4 los otros
medios de cultivo que necesitemos.

No deben olvidarse las reglas siguientes :

1.* Antes de sembrar lagelatina licuada hay que
dejarla enfriar para no destruir los gérmenes.

2. Colocar las placas de abrigo del polvo at-
mosférico.

Las placas de Petri son las que mas se usan en
el laboratorio para la diseminacion de los micro-
bios en medios so6lidos. g

Hay que observar las placas cada dia y fijarse
en el desarrollo de las colonias, asi como en los
caracteres de las mismas. .

En cuanto 4 los métodos de aislamiento funda-
dos en las propiedades biolégicas de los microbios,
hay que decir que, unicamente echaremos mano
de ellos cuando se trate de investigar y aislar un
germen dado, aprovechando las propiedades hiold-
gicas conocidas de antemano para colocarle en las
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condiciones mas favorables para su germinacion y
crecimiento. Asi, por ejemplo, si se trata de micro-
hios aerobios le privaremos del oxigeno que nece-
sita y de esta suerte los eliminaremos de los
anaerobios.

También por el calor podemos librar a los gér-
menes de su coexistencia con otros.

Las bacterias no esporuladas mueren muy apri-
sa cuando se las pone en un medio liquido que
tenga una temperatura de 60°, mientras que los
microbios esporulados toleran durante muchos
minutos temperaturas de 80, 100 y hasta 105°.

Para separar una bhacteria esporulada de un me-
dio que contenga otras con esporos, hasta someter
la mezcla por espacio de algunos minutos a una
temperatura comprendida entre 80 y 105° y sem-
brar en un tubo de caldo.




CULTIVO
DE LOS GERMENES ANAEROBIOS

Algunos microbios son indiferentemente aero-
bios 6 anaerobios, otros solo germinan en un me-—
dio privado de oxigeno.

Los procedimientos para privar de aire los me-
dios de cultivo son : la ebullicion, la expulsion del
aire por un gas inerte, la absorcion del oxigeno
por un cuerpo oxidable, absorcion del oxigeno
por un cultivo aerobio y el empleo de maquinas
pneumaticas.

La ebulliciéon expulsa el gas en disolucion en
los liquidos, bastando que dure veinte ¢ treinta
minutos, enfriarlo aprisa y preservar el medio del
contacto del aire atmosférico.

También puede privarse de aire a4 un liguido,
haciendo pasar por él una corriente de gas inerte,
tal como el anhidrido earhénico, hidrogeno, nitro-
geno, etc. El mas preferible es el hidrogeno, por-
que se prepara facilmente y no perjudica & los mi-
crobios.

Cuando queramos privar el oxigeno de en medio
por absorcion podemos aprovechar la afinidad que
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para ¢l tienen algunas substancias. Se introduce el
tubo del cultivo dentro de otro mayor y en el fondo
de este ultimo se echa la solucion compuesta de:

Acido pirogallico . . ... 1giamo
Potasamalsalcoliolie e srescesl =)
ANomubzaieias o i s ) Gen T cl D

Se tapa el tubo grande con un tapén de cauchu
y se lleva & la estufa.

El profesor Dr. Turrd ha ideado un tubo univer-
salmente conocido en los laboratorios de bacterio-
logia, que tiene la ventaja de acelerar la absorcion
del oxigeno y-al mismo tiempo de poder observar
directamente el cultivo.

Legros recomienda que se eche en los medios de
cultivo una capa de aceite de vaselina, con el cual
se preserva a los cultivos del contacto del aire. En
el tubo que contiene el cultivo se vierte el aceite de
vaselina de manera que forme una capa de 5a 10
milimetros de espesor. La siembra se hace a tra-
vés de la capa de grasa que sobrenada.

En los medios solidos la siembra de los micro-
bios anaerobios puede hacerse tomando un tubo
de gelatina esterilizada y llevarla & la ebullicion
per espacio de varios minutos. Antes de la ebulli-
cion puede anadirse una solucion de sulfoindigo-
tato de potasa, que se decolora asi que los micro-
bios se desarrollan. Déjese enfriar la gelatina, y
cuando se haya solidificado, hagase la siembra por
picadura con el hilo de platino. Practicada la siem-
bra se sumerge el tubo de gelatina en agua fria y
con una pipeta de Pasteur se vierte en la superficie
de la getatina un poco de agar licuado para que
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asi se forme encima del cultivo un tapon que im-
pida el contacto del aire.

El tapon de agar puede substituirse afiadiendo al
medio de cultivo una substancia muy oxidable,
susceptible de absorber el oxigeno. He aqui la for-
mula de Liborius:

Agar ordinario . . . . . 1,000 gramos
Glucosa . 20 »
)l

Sulfoindigotato de poms-(‘t : 1

»
Se llenan los tubos de este medio se siembra

por picadura.




i S o AL o R

ey

it

T

4
5
g

Fadid

~sp

e

COLORACION DE LOS MICROBIOS

La coloracion de los microbios tiene gran impor-
tancia, no solo porque con ella podemos estudiar
las formas de los microhios sino también para diag-
nosticar las especies.

Pero no todos los gérmenes se dejan impresionar
del mismo modo por las materias colorantes, pues
los hay que se dejan tefiir facilmente y retienen el
color aun después de tratados por el alcohol, hay
otros que lo pierden facilmente después de sufrir
los efectos de esta ultima substancia, y hay, en fin,
otros que se les puede teflir con mucha dificultad.
Estos, en cambio, son muy dificiles de destenir.

Las materias colorantes de que nos servimos
para el teilido de los mierobios, han sido divididas
por Ehrlich en basicas y en dcidas.

Las primeras son aquellas cuyo principio colo-
rante es una hase combinada con un acido inco-
loro. Constituyen los verdaderos colorantes de los
microbios, siendo los mas frecuentemente usados
el eristal violeta, el violeta de genciana, la fucsina,
el violeta de metilo, el azul de metilo, ete.

En las materias colorantes acidas, el prineipio
colorante es un acido combinado con una base. Se




diferencian de los colorantes basicos en que no
tienen eleccion por los elementos que tinen, sino
que lo coloran todo indistintamente. De esta clase
son : la eosina, la fluorescina, la fucsina acida, el
picrocarmin, ete.

Para fijar y hacer mas rapida la coloracion de
los microbios, se emplean ademas los mordentes,
que a la vez se combinan con la materia colorante
y con el tejido 6 microbio que se quiera colorear.
Los mordentes que de ordinario se usan son: el
acido fénico, acético, tanino, yodo, hromo, bicloru-
ro de mercurio, potasa caustica, amoniaco, borato
de sosa, carbonato de amoniaco, etc., 6 bien una
mezcla de dos materias colorantes, de las que una
de ellas juega el papel de mordente.

En bacteriologia, las soluciones mordentes que
mas se usan son :

F'UCSINA FENICADA DE ZIEHL
Euesina rubina.: = ii= 1 gramo
Acastenicada i e i S )
Alcohol absoluto . . . 10 ce.
Agua destilada. . ... . 100:»

VIOLETA DE GENCIANA FENICADO
Violeta de genciana . . . 1 gramo
Acidosfenicoiss et tea e
Alcohol absoluto . . . . 10 ce.
Agua destliada, < . .. & 100 »

TuioNiNA FENICADA (Nicolle)
sEhiommaise #a s St (i50 ] ora o
Acrdosfenicons Fe sl 1)
Aleoholide 90%asais i i el ice
Agua destiladas, o 7 = 1000
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AZUL DE METILENO FENICADO (Kuhne)

Azul de metileno . . 15 4 2 gramos
eidoifenicor s e et 25

Alcohol absoluto . . . . 10cec.

Agua destilada . . . . . 100 »

La coloracién de los microbios puede hacerse
en vivo 6 bien en preparaciones desecadas. Por el
primero de estos dos modos se observa la movili-
dad de los gérmenes, y ello se consigue emplean”o
soluciones acuosas de vesubina, azul de quinolei-
na, verde de metilo, ete.

Para este examen se pone sobre el por‘taol)Jetos
una gota de cultivo, se coloca el cubreobjetos, y en
uno de sus hordes se echa una gota de la sglucion
acuosa colorante, que va penetrando por capilari-
dad hasta tenir los microbios.

Las preparaciones desecadas tienen la ventaja
de poder ser conservadas por mucho tiempo. He
aquila manera de hace: el teflido de una de dichas
preparaciones : echar una gota de cultivo sobre el
portaobjetos sujetado por su extremo con una pin-
za de Cornet 6 de madera y distender la.gota con
una varilla de vidrio 6 con un capilar. Desecar la
preparacion pasando con rapidez dos 0 tres veces
el portaohjetos por la llama de un mechero Bun-
sen. Viértase sobre el portaobjetos tres O cuatro
gotas de una mezcla de alcohol y éter (alcohol
50 cént. cub. y éter rectificado 50 cént. cib.) y dé-
jese evaporar. Echar dos 0 tres gotas de la solucion
colorante y dejarla en contacto un minuto. Lavar
la prepar‘acmn en agua, dejarla secary llevarla al
microscopio para su examens




COLORACGION POR EL METODO DE GRAM. — Hay mi-
erobios que si se tifien con un color basico de paré-
rosanilina en solucién en anilina, o fenicada, Y
acto 'seguido se hace obrar sobre la preparacion
un mordente especial 4 base de iodo, no se deco-
loran por.la acciéon de.los disolventes, tales como
el aleohol absoluto. En cambio, hay otros que tra-
tados por el mismo procedimiento, se decoloran
facilmente. e

De los gérmenes que se colorean se dice que to-
man el Gram, y cuando se decoloran se dice que
no lo toman. .El método de Gram sirve, ademas,
para diagnosticar las bacterias. !

La formula. del liquido de Gram es la siguiente;

Lol ie s s een s A 1 gramo
Ioduro potasico. 2

X . 5 » £
Agua destilada . ..« . 300 cént. cub

- ‘Aunque como decolorante, se emplea el‘alcohol
absoluto; puede substituirse no ohstante por el
aceite de anilina puro 6 por el alcohol acetona en
esta proporeion :
Aleohol absoluto., . . . . 5 partes
Acelonasii T s i st s

En resumen, para practicar el método de Gram
hay que preparar un portaobjetos, colorear, tratar
por la soluciéon iodurada, lavar, secar, tratar por
el alecohol, volverla a lavar y examinar la prepa-
racion al mieroscopio. :

No obstante de que el método anterior es de uso
mas corriente, hay otro -ideado por Claudius, que
ofrece todas las ventajas del Gram. Para el método




de Claudius se necesita : una soluciéon acuosa de
violeta de metilo al .1 por 100, 6 bien la soluciéon de
violeta de genciana fenicada y una solucién de
acido picrico en esta proporeion:
Solucion saturada de acido picrico 1 vol.
Agua destilada . S s e el




COLORACION DE LAS CAPSULAS
ESPOROS
Y FLAGELOS MICROBIANOS

Hay microbios que estan envueltos por una subs-
tancia brillante, hialina 4 1a que se ha dado el nom-
bre de capsula. Esta capsula puede verse si utilizas
mos ciertos modos de coloracion.

He aqui la manera de hacerlo : i

Tomese un portaohjetos, extiéndase en él una
pequenia porcién de. cultivo, y después de haber
fijado y secado la preparacion, colorearla con una,
gota de la siguien{e mezcla :

Acidoracelicai s i 1 gramo.
Solucién alcoholica de violeta

de‘genecianay o LA ICE
Agua destilada . . . . . . 100 gramos.

Déjese obrar sobre la preparacion por espacio de
un miuuto, y después de transcurrido este tiempo,
secarla y montarla en balsamo.

/

OHOH O S R

e



SR R

— 37 —

En cuanto & la coloracion de los esporos, no hay
que olvidar que el protoplasma de los mismos no
se impregna con tanta facilidad como el de las hae-
terias. Los esporos se hallan envueltos por una
membrana que resiste la penetracion de las subs-
tancias colorantes, corrientemente empleadas para
tefiir los microbios. ;

Hay métodos de coloracion que tifien el esporo y
el microbio de una manera uniforme, y hay otros
llamados de doble coloracién, que dan tinte dife-
rente al esporo y al microbio de tal modo, que-se
distingue mucho mejor que con los primeros.

Para tefiir un esporo por simple coloracion, se
prepara una laminilla con cultivo y se pasa ocho 0
diez veces por la llama de un mechero Bunsen,
teniendo cuidado de lhacerlo a distancia para no
carbonizar la preparacion:

Después de esto se colorea con el violeta fenicado
durante 15 6 30 minutos. Lavar la preparacion, se-
carla y montarla en balsamo. Los microbios y sus
esporos se ven de igual color.

El principio de la coloracion doble 6 de contras-
te, se basa en que los esporos se colorean con difi-
cultad, pero una vez tenidos conservan enérgica-
mente las substancias colorantes y resisten & las
que decoloran los bacilos.

Segtin Besson, uno de los procedimientos muy
recomendables consiste en hacer una preparacion,
secarla y fijarla, pasandola dos 6 tres veces por la
llama, y echar sobre dicha preparacion una gota
dé fiesina de Ziehl, calentandola hasta que pro-
duzca vapores y procurando que dure'la’ accién




del liguido caliente cinco minutos. Los esporos se
tifien de color rojo muy intenso. Lavar la prepara-
racion con agua y depositar una solucion de :

Acido nitrico puro. . . . . Una parte.
Agua destiladai s ©. = 0L RRas

Con_esta solucién los bacilos se destifien, pero
no los esporos.

Lavar la preparacion con aguaabundante yechar

- sobre la misma una gota de solucion hidroalcohd—
lica de azul de metileno, dejandola en contacto por,
espacio de medio 4 un minuto.

De este modo los microbios, que antes fueron
destenidos por el acido nitrico, se colorean en
azul y los esporos conservan el color rojo, con lo
cual pueden distinguirse perfectamente. :

El mismo autor aconseja que, para la bacteridia
carbuncosa, se use como decolorante el alecohol
absoluto.

Si pretendemos colorear los flagelos u 6rganos
locomotores de algunos microbios, deberemos uti-
lizar ciertos procedimientos de coloracion algo
complicados. Esta operacion puede hacerse en hac-
terias vivas y en bacterias desecadas.

Para las primeras, tomaremos una gota de culti-
vo en caldo y la pondremos sobre un portaobjetos,
afiadiendo acto seguido una gota de solucion de
Ziehl diluida en tres 6 cuatro partes de agua, y
mezclando el cultivo con la gota de materia colo-
rante. A

Colocar un cubreobjetos y examinar la prepara-
cion con el objetivo de inmersion.,
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En esta disposicion se ve, que los hacilos se han
coloreado en rojo y los flagelos en rosa palido.

Si los flagelos que tengamos que tefir son de
bacterias desecadas, operaremos de la manera si-
guiente:

Tomese una pequeila cantidad de cultivo en agar
y diluirla en un vidrio de reloj en agua destilada
hasta que resulte una disolucion absolutamente
homogénea.

Con una pipeta se deposita una vota de esta
emulsion sobre una laminilla perfectamente lim-
pia, previamente pasada por la llama y sostenida
conuna pinza. Es necesaria lalimpieza de la lami-
nilla, porque de no ser asi, el liquido no se esparce
hien por la superficie de la misma. Mover la lami-
nilla en varios sentidos, para que la disposicion
del liguido resulte uniforme. No fijar la prepara-
cion y dejarla secar 4 la temperatura ordinaria.
En esta disposicion, la preparacion esta & punto de
soportar la accion de los liquidos colorantes.

Para la coloracion de los flagelos pueden seguir-
se varios procedimientos. Uno de los mas reco-
mendables es el de Nicolle y Morax, que se prac-
tica como sigue : 2

Se echa una gota de fucsnm y se calienta en la
Jlama del mechero durante ocko ¢ diez segundos.
En cuanto aparecen los vapores, se retira la prepa-
racion y se lava, repitiendo laoperacionde tenidoy
lavado de la misma dos 6 tres veces. Echar sobre
la laminilla una gota de Ziehl y calentarla hasta
que se produzca vapor. A continuacion se lava con
aguayya esta en dlSpOSlGlO]l de poder-examinarse.,




ANIMALES QUE SE UTILIZAN
EN BACTERIOLOGIA

La comprobacion de ciertas enfermedades mi-
crobianas, exige muchas veces la inoculacién
otros animales de microbios 6 de productos pato-
légicos que los contienen.

Empero los animales que se utilizan en los labo-
ratorios para las inoculaciones, deben reunir algu-
nas cunalidades que hay que tener en cuenta.

- La receptividad & las enfermedades que desea-
mos éomprobar, nos hace echar mano de un ani-
mal que la posea.

Por lo general, son animales pequefios los que
se utilizan, porque . no son muy caros, se encuen-
tran con facilidad y no es grande el coste de su
manutencion.

La docilidad es otra. de las: condiciones que de-
ben tener los animales de experimentacion. En este
concepto, los. roedores pequefios como el conejo,
rata blanca y el cobayo, sirven perfectamente.

Téngase en cuenta que los animales de labhorato-
rio necesitan ciertos cuidados. Asi los locales don-
pelos tengamos deberan ser espaciosos; aireados
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y de facil aceeso 4 la limpieza cuando convenga
lavarlos. X ;

Es preferible que las cajas que los contengan
sean metalicas y que estén sueltas.

Es mala costumbre la de poner una jaula sobre
otra, porque los liquidos 6 deyecciones de las jau-
las superiores ensucian las inferiores. La calefac-
cion del local donde tengamos & los animales es
importante, especialmente en invierno. Cada dia
habra que limpiar las jaulas, y después.de hecha
la.limpieza se lavaran con una solucién fuerte de
un antiséptico, que puede ser el acido fénico, la
creolina, ete., 6 hien mojarlas con alcohol y que-
marlo, 6 pasarlas por lo llama del mechero. A los
inoculados se les aisla, y en la puerta dela jaula
se pone una etiqueta que indigue la fecha y natu-
raleza de la inoculacion.

Los conejos, cobayos y ratas blancas se repro-
ducen con facilidad en el laboratorio, y por esto
conviene separar los machos de las hembras en
gestacion porque con frecuencia se destruyen las
crias.

Las ratas grises y los ratones domésticos hay
que tenerlos separados, pues de lo contrario se
matan unos a otros.

Los animales de laboratorio estin expuestos &
padecer algunas. enfermedades contagiosas, que
a veces los diezman por completo. En-los conejos
se presentan a veces abscesos voluminosos que se
desarrollan en diferentes regiones.del cuerpo y es-
tan formados por un pus: fétido. Dichos abscesos
producen un estado de cagquexia y la muerte.
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Otra enfermedad del conejo esla acariasis de la
oreja, que invade rapidamente este érgano y oca-
siona trastornos nerviosos graves, que consisten

" en crisis epileptiformes.
Las septicemias producen, a veces, estragos en
los conejares. Como sintomas de estas afecciones,
e observa deyeccion nasal y diarrea. A la autop-
sia se ven lesiones de bronconeumonia. La pasteu-
relosis, que produce muchas bhajas entre los cone-
jos, se caracteriza por diarrea, colecciones en las
- pleuras, pericardio y peritoneo, y congestion del
pulmén é intestino. -

El coccidium oviforme ataca &los cone]os y hace
que sea una enfermedad temible por la morta-
lidad que ocasiona.

Aun cuando la docilidad de los animales que ten-
gamos que utilizar sea propia de ellos, no hay que -
fiarse mucho porque se defienden é intentan agre-
dir & quien los maneja. Los mordiscos u otras he-
ridas que pueden ocasionar al manipulador, no
siempre estan exentas de peligro, ya que en algu-
nas ocasiones pueden ser causa de transmision de

_enfermedades de los animales al hombre.

Para evitar, pues, que ocurran estos accidentes,
hay que echar mano de ciertos medios de conten--
cion que puede hacerse con las manos 6 bien me-
diante algunos aparatos. Segan sean las operacio-
nes que se hayan de practicar, el operador es sufi--
ciente para la sujecién de los animales. Si las
inoculaciones tienen que hacerse en las meninges,
venas 6 en el peritoneo, se necesita el auxilio de
una persona que los sujete,




Para sujetar al conejo, por ejemplo, se le coge
por la piel del dorso 6 bien por una oreja, y de este
modo evitaremos que nos arane ¢ nos muerda.

La contencion instrumental se practica por me-
dio de ciertos aparatos apropiados para cada espe-
cie animal. i

En los casos en que se crea conveniente, puede
recurrirse a la anestesia, a cuyos efectos es muy
sensible el conejo. No es conveniente practicarla
lentamente y & pequenias dosis, porque mataria-
mos seguramente al animal. Es mejor hacerle in-
halar una dosis grande y suspender la inhalacién
a los pocos instantes, evitando de esta suerte los
accidentes que pudieran ocurrir.

El cobayo es de mas facil manejo que el conejo,
bastando de ordinario sujetarlo con la mano iz-
quierda y hacer la inoculacion con la derecha. No
es tan sensible & los anestésicos como el conejo, y
si se quisiera practicar la anestesia, hay que pro-
ceder del mismo modo que para dicho animal.

La contencion de las ratas se hace cogiéndolas
por la cola con unas pinzas y tirandola fuera de la
jaula. La inoculacion se hace en la hase de la cola.
Si pretendemos hacerlo en un miembro posterior,
lo sujetaremos. con las pinzas del mismo modo
como hemos dicho para la cola.

La rata gris es la que se defiende con mayor
energia y muerde mas que las otras, por cuya ra-
zon-no debe intentarse su sujecion si no es con las
pinzas, por la piel de la nuca y del dorso.

Para las inoculaciones difigiles y peligrosas, es
preferible siempre emplear los anestésicos.
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El procedimiento consiste en introducir una com-
presa de algodon empapada en éter (el cloroformo
suele matarlas) en la jaula.

El perro es uno de los animales que no debemos
operar sin ponerle antes un bozal, que a falta de
uno ad hoc podemos improvisarlo con un cordel;
que se pasa por los colmillos, se da la vuelta por
el hocico y se ata en el cuello.

En muchos casos basta la contencién manual,
pero para las operaciones de larga duracion es
preciso sujetarlo con aparatos especiales.

Para practicar lasinoculaciones se necesitan ins-
trumentos variados, tales como bisturis, pinzas,
tijeras, erinas, agujas para sutura, agujas de Des-
champs, ete., cuyos instrumentos deben esterili-
zarse previamente en horno de Chantemesse;, 0
bien sumergirlos en agua hirviendo por espacio de
diez minutos y colocarlos luego en una solucién
de oxicianuro de mercurio al 1 por 1,000.

Las jeringuillas para inoculaciones son los ins-
trumentos que con mayor frecuencia se-.usan enlos
laboratorios. Su mejor disposiciéon debe consistir
en ser de facil esterilizacion, ya por el agna hir-
viendo ya por el vapor & presion, en que el émbolo
tenga resistencia, sea de duracion y que esté bien
dosificada la capacidad. Entre las mas recomenda-
bles hay la de Roux, que es de una capacidad de
20 centimetros cubicos, y la aguja se-une al piton
por medio de un tubo de cauchu, de 10 centimetros
de longitud, merced al cual puede hacerse la in-
yeccion sin peligro de que se mueva la aguja.

A pesar de lo mucho que se-usa la jeringuilla de
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Roux, hoy son preferibles las de vidrio por su ha-
ratura y facil esterilizacion.

Las agujas que corrientemente se usan en los
laboratorios son de acero, y aun cuando tienen el
inconveniente de oxidarse con facilidad, es cosa
que se evita lavandolas después de haberlas usado
y poniéndolas después de haberlas hervido en un
frasquito de alcohol absoluto 6 de borato de sosa.
El calibre y la longitud de las agujas es variable
con arreglo al uso que se les tenga destinado.

Conviene tener presente, que antes de practicar
las inoculaciones es preciso cortar el pelo dela
regién con unas tijeras y desinfectarla. Sin embar-
go, con la pasta depilatoria, compuesta-de tres
partes de sulfuro de sodio, diezde cal viva en polvo
y diez de almidon, mezcladas en el acto en que
deba usarse, y diluidas en un poco de agua para
que forme una pasta blanda que se aplica sobre la
piel, se produce la depilacién & los tres minutos.

La desinfeccion de la piel se hace frotandola con
huata mojada en una solucion de oxicianuro de
mercurio ¢ de sublimado al 1 por 1,000, lavando an-
tes la piel con alcohol y jabén por medio de una
brocha 6 cepillo y secandola con un papel estéril.

Cuando queramos inocular por via intradérmi-
ca, conviene afeitar la regiéon sin usar antisépticos
y hacer escarificaciones superficiales con un bis-
turi, 6 bien levantar la epidermis rascando con la
hoja del bisturi sujetada entre los dedos. Hecho lo
que antecede, se fricciona la parte con un poco de
huata esterilizada é impregnada de virus, sujeta
por medio de unas pinzas.
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En ciertos casos basta frotar la piel con algodén
impregnado de virus, sin que haya necesidad de
escarificar la parte.

Debe procurarse que la inoculacién se haga en
una region que no esté al acceso del animal inocu-
lado, y para conseguirlo deben elegirse la cara
dorsal de las orejas, la piel del dorso ¢ base de la
cola.

Las inoculaciones en las mucosas se practican
haciendo una escoriacién, raspando con el bisturi
y aplicando el virus sobre ella. Hay ocasiones en
que conviene cauterizar la mucosa con ohjeto de
producir una escara superficial.

La técnica de las inoculaciones subcutaneas, se
hace tomando un pliegue de la piel é introduciendo
la aguja sin picar los musculos. Acto seguido se
inyecta el liquido que se quiere inocular, y procu-
rando que no refluya por la picadura

Cuando las substancias que sirven para la inocu-
lacion son solidas, después de haber rasurado la
1‘eg10n se hace una incision pequena con el bistu—

i, guiado. por la sonda acanalada, y en la cavidad
que resulta se introduce la substancia que se qunc-
re inocular.

Si la inoculacion ha de ser mtramuscular basta,
clavar la aguja profundamente, inysctar y retirar-
la. Los musculos en que se inocula con mas fre—
cuencia son los del muslo en los animalés mami-
feros y los pectorales en las aves.

Las inoculaciones intravenosas se hacen en las
venas superficiales, sin que sea necesarioincindir
la piel de la region, bastando para ello atravesar
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piel y vaso con la aguja. Estas inoculaciones sélo
pueden hacerse en animales que tengan bien os-
tensibles las venas. A los conejos se practica en la
vena dorsal de la oreja 0 en la marginal externa,
puesto que las venas medianas, por hallarse ro-
deadas de tejido con;untwo reshalan por la punta.
de la aguja.

En los cobayos la vena de eleceion es la yugular.
Las auriculares tienen un calibre muy pequeno, y
la yugular externa tiene la ventaja de que, ademas
de ser de suficiente calibre, es superficial. Para la
inoculacion intravenosa yugular, hay que incidir
antes la piel y el paniculo carnoso. Los ofros tiem-
pes de la operacion se reducen a clavar la aguja,
inyectar y lavar-la herida con agua fenicada.

La inoculacion en las arterias se practica en la
arteria femoral y en la cardtida. Si la hacemos en
la primera, hay que colocar al animal en posicion
dorsal y apartar hacia fuera el miembro en que-
queramos operar. Acto seguido se procede a desin-
fectar la region y & buscar el vaso. Este se encuen-
tra con facilidad por los latidos 6 pulsaciones que
da al aplicar los dedos en medio del pliegue de la
ingle.

Inmediatamente se pr‘ocede a incindir la piel y
tejido conjuntivo siguiendo la direccion del vaso,
Y & seceionar la aponeurosis con la sonda, que per-
mite observar el paquete vasculo nervioso. Una
vez reconocida la arteria femoral, se clava en ella
la aguja en direccion -oblicua, se inyecta el conte—
nido de la jeringuilla y se retira.

La herida que hemos ocasionado para poner al
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descubierto el vaso, se sutura y encima se aplica
una capa de colodion.

Cuando tengamos que operar en la arteria caro-
tida, colocaremos al animal en posicion dorsal, y
esquiladay desinfectada la region pondremos en ex-
tension la cabeza é incindiremosla piel en la linea
media por delante de la traquea. Con la sonda aca-
nalada destruiremos la aponeurosis que uneé los
musculos externomastoideos, asi como el tejido ce-
lular quedestruiremos con la punta de dicha sonda.

El tamano del vaso y las pulsaciones permitiran
la distincion de la vena, de la arteria. La inyeceion

. se hace del mismo modo como se ha dicho para la
arteria femoral.

El peritoneo es otra de las partes de los animales
que se utiliza para las inoculaciones y cultivo de
microbios.

La posicion que se da al animal es como las an-
teriores, es decir, la dorsal. Desinfectada la regién
y afeitada, se toma con las pinzas un pllenue de
piel y musculos del ghdomen.

Se clava la aguja en la base del pliegue, de ma-
nera que la punta salga por el lado opuesto, y en
esta disposicion se retira dirigiendo la punta hacia -
el vientre, atravesandolo é inyectando el contenido
en la cavidad del abdomen.

El peligro que existe al practicar la inoculacién
intraperitoneal, es de perforar un intestino, cosa
que hay que evitar siempre.

Para que esto no ocurra con tanta facilidad, po-
demos servirnos de una aguja curvada que lleva
un agujero en su parte media.
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Con dicha aguja se atraviesa la base del pliegue
de la piel del abdomen, sale la punta hacia la parte
opuesta del pliegue cutaneo, y el agujero de la agu-
ja se halla colocado en la cavidad del vientre. Como
quiera que la punta de la aguja se halla fuera, por
esta razdn no hay que temer la perforacion del in-
testino.

Para inocular substancias solidas, se incide la
piel en extension que varia segin el tamano que
tengan las que hayan de servir para ello.

Se corta la aponeurosis a nivel de la linea blan-
ca, sirviéndonos de la sonda acanalada, y con una
pinza de forcipresion se tira hacia arriba el labio
de la herida, con objeto de evitar la salida del in-
testino, introduciendo dentro del vientre la subs-
tancia que queramos inocular.

En seguida se sutura con seda la aponeurosw
primero, y luego la piel, y, sobrela sutura, se apli-
ca una capa de colodion.

La inoculacién intraperitoneal requiere una deli-
cada asepsia y una gran pureza del producto que
se inocule, porque de no ser asi, el animal sucumbe
con rapidez por peritonitis.




CULTIVO DE LOS MICROBIOS
EN SACOS DE COLODION

Por medio de los sacos de colodién se consigue
cultivar los microbios sin que sean atacados por
los leucocitos. Este procedimiento fué ideado por
Metchnikoff, Roux y Salimbeni, en las investiga-
nes que hicieron acerca de la toxina del vibrién
del colera. Tiene la ventaja de que el colodion no
.deja pasar-los microbios ni las células, y no im-
pide los fenémenos de osmosis, que modifican la
composicion del medio de cultivo en los sacos y
permite que por el organismo se difundan las to-
xinas elaboradas por los microhios.

Sin embargo, no todas las toxinas pasan del todo
los sacos de colodion, siendo las que mas facil-
mente lo atraviesan, segtin Crendisopoulo y A. Ruf-
fer, las materias inmunizantes.

Para preparar los saquitos es necesario dispo-
ner, en un frasco de hoca ancha, de colodiéon que
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tenga consistencia algo parecida.a la del jarabe
resinado, 6 no, tubos de vidrio de 6 milimetros de
diametro, un tubo de ensayo, hebra de seda y ta-
pones conicos de cauchu.

Teniendo 4 nuestro disposicion lo que antecede,
se comienza por pasar por la superficie inclinada
del colodién, la parte interior del tubo de en-
sayo, dandole movimiento de rotacion no rapido y
procurando que el contacto dure un tiempo varia-
ble, segin se quiera ohtener sacos de paredes re-

cias 6 delgadas. Se retira el tubo del contacto del
colodion y se le dan vueltas por los dedos durante
un minuto y se deja secar el colodion hasta que
adquiera consistencia semiblanda. La capa proxi-
ma al extremo superior del tubo se corta circular-
mente, se despega despacio con la ufa del dedo
pulgar y se invierte luego & modo del dedo de un
guante. El saco se distiende, insuflando aire en su
interior. En la abertura del saco se introduce un
tubito de vidrio que se sujeta con a]gunag vueltas
de hilo de seda, y por el tubito se pone agua en el
saco.

Como quiera que la preparacion de los saquitos
de colodion es bastante entretenida, es mas prac-
tico adquirirlos de los que comercialmente se ex—
penden ya preparados.

Los sacos de colodion se conservan prendidos
de un hilo y dentro de un frasco 6 de tubos de en-
sayo, tapados con huata y con un poco de agua en
el interior.

Para sacar los sacos del frasco ¢ tubo en que
estan contenidos, se usa una pinza pasada por la




llama. Con una pipeta se aspira el agua del saco y
se la substituye por el caldo de cultivo, sembrado
con los gérmenes que convenga estudiar. :

El orificio del tubo de los sacos de colodion se
tapa con un tapén de cauchu y la parte que so-
bresale se corta y se recubre con colodién.

Ademas de las vias de inoculacion de que hemos
hablado, hay otras, tales como las de las vias bi-
liares del cobayo, conejo y perro, la inoculacion
en la vena porta, rifion, etc., que no describimos
porque este memordndum no tiene la pretension
de ser un tratado de técnica bacterioldgica. Em-
. pero, no podemos dejar olvidadas las inoculaciones
intraoculares, que tienen gran importancia para
el diagnostico de la rabia, para el estudio de la tu-
berculosis 6 para los fenomenos de la fagocitosis.

Si queremos inocular substancias liquidas en la
camara anterior del ojo hay que hacer lo siguiente:
Sujetar al animal por el abdomen ¢é inmovilizar la
cabeza, echar-algunas gotas de solucion de clorhi-
drato de cocaina al 1 por 50, con objeto de aneste-
siar el 0jo, cosa que se consigue a los diez mi-
nutos.

Con los dedos pulgar é indice de la mano iz-
quierda se separan los parpadesy se clava la aguja
perpendicularmente al eje del ojo, en el borde de
la cérnea, punto de unién con la esclerotica. Se in-
yectan algunas gotas del liquido y se retira la
aguja.

Cuando se trata de inocular ‘%ubqtancms solidas,
después de haber practicado previamente la anes-
tesia ocular, se hace una incision de algunos mili-
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metros con un escalpelo fino 6 con un cuchillo de
operar cataratas, en el borde superior de la cor-
nea. A través de esta incision, con una aguja aco-
dada se introduce la porcion de substancia que
queramos inocular, hundiéndola lo mas que se
pueda en la camara anterior del ojo y friccionando
ligeramente la cornea para que penetre con mas
facilidad.

Las vias respiratorias se utilizan también para
las inoculaciones. =

para la inoculacion intrapulmonar se afeitala
piel del torax, y una vez aseptizada, se introduce
perpendicularmente la aguja a nivel de uno de los
primeros espacios intercostales, se inyecta el li-
quido de la jeringa y se retira la aguja.

Si la inoculacion es intratraqueal y se practica
en animales pequefios, hay que sujetarlos en pOSi-
cion dorsal, colocando la cabeza en extension.

Desinfectada la region, se incide la piel por de-
lante de la linea media del cuello, se separa la
aponeurosis, y una vez la traquea al descubierto,
se clava oblicuamente la aguja de arriba abajo por
el espacio de dos anillos traqueales y se inyecta lo
que se quiera inocular. Una vez terminada la in-
yeccion, se retira la aguja y se lava la herida con
algodon mojado en agua fenicada.

En las inoculaciones intratraqueales debe evi-
tarse inocular el tejido celular, para lo cual se
aconseja operar de la manera siguiente:

Con un trocar delgado provisto de su canula y
mas corto que la aguja de la jeringa, se atraviesa
un espacio interanular de la traquea previamente
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puesta al descubierto. Asi que la canula esta cla—
vada, se retira el trocar y por ella se introduce la -
aguja de la jeringa y se inyecta, cuidando, una vez
terminada la operacion, de quitar primero la aguja
y luego la canula.

El ultimo tiempo de la practica de los inocula-
ciones intratraqueales se reduce 4 la sutura de la
herida, que se cubre con una capa de colodion.

Para la inoculacion intrapleural hay que colocar
al animal en posicion lateral izquierda, afeitar y
desinfectar la region del lado derecho, como es de
rigor en todas las inoculaciones. En la parte me-
dia del sexto espacio intercostal se hace una inci-
sion de tres centimetros de largo, paralela & la
costilla y que debe interesar la piel, el tejido con-
juntivo subcutaneo y el musculo intercostal ex-
terno.

Con una aguja de punta roma previamente este—
rilizada, que esta perforada por un lado y se une a
la jeringa por medio de un tubo de cauchu, se per-
fora el espacio intercostal en direccion ligera-
mente oblicua, y con ello la pleura parietal. La
pleura visceral es impelida, junto con el pulmon,
por la punta roma de la aguja, Y en este momento
es cuando se hace la inyeccion,

Asi que se ha retirado la aguja, se sutura la piel
¥ se aplica una capa de colodién sobre la sutura.

Si se quiere inocular por inhalacion ¥y pulveri-
zacion, debe colocarse en el primer caso el animal
en.un cajon de metal que lleva en una de sus par-
tes un vidrio para poderlo observar y en otro lado
dos agujeros tapados con huata no muy apretada
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que perimita la renovacion del aire. Por otro agu-
jero se introduce el tubo del pulverizador, que lle-
vala substancia 4 inhalar. La pulverizacion puede
hacerse con un aparato de Richardson, siempre
que el virus sea susceptible de tolerar la deseca-
cion sin atenuar su actividad. :

Sin embargo, se aconseja derramar el liquido de
cultivo sobre polvo de ecarbén muy fino 6 de lico-
podio y mezelarlo intimamente. En esta disposi-
cion, se deja secar en una campana delas de hacer
el vacio y cuando esta seco'se insufla en la caja
por medio de un fuelle @ otro aparato de insufla-
cion.

Como quiera que esta operacion no esta exenta
de peligros, conviene que el operador la practique
al aire libre, para evitar el que pueda mapn’ar el
polvo contaminado.

Las inoculaciones intracraneanas se hacen en
el perro, conejo y cobayo.

El modus operandi es el siguiente: Sujetar al ani-
mal en posicion abdominal y mantener la cabeza
con el auxilio de un ayudante.

Afeitada y desinfectada la piel del craneo, se
practica una incision en la linea media que divida
la piel y la aponeurosis. Separar los labios de la
herida y con un trépano de corona pequeiia (cinco
milimetros), perforar la caja craneana teniendo
gran cuidado de no herir el cerebro. Vencida la
resistencia del hueso, levantar el disco hecho con
el trépano, con el elevador y extraerlo con una
pinza. En el fondo de la herida aparece la duramas
dre, que se atraviesa con la aguja en direccion
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oblicua para no lesionar el encéfalo y en esta dis-
posicion se inyecta el liquido. Se retira la aguja, se
lava la herida con agua fenicada, se sutura la piel
y se cubre con colodion.

También puede practicarse la inoculacion intra-
craneal sin el trépano, sirviéndonos de un estilete
para perforar el craneo, inyectar por el orificio
hecho la toxina, lavar la herida y suturarla.

Cuando se quiere inocular 4 los animales por las
vias digestivas, se mezcla el cultivo microbiano con
los alimentos, 6 hien, si se trata de animales pe-
quenos se les echa en la boca por medio de una pi-
peta de Pasteur procurando que tengan la cabeza
en posicion elevada.

Otras veces se recurre a la sonda que seintrodu-
ce por la via esofagica y por dicha sonda se vierte
el liquido. El calibre de las sondas esofagicas ha de
estar en relacidn con el tamafio de los animales.

A las aves se las hace ingerir las substancias vi-
rulentas mezcladas conharinaen forma de bolitas,
que se colocan en la base de la lengua y cerrando
el pico con los dedos, para que sean deglutidas.

Las inyecciones intestinales exigen la abertura
de la cavidad abdominal Con unas pinzas, se coge
una asa y con la aguja de la jeringa se atraviesa
en direccion oblicua y se inyecta. Limpiar el asa
con agua fenicada y suturar la aponeurosis y la
piel.

Como complemento de las inoculaciones, viene
la observacion de los animales inoculados, cosa
que no debe pasar inadvertida, sobre todo cuando
se-estudia una enfermedad experimental. Las le-
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siones locales, la temperatura, la pérdida de peso,
el aspecto exterior, ete,, son cosas que reclaman la
atencion del experimentador.

Siendo practicadas muchas veces las inoculacio-
nes como medios de comprobacion de enfermeda-
des que sirven para aclarar diagnoésticos, es natu-
ral pensar que, en muchas ocasiones, determinan
la muerte de los animales en quienes se experi-
menta. Y, para conocer las lesiones que en ellos
ha producido la muerts, es preciso hacer la autop-
sia. Por otra parte, las autopsias permiten poder
recoger los productos patolégicos como la sangre
pulpa de los organos en los que se puede observar
los gérmenes inoculados y recogerlos para culti-
varlos.

La practica delasautopsias debe hacerse tenien-
do.en cuenta algunas reglas. ‘

No debe ensuciarse la mesa donde se hagan, eon
los productos procedentes de los cadaveres, colo-
candoles, para evitarlo, en unos recipientes meta—
licos, de cobre 0 de zinc. Procurar no tocar el ca-
daver con las manos, sirviéndonos de pinzas de
diseccion.

Isterilizar los instrumentos antes de utilizarlos
para-la autopsia, por quesino podrian contaminar
los 6rganos que con ellos estuvieran en contacto.

Las autopsias se practican inmediatamente de
haber muerto el animal, y en cuanto se hayan aca-
bado de hacer, debe quemarse el papel, algodon,
eteétera, y sumergir los Pecipientes en agua’ hir-
viendo.

El instrumental que sirve para las autopsxas con-




ol e

siste en : escalpelos, bisturis, pinzas de diseceion,
tijeras, pipetas, hilos de platino enmangados, lam-
paras de alcohol 6 mecheros de Bunsen, y matra-
ces con caldo, 6 tubos con agar paralas siembras.

La técnica seguida para las autopsias varia segun
los animales, y los cadaveres se sujetan por medio
de hilos atados en los miembros 6 por medio de
agujas.

Antes de abrir los cadaveres conviene cortarles
el pelo 6 las plumas y es muy buena costumbre la
de mojarlos, con lo cualse evita que se diseminen.
El liquido que se usa para mojar la region es un
antiséptico de los ordinarios.

Generalmente, el orden seguido en la abertura
de cavidades, al practicar las autopsias, es comen-
zando por el téraxy continuando luego por la ca-
vidad abdominal. De no hacerlo asi, nos expon-
driamos & ensuciar la cavidad toracica si empeza-
ramos primero por aquélla.

Para abrir el torax, se coge el apéndice xifoides
del esternén con una pinza resistente, se tira hacia
arriba y por la abertura se introducen las puntas
de las tijeras, cortando primero los cartilagos es-
ternales de un lado y luego los del otro. Levantada
esta coraza, que resulta de la seccion, quedan visi-
bles el pulmon y el corazén. Si se quiere recoger
liquido del pericardio, se coge la serosa con unas
pinzas pasadas por la llama y con una pipeta muy
caliente se perfora dicha membrana, con lo cual se
consigue cauterizar la serosa evitando la contami-
nacion, y en esta forma se aspira el liquido del pe-
ricardio.
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Si conviene recoger sangre del interior-del cora-
z6n, no hay mas que calentar al rojo la varilla'de
hierro, hacerla penetrar é introducir por la: esca-
ra la punta de una pipeta y aspirar la sangre.
Igual manipulacion se hace cuando se quiere re-
coger jugo pulmonar.

Para tomar liquido peritoneal, después de haber
levantado con una pinza la pared muscular,” se
practica una pequena abertura con la lamina de
un histuri muy calentado y por ella se mtroduce
la pipeta y se aspira el liquido.

Para la autopsia de los centros nerviosos hay
que colocar el cadaver en posicién abdominal y
practicar una incision desde la nariz hasta el sa-
cro, siguiendo la linea marcada por las apofisis
espinosas separando las masas musculares de
modo que queden® bien descubiertas lasilaminas
vertebrales. 1

El encéfalo se pone al descubierto, levantando el
hueso frontal. Si existe liquido en las meninges,
antes de recogerlo se cauteriza la superficie de di-
chas membranas y por el centro de la escara se in-
troduce la punta de la pipeta.

La pulpa de la substancia nerviosa hay que to-
marla rasgando con dos pinzas las membranas
que envuelven el encéfalo, cauterizar é introducir
una pipeta y aspirar con fuerza. En vez de la pipe-
ta podemos servirnos de la punta del bisturi, del
hilo de platino.

Inmediatamente de haber mcomdo el matemal
en los cadaveres, se procede a.su.examen.

Si el liquido que vamos & examinar es sangre,
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depositaremos una gota en un portaobjetos y lo re-
cubriremos con un cubreobjetos, apretando suave-
mente ambos para que se extienda el liguido,
y acto seguido se hace la inspeccién microsco-
- -pica.

Empero el examen de los liquidos, previa colo-
racion exige una técnica algo diferente de la pre-
cedente, sobre todo en lo que 4 la fijacion se refie-
re. El calor altera la morfologia de las células y
hay que utilizar un medio para evitarlo. Para ello,
la mezcla de alcohol y éter es muy & proposito.
Sobre el portaobjetos en que hayamos puesto la
gota de sangre 1 otro liquido, se vierten dos 6 tres
gotas de la mezcla alcohol-éter y se deja evaporar
al aire libre. Fijada la preparacion se procede &
colocarla usando la doble coloracion que permite
distinguir los gérmenes de los elementos celulares.
Esto es facil de conseguir para los microbios que
toman el Gram, pero cuando no es asi, hay que
recurrir & procedimientos mas delicados.

El de Gram se hace de 1a manera siguiente;

Se echa sobre la preparacion una gota de violeta
de genciana, y se deja en contacto con ella por
espacio de tres 6 cuatro minutos. Sin lavar la pre-
paracion se echan algunas gotas de liguido de
Gram, que se deja en contacto durante un minuto
hasta que la preparacion adquiera una coloracion
negruzca.

Acto seguido se lava la preparaciéon con agua
destilada, se decolora por el alcohol absoluto hasta,
que ofrezca un color gris palido.

Después de esto, se vierte en la preparacion una
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gota de solucién de eosina en la siguiente propor-
cion :

Eosina soluble en el agua 1 gramo.
Agua destilada. . . . . 200 ce.

Lavar, secar la preparacion y examinarla al mi-
Croscopio.

En las preparaciones asiobtenidas, el fondo apa-
rece tefiido en rosa y los microbios en violeta.




COLORACION DE LOS MICROBIOS
EN LOS TEJIDOS QUE LOS CONTIENEN

Para esto es necesario hacer cortes muy finos
en los tejidos, y como que los que pudiéramos ha—
cer con la mano armada de un instrumento cor-
tante no serian muy regulares, necesitamos servir-
nos de instrumentos especiales que se conocen con
el nombre de microtomos. Los de uso mas corrien-
te son los de Minot.

El empleo del micrétomo para cortar los tejidos
hace necesaria cierta preparacion de los mismos.
Muchos de ellos no tienen la consistencia necesa-
ria para poderlos cortar bien, y hay que endure-
cerlos haciendo penetrar en ellos ciertas substan-
cias. A esta operacion es 4 lo que se llama inclu-
sion.

El modo de hacer las inclusiones es como sigue:

Primero se deshidrata la pieza que tengamos que
cortar, sometiéndola durante veinticuatro horas en
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alcohol absoluto 6 en acetona. A continuacion se
somete la pieza & un bafio de xilol, gne varia, se-
gun el espesor de los cortes, desde un minuto hasta
cinco 6 seis horas. Luego se lleva & una mezcla de
parafina y xilol en proporcion de: :

Parafina fusible 2 35° . . . 15 gramos.
Xiilolssid vt e s a5 a0 8 »

El tejido & indurar se coloca en un frasco bhien
tapado que contiene la solucién y se lleva & la es-
tufa & la temperatura de 37 a 38°.

Se saca la pieza que se quiere indurar & la solu-
cion parafina xilol, y se coloca en otro frasco sin
tapar que contiene parafina fusible & 50°y se ca-
lienta & 53°.

Para enfriar con rapidez la parafina se lleva en
el agua fria, cuidando de no sumergir la pieza “del
todo hasta que se forme una capa resistente en la
superficie de la pieza que se indura. Una vez con-
seguida ésta, se lleva al microtomo para proceder
a los cortes.

La coloracion de los cortes se hace quitando an-
tes de los mismos la parafina que llevan. Véase la
manera de hacerlo; hechos los cortes, se someten
en un recipiente que contiene éter, con lo que se
consigue la disolucion rapida de la parafina. La
inmersion en el éter es de algunos minutos & algu-
nas horas, y varia segin las dimensiones y el nu-
mero de los cortes. :

Una vez quitada la parafina se llevan los cortes
4 un eristalizador que.contiene alcohol absolutoe, y
al caho de algunos minutos se ponen en otro cris-
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talizador con agua destilada y de éste a-la laminilla
para su coloracion.

Los métodos de teniido preferibles para los cor—
tes, son los de triple coloracién. No obstante,
no todos los microbios se colorean por estos meé-
todos.

Para los microbios que no toman el Gram hay
procedimientos modernos de doble coloracion.

El procedimiento de Weigert, aplicable a la ma~
yoria de los microbios, consiste en echar sobre el
corte algunas gotas de violeta de genciana con ani-
lina y dejarlo en contacto la substancia colorante
durante media hora. Sumergir el corte durante al-
gunos segundos en un cristalizador que contiene
una solucion de acido acético al 1 por 200. Lavarlo
con agua destilada, deshidratar por medio del al-
cohol absoluto, aclarar la preparacion con la esen-
cia de clavo y el xilol y montarla en el balsamo del
Canada. z

Kiithne aconseja un procedimiento, que consiste
en colocar los cortes con el azul fenicado 6 el azul
amoniacal por espacio de quince minutos, lavar-
los con agua destilada, someterlos por algunos se-
gundos en el 4dcido clorhidrico diluido y llevarlos
con rapidez en

Solucion acuosa saturada de car-
bonatosde litina = =snatEten HICE,
Aguaidestilagast =t r e i 005ce:

Volver otra vez los cortes en el agua destilada,
lavarlos con cuidado y dejar que se desequen en
el aire casi por completo. Deshidratar con alcohol
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absoluto, aclarar con la esencia de clavo y el xilol
y montar la preparaciéon con el balsamo.

También se recomienda el procedimiento llama-
do de la tionina que es como sigue :

Colocar con la solucion de tionina fenicada y de-
jarla en contacto con los cortes durante varios
minutos. Lavar el corte con agua destilada, deshi-
dratar con el alcohol absoluto, aclarar con la
esencia de clavo y montar la preparacion en el
balsamo.

Para la doble coloracion, los téenicos aconsejan
tratar el corte con una solucién débil de eosina
durante unos treinta segundos, hasta que adquie-
ra un color de rosa, lavar con agua destilada, tra-
tar el corte sobre la laminable con el cristal violeta
fenicado, echar sobre éste el licor de Gram, que se
deja accionar treinta segundos, cambiandolo dos 6
tres veces hasta que el corte adquiera color ne-
gruzco. Tratar por el alecohol absoluto, aclarar
con la esencia de clavo y xilol y montar con el
balsamo.

Unicamente quedan coloreados en violeta los
germenes que toman el Gram.




EL MICROSCOPIO Y SUS ACCESORIOS

Unicamente & modo de recordatorio, senalare-
mos en breves lineas, lo que hay que saber de un
instrumento tan indispensable para las investiga-
ciones bacteriologicas.

El microscopio consta de una parte mecanica y
una parte 6ptica. La primera comprende el pie, la
columna, la platina, la pinza y el tubo principal.
El pie, es la parte del instrumento que sirve de
apoyo, y la forma es variada, aunque lo que mas
importa es que sea pesado para que el aparato
tenga mas estabilidad y permita la inclinacion ho-
rizontal del tubo.

La columna puede ser simple ¢ doble y se fija
por abajo, en la poreion posterior del pie y por arri-
ba soporta el tubo del tornillo micrométrico y la
platina.

Esta, consiste en una ménsula horizontal, meta-
lica, de ebonita 6 de vidrio, en la que, por medio
de unas pinzas, se sujetan las preparaciones que
hayan de examinarse. En el centro lleva un agu-
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jero por donde asoma el concentrador de.la luz ¢
el diafragma cilindrico y sirve para dar paso & los
rayos que emanan del espejo.

Segtin los modelos, la platina es giratoria y mo-
vible en varios sentidos, conlo cual, puede hacerse
correr la preparacion si asi conviene.

La columna es un cilindro que arranca de la
parte posterior de la platinay sopo ta la pinza 6
tubo corto provisto de hendiduras, en la que se
desliza el tubo principal del microscopio. En dicha
columna, se hallan los mecanismos que permiten
el descenso rapido 6 lento del tubo y, por tanto, del
objetivo, verificandose este descenso por medio de
un pifién y una cremallera. El movimiento lento,
se efectia haciendo girar el boton que corona la
columna y el cual actia sobre un tornillo micro-
métrico. El tubo del microscopio es de laton, en-
negrecido en su interior y consta de dos cilindros
enchufados, de los cuales el interior puede sacarse
para alargar la extension total del tubo. En el ex-
tremo superior, entra el ocular por deslizamiento
v en el inferior se coloca el objetivo, ora por ator-
nillamiento, ora por medio del revolver portaob-
jetivo.

La parte 6ptica del microscopio la constituyen el
espejo, los diafragmas, el aparato concentrador de
la luz, el objetivo y el ocular.

El espejo suele ser doble, y en una cara posee un
vidrio plano y en la otra concavo. Mediante su ar-
ticulacion & la columna, el espejo puede moverse

_en todas direcciones, lo que permite iluminar la
preparacion directa 6 indirectamente.’ '
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Los diafragmas que hoy poseen los microscopios
forman’parte del aparato iluminador, siendo uno
de los mas usados el conocido con el' nombre de
diafragmairis, que, merced & una manecilla, per-
mite aumentar 6 disminuir el pincel luminoso que
ha de iluminar la preparacion.

Ds'los aparatos concentradores de la luz, el mas
usado es el de Abbe, que consiste en dos 6 trres len-
tes'de gran abertura, sujetas & una misma montu-
ra, y las que ala mmanera de un objetivo fotografi-
co de foco muy corto, proyectan en el centro de la
platiana, una‘imagen real muy bhrillante de la luz
que sirve para la iluminacion.

Los objetivos, son las partes mas importantes
del microscopio y en bacteriologia se emplean los
conocidos con el nombre de objetivos de inmer-
sion. Se llaman asi, porque entre la lente frontal y
la’‘preparacion, se interpone un liquido que en los
objetivos ordinarios es el agua destilada, pero que
en: los llamados de inmersién homogénea es el
aceite de cedro 6 el monobromuro de naftalina.

Los objetivos de inmersion son 4 igualdad de au-
mento, mucho mas luminosos que los ordinarios,
porque el liquido interpuesto modera la desviacion
que los rayos periféricos 6 mas oblicuos experi-
mentan al'emerger de la preparacion permitiendo
que sean recogidos por la lente frontal. Ademas,
los'objetivos de inmersién, poseen una distancia
frontal mayor que los objetivos en seco, lo que
periite trabajar con mayor comodidad.

Losobjetivos deben poseer ciertas propiedades,
entre las cuales tienen gran importancia el poder
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definidor del objetivo que esla cualidad que tienen
de traducir con limpieza y correccion, el contorno
d: los objetos microscaopicos. No hay que olvidar
tampoco el angulo de abertura, puesto que en la
amplitud de este angulo, se relaciona el poder re-
solvente, que no es otra cosa que la cualidad.de
que.gozan los objetivos de hacer ver detalles deh-
cados de los objetos microscopicos.

El ocular es un tubo corto que consta de dos len-
tes y un diafragma intermedio. Estas lentes son
plano convexas, con la convexidad vuelta al objeti-
vo. La lente mas proxima al obszrvador se llama
ocular y la inferior lente del campo. Esta ultima,
sirve para concentrar la luz destinada a formar la
imagen real del objetico, para que la lente supe-

rior ejerza su acciéon sobre todo el campo lumi-
noso.

La lente del campo no coadyuva al aumento,
unicamente actua dilatando la extension observa-
ble de la imagen. Para las investigaciones bacte-
riologicas se necesita un buen microscopio que
posea un aumento de 600 & 1,200 diametros.

El microscopio debe tenerse en un sitio en que
la temperatura no sea alta y al abrigo de los ra-
yos directos del sol, pues una temperatura muy
elavada fundiria el balsamo del Canada-éinutiliza-
ria los objetivos. También es preciso evitar que el
polvo se deposite en el microscopio y para evitar
estn, lo mejor es taparlo con una campana de cris-
tal. La limpieza de objetivos y ocutares es indis-
pensable, y hay que acostumbrarse a limpiarlos
con un lienzo fino antes de hacerlos servir.
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Cuando en el campo del microscopio se ven par-
ticulas de polvo, hay que saber si éstas se encuen-
tran en el ocular 6 en el objetivo. Para ellose hace
rodar el ocular, y si las particulas de polvo se
mueven, es que el ocular es sucio, si no se mue-
ven, hay que buscarlas en el objetivo.

La lente frontal del objetivo se limpia frotandola
suavemente con un lienzo limpio y fino, y si asi
no se consiguiera limpiarla bien, se toma un trozo
de médula de satco y en su superficie se aplica el
objetivo al que se imprime un movimiento de ro-
tacion para que frote la lente y quede lxmpla

Cuando la lente esta sucia'de aceite de cedro,
balsamo del Canadé, resina Dammar, ete., se echa
una gota de xilol en un trapito fino y se frota la
lente con suavidad, cuidando de que el trapo no
esté muy mojado de xilol porque este reactivo po-
dria penetrar en la montura de la lente y disolver
el balsamo que sujeta los cristales del objetivo y
los inutilizaria

Cuando se examina las preparaciones en reacti-
vos quimicos, debe evitarse que no toquen las len-
tes y si esto ocurriera, se lava al momento el obje-
‘tivo con agua destilada y se seca con un lluuo
fino. :

La limpieza del ocular y del condensador Abbe,
se hace del mismo modo que la del objetivo. Des-
pués de habernos servido del microscopio y antes
de colocarlo dentro de la campana, hay que lim-
piar los oculares y los objetivos, y & los de inmer-
sion debera quitarseles el aceite de cedro que pu-
dieran llevar.
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Las demés partes del microscopio, se limpiaran
con una piel de gamuza y de vez en cuando se en-
grasaran los tornillos con un poco de vaseiina.

El manejo del microscopio, necesita algunas-li-
geras indicaciones.

Para practicar observaciones microscopicas, se
coloca el instrumento en una mesa, delante de una
ventana, aprovechando la luz zenital 6 ante una
pared blanca, sin aprovechar directamente los ra-
yos solares.

A falta de luz natural, se emplea la iluminacion
artificial obtenida por medio de una lampara de
petréleo 6 de gas provista de un mechero Aiier.

Péngase el microscopio delante de la lampara,
ccéjase el espejo por sus parteslaterales € inclinar-
lo en diferentes direcciones hasta que el ojo apli-
cado en el ocular vea el campo del nncroscoplo
bien iluminade.

Para el uso de los objetivos de inmersion hay
que colocar debajo de la platina el condensador de
Abbe, que transforma en un manojo convergente,
cuyo foco se halla en el espejo, los rayos paralelos
gqne emanan de un espejo plano. Hay que colocar
siempre un diafragma debajo de la platina, depen-
diendo la eleccion de dicho diafragma, del aumen-
to que tengamos que utilizar. Cuanto mayor au-
mento tenga el objetivo, mas pequena debera ser
la abertura del diatragma. Este corrige la aberra-
cion de esfericidad y da imagenes mas claras.

Para examinar un ebjeto hay que colncarlo en
una lamina del vidrio delgado, transparente, sin
burbujas, que se llama portaobjefos, que se recu-
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bre con otra laminilla de vidrio llamada cubre-
objetos, de forma cuadrada, de 18 &4 25 milimetros
de lado y de un espssor de O 15 4 020 mm.

Los myos luminosos que emanan del objeto, al
atravesar el cubreohjeto sufren una desviacion
mayor 6 menor segun el espesor de estalaminilla.
Esto se evita, en cierto modo, alargando el tubo
del microscopio.

El funcionamiento del microscopio comprende
dos tiempos, 6 sea la investigacion del foco proxi-
mo y la del foco exacto.

La distancia focal, varia con los diferentes obje-
tivos y es tanto menor cuanto mayor es el anmento.

Cuando se usan grandes aumentos, el objetivo se
halla muy cerca del cubreobjeto y un movimiento
brusco, imprimido de arriba abajo al tubo del mi-
croscopio, romperia la preparacion, y para evitar
este accidente debe operarse dela manera siguien-
te : Antes de aplicar el ojo en el microscopio, hay
(ue hacer descender lentamente el tubo por medio
dela cremallera, hasta que lalente frontal contacte
con el cubreobjeto y entonces mirar directamente
la preparacion.

En este momento y aplicado el ojo en el ocular
se da vuelta a la cremallera en sentido contrario,
(hacia atras) hasta que se vea en el campo una
sombra 6 algo obscuro y & continuacion se hace
rodar ligeramente el tornillo micrométrico hasta
que se perciba lo que tratemos de ver en la prepa-
racion. :

Mientras dure la observacion, los dedos pulgar
¢ indice de la mano derecha deberan estar aplica-
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dos al tornillo micrométrico, imprimiéndole cons-
tantemente movimientos muy lentos, pues de este _
modo llegaremos a ver los relieves del objeto que
examinemos y, por tanto, nos daremos cuenta de
su forma Al examinar una preparacion, la mano
izquierda debe estar aplicada en el portaobjetos ha-
ciéndolo reshalar por la platina para que podamos
observar segin convenga el campo de la prepara-
¢ion. Si trataramos de determinar el pode - ampli-
ficante de un microscopio.habremosde utilizar un
micometro obj-tivo, una camara clara y una regla
dividila en milimstros. :

El micrometro objetivo es un disco de cristal que
lleva grabadas varias rayas, cuyos intervalos son
de una centésima de milimetro. Este disco esta fijo
sobre un portaobjetos metalico, en uno de cuyos
lados se lee el valor de las divisiones. He aqui
como se procede para determinar la amplificacion
del microscopio: se comienza por enfocar el mic 6-
metro objetivo lo mismo que sifuera una prepara-
cion, de manera que las rayas aparezcan claras,
luego se monta la camara clara sobre el ocular y
en la mesa y a4 una distancia de 25 & 30 centimetros
secoloca una regla dividida en milimetros. En es-
tas condiciones se ve al mismo tiempo las rayas de
laregla y las del micrometro. Suponiendo que cada
intervalo de las divisiones del micrometro vale
una centésima, la que aumentada por el microsco-
pio se ha hecho tan grande que ocupa tres divisio-
nes de la regla, la amplificacion sera de 300 veces,
puesty que una centésima ocupa la extension de
tres milimetros..
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Para determionar el tamano de un objeto micros-
copico, es preciso aplicar, ademas del micrometro
objetivo, otro micrometro que, por colocarse en el
ocular del microscopio, se le da el nombre de mi-
erémetro ocular. Consiste en una rodaja de cristal
con divisiones, cuyo valor suele ser de una décima
de milimetro. Dicha rodaja se coloca encima del
diafragma del ocular de modo que las rayas estén
enfocadas con la lente superior.

La determinacion de la dimension de un objeto
comprende dos operaciones: 1.%, averiguar el valor
de las del micrometro-ocular por comparacion con
las del objetivo; 2.* sustituido el micrémetro objeti-
vo por la preparacion, cotejar el objeto mensura-
ble con las divisiones del micrémetro ocular.

Para, efectuar la primera operacion, no hay mas
(ue examinar el micrometro objetivo, & través del
ocular micrométrico y, con un poco de atencion, se
notara en seguida cuantas rayas del micrémetro
ocular igualan una 6 varias del micrémetro obje-
tivo. Supongamos que una division del microme-
tro objetivo es aumentada de tal suerte, que abar-
ca dos rayas del ocular micrométrico ; puesto que
conocemos el valor real de las lineas de aquél (una
centésima) concluimos que, para tal combinacion
de ocular y objetivo, cada raya del micrometro
ocular vale media centésima 6 sean cinco milé-
simas. :

Hecha esta determinacion, pasamos a la opera-
racion segunda, que consiste en sustituir el micro-
metro objetivo por una preparacion, manteniendo
en su lugar el ocular micrométrico, Demos ahora
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por supuesto, que una de las células, cuya talla
deseamos medir, llena dos divisiones del micréme-
tro ocular; valiendo cada una de éstas (como ya
determinamos anteriormente) 5 milésimas, es cla-
ro que el corptsculo, en cuestion, alcanza un dia-
motro de 10 milésimas.

Por lo expuesto, se ve claramente que el micro-
metro ocular desempena aqui el oficio de un tér-
mino de comparacion intermediario (cuyo valor se
fija por el micréometro objetivo) pero indispensa-
ble, por ser imposible medir directamente el obje-
to microscopico con el micrémetro objetivo.

No hay necesidad de valorar & cada momento las
divisiones del micrometro ocular con las del obje-
tivo, bastara que esta operacion se haya efectuado
una sola vez para cada combinaciéon de objetivo y
ocular, conservando las cifras halladas y anotando
la longitud del tubo.

De este modo solo sera utilizado el micrometro
ocular.

Algunos constructores de microscopios, entre-
~ gan con sus modelos, una tabla donde figuran los
valores que, para cada combinacion de objetivo y
ocular tienen las rayas del micrémetro ocular.

La unidad de la madida microscopica es la milé-
sima de milimatro, que s2 designa con la letra p.

En los trabajos de bacteriologia, es de gran ne-
cesidad, que los porta y cubreobjetos sean lim-
pios, toda vez que cuando son nuevos son algo exa-
gerados y no se mojan con el agua.

Antes de usarlos hay que lavarlos con alcohol
de 95° y enjugarlos con un patio que no deje hilos
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ara enjugar los cubreobjetos no debe hacerse
nunca conlas dosmanos, porque los romperiamos.

Cada laminilla colocada en un pliegue del pafio
debe sujetarse y frotarse entre los dedos pulgar é
indice de la mano derecha.

Sobre la mesa de trabajo debe haber un pequeno
recipiente de vidrio con una cobertera, qus con-
tenga alcohol &4 95°, en el que se sumergen las la-
minillas que hay que enjugar en el acto de utili-
za las.

Los portaobjetos g los cubre-pueden servir mu-
chas veces, mientras se les lave convenientemente
para quitarles lo que sobre ellos hubiéramos depo-
sitado, ya que el olvido de este cuidado nos expon-
dria & graves errores en las observaciones ulterio-
res. Esta limpieza se hara del modo siguiente:

1.° Los porta y cubreobjetos se echan después
de cada manipulacion, en un cristalizadorlleno de
alcohol del de quemar, y cuando en él tengamos
cierto numero de cristales, se procedera & lim-
piarlos.

2.° Se retiran las.lamparillas del alcohol y se *
colocan en una capsula de porcelana, cubriéndolos
con una solucion de-carbonato de sosa al4 por 100
y se hace hervir durante treinta minutos.

3.°. Tirese la solucion alcalina y lavar en agua
abundante las laminillas. A continuacion se cubren
con la solucidn siguiente :

Aoareete e el 000 e namoes
Bicromato de potasa. . 30 »
- Acido sulfarico . . . 100 »

Hagase hervir durante treinta minutos.




Tirese la solucion acida, lavar en agua abun-
dante primero y con agua destilada después, enju-
gar y poner separados los porta de los cubreobje-
tos, en sus cristalizadores respectivos, llenos de
alcohol a 95°, de cuyos recipientes se iran tomando
segun se necesiten.

Este procedimiento de hmpxeza es de una segu-
ridad completa.

Para el mnanejo de las laminillas podemos ser-
virnos de la pinza de Cornet 6 de la de Debraud,
tomandolas por uno de sus angulos.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LAS ENFERMEDADES

DIAGNOSTICO DE LAS PASTEURELOSIS

Pasteurelosis aviar, (colera de las gallinas).

La bacteria ovoide de Ligniéres, se encuentraen
la sangre, en la pulpa de diferentes 6rganos y en
el contenido intestinal.

Para hacer el diagnostico bacteriolégico de esta
enfermedad hay que hacer preparaciones con san-
gre, frotar con la pulpa de o6rganos y buscar en
ellos el gérmen productor de la afeccion. Téngase
en cuenta que el microbio productor del célera de
las gallinas, no toma el Gram, y que sus coloran-
tes de eleccion, son el azul fenicado de Kithne
y la thionina fenicada. Como ya se dijo en otra
parte de este memorandum, el cultivo de los mi-
crobios es de positivo valor para ayudar al diag-
nostico de las enfermedades por ellos producidas
y por este motivo, indicaremos el aspecto que olre-
cen los cultivos de cada gérmen respectivo. El del
colera de las gallinas es un cocobacilo muy pe-
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querno, preferentemente aerobio y en los cultivos
privados de aire su germinaciéon es muy pobre.
Pueden hacerse las siembras en caldo, agar agar,
suero coagulado, gelatina y caldo-suero. En el
caldo y a la temperatura de 354 39° el cultivo crece
con rapidez, observandose que, entre diez 4 doce
horas aparece un enturbamiento que va aumen-
tando hasta llegar a formar un sedimento algo
abundante.

El cultivo ofrece el maximum de virulencia en-
tre diez y ocho & veinticuatro horas y el creci-
miento del cultivo cesa a los cuatro 1 ocho dias. Si
se hace la siembra en agar y se lleva a una tempe-
ratura de 37°, el cultivo crece aprisa y ofrece el
aspecto de una estria fina y brillante. Cuando en la
superficie del agar se siembra con una gota de san-
gre procedente de una gallina que padece laenfer-
medad, se forman colonias separadas, transparen-
tes primero, azuladas después y semiopacas mas
tarde. En el suero coagulado los cultivos ofrecen
igual aspecto que en el agar, en la gelatina el des-
arrollo es lento y las pasteurelias no llegan a li-
cuarla.

Examinado con el microscopio el agente causan-
te del colera de las gallinas, recogido de la sangre,
6 pulpa de otros organos, se le ve en su forma
ovoide caracteristica;  coloreado intensamente en
sus extremos y con un espacio claro en el centro
sin colorear.

El microbio del colera aviar, es un gérmen de
poca resistencia, la desecacion lo mata y lo mismo
ocurre si se le somete 4 una temperatura de 45 &
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20° por espacio de tres cuartos de hora. La luz y el
aira atenuan la virulencia de los cultivos y .para
conservarla algun tiempo hay que sustraerlos de
la accion de estos agentes.

Si después del examen microscépico de los pro-
ductos recogidos y de'los cultivos, quisiéramas
corroborar mejor el diagndstico de la enfermedad,
podremos recurrir & las inoculaciones a otros ani-
males. La rata y el ratén son muy receptivos, no
lo es tanto el cobayo, puesto que en este animal, la
inoculacion de una dosis mediana de cultivo viru-
lento en el tejido conjuntivo no le ocasiona la
muerte, produciendo unicamente un abceso con
pus poco rico en hacilos, pero virulento para la
gallina. En cambio, el mismo cobayo morira, si en
vezde inocularle por el tejido conjuntivo lo hace-
mos por la via peritoneal con el mismo cultivo. La
inoculacion en las aves se hace con las precaucio-
nes ordinarias, inyectando debajo de la piel, peri-
tones 6 musculo pectoral, algunas gotas de cultivo
que tenga de veinte & veinticuatro horas, 6 bien
sangre de un animal muerto recientemente de
colera de las gallinas.

El modo de hacer la coloracién de las prepara-
ciones de sangre y de frotis puede ser sencilla'y
doble. Para la primera no hay mas que hacer
obrar el azul 6 la thionina fenicada sobrela prepa-~
racion, lavar, secar y montarla. Los globulos blan-
cos, los nicleos de los glébulos rojos y los hacilos
aparecen tenidos de color violado intenso.

Para la doble coloracion, se echasobre un porta-
objetos, que contenga la sangre que tengamos que
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examinar, un poco desolucion acuosa de eosina al
1 por 100, y al cabo de dos 6 tres minutos, se lava
y se echa el azul fenicado, se lava, se seca y se
monta. Con la coloracion doble se consiguen pre-
paraciones hermosas que permiten distinguir por
el color diferente, los globulos de los microbios.
En ellas se ven los glohulos rojos tenidos por la
eosina y los nucleos y los microbios se colorean
en azul.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DEL MAL ROJO DEL CERDO

Puede hacerse con preparaciones de sangre,
frotis de pulpa esplénica, medular, ganglionar y
ver si en ellas existe el bacilo con sus caracteres
morfolégicos; sembrar la pulpa del bazo en caldn
y gelatina, é inocular el cultivo en caldo 4 los ani-
males receptivos a la enfermedad.

Visto con el microscopio y previa coloracion, el
bacilo del mal rojo del cerdo es muy fino, no se
mueve, & veces se le ve en la sangre y pulpa de 6r-
ganos reunidos en dos, 6 amontonados. Se les en-
cuentra en mayor abundancia en los ganglios y en
el bazo, que en la sangre, & veces seles ve también
en los leucocitos. :

Los colores basicos de anilina coloran bien al ba-
cilo del mal rojo y también lo hace el Gram. Para
los cultivos se aconseja la coloracién por la thio-
nina fenicada 6 la solucion de Ziehl diluida y para
los frotis y preparaciones de sangre es mejor utili-
zar el método de Gram.
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El microbio del mal rojo es aerobio indiferente y
germina con mas profusion cuando estd al abrigo
del aire. La temperatura que mejor conviene para
su desarrollo es la de 15 4 40° y las siembras deben

i hacerse con sangre, meédula 6sea, ¢ pulpa de 6r-
) ganos de un cerdo recientemente muerto de mal
b rojo.

El cultivo en caldo y alatemperatura de 33 & 382,
produce una opalescencia ligera que acaba a los
cuatro dias formando un precipitado blanco. Cul-
tivado en gelatina es caracteristico, pues se veque
en todo el trayecto dela picadura se desarrolla una
linea opaca, delgada, de la (que emergen.numero-
sos filamentos pequefios radiados, ramificados y
muy finos. En el fondo del tubo el cultivo es mas
abundante y no licua la gelatina, La siembra del
bacilo del mal rojo en el agar, presenta el mismo
aspecto que en la gelatina. En los cultivos anaero-
i bios el germen vive varios meses. También se con-
. serva bien, en los cultivos profundos er tubo de
gelatina ordinaria. En los cultivos aerobios en cal-
do, conservados en la estufa 4 la temperatura de
37 4 39°, la virulencia y la vitalidad desaparecen
con mayor rapidez, la virulencia va atenuandose
poco & poco'y a los veinte dias el cultivo es in-
ofensivo.

Para practicar las inoculaciones, se recoge me-
diante el raspado de un corte fresco de higado,
bazo, 6 de un ganglio una pequefia cantidad de
pulpa, se tritura en un mortero y se diluye en 3 ¢
5 centimetros cubicos de agua hervida.

La dilucion se filtra con un lienzo fino y el liqui-
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do filtrado se aspira con una jeringa y se inyecta
ala dosis de medio & un centimetro cubico en los
musculos pectorales de un pichén. Si es el mal
rojo, el pichén muere entre el tercero y quinto dia.

Hay que tener en cuenta, no obstante, que en al-
gunas ocasiones, las hacterias de la peste y las de
la pasteurelosis, matan al pichén y podrian hacer
formular un diagnéstico equivocado. Por esto es
necesario examinar la pulpa del bazo ¢ del rinon
de este animal, previa doble coloracion, que per-
mite la distincion del bacilo del mal rojo de las bac-
terias del colera de las aves.

En los casos de lesiones cronicas del mal rojo, la
pulpa que puede recogerse raspando las valvulas
cuando hay endocarditis bacilar, mata a la rataen
cuatro ¢ cinco dias.

Los microbios recogidos en cerdos afectados de
mal rojo, poseen una virulencia variable. Lorenz
ha demostrado quelos bhacilos procedentes de le-
siones cronicas pueden ser utilizados como vacu-
nas. Por las inoculaciones seriadas en el pichén se
exalta la virulencia del microbio, de tal suerte,
que los animales mueren cada vez mas aprisa con
inoculaciones de igual cantidad de virus.

Los cultivos viejos, 6 que han estado en contacto
del aire, se atenuan progresivamente pudiendo,
con ellos, preparar virus-vacunas.
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DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DEL CARBUNCO BACTERIDIANO

El microbio causante del ecarbunco bacteridiano,
llamado también Bacillus Anthracis, se encuentra
# en la sangre y en los tejidos de los animales que
han padecido la enfermedad.

La vision microscopica lo revela en forma de ba-
cilo rigido, inmovil, de dimensiones variables se-
{ gin los medios en que se ha cultivado, pero en la
g sangre se le ve en forma bacilar, ora aislado, ora

reunido con otros formando cadenillas de dos 6
tres eslabones. A veces éstos, estan tan poco sepa-
rados, que la cadenilla parece un filamento homo-
géneo. Si se examina la bacteridia carbuncosa sin
olo rearla, aparece transparente como el cristal.

Las bacteridias recogidas de un edema gelatini-
forme, son algo mas largas que las de la sangre;
debiendo tenerse en cuenta que la longitud del mi-
crobio de la fiebre carbuncosa, varia en los dife-
rentes animales. Los virus atenuados afectan
formas largas, y los exaltados 6 muy virulentos se
presentan en forma corta.
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En el organismo vivo, la bacteridia no produce
nunca esporos, y se reproduce exclusivamente por
excisiparidad.

Todos los colores basicos de anilina colorean la
bacteridia, y también toma el Gram. Después de
coloreada se observa que sus extremos no se pre-
sentan jamas redondeados, afectando, en cambio,
una forma cuadrada y sinuosa como si se hubiera
quebrado de una manera brusca.

La bacteridia carbuncosa es aerobia y la tempe-
ratura optima para su cultivo es de 35°. No obstante
germina en todas las temperaturas comprendidas
entre 18 y 42° El medio de cultivo que mejor le con-
viene es ligeramente alcalino 6 neutro.

Sembrada en caldo y 4 35° de temperatura, apa-
recen al cabo de algunas horas ligeros COpos, ais-
lados al principio, que mas tarde van uniéndose
hasta formar una opacidad que cae al fondo del
maftraz, y queda un sedimento pulverulento, mien-
tras que el liquido de la superficie se conserva cla-
ro. El microscopio demuestra que dichos copos
estan formados de filamentos muy largos amonto-
nados 6 retorcidos como si fueran una madeja de
cuerdas.

Cultivada en gelatina, licua el medio, y si la siem-
bra ha sido hecha superficialmente, forma colonias
redondas de color blanco. Sembrada en el mismo
medio de cultivo por picadura, se obtienen colonias
blancas de las que irradian filamentos ramificados
que dan al cultivo un aspecto arborescente. La li-
cuacion del medio empieza por la parte superior
del tubo y va invadiendo lentamente toda la gelati-
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na, de tal modo, que es total al cabo de diez 6 doce
dias.

Los cultivos hechos en placas aparecen al segun-
do dia, en forma de puntos pequenos de color blan-
co grisaceo, diseminados en la gelatina.

Estos puntos aumentan de tamafo con rapidez y
forman manchas morenas, granulosas, redondea-
das, y de bordes sinuosos.

Un aumento no muy grande, permite ver que
estas colonias estan formadas por filamentos em-
brollados que les da el aspecto de un pelotén de
hilo.

Hacia el cuarto 6 quinto dia las colonias parecen
formadas por mechas onduladas que recuerdan el
aspecto de cabellos ondulados en forma de bucles,
mas tarde la gelatina se licua alrededor de las co-
lonias y éstas se disgregan y forman copos que na-
dan en el producto de liquefaccion.

Sembrada en agar, inclinado y a la temperatura
de 35 & 37°, forma una estria blanca que se enrecia
rapidamente, se vuelve seca quebradiza y presenta
bordes dentellados.

Las temperaturas superiores a 50 6 51° matan ra-
pidamente la bacteridia.

Para comprobar el diagnéstico por medio de las
inoculaciones subcutaneas, hay que operar con las
precauciones ordinarias, é inyectar debajo de la
piel algunas gotas de sangre carbuncosa, 6 de un
cultivo de bacteridia.

Al cabo de ocho 6 quince horas de haber hecho
la inoculacién, en el punto por donde penetrd la
aguja, aparece una tumefaccion edematosa gela-




tiniforme, los ganglios proximos se infartan y la
temperatura del inoculado aumenta uno 6 dos
grados.

El estado general de losanimales es bueno desde
las veinticuatro & treinta y seishoras para el co-
bayo, y de las treinta & cincuenta para el conejo
al cabo de este tiempo el animal esta inquieto, la,
respiracion se acelera, orina con frecuencia, luego
desciende la temperatura & 34 y 30° cae en un es-
tado comatoso y muere en algunos minutos.




DIAGNOST1CO DEL CARBUNCO
SINTOMATICO

En algunas ocasiones el carbunco sintomatico
afecta la marcha de una verdadera septicemia. Los
animales estan tristes, febriles, inapetentes, apa-
recen tumores en los miemhbros, fauces, torax,
aunque lo mas frecuente es que el tumor asiente
en los musculos y progrese muy aprisa, adqui-
riendo dimensiones enormes, con un centro cre-
pitante, doloroso al principio é indoloro luego.

El agente causal del carbunco sintomatico es el
Bacillus chauvaer, deseubierto por Arloing, Corne-
vin y Thomas. Se presenta en forma de bastonci-
llos largos, aislados 6 reunidos de dos en dos, con
sus extremos ftruncados en forma cuadrada. Los
bacilos son esporulados 6 no, segun la evolucion
de la enfermedad haya sido de mayor 6 menor du-
racion.

En los tumores musculares se forman esporos
rapidamente, aunque pueden faltar cuando la
muerte de los animales ha sido muy pronta. El es~
poro se presenta como un punto ovoideo, refrin-
gente, en el centro 6 en un extremo del bacilo,
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dandole el aspecto de un badajo.de campana. Los
bacilos esporulados se encuentran mas bien en los
musculos y en los cultivos que en el liquido de la
serosidad de los edemas.

El bacilo Chauvaei se colorea con facilidad por
los colores hasicos de anilina en soluciones mor-
dientes. También se tifie por el método de Gram y
por el de Claudius. El microbio del carbunco sin-
tomatico es absolutamente anaerobio y su cultivo
puede hacerse en caldos de cobayo, ternera, co-
nejo, gallina 6 en caldo de buey preparado con
carne fresca. A una temperatura de 37° aparece al
cabo de veinte horas un enturbhiamiento, y del cul-
tivo se desprenden gases en abundancia. Al cabo
de dos 6 tres dias se forman copos que precipitan
en el fondo del matraz. En los medios albumi-
noideos, el cultivo es mas abundante y conserva
su virulencia por mas tiempo que en el caldo.

Cultivado el bacilo de Chauveau en la gelatina a
la temperatura de 20°, germina con lentitud, y 4 lo
largo de la picadura forma esferas pequenias irre-
gulares que emiten prolongaciones radiadas, que
cuando comienzan & ser confluentes, la gelatina es
desituada por los gases y acaba por licuarse. En el
agar la siembra hecha por pitadura profunda se
presenta en forma de linea blanca, que por la frag-
mentacion del agar por los gases llega 4 invadir
las grietas del medio de cultivo.

El bacilo Chauvaei es de gran vitalidad y resiste
a las causas ordinarias destructoras de los miero-
bios. En la serosidad muscular de un tumor car-
buncoso desecado, el bacilo esporulado s6lo muere
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al cabo de muchas horas si se somete & la tempe-
ratura minima de 110°. Las soluciones antisépticas
de uso mas corriente, asi como la putrefaccién, no
tienen accion alguna sobre los esporos del bacilo
del ecarbunco sintomatico.

En la serosidad de los tumores la virulencia per-
siste, y desecada & 35° permanece activa durante
anos.

Los animales receptivos para el carbunco sinto-
matico son el buey, carnero, cabray cobayo. Las
demas especies son refractarias 6 muy poco recep-
tivas.

Los métodos de diagnéstico experimental del
carbunco sintomatico comprenden la inoculacion
y el examen bhacterioldgico. La inoculacién se
practica en los musculos del muslo del cobayo con
el producto del raspado de los musculos afectados,
del higado, ganglios, recogidos en cortes frescos
en la profundidad de los 6rganos. He aqui la téc-
nica de la inoculacién. Con un bisturi limpio se
recogen los productes, se-ponen en un mortero y
se trituran en seco primero, adicionando después
algunas gotas de agua hervida. La pulpa asi obte-
nida se filtra con un lienzo y de este filtrado se in-
ocula medio centimetro ctubico con la jeringuilla
de Pravaz.

Téngase la precaucion de hervir previamente por
espacio de cinco minutos el mortero, el lienzo, el
vidrio que debe contener el liquido y la jeringa.

Esta debe esterilizarse inmediatamente después
de la operacion por inmersion en agua hirviendo
por espacio de veinte minutos,




Cuando se trata del carbunco sintomatico, el ani-
mal inoculado ofrece, al cabo de algunas horas, un
tumor en el punto de la inoculacién y muere a las
veinticuatro horas con lesiones musculares carac-
teristicas.

La inoculaciéon permite distinguir el carbunco
sintomatico de la fiebre carbuncosa. Para ello se
inoculan las materias recogidas al cobayo y al co-
nejo; si el primero muere, se trata del carbunco
bacteriano; 'si mueren los dos es & consecuencia
del carbunco bacteridiano.

El examen bacteriologico se hace con frotis pre-
parados por medio de particulas del fumor, espar-
ciendo en las laminillas serosidad edematosa 6 pe-
ritoneal, 6 bien frotando ligeramente la superficie
del higado de un cobayo muerto de carbunco, con
las laminillas .y tiniéndolo por los procedimientos
de coloracion antes indicados.

El carbunco sintomatico tiene bastante semejan-
za con la septicemia gangrenosa y los gérmenes
productores de ambas afecciones poseen caracte-
res y propiedades parecidas.

No obstante, hay algunas diferencias que permi-
ten distinguir unos de otros.

‘Asi, el vibrion séptico, se presenta en la serosidad
del edema y del peritoneo del cobayo, en forma
alargada, cosa queno sucede con el microbio del
carbunco sintomatico. También la aglutinacion es
especifica para ambos gérmenes. El carbunco sin-
tomatico y la septicemia son dos afecciones dife-
rentes, aun cuando tengan analogias de evolucion
y de etiogenia, :




— 93 —

Todas las partes del tumor carbuncoso, edemas
periféricos y ganglios linfaticos contienen el mi-
crobio en abundancia y también se halla en el de-
rrame de las membranas serosas, higado, bazo,
rinones, pulmon, bilis, y el contenido intestinal es
casi siempre virulento.

La sangre solo es invadida por los microbios en
los ultimos periodos de la enfermedad, y aun en
6stos, se les encuentra en muy pequena cantidad.
Pero si se recoge sangre en una pipeta y se deja
a la temperatura de 37° por espacio de veinticuatro
horas, se observa que la columna formada por la
sangre se rompe merced a los gases desarrollados
por los microbhios.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DEL MUERMO

El bacilo del muermo se presenta en forma de
hastoncillos inmoviles, rectos 6 encurvados ligera-
mente y de extremos redondeados.

En los cultivos se le ve aislado 6 asociado con
otro, en los tejidos y en el pus se halla amontona-
do. A veces los hacilos son cortos, y toman el as-
pecto de micrococos, otras veces afectan la forma
filamentosa 6 ramificada y en los cultivos viejos se
observan formas de involucién y cadenillas analo-
gas a las de los cocus.

" El bacilo del muermo, se tifie con dificultad por
las soluciones acuosas de los colores basicos de
anilina, de manera que para obtener buenas prepa-
raciones, debe emplearse soluciones que conten-—
gan mordente, tales como el azul de Kiihne, de
Lofler, tionina fenicada, 6 fuchina de Ziehl. No
toma el Gram.

En las preparaciones tefiidas, el bacilo ofrece un
aspecto granuloso, su protoplasma fija irregular

mente la materia colorante y presenta espacios no
teniidos.
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Los cultivos del bacilo del muermo presentan
ciertos caracteres. El germen es aerohio, germina
a la temperatura de 25°, excepto en el agar gliceri-
nado, que se desarrolla’ conmuy poca exuberancia
a la temperatura de 23 4 24°.

La temperatura 6ptima es de 35 & 38°.

En el caldo y & 37° se forma al cabo de veinticua-
tro horas un enturbiamiento, que acaba por con-
vertirse en un precipitado blanco, nada earacteris-
tico. Si el cullivo es en agar glicerinado, al cabo
de veinticuatro horas aparece alo largo dela estria
una delgada capa blanquecina semitransparente,
que no tarda mucho tiempo en volverse opaca y
llega & invadir toda la superficie.

El suero de caballo solidificado es un medio de
cultivo muy a propdésito para el bacilo del muermo
y en la patata presenta un aspecto caracteristico.
Para cultivarlo en la patata, hay que escogerlas
ricas en almidon y alcalinizarlas previamente.
Al cabo de dos dias de someter la siembra a
la temperatura de 37° aparece un engrudo amari-
llento recio y viscoso, & lo largo de la estria de
inoculacion, extendiéndose el cultivo, hasta que
adquiere un color de chocolate claro.

El bacilo del muermo no posee gran vitalidad.
Los cultivos pereeen al cabo de un mes, y son es-
teriles si se les expone durante algunos minutos 4
una temperatura de 55 & 60°.

En el pus la desecacion mata al germen muy
aprisa, de tal suerte que una capa delgada de pus
muermoso pierde toda su actividad a la tempera-
tura ordinaria.




La virulencia de los cultivos desaparece al cabo
de ocho dias.

La investigacion del muermo por medio del exa-
men bacteriologico, debe hacerse en el pus muer-
moso, en la saniés de los chancros, en el flujo na-
sal, etc., y unicamente en las formas muy agudas
del muermo se ha podido hallar el bacilo en la
sangre.

Sin embargo, la investigacion del bacilo micros-
copicamente, da, con frecuencia, resultados negati-
vos, de tal suerte, que hay que echar mano de la
inoculacion, para poder hacer el diagnéstico exac-
to de la enfermedad.

No obstante, he aquilasreglas que deben seguir-
se para indagar la presencia del bacilo del muermo
en un produecto patolégico. Si el examen se practi-
ca en frotis preparados con pus, pulpa de érga-
nos, ete., hay que colorearlos con los colorantes
antes indicados, y si tratasemos de wverlos en
fragmentos de érganos, hay que endurecerlos con
alecohol absoluto y hacer inclusiones en para-
fina. . :

El aspecto del cultivo del microbio en la patata
esun elemento de diagndstico caracteristico y las
inoculaciones de pus ¢ de flujo nasal constituyen
un elemento capital para el diagnéstico de la enfer-
medad. Estas se hacen en el cobayo, asno y perro.
La inoculacion de productos suspectos de muermo
al cobayo, aconsejada por Straus como procedi-
miento mas sencillo ycierto para diagnosticar la
enfermedad, no estéa exento de inconvenientes. En
efecto, la mitad de los inoculados en el peritoneo




con productos sospechosos, mueren 4 las veinticua-
tro o treinta y seis horas por peritonitis séptica.

Por lo tanto, cuando nos sirvamos de productos
impuros, la inoculacion debe hacerse debajo de la
piel de un cobayo, y luego se toma una porcion de
ganglio infectado y, con éste, se practican las ino-
culaciones intraperitoneales. El pus 6 flujo nasal,
que tenga de inyectarse en el peritoneo, dehe di-
luirse antes en agua esterilizada. Al cabo de dos 6
tres dias de haber hecho la inyeccion, aparece el
sarcocele muermoso y la muerte ocurre entre ocho
¥ quince dias. La aparicion de este sarcocele fué
considerada, durante mucho tiempo, como prueba
patognomonica y se la llama signo de Straus. La
orquitis que determina la, inyecéion peritoneal de
productos suspectos de muermo, no es propia del
bacilo de esta enfermedad, sino que puede ser pro-
ducida por otros microhios. '

Por lo tanto, la inoculacion intraperitoneal no
6s mas que un elemento de diagnostico, que debe
ir seguido del examen microscopico del pus del
sarcocele, producido por la inyeccion de substan-
cias muermosas, y de la prueba reveladora de la
malleina. :

El asno es un reactivo prectoso para el diagnos-
tico del muermo, merced 4 lo sensible que es a di-
cha enfermedad. La practica de las inoculaciones
se hace escarificando la piel, (que se impregna de
la substancia muermosa. Cuando ésta lo es, el ani-
mal ofrece siempre los sintomas caracteristicos
de la enfermedad antes de que termine el segundo
septenario,
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_En el asno inoculado, la temperatura aumenta
mas alla de 40°, cuando atn no existe ninguna le-
sion local. j

La inoculacion al perro, constituye un medio de
diagnostico precioso. A los cuatro 6 cineco dias las
heridas exudan un pus liquido, grisaceo, la region
ofrece un edema invasor, y luego aparecen ulce-
ras que se extienden hasta unirse unas a otras.

El edema, la supuracién y el aspecto ulceroso,
permiten & veces afirmar el diagnostico, al cabo
de cuarenta y ocho horas después de la inocu-
lacion. '

Aun cuando la inyeccion reveladora del muermo
no entee en lo que hace referencia al diagnostico
bacteriologico, queremos recordar la téenica de su
uso, pues en cierto modo puede ser considerada
como inoculacién, y porque, ademas, constituye
una reaccion biologica. La malleina es una subs-
tancia especifica extraida de los cultivos del bacilo
del muermo, que, inyectada & los animales muer-
mosos, produce en ellos un conjunto de fenomenos
locales y generales, que permite afirmar la exis-
tencia del muermo.

La malleina se prepara concentrada (malleina
en hruto), 6 en estado de dilucién, conveniente-
mente dispuesta para la inyeccion (malleina dilui-
da). La malleina diluida conserva su actividad du-
rante muchos meses, siempre que se la conserve
en sitio fresco y obscuro. La malleina en bruto se
conserva en las mismas condiciones, durante mas
de un aflo; y para emplearla, se diluye en agua fe-
nicada al 5 por 1,000, en la proporeion de una par-
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te de malleina en bruto por nueve partes de agua
fenicada.

El modo de usar la malleina como inyeccicn re-
veladora, es el siguiente:

Hay que inyectar de una ‘sola vez, debajo de la
piel del cuello, previamente lavada y desinfectada,
dos centimetros cubicos y medio de malleina di-
luida (dosis para el caballo 6 mulo).

Los efectos que después de la inyeccion revela-
dora se observan, son:

1. En los caballos muermosos, férmase en el
espacio de unas cuantas horas, 4 nivel de la inyec-
cion, una tumefaceion inflamatoria, caliente, ten-
sa, dolorosa, siempre voluminosa, 4 veces enor-
me; del circuito del tnmor parten unos regueros
linfaticos, sinuosos, que se -dirigen hacia los gan-
glios contiguos; ese tumor aumenta de volumen
durante veinticuatro 6 treinta y seis ho 'as, y per-
siste dos 6 tres dias.

Al mismo tiempo que aparece el tumor, el esta-
do general se modifica; el animal se muestra tris-
te, abatido, anheloso; el apetito disminuye 6 des-
aparece, y se observan escalofrios 6 temblores
musculares. Estos fendmenos locales y generales
tienen una intensidad variable, pero nunca dejan
en absoluto de presentarse, constituyendo lo que
se llama reaccion orgdnica.

La reaccion térmica no falta nunca(salvo en al-
gunos casos de muermo agudo); en algunas horas
la temperatura se eleva gradualmente a 1°%°, 27
2:5° y mas por sobre de la normal; notable ya a las
ocho horas, la hipertemia alcanza su maximum
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hacia la duodécima hora, & veces unicamente ha-
cia la décimasexta, y mas raramente hacia la vi-
gesima.

La reaccion que produce la malleina dura mu-
cho tiempo; después de veinticuatro y treinta y
Seiq horas, existe atin postracion, y la temperatura

e mantiene mas de un grado superior 4 la normal,

2 En los caballos sanos, por el contrario, la
inyeccion de malleina no produce ningun efecto;
la temperatura se mantiene normal; el estado ge-
neral no se. modifica; & nivel de la inyeccion pro-
ducese un pequeno tumor edematoso, un poco ca-
liente y sensible; pero el edema, lejos de crecer,
disminuye rapidamente y desaparece en veinticua-
tro horas.

Es bueno tomar la temperatura manana y tarde
durante dos ¢ tres dias antes de la inyeccion; el
promedio de estas temperaturas constituye la tem-
peratura inicial del animal; en rigor cabe conten—
tarse con tomar la temperatura una sola vez, an-
tes de la inyeccion.

La reaccion térmica se mide por la diferencia
que existe entre la temperatura inicial y la tempe-
ratura mas elevada que haya sido observada des-
pués de la inyeceion.

Cuando la reaccion térmica es superior a 162 y
existe al mismo tiempo una reaccion organica
marcada, puede afirmarse que el animal esta
mMUuermoso.

Se le debe considerar como simplemente sospe-
choso, sea cual fuere su estado de hipertermia, si
la reaccion organica deja de producirse; en tal
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caso hay que aislaral animal y someterlo, después
de transcurrido un mes por lo mMenos, a una nue-
va inyeccion de malleina. Una hipertermia infe-
rior a un grado no fiene ningun valor diagnastico.

Puede ocurrir que, en el momerto de practicar
la inyeceion, el animal esté con calentura: enton-
ces, si la temperatura inicial excede de 39°, debe
aplazarse la operacion para mas tarde.

Las variaciones atmosféricas (sol, viento, niebla,
Iluvia), pueden provocar grandes oscilaciones de
la temperatura de los animales expuestos a la in-
temperie. Debe procurarse, pues, no operar si no
a los caballos que estuviesen ya en el establo des—
de veinticuatro horas, por lo menos.

Por tltimo, no hay que olvidar que ciertas afec—
ciones, especialmente el coriza, pueden provocar
grandes variaciones cotidianas de temperatura.
Pero la hipertermia observada en el coriza no es
regular y duradera, como la~que provoca la ma—
lleina en los caballos muermosos, y, sobre todo,
es de notar que la reaccidn orgdnica falta en ellas
completamente.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA LINFANGITIS EPIZOOTICA

La linfangitis epizodtica es una enfermedad vi-
rulenta, inoculable, que se caracteriza por supu-
raciones de los linfaticos superficiales, producidas
por un germen especifico. Es una afeccion mas
propia de los solipedos que de los demas animales,
y por mucho tiempo se la confundia con el muer-
mo cutaneo.

El microbio dela linfagitis epizodtica, se presen-
ta en los tejidos en forma de un micrococo grande,
algo ovoideo, con un contorno formado por una
linea muy refringente. A veces, en los cultivos, se
hallan células redondas y de formas alargadas,
formadas por dos ¢ tres segmentos.

La coloracion es dificil, y para conseguirla hay
que emplear el método de Gram-Weigert- Kithne,
que permite encontrar el mic:ococo en los tejidos.
El liquido de Ziehl también lo colorea, después de
contactar con él largo rato.
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El cultivo del microbio de la linfangitis epizo6ti-
ca se hace muy lentamente. Sembrado en caldo,
se ve, a los diez y siete dias, un poso de copos blan-
cos que contienen hifas y células, en agar; a los
cuarenta y cinco dias aparecen algunas colonias
que forman granos de color gris blanquecino, en
la gelatina se ven, al cabo de cincuenta y seis dias,
masas blanco-amarillentas, parecidas & granos de
arena, irregulares, y el medio no se licua.

En la patata el cultivo es mas rapido y da colo-
nias de color moreno eclaro. Los cultivos se des-
arrollan mejor en un medio acido que en un medio
alealino. Marcone ha cultivado el criptococo en el
suero de caballo adicionado de glucosa, de glice-
rina y de azicar de cana en proporcion del 2 por
100. A los (quince dias y & la temperatura de 324
37°se ve, en la superficie sembrada, unas manchas
de color gris que van alargandose poco & poco, y
al mismo tiempo que el agua de condensacion del
suero se carga de un- precipitado gris sucio, for-
mado por microbios en vias de reproduceion.

La transmision experimental de la linfangitis
epizootica, se ha conseguido muchas veces por
inoculacion subcutanea é intracutanea en el caba-
llo, asno y mulo.

La inoculacion de pus al mulo, por medio de pi-
caduras y escarificaciones, produce al cabo de un
tiempo variable (de veinte & sesenta y seis dias) la
evolucion de botones, acompanados de ulceracio-
nes y cuerdas linfaticas.

La inoculacion subcutanea, produce en el caba-
1lo n6dulos pequenos en- el sitio de penetracion, y
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al cabo de un mes los tumores aumentan y se
absceden. Los resultados experimentales ensefian
que la infeccion es algo dificil, y que unicamente
al cabo de mucho tiempo, se manifiesta en forma
de lesiones evidentes. Los tejidos oponen mucha
resistencia y la fagocitosis es muy activa, por esto
la difusion de la enfermedad es lenta.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA PAPERA

El estreptococo de la papera, descubierto por

Schitz, presenta diferentes aspectos, segun los
medios en que se cultiva. En el pus de los abscesos
que se desarrollan en la papera, se encuentra en
forma de cadenillas mas 6 menos largas, formadas
unas por tres ¢ cuatro granos, otras, muy largas
y onduladas; en los parénquimas, las cadenillas,
amontonadas, dan & los gérmenes el aspecto de los
estafilococos. Cultivados en el caldo, los estrepto-
cocos adquieren una longitud considerable y los
elementos constitutivos son ovales y de gran dia-
metro transversal.

Los cocus se reproducen por division transver-
sal, la segmentacion se opera en una porcion de
granos, y, en este momento, las extrangulaciones
ofrecen el aspecto de una cadena de diplococos.

El estreptococo de la papera es facil de colorear,
con los métodos de Gram y de Weigert. El micro-
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bio es, a la vez, aerobio y anaerobio, se cultiva en
los caldos y en el suero, y no se cultiva tan bien
en la gelatina y en el agar. En los caldos de carne,
simples 6 glicerinados, van depositandose peque-
nos copos blancos mas abundantes cada vez y for-
mados por montones de estreptococos precipitados
en el fondo del matraz, aunque el liquido conserva
su limpidez durante varias semanas. Sembrado
en estria en la gelatina, el cultivo es inconstante y
muy exiguo y hecha la siembra por picadura, las
colonias aisladas se desarrollan en las capas pro-
fundas. La siembra por picadura en el agar da, en
veinticuatro horas, pequeiias colonias redondea-
das, blanco-grisaceas, que permanecen aisladasy
no exceden del tamafio de una cabeza de alfiler.
El suero es un excelente medio de cultivo, en él
se forman manchas grises transparentes, que se
extienden y se unen para formar una capa espesa
y solida grisacea de reflejos irisados.

El estreptococo es patogeno para el caballo y es-
pecialmente para la rata blanca 6 gris, que es el
reactivo por excelencia. El conejo y el cobayo pue-
den ser infectados por inyeccion infravenosa ¢ in-
traperitoneal de grandes cantidades de cultivo que
no sea viejo.

Acerca de la especificidad del estreptococo de la
papera, hay que decir que los caracteres morfolo-
gicos y biolégicos de estreptococos no difieren de
los del estreptococos pidgeno en ningin punto
esencial. Para muchos autores, el estreptococo de
la papera no es mas que una variedad del estrep-
tococo pidgeno.
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La conclusion que debe sacarse de todo esto, es
que el estreptococo pidgeno y el de la papera cons-
tituyen dos variedades diferentes, al paso que el
diplococo de Schiitz es idéntico al estreptococo de
la papera.

Schiitz admite, @ priori, la existencia saprofitica
del estreptococo de la papera. El parasito vive en
el suelo de los establos, en las camas, polvo de los
forrajes y casi siempre se le encuentra en el con-
tenido intestinal del caballo, en las deyecciones,
en las mucosas sanas de las primeras vias respi-
ratorias y en las secreciones de diferente origen.

El estreptococo esta siempre dispuesto & invadir
los tejidos, asi que la defensa de los mismos esta
comprometida. Asi se ve que se sobrepone & las
infecciones pasteurélicas del caballo para compli-
car y hacer mas obscura su evolucion.

Las propiedades biologicas del estreptococo de
la papera y en particular su virulencia, ofrecen
considerables diferencias, segin el origen de los
tipos estudiados. Los cultivos de formas saprofitas
que han salido del intestino 6 de los suelos, son
poco 6 nada patdégenos, y, por otra parte, hay nu-
merosas modalidades en el modo de accion de las
variedades virulentas.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA TUBERCULOSIS

El agente productor de la tuberculosis es el ha-
cilo de Koch. No obstante de estar conformes con
esta afirmacion todos los hombres de la ciencia
médica, ha habido discusiones acerca dela natu-
raleza del bacilo de la tuberculosis humana y el
de la de los animales, especialmente de los mami-
feros. Aun cuando Koch niega que sean iguales, la
mayoria de los bacteridélogos, basandose en nume-
rosos hechos experimentales, demuestran que los
bacilos de la tuberculosis humana y los de la tu-
berculosis de los bovidos son idénticos. Como ha
comprobado Arloing, cada bacilo se adapta 4 la es-
pecie animal que se haacostumbrado & vivir, 4 pe-
sar de lo cual paede infectar lo mismo al hombre
que a los animales. La virulencia del bacilo de la
T. bovina parece ser mayor que la del B. de la tu-
berculosis humana.

Pero si 4 este 1ltimo se le hace pasar por la ca-
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bra, puede ser tan virulento para los hovidos, como
el mismo B. de la tuberculosis bovina, segin ha
demostrado el profesor De Jong.

Los caracteres que, al parecer, han permitido
distinguir diferentes bacilos de la tuberculosis han
hecho que se diera al bacilo de Koch los nombres
de B. de la T. humana, B. de la T. bovina, B. aviar
y B. de la T. pisciaria, segun produjera la enfer—
medad al hombre 6 & estos animales.

La transformacion del bacilo de la T. humana
en aviar fué demostrada por Nocard mediante pa-
ses duraderos en sacos de colodion en el peritoneo
de la gallina. El experimento consistio en llenar
un saquito de colodién con una emulsion espesa
de bacilo de la T. humana, obtenido de un cultivo
en patata glicerinada. Al cabo de cuatro meses de
permanecer el saquito en el peritoneo, contiene
bacilos cuya primera siembra produce cultivos po-
bres; pero que vuelto & sembrar varias veces crece
con exhuberancia y ofrece los caracteres de los
cultivos del B. aviar.

El bacilo obtenido de esta manera noes muy vi-
rulento para el cobayo, pero lo es para el conejo,
al que mata por tuberculosis miliar generalizada,
y al segundo pase por dicho animal, lo mata tam-
bién del mismo modo, como lo hace el B. aviar,
por septicemia tuberculosa sin granulaciones apa-
rentes, pero que, no obstante, se halla en la pulpa
de los 6rganos en cultivos puros.

Esta transformacion, conseguida con el B. de la
T. humana, la han obtenido Mozeller, Sorge y Suess
con el bacilo de la tuberculosis de los peces.
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Los bacteriologos admiten que, lo mas probable
es, que los diferentes bacilos de la tuberculosis ten-
gan un origen unico, y que las diferentes razas de
los mismos se han formado a consecuencia de
acostumbrarse dichos bacilos al parasitismo en los
diferentes animales en que han vivido.

La mayor parte de Ias especies animales pade-
cen la tuberculosis. De todas ellas la especie ho-
vina es la que con mayor frecuencia la padece y
casi siempre en forma cronica y con localizacio-
nes variables. No obstante, la localizacion pulmo-
nar es la mas frecuente.

in cuanto a receptividad, ademas de los hovi-
dos, la tienen el mono, perro, cerdo, conejo, cahra,
carnero, aves y no lo son tanto, el caballo y el
gato.

Por 1o que hace referencia 4 los caracteres mor-
fologicos del bacilo de la tuberculosis, 6 sea a su
aspecto microscopico, se le ve en los cultivos en
forma de bastoncitos muy tenues casi siempre in-
moviles. Cultivados en medios solidos, se les ve
agrupados en montones sinuosos confundidos en-
tre si. :

El bacilo de Koch se cultiva en medios limitados
a base de suero 6 giicerina, es aerohioy germina &
la temperatura de30° a 38°. Para sembrar el bacilo
de Koch hay que tomar algunas precauciones con
ohjeto de conseguir buenos cultivos. Es preferible
tomar la semilla de la materia tuberculosa proce-
dente del conejo ¢ del cobayo, y después de haber-
la triturado previamente en un recipiente de vidrio
esterilizado, se toma una pequefia cantidad de ma-
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teria y se deposita en la superficie del suero soli-
dificado, siendo preferible utilizar suero al que se
haya adicionado, antes de solidificarse un 4 por 100
de glicerina.

La germinacion del bacilo de Koch es muy len-
ta, pues comienza & los doce dias de someter el
cultivo & una temperatura de 37 & 38° y termina al
cabo de unas cuatro semanas. 3

in los cultivos, el bacilo de la tuberculosis re-
siste poco a los agentes destructores, cosa que
hace creer que no esporula. Los cultivos en me-
dios liquidos expuestos diez minutos & 70 6 75° que-
dan estériles; en cambio, si se desecan esputos & la
temperatura ordinaria la virulencia puede conser-
varse por algunos meses, segtin demostro -el pro-
fesor Galtier.

‘La luz y la desecaci6n combinadas atenuan la
virulencia del agente productor de la tuberculosis. -
En el agua conserva largo tiempo la vitalidad, y la
putrefaccion delos érganos tuberculosos sélo des-
truye la virulencia de los bacilos al cabo de mucho
tiempo. :

Las antisépticos tienen una accion bastante sen-
sible sobre el bacilo de Koch. El agua fenicada al
5 por 100 los mata, segun Yersin, en treinta segun-
dos, y la solucion de sublimado al 1 por 1,000, al
cabo de diez minutos.

Para ver al bacilo de la tuberculosis en los hu-
mores y tejidos, hay que teniirlos antes. La colora-
cion requiere métodos especiales, puesto que el
agente productor de la tuberculosis es de dificil
colorear por los colores basicos de anilina; pero




una vez impregnado dela materia colorante, la re-
tiene muchisimo, aun sometiéndolo a la acecion de
los acidos minerales diluidos. He aqui los diferen-
tes procedimientas de coloracion :

PROCEDIMIENTO DE ZIEHL-NELSEN

Este procedimiento se funda en la accion que los
acidos minerales diluidos tienen sobre los demas
microbios decolorandolos, y es aplicable para el
teniido de los frotis. Sidespués de haber coloreado
la preparacion con la fuchina fenicada y haberla
sometido & la accion de los acidos, vertemos sobre
ella una solucion acuosa de azul de metileno, ve.
remos-que los baciles de la tuberculosis quedaran
teniidos de rojo y los otros de color azul.

Opérese como sigue: Tomese un portaobjetos en
el que haya producto a examinar y sujétese por
uno de sus extremos con una pinza de las de Cor-
net o de las de-madera. Fijado ya el producto de la
preparacion, se vierte sobre la misma una gota de
fuchina de Ziehl, y & continuacidon se calienta sua-
vemente hasta que se desprendan vapores y pro-
curando que la solucion colorante no se seque so-
bre la preparacion.

Substituir la solucién colorante antes dicha por
unas gotas de acido nitrico diluido al tercio (dos
partes de agua destilada por una de acido nitrico
puro) ¢ de acido sulfurico al cuarto (tres de agua
por una de acido) y dejarla en contacto de la pre-
paracion hasta que ésta adquiera un color amari-
llento. A continuacion se lava con agua abundante
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y se vierten unas gotas de alcohol absoluto para
acabar de decolorar, de manera que ofrezca un
tinte rosaceo apenas visible. Lavese otra vez. y
échense sobre la preparacion unas gotas de solu-
ciomracuosa de azul de metilo, dejandola en contacto .
poco tiempo. Vuélvase a lavar, secar y montar en
el balsamo.

Todo lo dicho puede hacerse cuando se quiera
obtener una preparacién con coloracién de con-
traste. En los casos en que unicamente se quiera
ver si existe el bacilo de Koch en el producto que
se examina, basta tefir la preparacion con la fu-
china. El color rojo de los bacilos hasta para’de-
mostrar que son los que pretendemos investigar.

PROCEDIMIENTO DE GABBE
Este procedimiento se aplica asi: Se colorea la
preparacion con la fuchina fenicada. Luego se de-
colora y colora a la vez, sumergiendo la prepara-
cion en la solucion siguiente :
Azul de metilo.. . . .. . 2 gramos
Acido sulfarico al !/, . . 100 cént. cub.
Lavar y secar la preparacion y examinarla con
el microscopio.

PROCEDIMIENTO DE HERMAN
Hay que preparar dos soluciones. La prime-
ra de

Cristalivieletas: « il 1 gramo

Alcoliel 839085 4o i i 80ieeniticiib:
y la segunda :

Carbonato de amoniaco . 1 gramo

Agua destilada . . . . 100 cént. eub.

7
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Cuando tengamos de utilizar estas soluciones, 1o
haremos vertiendo en una capsula algunos centi-
metros c1bicos de la solucion segunda, y anadien-
do alguna cantidad de la primera, de modo que
deje una coloracién muy obscura si, de la mezcla,
echamos una gota sobre un papel de filtro. Acto se-
guido se calienta el liquido colorante hasta que
empieza la ebullicion y se sumergen en él los por-
taobjetos, impregnados del producto & examinar,
por espacio de un minuto. Después de esto se lle-
van los portaobjetos & una solucion de acido ni-
trico al décimo durante cinco segundos. Lavar la
preparacion con alcohol absoluto para acabar de
decolorar y someterla & la accion de una solu-
cion de :

Bosing: suzdas i inseil vt 1 gramo
Alcohol de 60°. . . . . 100 cént. cib.

Lavese aprisa con alcohol, séquese y montese.

Por este procedimiento los bacilos se tinen de
color violeta y el fondo de color de la eosina.

Si se quiere colorear los cortes hay que hacerlo
en frio. Uno de los procedimientos recomendables
es el de Ziehl-Nelsen, que consiste en colorear el
corte durante 15 6 30:minutos en la fuchina de Ziehl
fria, hacer obrar la solucién acida por algunos se-
gundos, decolorar por el alecohol absoluto hasla
que adquiera un color de rosa palido, lavar de
nuevo, colorear el fondo con la soluciéon acuosa de
azul de metilo, volver a lavar, hacer obrar rapi-
damente el aleohol absoluto y montar la prepara-
cion en el balsamo.
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El diagnéstico bacteriologico de la tuberculosis
en los animales no siempre da el resultaco que se
desea, y por esta razén hay que echar mano del
diagnostico experimental. Generalmente se hacen
las inoculaciones en el cobayo y en el conejo, sir-
viéndonos para ello de cultivo puro diluido en
agua esterilizada, 6 bien de productos tuberculo-
sos triturados en algunas gotas de agua destilada
é incorporados debajo de la piel 6 en el peritoneo.

Si la inoculacion es subcutanea, al cabo de diez
dias se forma en el sitio de la inoculacién un né-
dulo indurado, que se reblandece y acaba por abs-
cederse al exterior, transformandose en una tlce-
ra. Los ganglios proximos al punto inoculado, se
infartan, el animal enflaquece, y muere del pri-
mero al tercer mes. Al hacer la autopsia 4 un in-
oculado, se ohservan lesiones del bazo y del hi-
gado, el primero es voluminoso, lleno de tubércu-
los caseosos y de granulaciones, y el higado ofre-
ce lesiones analogas, pero menos acentuadas. Las
serosas, la superficie de los pulmonesy los rifiones
presentan también granulaciones miliares. Si an-
tes de que el animal pueda llegar a morir se le sa-
crifica, se encuentran ya en él lesiones caracteris-
ticas, especialmente en el hazo é higado. Unica-
mente 4 los dos meses aparecen los tubérculos en
los ganglios bronquiales y en los pulmones.

Esta forma de generalizaciéon tuberculosa se le
llama de tipo Villemin, porque este investigador
fué quien primero describi¢ el cuadro sintomatico.

La inoculacién por la piel puede hacerse frotan-
do la regiéon inguinal de un cobayo, previamente
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rasurada, con un poco de algodén impregnado de
producto tuberculoso. Al cabo. de ocho & quinee
dias se presenta una tumefaccion de los ganglios,
y a los dos meses. ocurre la muerte con las lesio-
nes caracteristicas de la enfermedad.

Si'lainoculacion se hace en el peritoneo, las le-
siones de la enfermedad son iguales & las anterior-
mente descritas; pero la evolucion es mucho mas
rapida. La muerte va precedida de una caquexia
progresiva, y ocurre alas dos 0 seis semanas.

Por:inhalacién y por ingestion de bacilos tuber-
culosos puede tuberculizarse también & los ani-
males. ;

El conejo no es tan sensible a la tuberculosxs
como el cobayo, y al inocularle ocurre a veces que
la lesion local dura muchos meses antes de que se
produzea la generalizacion de la enfermedad.

Un procedimiento de inoculacion que permite
observar la evolucion de las lesiones es el que se
practica en la camara anterior-del ojo. Al tercer
septenario se vé eliris cubierto de granulaciones
tuberculosas; el ojo se tumefacta, el humor acuoso
se enturbia y & veces se produce una supuracion
del ojo é infartos ganglionares.del cuello, con ge-
neralizacion de la enfermedad.

Por las venas la inoculacién puede oimcel‘ dos
aspectos: la granulia y el tipo Yersin En el prime-
ro y segun la dosis inyectada, el animal muere a
las dos 6 tres semanas. y las viscerasy las sero-
sas se hallan cubiertas de granulaciones de color
amarillo. En el segundo; el animal muere a los
doce -6 veinticuatro dias; pero antes se pone ca-
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quéctico y la temperatura aumenta. La unica le-
sion que se encuentra & la autopsia consiste en
una gran hipertrofia del higado y del bazo; sin que
se vea ningun tubérculo aparente. En cambio el
higado, hazo y médula dsea contienen bacilos tu-
berculosos en abundancia.

A pesar de que los bovidos tienen mayor recep-
tividad para el bacilo de la tuberculosis hovina
que para el de la humana, pueden, no obstante,
ser infectados por éste ultimo:

Fibiger, Jensen y Eber han demostrado que la
inoculacion subcutanea ¢ peritoneal de productos
tuberculosos humanos puede ocasionar en la ter-
nera una tuberculosis generalizada.

El examen microscopico de los productos tuber-
culosos, no siempre es positivo. Por esta razén hay
que proceder & las inoculaciones de dichos pro-
ductos; con lo cual podremos formular un diag-
nostieo mas cierto.

Empero aun cuando todo lo consignado sea de
gran utilidad para el diagnéstico de la tuberculo-
sis, no queremos terminar este capitulo 'sin recor-
dar ligeramente el diagnostico de la enfermedad
en los animales vivos, especialmente en los hovi-
vidos, capridos y suidos.

Nocard demostré que la tuberculina es un reac-
tivo importantisimo y cierto para revelar la tuber-
culosis. Los hovidos tuberculosos, por insignifi-
cantes que sean sus lesiones, reaccionan si‘se les
inocula una dosis de 030 & 40 gr. de_tuberculina
bruta, elevandose la temperatura de 15 a 3°. En
cambio, los que nolo son, no reaccionan.
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El modus operandi es el siguiente: Si se emplea
tuberculina bruta, hay que diluir 1 cent. cib. en
9 de agua hervida y fenicada. Téngase en cuenta
que esta solucion se altera pronto, y por lo mismo
hay que usarla fresca 6 recién preparada,

El animal que tenga que someterse & la prueba
de la tuberculina debe estar en reposo, tomandole
el dia antes la temperatura rectal, y lo mismo debe
hacerse el dia de la inoculacién. Debajo de la piel
del cuello se inyecta, segin la alzada del animal.
3 6 4 cent. cub. de tuberculina diluida, haciéndolo
con todas las precauciones de la antisepsia.

Al cabo de dece horas de haber hecho la inyec-
cion de tuberculina, se toma tres veces la tempe-
ratura del animal, no olvidando que todo inocu-
lado que aumente 14° de temperatura debe ser
considerado como tuberculoso. En ecambio, un ani-
mal cuya temperatura aumente 0°9° 6 08°, debe
considerarse sano. Sila temperatura oscila entre
0:8° y 14°, el animal es sospechoso de tuberculosis
y hay que someterle al cabo de un mes 4 otra in-
oculacion reveladora.

En los animales muy afectados de tuberculosis
la reaccién puede ser negativa, y en los afectados
de equinococosis del pulmén el aumento de tem-
peratura puede alcanzar hasta 2°.

Hace poco tiempo que los Dres, Moussu y Man-
toux han utilizado para el diagndstico revela-
dor de la tuberculosis, la via intradérmica. Por
esto llaman al procedimiento intradermorreac-
cion.

La intradermorreaccion es el resultado de la in-
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yeceion de una cantidad dosificada de tuberculina
en el espesor de la piel.

Este procedimiento es de gran eerteza, segun los
experimentos hechos por dichos profesores. En los
animales exentos de tuberculosis, la prueba no da
ningun resultado; pero si se hace en animales tu-
berculosos se observa que después de haber hecho
la inyeccion, presentan una reaccion local muy
sensible, y que se manifiesta por un aumento de
sensibilidad de la piel, aumento de espesor del der-
mis y aparicion, después de las cuarenta y ocho
horas de la inyeccién,de una placa circular deede-
ma subcutaneo, cuyas dimensiones varian desde
las de un duro a las de la palma de la mano.

En aquellos animales en que la piel esta exenta
de materia pigmentaria. la reaccién va acompa-
nada de la apariciéon de una plaquita hemorragica
que tiene por centro y punto de partida el punto
de la picadura. Empero la dificultad reside en que
en los animales en los cuales la piel es pigmen-
tada, la mancha hemorragica central no se vé.

Para remediar estos inconvenientes, Moussu y
Mantoux aconsejan que se haga la inyeccion en la
base de la cola, y en su cara inferior, préximo a
las margenes del ano, porque en esta region la
piel es flexible, elastica y desprovista de pelos y
forma dos repliegues laterales cuando se levanta
la cola. La inyeccion dehe hacerse en uno de estos
repliegues, y la reaccion se presenta con gran cla-
ridad cuando los animales son tuberculosos.

En la especie porcina no se habia hasta ahora
consignado un medio practico para descubrir la
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tuberculosis, y habia, sin embargo, gran interés
en que los ganaderos pudieran saber si en sus ex-
plotacionies habia 6 no animales tuberculosos.

Después de algunos ensayos colnparativos, los
Dres. Moussu y Mantoux eligieron como punto de
eleccion pfu*a practicar las inyecciones, la base de
la oreja, porque en ella la piel es flexible. La dosis
inyectada a cada animal, sin tener en cuenta el
peso, es de un décimo de centimetro ctubico de tu-
berculina bruta diluida & un centésimo. Si los ani-
males son tuber’culosos, en el punto de la picadura
se forma una mancha hemorragica que adquiere
rapidamente las dimensiones de una lenteja ¢ de
una peseta; esta mancha va acompanada de una
infiltracion edematosa intradérmica de dimensio-
nes del tamafio de una avellana 6 una almendra.
Al cabo de treinta y seis horas pueden apreciarse
los resultados, los cuales comienzan a desaparecer
al cabo de los tres dias.

En las cabras y carneros, los resultados obteni-
dos en la intradermorreaceién, han’sido idénticos
4 los de los bovidos. La inoculacion puede hacerse
lo mismo en la piel de una parte del tronco, 6 bien
como en el buey, en un repliegue subcaudal, y la
reaccion que se obtiene es muy acentuada en los
animales tuberculosos, haciéndose evidente por
una infiltracion edematosa que dé al tacto unasen-
sacion caracteristica.

De los resultados del procedimiento, los autores
deducen lo siguiente :

152 La intradermorreaccion por la tuberculina
es preferentemente sensible para revelar la tuber-
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culosis en las especies animales hovina, caprina y
porcina. -

2.° La infradermorreaccion positiva se pone en
evidencia por la evolucion de una manifestacion
local, caracterizada por aumento de espesor del
dermis, formacion de una placa edematosa en el
ganado vacuno y a veces aparicion de una mancha
roja en el eentro, en el ganado de cerda.

3. Esta reaccion local no ocasiona, por lo co-
mun, ningun trastorno, no produce fiebre, y si lo
hace, es muy moderada, no hace perder el apetito
y no disminuye la secrecion lactea. Evoluciona sin
cambiar las condiciones ordinarias de vida de los
animales y sin que sea necesario tomar ninguna
precaucion especial.

4. No tiene ninguno de los’ inconvenientes de
las oftalmo y cutirreacciones y tiene todaslas ven-
tajas de la inyeccion subcutanea de tuberculina.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA ACTINOMICOSIS

El agente productor de esta enfermedad es una
estreptotricea conocida con el nombre de actino-
myces bovis, por ocasionar en este animal una en-
fermedad que se caracteriza por la formacion de
tumores. duros, que llegan & supurar enlos maxi-
lares y en la lengua.

El actinomyces es un germen aerobio indiferente,
germina & 20° y lo hace en la mayoria de los me-
dios de cultivo, aunque el medio mas favorable es
el suero y los medios glicerinados. :

Besson dice que es algo dificil obtener cultivo de
actinomyces con la siembra del pus, porque de or-
dinario va asociado 4 los gérmenes de la supura-
cion y éstos invaden el medio de cultivo antes de
que el actinomyces haya podido desarrollarse.

Un procedimiento hueno para la obtencién de
cultivos consiste en esparcir pus que contenga
granos amarillos (caracteristico de la actinomico-
sis), en placas de gelatina. Al cabo de dos dias apa-
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recen colonias alrededor de los granos sembrados;
colonias que son producidas por otros microhios
que lleva el producto sembrado impuro; al lado de
estos granos que representan un cultivo, se ven
otros en los que la gelatina permanece estéril. De
éstos es de los que hay que recoger la semilla y
transportarla & los tubos de suero solidificado y*a
una temperatura de 37°. A los cinco 6 seis dias co-
mienzan & germinar los cultivos de actinomices.

La siembra en caldo glicerinado 4 37° produce &
los cinco 6 seis dias unos granos hemisféricos
blancos, que llegan a alcanzar el tamamno de un
guisante y se precipitan en el fondo del recipiente,
mientras el caldo no altera su aspecto limpido. En
el suero solidificado los granos son blanquecinos 6
amarillentos, duros, y no tardan mucho en hacerse
confluentes. Sila siembra se ha hecho en agar gli-
cerinado, aparecen al cabo de dos dias pequenas
colonias blancoamarillentas, rugosas y secas, que
se adhieren al agar y forman una banda amarillen-
ta agrietada y con asperezas. :

En la gelatina el cultivo es pobre, y la licuacion
del medio se hace muy tarde.

A los seis dias se observa colonias pequenas en
forma de puntitos, con centro amarillento y de
contornos irregulares.

Cultivado en la patata, el actinomices aparece al
cabo de ocho dias formando colonias pequenas, in-
coloras, que acaban por engrosarse y transfor-
marse en una membrana amarillenta, rugosa y
mamelonada, rodeada algunas veces por un circu-
lo negro.
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La vitalidad del actinomyces bovis es hastante
grande con respecto & los agentes destructores.
Los cultivos en agar 6 en gelatina desecados con-
servan la vitalidad durante mas de un aip y los
antisépticos no tienen, al parecer, grande accion
destructora para el parasito.

Liebmann, fundandose en hechos experimenta-
les, ha comprobado que el actinomyces se atenua
al pasar por el cuerpo de los animales y que en
las gramineas el parasito se desarrolla al mismo
tiempo que los granos, irradiando la planta bajo el
aspecto de filamentos cortos que pueden infectar
los tejidos animales.

En el organismo el actinomyces se encuentra aso-
ciado 4 otros microbios, especialmente con los mi-
crobios de la supuracion.

En la actinomicosis, el pus y los tejidos invadi-
dos contienen granos pequefios de color amarillo,
de tamaifio variable entre un esporo de licopodio al
de un grano de mijo.

Si el pus que se quiere examinar lleva granos
muy pequeinos, hay que esparcirlo en capa muy
delgada sobre el portaobjetos, con lo que se facilita
el que se vean los granos para poderlos recoger y
examinar mejor.

La operacion se hace del siguiente modo: Téme-
se uno de los granos recogidos en el pus y colo-
quese entre un porta y cubreobjetos, alos que se
ha puesto antes una gota de glicerina. En esta dis-
posicion se aprietan los dos cristales para que
aplanen el grano 6 granos del pus. Vistos en esta
forma con el microscopio, se presentan constitui-
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dos por pequenos cuerpos muriformes compuestos
de una masa central filamentosa, de la que parten
numerosos radios divergentes, abultados en sus
extremos. Los filamentos que forman la masa cen-
tral parecen ramificadosy estan mezclados con cor-
pusculos pequenos hinchados, de los que de vezen
cuando emergen algunos filamentos que terminan
al lado de las mazas, midiendo los primeros unos
10 6 12 p y las segundas de 20 & 30 p»de largo por 8
6 10 de ancho.

Las maszas son formas degeneradas del parasito,
motivadas por la influencia de la reaccién celu-
lar. En los tejidos, al rededor de los parasitos se
acumulan células epiteliales con nicleo oval gran-
de que pueden fusionarse para formar una célu-
la gigante, que ademas de contener el parasito po-
see varios nucleos.

Por lo que respecta a la coloracion, hay que con-
signar que los filamentos del actinomices se tinen
por los colores basicos de anilina y toman el Gram
y el Ziéhl.

Las masas seo colorean con el picrocarmin, la sa-
franina y la eosina.

Los granos aplastados entre los dos cristales
(porta y cubreobjetos), después de haberlos deseca-
doy fijado, se tratan por el método de Gram con co-
loracion de fondo por la eosina; los filamentos que-
dan teniidos en color violeta y las mazas (6 abulta-
mientos terminales) se colorean de amarillo ¢ rosa.

Para colorear los cortes de tejidos se obtienen
hermosas preparaciones, sometiéndolos por espa-
cio de treinta ¢ cincuenta minutos en la fuchina
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de Zishl, decolorandolos rapidamente con el acido
sulfirico al 1 por 100, lavandolos con alcohol pri-
mero y con agua & continuacion y coloreando el
fondo con una solucion acuosa de azul de metilo.

Una férmula recomendada por Morel y Dulaus
consiste en lo siguiente: Primero se colorean los
cortes durante algunos minutos con la hematoxi-
lina de Delafield acetificada (se adiciona acido acé-
tico hasta que*la solucion adquiere un color roji-
z0), luego se lava con agua y se someten los cortes
durante tres minutos en esta solucion:

Azul Vietoria. . & . .° . leramo
Alcohol* == fo . =@ o= =l0centicub:
At aic g ssiiine a0 »

Se vuelve & lavar la preparaciéon y se somete a
la accion del liquido de Gram durante algunos ins-
tantes, se lava con alcohol y durante. algunos mi-
nutos se colorea con la solucion siguiente:

Violeta de rosanilina . . . 1gramo
Alcoholes s amcn o = 10'centzctib;
NV s s e 90 »

Después de haber lavado con agua la prepara-
cion y haberla pasado por el alcohol absoluto pue-
de decolorarse muy aprisa si se hace con una mez-
cla de partes iguales de esencia de canelay alcohol
absoluto. Asi que los cortes adquieren un color
rojo, hay que lavarlos con alcohol, aclararlos con
el xilol y montarlos en el balsamo.

En estas preparaciones se ven los nucleos de las
células colorados en violeta, el micelio en azul y
los abultamientos en rojo.
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Para la coloracion del pus se recomienda utilizar
el procedimientode Lemiére y Becue, que consiste
en espareir el pus sobre un portaobjetos, desecar-
lo y lavarlo con éter. Luego se hace obrar por al-
gunos minutos una solucion de sosa al 30 por 100,
se colorea con una solucién acuosa de eozina al
5 por 100 y se lava con una solucién acuosa satu-
rada de acetato de sosa. La masa central de los
actinomices es roja y los abultamientos aparecen
coloreados en rosa palido.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGO
DE LA ACTINOBACILOSIS

Con este nombre, los profesores Lignieres y
Spitz han dado & conocer una enfermedad de los
bovidos, tan parecida & la actinomicosis, que por
mucho tiempo se la confundia con dicha afeccion.

El agente causante de la enfermedad es un acti-
nobacilo que, en los cultivos, afecta la forma de ba-
cilo, cocobacilo 6 diplococo.

No posee movilidad, ni esporula.

Se colorea facilmente por los colores de anilina,
especialmente por la fuchina fenicaday se deco-
lora con rapidez por el método de Gram.

En el aire y en el vacio se cultiva a la tempera-
tura de 37°. Sembrado en caldo peptonizado, lo en-
turbia sin cambiar la reaccion del mismo, ni deja
sentit ningun olor especial. Anadiendo suero al
cultivo, éste germina mejor, y si la siembra se ha
hecho en gelatina, la germinacion es exigua, por-
que la temperatura no favorece el medio. En el
agar encuentra el actinobacilo un medio favorable,
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pues al cabo de veinticuatro horas Ya se ven colo-
nias pequefias, translicidas, azuladas 6 mas gran-
des y opacas.

El bacilo es patdgeno para el buey, carnero, co-
bayo y rata gris.

Las localizaciones de la enfermedad son pareci-
das a las de la actinomicosis, aunque las lesiones
asientan, con preferencia, en el tejido conjuntivo
subcutaneo.

En la actinobacilosis cutanea la infeccién se
manifiesta por colecciones purulentas ¢ por indu-
raciones difusas.

Los abscesos purulentos se forman con mayor
frecuencia en la regign de las fauces y adquieren
el aspecto de tumores redondeados, empastados,
del tamafio de una nuez 6 de una manzana, indo-
lentes & la presion y adherentes 4 la piel, sin que
en ella se vea edema periférico.

Al cabo de algunas semanas 6 de varios meses
se absceden los tumores y dan salidad un pus vis-
c0so0, de color blanco 6 algo verdoso, inodoro, que
sise examina con detencion se ve en él unos gru-—
mos pequenos blancogrisaceos, del tamafio de una
cabeza de alfiler.

A veces la actinobacilosis afecta la forma gan-
glionar, ocasionando adenitis superficiales 6 pro-
fundas que pueden ocasionar en este tltimo caso
trastornos respiratorios 6 digestivos, enflaqueci-
miento y muerte por inanicién.

Si la localizacion es en la lengua, el aspecto cli-
nico de la enfermedad es el de la actinomicosis.
Por lo que respecta al diagnéstico de esta enfer-

$
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medad, es facil hacerlo clinicamente, si se tiene en
cuenta que las manifestaciones de la afeccion sue-
len ser siempre en la piel y raras veces en los ma-
xilares. Ademas, la infeccion de los ganglios pro-
ximos al érgano invadido es otra manifestacion de
valor clinico.

Para confirmar el diagnostico, hay que hacer el
examen microscopico del pus.

La glicerina picrocarminada colorea las masas
en amarillo, mientras que los globulos del pus ad-
quieren un color rosaceo. Ademas no se ven nun-
ca formas filamentosas y el método de Gram es
siempre negativo.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA BOTRIOMICOSIS

El botriomices se presenta en los tejidos en
montones muriformes de medio milimetro de dia-
metro. Se tine bien con los colores de anilina, y
también por el método de Gram.

El cultivo se consigue en todos los medios.

La siembra en el caldo produce un enturbia-
miento al cabo de veinticuatro horas y acaba por
formar un precipitado amarillento.

En la gelatina en placas las colonias redondea-
das, brillantes, de aspecto metalico, pasan del
blanco plateado al amarillo gris y acaban por pro
ducir la licuacion.

La siembra en agar produce una capa blanca al
principio, que después adquiere un color de oro 6
anaranjado.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA MAMITIS DE LAS VACAS LECHERAS

La mamitis contagiosa de las vacas lecheras es
una enfermedad que se caracteriza clinicamente
poruna induracion de la glandula, que puede in-
vadir parte ¢ todo el 6rgano mamario.

El agente productor de esta afeceion, es un coecus
de forma ovoidea, que,asociado con otros, presenta
el aspecto de cadenillas y que en los cultivos, sue-
len aparecer muy largas.

Los colores basicos de anilina lo colorean bien
y se tinie mal por el método de Gram.

El estreptococo de la-mamitis es aerobio indi-
ferente, suele cultivarse en los medios mas co-
rrientes y la temperatura mejor para la germina-
cion es la de 35° &4 37°.

Sembrado el estreptococo en la leche, crece muy
aprisa, la coagula a las 24 horas y el medio de cul-
tivo adquiere una reacciéon acida.

En el caldo, con adicion del 2 al 4 por 100 de lac-
tosa 6 glucosa, y 4 la temperatura de 37°, se forma
muy pronto un precipitado blanquecino formado
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por largas cadenillas. También este medio de cul-
tivo se acidifica con rapidez.

Los tubos de gelatina sembrados por picadura
dejan ver 4 los tres 6 cuatro dias, colonias hlan-
quecinas, opacas, redondas que, & no tardar, se
vuelven confluentes. La gelatina no se lictia nunca.

El diagnostico bacteriolégico de la mamitis es—
treptococica de las vacas lecheras, puede hacerse
depositando una gota ‘de leche sobre un portaoh-
jetos, dejandola desecar y coloreandola con la tio-
nina 6 azul fenicados.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DE LA MAMITIS GANGRENOSA

Esta enfermedad es causada por un coccus pe-
quefio, que se coloca bien por los colores hasicos
de anilina y por el método de Gram.

El coccus de Nocard es aerobio indiferente, se
desarrolla en los medios de cultivo neutros 6 alca-
linos mas corrientes, y la temperatura mejor para
su germinacion es entre 35° y 39°.

Lo mismo que el estreptococo de la mamitis de
la vaca, conserva por mucho mas tiempo su vitali-
dad en el caldo carbonatado que en el caldo ordi-
nario. ;

El coccus se desarrolla en la leche coagulandola
en veinticuatro horas, y comunicandola una reac-
cion fuertemente acida. La siembra en caldo ordi-
nario ¢ glucosado se enturbia y produce un poso
blanco abundante y el cultivo adquiere una acidez
fuerte.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DEL ABORTO EPIZOOTICO DE LAS VACAS

El agente especifico del aborto epizodtico fué
descubierto por Bang, en 1837, quien consiguio
aislarlo de los exudados de la superficie interna
del utero, de las envolturas fetales, de la sangre y
de las visceras de los fetos abortados. Dicho ger-
men solo se desarrolla en presencia de una deter-
minada cantidad de oxigeno.

Crece en todos los medios de cultivo. En agar
puede hacerse la siembra superficialmente, en
tubos inclinados, 6 en placas de Petri, 6 bien por
picadura profunda en tubos verticales, 6 repar-
tiendo la semilla en el medio liquido & temperatura
prudencial y luego dejarlo enfriar. La adicion de
suero en el agar no es indispensable si la siembra
del germen se hace enla superficie del medio de
cultivo. Pero si éste es profundo, la adicion de sue-
ro favorece el crecimiento. En los tubos inclinados
de agar ordinario, sembrado en estria, el bacilo de
Bang se desarrolla desde el tercer dia a la tempe-
ratura de 37°.
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Las colonias se muestran como manchas trans-
parentes que simulan una gota de rocio con refle-
jos verdosos, y van creciendo si se conserva los
tubos a la temperatura de la estufa.

En los tubos de agar, cuyo medio de cultivo se
halla en sentido vertical, y en los que se ha hecho
la siembra por picadura, el desarrollo comienza &
los cuatro dias y & 10 milimetros por debajo de la
superficie en forma de reguero.

Cultivado el bacilo de Bang en gelatina se des-
arrolla con mucha mas lentitud que en el agar
4 37°. A las cuatro 6 seis semanas aparecen colo- -

" nias, algunos milimetros por debajo de la superfi-
cie, que luego se reproducen a mayor profundidad,
sin duda, & medida que el aire penetra en el medio.

En el caldo alcalino ordinario y & la tempera-
tura de 37°, se desarrolla el bacilo del aborto epi-
zootico, lo mismo al aire libre que en el vacio.
Unas veces se hace su desarrollo en todo el espe-
sor del liquido, otras se hace algunos milimetros
debajo de la superficie, quedando claro el resto
del caldo.

Si se agita el tubo el desarrollo continua en toda
la masa y pronto se depositan copos en el fondo
del tubo 6 matraz. :

El bacilo de Bang se encuentra, sobre todo, en el
exudado uterino, y en el flujo vaginal de las vacas
que han abortado.

El diagndstico bacteriolégico puede hacerse ais—
lando el bacilo especifico del feto expulsado, de

sus envolturas, 6 bien del flujo vaginal.




DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO
DEL TETANOS

Aun cuando esta enfermedad no necesita de in-
vestigaciones hacteriologicas para su diagnostico,
porque tiene un aspecto clinico caracteristico, no
queremos dejar de recordar algo que puede con-
venir en alguna ocasion.

El bamlo causante del tétanos fué descubierto
por Nicolaier. Se le encuentra en el suelo, en el
barro, en el contenido intestinal, excrementos, ete.,
en forma de esporos.

El bacilo de Nicolaier se presenta en forma es-
porulada ¢ sin esporos. En el primer caso se le ve
en su aspecto de bastoncito fino, con un abulta-
miento en su e\tl‘emo, que le da parecido & un pa-
lillo de tambor, 6 4 un alfiler,

Los colores basicos de anilina 1o tifien con faci-
lidad y toma el Gram.

El bacilo del tétanos es anaerobio, pero puede
germinar en medios en que haya pequeiias canti-
dades de oxigeno. Empero, en los cultivos, hay que
someterlo a las condicionss exigidas por los anae-
robios absolutos.
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La germinacion y desarrollo se hace entre los
14° y 43° de temperatura. Sin embargo, la mas con-
veniente es la de 38°, pues, si bien es cierto que a
43° 1os bacilos crecen con rapidez, en cambio, no
todos esporulan.

Los medios de cultivo para el bacilo del tétanos
son los usuales, 4 base de caldo, neutros, ligera-
mente alealinos, 6 débilmente acidos. Los liquidos
organicos tales como la albumina de huevo, suero
fresco, dan cultivos poco abundantes.

En el caldo, al abrigo del aire y &4 la temperatura
de 37° & 39° el cultivo es rapido. Al cabo de veinti-
cuatro horas aparece un enturbiamiento y se ven
burbujas de aire que suben a la superficie del li-
quido. Al cabo de quince dias se forma un preci-
pitado en el forido del tubo y el caldo adquiere su
transparencia.

Los cultivos del bacilo del tétanos desprenden un
olor 4 cuerno quemado, debido al desarrollo de ga-
ses de hidrégeno carbonado.

Si se hace la siembra en gelatina, por picadura
profunda, en un tubo al abrigo del aire, sometido
4 una temperatura de unos 20°, se observa a los
4 6 6 dias un desarrollo de puntos parecidos & pe-
quenos copos, que van extendiéndose hasta comen-
zar la licuacion de la gelatina, al cabo de diez
dias, formandose entonces en el fondo del tubo un -
precipitado algo abundante. :

Cuando se trata de encontrary aislar elbacilo del
tétanos, de la tierra, hay que inocular un cobayo
con una parte de la misma y del cadaver del animal
inoculado, se aisla el germen causante del tétanos.
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Si la investigacion recae en un fetanico que ten-
ga una herida que se supone ha sido la puerta de
entrada 6 punto de inoculacién, enlonces se pro-
céde del modo siguniente :

Recoger en portaobjetos limpios, pus 6 produc-
tos de la herida, y coloreados con cristal violeta
fenicado 6 fuchina de Ziehl diluida. No siempre es
facil hallar el bacilo del tétanos en las preparacio-
nes que se hagan. En este caso, conviene hacer
siembras de pus en los medios de cultivo indi-
cados.

Para ohtener puro el bacilo del tétanos puede
utilizarse el procedimiento de Kitasato, modificado
por Vaillard y Vincent, que se funda en la resisten-
cia del esporo al calor y en la propiedad anaerobia
del bacilo. He aqui como se procede:

Se siembra pus ‘1 otro producto tetanico en caldo
de buey y se lleva a una temperatura de 38° en el
vacio. Al cabo de cinco dias el caldo se ha entur-
biado y contiene abundantes bacilos en forma de
alfiler y mezclados con otros microbios anae-
robios. _

En este caso, es ya algo facil poder hacer el diag-
nostico bacteriologico, pero, para aislar el bacilo,
hay que aspirar un poco de cultivo con un tubo
muy delgado, 6 con la punta de una pipeta, la que,
una vez llena, se cierra por sus dos extremos con
la llama del mechero. Este tubo cerrado, se lleva
a una temperatura de 100°, con la cual se destruye
los gérmenes, pero no los esporos. Luego se siem-
bra en caldo y en el vacio, el contenido del tubo,
y sl esta operacion se repite dos ¢ tres veces'

-
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pueden obtenerse bacilos tetanicos en estado de
pureza.

Los esporos del bacilo del tétanos resisten mu-
chisimo & los agentes destructores, llegando & so-
portar durante seis horas una temperatura de 80°,
y, por mas de dos horas la temperatura de 90°.
También resisten la ebullicion durante tres 6 cua-
tro minutos.

Los esporos desecados, mezclados con tierra y
al abrigo de la luz, conservan su vitalidad y viru-
lencia durante varios meses; pero si se someten a
la aceion de la luz la pierden muy aprisa.




DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES
PRODUCIDAS POR I_)ROTOZOARIOS

PIirROPLASMOSIS

Con este nombre se conocen las enfermedades
.ocasionadas por los piroplasmas hemosporidias 6
parasitos endoglobulares, que se encuentran en la
sangre de los hovidos, ovidos, equidos y canidos.

La piroplasmosis bovina, conocida también con
los nombres de hemoglobinuria, fiebre del Texas,
lristeza, malaria de los bovidos es causada por el
piroplasma bigeminum.

Ademas de los sintomas que presentan los ani-

males afectados de piroplasmosis, el examen mi-
croscopico de la sangre aclara y afirma el diag-
nostico de la enfermedad.

En la sangre de la grande circulacion casi siem-
pre se encuentra el parasito en estado endoglobu-
lar, ofreciendo dos aspectos principales:

1.° Elementos esféricos u ovales, midiendo los
mas pequenios cerca de 1 i, que después de colo-
reados, dejan ver un karyosoma redondeado u
oval situado en la periferia. También pueden
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hallarse dos parasitos dentro de un mismo he-
matie.

En los elementos mas voluminosos el karyosoma
se alarga y se divide en dos partes.

2.° Elementos piriformes gemminados, que mi-
den 26 6 35 p de longitud.

Generalmente los extremos puntiagudos de los
dos elementos alojados en el mismo hematie son
continuos 6 contiguos, pudiendo observar los ele-
mentos completamente separados, cuyas puntas
estan vueltas en sentido contrario.

Después de haber coloreado la preparacion, se
ve en el extremo abultado, un karyosoma redon-
deado 1 oval, rodeado a veces de una zona clara y
en la parte dela punta afilada se observa una aglo-
meracion de granulaciones. A veces un solo glo-
bulo rojo contiene cuatro elementos piriformes, 1o
que se explica ora por la invasion de un glébulo
por dos parasitos que se han dividido en otros dos,
6 bien porladivision de un solo parasito en cuatro,

Los elementos piriformes son mas numerosos
que las formas redondas u ovales. :

Para el diagnodstico de la piroplasmosis po-
‘demos valernos del examen, de la sangre, fres-
ca 6 desecada, de los cultivosy de las inocula-
ciones.

El examen de la sangre es, segun Laveran y Ni-
colle, como sigue:

1.° Fijacion de la preparacion & 110° durante al-
gunos minutos y por espacio de uno, con la solu-
‘cion acuosa saturada de sublimado.

2.° Colorear en una mezcla de eosina y azul de
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Laveran durante una 6 dos horas, lavar y tratarla
por el tanino.

Sila coloracion fuera muy intensa, hay que de-
colorarla con el alcohol absoluto.

El cultivo artificial del piroplasma se consigue
sembrando sangre abundante en parasitos, en sue-
ro muy cargado de hemoglobina, mantenido & la
temperatura de 37°. Al cabo de unas dos semanas
los piroplasmas salen de los globulos y pierden el
nucleo. Mas tarde el niicleo vuelve a formarse y se
divide en 2 0 5 cuerpos esféricos, que se rodean de
un protoplasma y constituyenlos esporos, los cua-
les & su vez reproducen cuerpos esféricos. En los
cultivos no se ven nunca los cuerpos piriformes.

Para las inoculaciones comprobatorias de la pi-
roplasmosis hovina, unicamente el huey es animal
receptivo. El éxito de la inoculacion depende de la
abundancia de los parasitos en la sangre que se
inocula, cuando en ella abundan, las dosis de un
décimo 6 un vigésimo de centimetro cubico son
suficientes para infectar al animal inoculado. No
obstante, en muchas ocasiones hay que inyectar
en la piel, sistema circulatorio 6 en los musculos,
1, 2 y hasta 10 centimetros cubicos. La inoculacion
por las vias digestivas no da ningun resultado.

Ademas de la piroplasmosis bovina, ocasionada
por el piroplasma bigeminum, hay otra piroplasmo-
sis baciliforme, que se conoce con el nombre de
fiebre de Rhodesia 6 piroplasmosis tropical. Es
producida por el piroplasma paroun.

Afecta, segtin Theiler, dos tipos clinicos: uno con
fiebre, diarrea sanguinolenta, ictericia intensa,
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temblores musculares y la muerte; otro caquéc-
tico, que evoluciona lentamente con fiebre pasa-
jera, a la que sigue una apirexia completa y una
ictericia cronica.

En la sangre de los bovidos infectados de esta
enfermedad, se encuentran tres formas parasita—
rias. En la forma aguda se hallan elementos baci-
lares y elementos anulares; en el plasma de estos
elementos existe una mancha cromatica, los para-
sitos poseen movimientos amiboides y con fre-
cuencia se observa un cambio de transformacion.

En la piroptasmosis caquéctica se observa tni-
camente formas puntiformes, constituidas por
montones de cromatina inmoviles. Los parasitos
abundan en la sangre en la forma aguda dela en-
fermedad y en la misma sangre, ademas de verse
el piroplasma parvum se halla también en niimero

reducido el piroplasma bigeminum, cosa que se ex--

plica por la existencia de ambas infecciones.

La piroplasmosis de los carneros ha sido descri-
ta antes que nadie por Babés en Rumania. Esta
enfermedad ofrece una forma grave mortal, que se
caracteriza por anemia, postracion y hemoglobi-
nuria, y otra forma benigna que & menudo pasa
inadvertida y se cura.

En la sangre de los 6vidos infectados se ven los
parasitos endoglobulares, que contienen un karyo-
soma colocado en la periferia. Los elementos bi-
geminados y piriformes raras veces asientan en los
hematies, suelen estar libres y lo mas frecuente es
ver un parasito en cada glébulo.

En los frotis del bhazo los elementos son méas
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abundantes que en la sangre de la grande circula-
cion, aunque ofrecen el mismo aspecto.

En el perro afectado de piroplasmosis la sangre
contiene numerosos parasitos en la forma aguda
de la enfermedad, y muy raros en la forma cro-
nica. ‘

Los parasitos endoglobulares, son ora redondea-
dos, ora piriformes y gemminados, pudiéndose
hallar hematies que contienen hasta ocho piro-
plasmas. :

Los cultivos hechos in vitro por Kleine han de-
mostrado que los parasitos se modifican, sin que
haya verdadera multiplicacion. Se toma sangre de
perros inyectados, se desfibrina y se diluye antes
de que muera el animal y se mezcla & un volumen
igual de solucion fisiologica, sometida & la tempe-

ratura de 25 a 27°.




DIAGNOSTICO
DE LAS TRIPANOSOMIASIS

Los tripanosomas, son protozoarios libres, fla-
gelados, sin pestafias vibratiles, provistos & veces
de una membrana ondulante, que viven en la san-
gre y ocasionan enfermedades & varios de nuestros
animales domésticos.

Entre los tripanosomas, parasitos de la sangre,
debe sefialarse, en primer término, el causante de
la durina de los équidos, conocido con el nombre
de Trypanosoma equiperdum, descubierto por
Rouget.

El tripanosoma de la durina es fusiforme, mide
de 25 4 28 p de largo por 2 de ancho, su proto-
plasma no ofrece granulaciones y posee una mem-
brana ondulante, cuyo borde libre se continua
hacia delante por el flagelo y va desapareciendo
hacia atras en el centrosoma. La movilidad de los
parasitos dura bastantes horas en las preparacio-
nes hechas con sangre fria.

Las tentativas de cultivo del parasito de la duri-
na, hechas en sangre de animales receptivos, no
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han dado resultado, puesto que fuera de los vasos
la virulencia de los tripanosomas desaparece en
menos de veinticuatro horas.

Hay que echar mano, pues, de las inoculaciones
4 los animales receptivos. Los animales de sangre
fria, las aves, los hovidos, el mono y el cobayo son
refractarios 4 las inoculaciones y no lo son la
rata, conejo, perro y los équidos.

La inoculacion es facil de hacer, inyectando un
poco de serosidad sanguinolenta ¢ bien algunos
centimetros cubicos de sangre que contenga para-
sitos, debajo de la piel, en el peritoneo, en las ve-
nas, 6 también depositando una gota de dicha
serosidad sobre una escoriacién hecha en la piel
sobre una mucosa intacta.

Inoculado el parasito & la rata, se generaliza con
rapidez ocasionando la muerte al caho de cinco 6
seis dias.

En el caballo, & los cuatro dias de inoculado por
la piel, se produce una infiltracion del tejido con-
juntivo en el punto de la inoculacion, cuyo exuda-
do contiene leucocitos y tripanosomas. Al cabo de
ocho dias de la inoculacion los parasitos disminu-
yen hasta que desaparecen. Schneider y Buffard,
han observado que los parasitos que se encuen-
tran en la serosidad del edema, afectan formas
diferentes 6 sean: tripanosomas adultos, cuerpos
voluminosos, piriformes inmaéviles provistos de
apéndices y tripanosomas agrupados que conver-
gen hacia un punto central, formado por la con-
fluencia de sus partes posteriores. Los mismos
autores creen que las placas observadas en los
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animales enfermos de durina se producen por
hallarse detenidos los parasitos en los capilares
del dermis y lo mismo ocurre con los focos hemo-
rragicos y de reblandecimiento que se ven en los
centros nerviosos, producidos por la emigracion
de los tripanosomas en los vasos medulares que
obturan y perforan.

En orden de receptividad, el asno lo es menos
que el caballo, lo es mucho el perro y en él domi-
nan los trastornos oculares.

La enfermedad conocida con el nombre de Na-
gana 6 de la mosca Tsetse (Glossina morsitans), es
ocasionada por un tripanosoma descubierto por
D. Bruce y transmitida & los animales por la refe-
rida mosca.

Sin embargo, hay otros modos de transmision,
tdles como las mordeduras de animales infestados

& otros sanos, erosiones de las encias ¢ inocula-
cion de saliva que contenga sangre del animal
afectado de la enfermedad.

El tripanosoma Brucei se presenta-en forma de
vermes pequenos movibles, provistos de una mem-
brana ondulante y de un flagelo anterior. Cuando
los parasitos estan en vias de division poseen dos
membranas ondulantes y su protoplasma posee en
su parte anterior, granulaciones frlandes que fijan
muy bien la sul)stanc’a colorante.

Algunos autores, han conseguido cultivar el
T. Brucei en agar y sangre, en la proporcion de
dos partes de sangre por una de agar. Las siem-
bras fracasan muchas veces y para alcanzar algin
~resultado hay que sembrar en muchos tubos.
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La mayor parte de las especies mamiferas son
inoculables y la inoculaciéon responde, sea cual
sea, la via que se utilice. El periodo de incubacion
es variable y depende de la cantidad de parasitos
que contiene la sangre que se inyecta. Para la
rata, perroy mono, la enfermedad es siempre agu-
da y morfal, no lo es tanto para el conejo, cobayo,
caballo, asno y cerdo, y en el buey, carnero y ca-
bra, afecta una marcha cronica que puede llegar
4 curar.

Entre las enfermedades tropicales producidas
por protozoarios, hay la conocida con el nombre
de Surra que padecen los caballos, bueyes, elefan-
tes y camellos delas Indias. La causa de esta en-
fermedad es un tripanosoma diferente del produc-
tor del Nagana, descubierto por G. Evans, morfo-
l6gicamente es igual al T. Brucei, aunque existen
diferencias entre las enfermedades que ocasionan.
También los cultivos de este parasito son dificiles
de conseguir y también en la transmision de la
enfermedad juega, al parecer, un papel importante
una mosca del género Tabanus. Otra enfermedad
causada por tripanosomas, es la llamada mal de
caderas, que padeceden los équidos en la América
del Sud, y que consiste en fiebre, enflaquecimien—
to, anemia y paresia del tercio posterior. El tripa-
nosoma productor del mal de caderas ( Tripanoso-
ma equinum ), fué descubierto por Elmassian y
aun cuando en las preparaciones de sangre fresca
es idéntico al T. Brueeiy al T. Evansi, se diferen-
cia de estos por los caracteres de su centrosoma,
que es mucho mas pequefio y se colorea como el
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flagelo. Son sensibles 4 la inoculacién de esta
enfermedad, el caballo, m ulo, asno, mono, rata,
rata blanca, cobayo, conejo Y perro. No obs-
tante de que en el carnero, buey y cerdo, los
sintomas son nulos, la sangre se infesta y llega
a ser contagiosa para la rata por espacio de dos
meses.

Los bovidos del Transwaal, padecen una tripa-
nosomiasis que se caracteriza por anemia, y fiebre
(no constante), que & veces afecta una forma per—
niciosa y ocasiona la muerte. El agente que pro-
ducela enfermedad es un tripanosoma descubierto
por Theiler, y ofrece una forma grande y otra pe-
quetia. La primera mide de 60 & 70 w. de largo por
3 & 4 de ancho, la segunda de 25 & 30 ¢ de largo por
2 a3 de ancho. Es el tripanosoma mas grande que
se encuentra en los mamiferos y s6lo es inocula-
ble & los bovidos. Su ntcleo es ovalado, ; el centro-
soma es redondeado y estd situado bastante lejos
del extremo posterior del cuerpo. La transmision
de la enfermedad la hacen los Hippobosca rufipex
Y H, maculaia.

Las aves padecen tripanosomiasis. Danilewsky,
fué quien primero describié la enfermedad Yy su
agente productor. El Trypanosoma avium. es un
vermiculo que posee una membrana ondulante Y
un flagelo-en su parte anterior, siendo las dimen-
siones del tripanosoma (comprendido el flagelo)
de 33 4 45 i1 de largo. La coloracién del protoplas-
ma es tan intensa, que, a veces el ntcleo y el cen-
trosoma se ven con dificultad.

Por lo que respecta al diagnéstico microscopico
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de las tripanosomiasis, he aqui las indicaciones
mas sencillas:

Si se trata de investigar la presencia de los tri-
panosomas en la sangre fresca, se deposita una
gota de sangre sobre un porta-objetos y junto a
esta gota, se deposita otra de solucion de azul de
metilo en solucion acuosa de cloruro de sodio
4 0°75 gr. por 100. Hecho esto, se aplica el cubre-
objetos, con lo cual, se consigue que se. mezclen
ambas gotas y los parasitos absorban la substan-
cia colorante.

Los tripanosomas pueden colorearse con dife-
rentes reactivos, pero mas especialmente con el
azul de metileno, violeta de genciana, violeta de
dalia y la hematoxilina de Boehmer. Si se emplea
el primero de estos colorantes, ha de ser en solu-
cion acuosa saturada, haciéndolo obrar sobre el
portaobjetos por espacio de treinta segundos. Con
este procedimiento so6lo fijan el color, los nucleos
de los leucocitos y los parasitos.

Laveran recomienda el empleo de una solucion
de eosina al 0‘5 por 100 y luego colorear con la so-
lucién acuosa de azul, con lo cual se consigue
una coloracion doble; los glébulos rojos se tinen
de color rojo y los nucleos de los leucocitos y los
parasitos lo hacen en azul.

Para el estudio de la estructura y coloracion del
nucleo de los parasitos hematozoarios, el mejor
procedimiento de coloracion es el de Laveran, ba-
sado en el empleo del azul de Borrel. Este colo-
rante se prepara echando algunos cristales de
nitrato de plata en un frasco de 150 centimetros
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cubicos de capacidad y 50 de agua destilada y una
vez disuelto se acaha de llenar el frasco con lejia
de sosa y se agita. El precipitado negro de 6xido
de plata que resulta, se lava varias veces en agua
destilada y la ultima agua del lavado se decanta y
substituye por una solucion acuosa saturada de
azul de metileno medicinal de Hochst, se agita
varias veces, se deja en contacto quince dias y
luego se decanta el liquido que constituye el azul
de Borrel.

Para colorear la sangre desecada, se fija previa-
mente la preparacion por espacio de cinco 6 diez
minutos en alcohol absoluto y luego se coloca en
la preparacién de la solucion siguiente :

Azulide Borneliis s SRt 8 S iee e e i eent, clib:
Solucion ocuosa de eosina al 1p. 1,000 5 »
Aguaidestiladas e e sl St e »

Mézclense con cuidado las soluciones de eosina
y azul y filtrense en el momento de hacer la mez-
cla. Esta, se echa en una capsula de Petri y en
ella se coloca la preparacion de manera que la
cara de la misma que contacta con el liquido, no
toque al fondo y, por tanto, en el precipitado que en
él se acumula ordinariamente.




DIAGNOSTICO DE LA COCCIDIOSIS

Las coccideas estan formadas por pequemnos
cuerpos amiboides, esféricos u ovoides, de proto-
plasma granuloso v provistos de un ntecelo. Son
parasitos de los vertebrados é invertebrados y tie-
nen un papel patolégico de bastante consideracion.

El conejo padece la-enfermedad y con alguna
frecuencia se ven en el higado de este animal
unas masas blanquecinas 6 amarillentas que tie-
nen el aspecto de pequenos abscesos reblandeci-
dos y se hallan en los canaliculos del higado 6 en
el parénquima hepatico.

El diagnostico es sumamente sencillo, pues bas-
ta diluir el contenido de un quiste en un poco de
agua 6 en solucion fisiologica y examinar con el
micrcscopio. Si se tifie la preparacion con una
gota de solucién acuosa de eosina, se destacan
mas las coccideas, porque el fondo queda tefiido
en rosa y los parasitos no se colorean.

FIN
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