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InTroDUCCION

Desde los estudios iniciales de aislamiento y constatacién bacterio-
logica del Haemophilus pertussis en enfermos con tos convulsiva, reali-
zados por BorpeT y GENGou (1906}, hasta hoy, las técnicas de aisla-
-miento de este germen con fines de diagnéstico han sido sucesivaments
modificadas de acuverdo a una mavor facilidad y rendimiento en los re-
sultados finales.

El diagnéstico bactericlégico se hizo de modo préctico desde que
CHviETZ v MEYER (1916} introdujeron la técnica original de la exposi-
cién” de una placa Petri {Cough-plate} conteniendo medio de BorpeT ¥
GeNcou, a la tos del enfermo, técnica que ha sido empleada corriente-
mente en oy laboratorios con fines de diagnéstico bacteriolégico de la tos
convulsiva. . En nuestro medio la hemos empleado en cierto nfimero de
enfermos (60), con resultados satisfactorios en el aspecto bacteriolégice,
pero el procedimiento mismo presentaba ciertas dificultades tales como,
la ausencia de un espasmo natural, el que atn con maniobras artificiales
no llegaba a efectuarse o en su lugar se obtenia grandes emisiones de
saliva y contenido géastrico que bacian perder corrientemente el material
empleado.

Otras veces tratandose especialmente de nifios pequeflos, se apre-
ciaba lo que también afirman A. Monrws, Brabrorp y Packzr (1942)

“frecuentemente es 1mposxble estimular un parexismo cuando se trata de
emplear la “placa de tos” y, particularmente en nifios pequefios {menores
~de 3 afios) en quienes la tos es a menudo corta y débil, y no explosiva".
Nosotros hemos encontrado que en determinados nifios, de corta edad o
de constitucién débil v especialmente en el periodo catarral inicial, la ino-
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culacién de la placa era dificil de obtener a pesar de los métodos artifi~
ciales de estimular la tos; y si alguna placa era inoculada, el nimero de
colonias desarrolladas a las 48 horas era sumamente escasa {una o dos).
Sucare y Mc Leop {1929} obtienen éxito, sembrando flemas elimi-
“nadas por el enfermo, sobre placas conteniendo el medio apropiado. Kris~
TENSEN (1933) ensayd torundas de algodén estériles aplicadas sobre la
pared faringea posterior, pero sin resultados positivos: en cambio con la
torunda laringea si fué facil obtener colonias tan a menudo como con las
“placas de tos”. E. Straxer {(1937) ensaya métodos semejantes a los
de KmisTENSEN con excelentes resultados, realiza un estudio comparati~
vo con el método de la “placa de tas” y sefiala un mayor porcentaje de
positividad con el empleo de la torunda. Posteriormente Branrorp y Sca-
viN {1940), A. Mouws, Braprorp y Packer {1942) v T. M. Sarro, M-
L1LER v LEACH (1942} emplean v recomiendan por sus ventajas, el mé-
todo de cultivo del exudado naso-faringeo, ejecutan estudios compara-
_tivos v estadisticos en relacion con el método de fa “placa de tos”, con-
cluyendo que esta técnica a la vez que sencilla es posible de ser efectua~
‘da en cualquier momento, sin causar mayores molestias al enfermo, ade~
mas del faci] transporte de la muestra. ~
De otro lado, Avsxanper Freming, (1929) v (1942), estudia deta-
Hadamente substancias quimicas bacteriostaticas con fines de diagnésti-
co bacteriolégico, entre ellas, sefiala el empleo del filtrado crudo de un
cultivo de una variedad de Penicillum posteriormente identificado como
Penicillum notatum, hallado de una manera casual como contaminante de
un cultive de estalilococo.  Aislé esta interesante especie v efectud, es-
tudios de la substancia elaborada por & en un medio liquido nutritivo.
Realize una serie-de pruebas "in vitro”, oponiendo a dilusiones de este
filtzado crudo, distintas especies de gérmenes, de los cuales unos eran to-
talmente inhibidos aiin a altas dilusiones, mientras que otros no eran afec-
tados, entre éstos sefiala el Haemofilug influenza, el cual frente a con-
centraciones de filtrado crude que eran suficientes para inhibir el desa-
rrollo, de Stafilococos, Streptococos, Preumococos, Corynebacterium, ete.
no sufria variacion en su desarrollo, por lo cual establece un método pa~’
ra efectuar el aislamiento de este Haemofilo, con excelentes resuitados.
A principios de agosto de 1942, con deseos a realizar las mismas ex-
periencias de FLEMING, pero frente al H. pertussis, tuvimos la satisfaccién
de encontrar entre otros una variedad de Penicillium {cuya identificacion
atn no la hemos efectundo por carecer de datos adecuados), que elabo-
raba en el medio de cultivo en el cual se habia sembrado, una substancia
gue también ejercia efecto inhibidor para el desarrollo “in vitro” de Sta-~
filococos, Streptococos, Prneumococos v algunos Corynebacterium que po-.
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seemos, sin g¢jercer ninguna accién a determinadas concentraciones sobre
el desarrollo del H. pertussis.

Teniendo pues como antecedentes las dificultades habidas en el mé-
todo de la “placa de tos”. y la contaminacion muchas veces excesiva con
el emples de la torunda de algodén, resolvimos ensayar la aplicacién del
poder bacteriostatico de la sustancia elaborada por nuestro Penicithum
como ayuda para una mejor seleccién de las colonias de H. pertussis, en
las placas Petri sembradas con el exudado faringeo contenido en torun-
das de algodén de acuerdo a la técnica senalada por los autores antes
citados. .

Los resultados obtenidos han sido completamente satisfactorios, por
lo cual nos permitimos sugerir el empleo de ¢ste método para 2l diagnésti-
co bacteriologico de la tos convulsiva.

Maveriares v METopos pARA REALIZAR EL DiasndsTico

El medio de cultivo, Desde los trabajos iniciales de BorneT v Gen-
Gou hasta hoy, el medio de cultivo para el H, pertussis ha sufrido algu-
nas variaciones, pero conservando en el fondo los mismos caracteres gue
los indicados por estoz autores.

Como es sabido el medio de BorprEr-GENGOU es rico en extractos
vegetales {patatas) y en sangre. Muchas modificaciones se han hecho
en relacién con la cantidad necesaria de este altimo componente, Bor-
pET v GENGOU emplearon 50 % de sangre de cabalio; entre otros LEsLie
y GARDNER (1931) seBalan 33 % de sangre de caballo. Reduciéndose
posteriormente al 25 %, pero se observé el menor desarrollo del germen
(en relacion con la menor cantidad de sangre empleada). Aiin KEnprICK
y E1pEriNG (1934) usan menos del 15 % de sangre de carnero, y Sauer
vy Hamerecur (1930) emplearon ¢l 17 % y mas tarde 2] mismo Sausr
{1933} aumenté la cantidad al 25 %. Srracksr y Westwarer (1937)
omiten el uso del acido lactico {indicado por Danisa) y aumentan la pro-
porcién de sangre al 50 %. Este ultimo medio es el que hemos emplea»
do con excelentes resultados.

Medio de Boidet-Gengou {modificado}. Se efectiia del modo si-
guiente :

1. Escoger papas sanas y grandes, lavar v pelarlas. Cortarlas exi
trozos delgados.

7 2. Agregar 250 grs. de estos trozos de papa a ‘500 c.c. de aguzs de
cafid y después 9 grs, de clorure de sodio. Hervir hasta que los trozos
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se deshagan. Reemplazar el agua perdida durante 1a ebullicién y filtrar
a través de un lienzo.

s

3. Ajustar la reaccién del extracto a Ph. 7.

4. Agregar 500 c.c. de este extracto y 20 c.c. de glicerina, a 60
grs. de agar disuelto en 1500 c.c. de agua de cafio. Distribuir en fras-
<os. Esterilizar por autoclave y conservar hasta que se necesite.

5. Al momento de usar, enfriar el agar licuado a 48°C. mas o me-
nos y agregar 1/3 del volumen de sangre (33 %) desfibrinada u oxala-
tada de caballo. Mezclar bien y después de solidificado poner a con-
trol de esterilidad en estufa de 37°C. por 24 horas. '

6.. Es importante tener el medio frasco, v su emplec debe de ser
durante un periodo no mayor de diez dias. Debe de conservarse en la
nevera. Debe presentar un color rojo cereza brillante. El medio rojo
oscuro o marrdn, debe descartarse.

Este medio es repartido en placas Petri y en tubos de pruecba. En
las primeras se efectuara el aislamiento y los segundos sirven para el ais-
lamiento y copservacién de las cepas.

Material para la recoleccion de la muestra. "Esencialmente esta cons-
tituido por una torunda de algodén dispuesta en un alambre, de- prefe-
rencia de cobre o también de fierro guivanizado delgado y flexible (se
prefiere el de cobre pues como se usa repetidas veces no sufre efectos
de oxidacién marcados como sucede con el de fierro galvanizado). La
torunda ha de ser de poco volumen y debe cubrir completamente el ex-
tremo del alambre a fin de evitar lesiones erosivas en las mucosas del
paciente durante la toma de la- muestra. 'Este dispositivo es colocado
en un tubo de prueba delgado y de longitud conveniente en relacién cen
Ja del alamhbre, siendo esterilizado en estufa. ~

La penicilina. Esta sustancia es preparada por nosotros de acuer-
do a técnicas que seran descritas en uno de los nameros de la revista de
"‘Medicina Experimental”.

La penicilina es titulada previamente a fin de usar la cantidad exac-
ta que tenga poder suficiente para inhibir el desarrollo de la mayor par-
te de los gérmenes grampositivos presentes en la cavidad bucal, sin afec:
tar a esa concentracién el desarrollo de los H. pertusis. Es decir que
teniendo un producto cuya accién, por titulacién por el método de las
diluciones, haya sido bacteriostatico a gérmenes Gram- positivos hasta
1/1000, se usara esta cantidad de penicilina en las pruebas correspon-
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dientes, pues a mayores concentraciones parece que afectara también a.
los Haemophilus pertussis. .

Para esta prueba usadbamos al principio filtrado crudo de cultivo de
Penicillum, el cual se titulaba por el método de las diluciones seriadas.
Posteriormente purificamos el producto, obteniendo penicilina en solu-
cién, la que titulada por el mismo método de las diluciones era aplicada
en ldentlcas condiciones en esta técnica de diagnéstico.

TECNICAS

1. Técnica de la "placa de tos”. Esta técnica es muy simple, pero
es necesario que el enfermo tosa, pues el espasmo natural es esencial ya i
que el esfuerzo voluntario es generalmente inefectivo. Se recomienda que
las placas deban ser expuestas durante 10 a 15 segundos y sostenidas
mas o menos a. 6 pulgadas de distancia de la boca, de .tal modo que el
muco no alcance a la placa. En nifics de mayor edad y especialmente
si hay mucho catarro, debe ser efectuacla esta operacién a una mayor
distancia, ya que se obtendria una mayor inoculacién, especialmente por
organismos secundarios. Asi mismc en nifios pequefios (menores de
seis meses), la técnica descrita puede dar lugar a placas estériles.

Cuando no se presenta dé manera expontanea accesos de tos, se ha
sugerido diversas maniobras para provocarlos, tales como el toque a la
pared faringea posterior o de la laringe (Sauer y Hamerecurt, 1930),
0 presion sobre la traquea (SH.VERTHORNE y Fraser, 1935), STRAKER y
WeSTWATER (1937) sugieren el uso de bebidas frias y estimulos direc-
tos de la epiglotis.

2. Técnica de la “torunda de algodsn”. Fl nifio es sostenido por
la madre o una enfermera a fin de evitar los movimientos de los brazos
y especialmente la accion defensiva de las manos, La cabeza debe ser
cogida en el momento en que se dispone un bajalenguas delgado para:
ser introducida la torunda de algodén evitando choque con la lengua o
paredes bucales, debe llegar hasta la pared faringea posterior y alli efec-
tuar un movimiento de rotacién de la torunda para que se cubra entera-
mente con el contenido de esas zonas, retirarla cuidando de no tocar las
regiones sefialadas y guardarla en su tubo original. Esta maniobra de-
be ser realizada rapidamente para no ocasicnar mayores molestias al en-
fermo. Algunas veces el nifio llora, entonces la cavidad bucal es facil-
mente expuesta, circunstancia que se aprovecha para introducir la torun-
da, muchas veces sin necesidad del bajalenguas.
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Con esta técnica se evita la espera de espasmo natural y puede ser
efectuada en cualquier momento.

Como se comprende cuando se trata de nifios mayores (concientes)
la maniobra se simplifica a voluntad del enfermo.

-

SIEMBRA DEL MATERIAL

El transporte de las muestras es pues sumamente sencillo, a dife- .
rencia con el de la “placa de tos”, en la cual el transporte de las placas
es aparatoso vy limitado. ~

Técnica. Para la inoculacién del medio contenido en las placas Pe-
tri, se agrega 1-2 c.c. de solucién de cloruro de sodio al 8.5 grs. por
mil, al tubo que contiene la torunda. se lava ésta y mediante una pipe-
ta capilar se toma una cantidad de esta emuisién o mezcla y se vierte una
gota sobre la superficie del medio de cultivo y se la extiende con ayuda
de la misma pipeta capilar convertida en espatula. A continbacién se
agrega otra gota de una solucién de pericilina (a dilucién conveniente,
tal como se indicd al tratar de csta substancia) y se la extiende igual-
mente. Las placas son puestas-a incubar a 37°C. y observadas a partir
de las 48 horas.

Otra técnica que también da los mismos resultados, pero con ma-
vor consumo de solucién de penicilina es la que sigue; en lugar de agre-
gar al tubo conteniendo la torunda, la solucién de cloruro de sodio, se
agrega solucion de penicilina. Se toma una gota de esta mezcla y se la
extiende en la misma forma indicada anteriormente, sobre la superficie
del medio.

LEcTurA DE LA PLAca

A las 24 horas el nimero de colonias es relativamente pequefia (es-
pecialmente gérmenes sobre los cuales la penicilina no ejerce ninguna
accién, algunas variedades de hongos, bacilos grampositivos, bacilos gram-
negativos y ciertos-eocos gramposilivos de tipo tetragenc) y de tama-
fio por encima del milimetro. A partir de las 48 horas, se comienza a
observar entre los espacios aparentemente libres de las colonias citadas,
olras muy pequefias, cuya visién se hace mejor cott la ayuda de una lupa
o bajo un microscopio y a la luz del dia, son salientes, circulares, casi
hemisféricas, brillantes, “de coloracién ligeramente gris, con cierta unifor-
midad en cuanto 2l tamafio. :

Ya a las 72 horas el volumen ha aumentado, llegando a tener algu-
nas hasta un milimetro de chémetro, su aspecto es caracteristico: brillan-
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" te, homogéneq; circular, bordes regulates, convexa, nacarada con un re-
flejo metalico por lo cual se lag ha cemp.arado con perlas parttéa% por la.
mitad o con gotas de mercurio.

La morfologia de los gérmenes contenidos en estas c::sicmas es i
pica : bacilos cortos, casi cocobacilos, pequefios, aislados, dispuestos sin
agrupacion caracteristica y de un tamafio muy homogéneo. Pobremen-.
te tefiidos por los colorantes usuales, gramnegativos, mas intensamente
coloreados en los extremos y bordes. La capsula es manifiesta median-
te la técnica de Lawson y UHARLOTTESVILLE {1939)

Aisfamie,nto en tubo, Se procede a‘aislar]os, sembrandolos en tubo
conteniendo el mismo medic empleado para su aislamiento, de la mues-
tra, A las 24 horas se aprecia un tenue desarrollo a todo lo largo de la
estria. Desatrolio que se incrementa a las 48 horas, dando una estria
de crecimiento algo gruesa, brillante, de color gris. El germen conser~
va las caracteristicas antes sefialadas en cuanto a morfologia v tincién.

IneNTIRICACION

Aparte de los caracteres morfolégicos de la colonia. desarrollo, as-
pecto del germen desde el punto de vista tintorial, se procede a realizar
lag sxguxenées observaciones : Caldo simple : desarrello negativo, Agar
simple : desarrollo negativo, M. ps B{;RDE}“_«»GENGQE {con sangre al
10 %} : desarrollo pobre, con hemolisis,

°Indol : no hay produccién. °Azicares : accién negativa. °Nitra-
tos : no hay reduccion a nitritos, {°) STiLiManN y Bourn {1920},

Reacciones seroldgicas. El germen recientemente aislado y cultiva-
do en el medio usual descrito, se presenta en fase de virulencia con un
tipo antigénico Gnico y homogéneo a otros germenes axs}ados ¥ conser-
vados en las mismas condiciones.

Tal como lo han sefialado Boroer v SteEswik {1910), todas ellas
aglutinan con un suero preparado contra una sola. Mas tarde LEsue v
GanpNer {1931) determinen cuatro grupos antigénicos distintos, de los
cuales el grupo I corresponde a una fase de neta virulencia y capacidad
inmunizante {forma lisa); el grupo I'V estaria determinado por una fo.ma
_ aspera, de facil cultivo en medios simples, sin ninguna virulencia: y, entre
ambas los grupos II v I, gue no son sino variantes intermediatias entre
las faces lisa y aspera. Esta variacion se realiza con el pasaje del ger-
men a través de los medios de cultivo, especialmente aquellos que no le
son favorables. SwmiiBreEy v Hoerscuer {1934} y TooMEey y colabora~
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dores {1935} han coincidido en lineas gencrales con los estudios de LEs-
LiE y GARDNER.

Sueros preparados con cepas recientemente aisladas Yy caracteres ne-
tos de wvirulencia, aglutinan especificamente a altas concentraciones los
gérmenes que han sido recientemente aislados y gue reunen los caracte-
res de colonia y morfologia descritos.

Cuando se ha adguiride suficiente practica en el conocimiento y di-
ferenciacion del tipo de colonia, v agregado los caracteres tipicos morfo-
logicos del germen constituyente de ellas, el diagnéstico estd casi com-
pletamente resuelto, claro estd que si ademas se verifican los cultivos v
reacciones serolégicas correspondientes, la identificacién es mas precisa.

RESHLTADOS DEL DIAGNOSTICO BACTERIOGLOGICO EN ENFERMOS CON
Tos Cownvursiva {Clinicamente)

Comparacion entre el método de la “placa de tos” y el descrito en
este trabajo.

Esta prueba ha sido realizada con enfermos que se asisten en el
consultorio externo de enfermedades infecto-contagiosas del Hospital del
Nifio. Han sido tomados indistintamente nifios de toda edad {menos de
un afio hasta los siete y mas afios). El dato del tiempo de evolucion de
la enfermedad ha sido suministrado generalmente por la madre del en-
fermo por Jo cual como se comprende, éstos no pueden ser exactos, es
por esto que los cuadros que a continuacion se exponen {(del 1 al 4) pre-
sentarian un gran margen de error; sin embargo como la finalidad de es-
te trabajo no es la apreciacion estadistica del porcentaje de nifios que
presentan eliminacion de bacilos de BorpET-GENGOU en las distintas eta-
pas de la enfermedad, sino la descripcion de una técnica para ¢ diagnds-
tico bacteriologico, v su comparacién con la “placa de tos”, se hizo nece-
sario la agrupacion sistematica de los resultados a fin de observar la bon-~
dad de una y otra.

Sinembargo, de vna manera ne precisa se puede observar que el ma-~
vor porcentaje de positividad se presentd durante las tres primeras se-
manas para decrecer a la cuarta y ser negativa a partir de la quinta de
evolucion de la enfermedad, datos que guardan relacidn de semejanza
con los manifestados por investigadores de otros paises. :

Este trabajo es susceptible de completarse v ampliarse en e} senti-
do de la determinacidn en nuestro medio de porcentajes de positividad
en relacion con la edad, el sexo, ias razas y el tiempo de evolucion de la
enfermedad, lo que sera verificado posteriormente.
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MzeTopo pE LA “"PLAcCA pE Tos”
CUADRO Nt |

Aislamiento del H. pertussis de 60 casos

[
‘Tiempo de Paositivo Negative Total %
enfermedad
13 semana . . . 9 4. 13 69.2
2, L. S 5 14 64.2
. g 4 13 65.2
42, 1 5 6 - 16.6
b —_ 7 7 —
o oo e - C— 2 2 —
o, L. — 1 1 —
B, L. — 2 2 —
9, L. -_— 1 i —
3 meses . . - . _ 2 2 .
CUADRO N¢ 2
Porcentaje correspondiente hasta la semana de positividad
!
Tiempo de | Positivo ‘Negativo Total %
enfermedad

1 a 4 semanas . 28 18 46 60.8

]
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METODO DESCRITO EN ESTE TRABAJO

-CUADRO Nv 3

Aislamiento de H. pertussis de 65 casos

241

Tiempo de - Positivo Negativo Total %
enfermedad
1% semana . . . 4 1 5 30.0
. T I 6 2 B 75.0
3, L. 5 3 8 625
4a . 2 4 6 333
5 . .. — 6 6 —
63 " . e —_ | 1 —_
£ S —- 5 5 —
B+ b e o 3 3 —
Mais de 8 sem. . — 23 23 —
i
SUADRO No 4
Porcentaje corcespondiente hasta 13 semana de positivided
" Tiempo de Positiva MNegativo . Total % -
enfermedad i N 1
1 a 4 semanas . 17 10 P g 629
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SumMario

El diagnéstico bacteriologico de la tos convulsiva es una necesidad
que debe ser efectuada en todo enfermo que presente manilestaciones
clinicas incipientes de esta enfermedad. Las técnicas para su realiza-
cidon han sufrido sucesivas modificaciones a fin de obtener ventajas tan-
to en su simplicidad como en su rendimiento.

La técnica de CHIVIETZ vy MEYER (1916} ha sido la mas usualmente
empleada, pero dificultades especialmente de parte del enfermo (espas-
mo natural, edad, estado fisico, etc.}, diversos investigadores (SuUGARE,
Mc. Leop, KrISTENSEN, STRAKER, etc.) ensayaton otros métodos reali-
zando siembras directas de secresion laringea tomada con distintos dis-
positivos y maniobras, obteniendo mas comodidad y mejor rendimiento
que el uso de la ‘'placa de tos” (CHiviErz v MEYER); posteriormente el
método de la torunda de algodén se perfecciona mas ( BRADFORT, SLAVIN;

" Morris, BrapFORD y PAckeRr; SAITo, MILLER v LEACH) quedando esta-
blecido que la mayor efectividad para el diagnéstico bacteriolégico de la
tos convulsiva es la siembra del exudado naso-faringeo tomado con una
torunda de algodén.’

Nosotros hemos ensayado estos distintos métodos encontrando las
mismas dificultades, de ahi que guiados por los trabajos de A. FLEMING
en el uso de una substancia bacteriostatica para aislar mejor el germen,
y teniendo la oportunidad de contar precisamente con la adecuada, la:
penicilina, hemos podido realizar ensayos a este fin, habiendo logrado’
resultados halagadores, como se puede apreciar en lo expuesto.

CONCLUSIONES

1. Para la realizacién de este trabajo se obtuvo por pnmera vez
penicilina en el Peri. (Agosto, 1942).

2. El empleo de penicilina como agente bacteriostatico en el méto-
do de la “torunda faringea”, facilita el diagnéstico bacteriolégico de la
tos convulsiva.

3. Sin pretender exactitud, el mayor porcenta]e de eliminacién de
bacilo pertussis en enfermos con tos convulsiva de nuestro medio. es du-
rante las tres a cuatro primeras semanas de la enfermedad.

CONCLUSIONS

1. To carry this work out penicillin was obtained for the first time
in Perd. (August, 1942).
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2. The use of penicillin as a bacteriostatic agent in the “torunda
faringea” method, facilitates the bacteriological diagnostic of the whoo-
ping cough. -

3. Without pretending accuracy, the greatest percentage of ellimi-
nation .of bacillus pertussis, in whooping cough patients in our environ-
ment, was found to be during the first three to four weeks of the di-
sease, -
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