ANALIES DB I. A FACUILTAD B YVETERINARIA

Los cultivos de materiales sospechosos de
Tuberculosis, en el diagndstico de esta enfermedad

Der el Jefe de Trobaios del Insti‘tute de Anatomia FPziclcoica v Parasitclen.a
Profesor FRANZ O. FIELITZ LANDIVAR

El cultive de materiales sospechosos de tuberculosis, con fiues de
su verdadera constatacion diagnédstica, tiene una importancia capital
vy carece de dificultad para nuestro laboratorio, puesto al servicio de las
clinicas del Hospital.

Cuando tenemos que efectuar un diagndstico seguro en elamentos
como expectoracion, material fecal, sedimento de orinas, exudados, jugo
gastrico, leche, piel y aun en tgjido organico, va sean neomembranas de
raspado de mucosas, biopsias provenientes de la mesa de operaciones, gan-
glios, etc., donde la investigacién microscépica directa no haya dejado en
claro la naturaleza de una infeccion, el mejor método es el cultivo ya
que, la incculacion experimental, en muches casos con resultado negativo,
ha podido constatarse que ha fracasado, pues, con ctros métodos de inves-
tigacidon resultaron materiales tuberculosos positivos y esto es de gran
importancia cuando son de procedencia humana.

Tales hechos, débense a la vitalidad disminuida de la cepa inoculada,
la que ha sufrido verdadero desmedro ,por el proceso de manipulacién
a que ha sido sometido, como son por ejemplo, los procedimientos de
enriquecimiento, centrifugacion ete. y el agregado de desinfectantes (anti-
formina, lisol, formalina, etc.), para evitar que la flora microbiana se-
cundaria provoque un proceso infeecioso en el cobayo, etc., pues no se
explica como un animal tan sensible que se considera “animal reactivo”
no manifieste su exquisita sensibilidad.

La reproduccién “in vitre” para la seguridad diagndéstica, es, después
de la constatacion directa por el microscdpio de un material centrifugado
¥ enriquecido, la de mayores garantias de seguridad para el clinico o
para el higienista. .

Para la practica de esta investigacién, ez necesario tener presente
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que se requieren medios especiales en el Laboratorio, adn cuando los
encargados de esta investigacion no fueren laboratoristas especializados
en esta materia.

Para practicar, con éxito, esta investigacidon, se requiere:

a) Medios artificiales de cultivos adecuados.

Haciendo un poco de historia ilustrativa, Roberto Koch (1882) des-
cubridor del bacilo, propuso el suero de sangre coagulada, al calor a 70°g,
procadente del bovino, como medio para el cultivo de tuberculosis bovina
y el suero de sangre coagulada de conejo, para la tuberculosis humana.
Nocard y Roux introdujeron el uso de la glicerina al medio nutritivo
artificial. Stanley, Griffith, Cobbet las propiedades de los sueros norma-
les animales, incluso el suero humano de sujeto indemne, Pawlowski fue

Una c¢élula gigante de un nadulo 4de tuberculosis bovina.
célula gigante o de Langhans. - Mayo 15 de 1947.

el primero que usé la papa como subtracto solido nutritive del medio;
Dorset agregd los medios con huevo, Libenau el caldo de carne o de
argane (sobre todo pulmén) glicerinado al 5 % y otros muchos medios
solidos y liquidos, naturales o sintéticos (sales minerales) extractos, etc.,
fueron propuestos para cultivar la tuberculosis, lo que demuestra el gran
interés que tenian los investigadores en encontrar un medio seguro y
qué importancia tenia para ellos, el poder constatar en los mismos, la
vegetalidad del bacilo de Koch. Los medios naturales, suero de bovino,
conejo, ete., coagulados al calor, son medios de progresion lenta, A las
tres o cuatro semanas aparecen colonias blancas, lenticulares, transpa-
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rentes, que se hacen escamosas, gruesas y poco adherentes al medio; a
medida que crecen Hegan a confluir unas con otra. El color de los cultivos
de alguna data, &4 el de ‘“trigo maduro”. Se debe desconfiar de las colo-
nias pigmentadas. L.os sueros adicimados del 5 <¢ de glicerina coagulados
al calor 70 -75" 10 a 15 minutos, mejoran las condiciones de vegetabili-
dad de las colonias que aparezcan, siempre que se trate de una cepa
humana; la tuberculosis bovina no cultiva o cultiva incidiosamente en este
medio; pues ng apetece glicerina y suele desaparecer si es que una
c¢olonia aparecio, al primer momento.

E!l huevo (clara y vema convenienmentz emulsionados) repartido en
tubos v coagulados al calor, son un medic natural que da colonias abun-
dantes, después de los 15 dias a temperatura de 38" a la estufa.

La papa debidamente alecalinizada a un p.H. de 7.2-7-4 por alealini-
zacion con solucién de roda normal con caldo glicerinade (caldo de carne

Tuberculosis tipica del parénquima bovina. Cordon testicu-
lar. Hay células de Langhans, Mavo 15 de 1947

sin alecalinizar (p.H. 6.4-6-5 més glicerina 5 %} es un buen medio de
cultivo, donde progresan entre 8 a 12 dias el bacilo de Koch tipo humano,
abundantemente, cubriendo €l troze de papa de una capa escamosa de
color algo amarillento (trigo maduro) y un velo fuerte sobre la parte
liquida del casquete del tubo de Roux; velo superficial que remonta las
paredes del tubo y que deja al caldo transparente cuando el cultivo es
puro., La papa sin glicerinar con caldo mas huevo y glucosa al 2 % es
buen medio nutritivo para bacilo bovino.

El problema de los medios de cultivos, ya sean éstos naturales o arti-
ficiales para tuberculosis radica en la reaccion natural de los elementos
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gue lo componen, sean estos basicos o acidos, lo que los vuelve inadecua-
dos para la vegetabilidad de este bacilo que no se aviene a vivir en medios
dcidos ni basicos, La adicion de alealis o dcidos para corregirlos desna-
turaliza al medio y los hace de dificil adaptacion vital para la multi-
plicacién de la cepa sembrada. Per otra parte, los medios nutritivos na-
turales de suero o de huevo. como los de carne o extracto de carne, cam-
bian el p.H. con la coccidn; y la adicién de mayor o menor cantidad de
solucion de acidos ¢ alealis no es capaz de normalizar v por lo tanto dejar
al medio en las mismas condiciones, vomo lo son sueros o huevo simple-
mente coagulado por el caler sin ningan producte sobrzagregado. Los iones
acidos o bdsicos no sabemos como son utilizades por las bacterias o si
estos lones se combinan con las sales propias de les elementos nntritivos
del medic para formar nucvoes ecuerpos cuva aceion ulterior sobre el

Tuberculosis atipica de parénquima canino. DBronconeumonia
caseosa. No hay células de Langhans en los naddulos,
Mayo 15 de 1947

desarrvollo de la colonia microbiana pucde volverse, por tal causa, intole-
rable, cuando o toxica.

Por esta causa debe buscarse un medio que después de haber sufrido
el manipuleo del laboratorio conserve una reaccién p.H. neutra o muy
proxima a ella. Una reaccién débilmente dcida (p.H. 6.8 a 7.0) es mejor
tolerada que una reaccion débilmente alcalina (p.H. 7.4 a 7.8) sobre una
reaccion optima ncutra de pH. 7.2 a 7.3.

Para tal fin es recomendable un medio =6lido de aislamiento y puri-
ficacién de la cepa, constituido por tres partes de huevo, clara y yema,
convenientemente batido: v una parte de calds Jde carne glicerinado al
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D % . La clara y yema deben estar bien mezcladas homog:oneizadas, fldidas.
Debe hacerse con huevos frescos; pues los de alguna data, pueden tener
diferencia de p.H. con el fresco y contener elementos nocivos o toxicos
autoformados, ctc., que le hacen inadecuados para tal uso.

Este medio solido al calor 70Y por 10 a 15 minutos es de rdapida vege-
tabilidad: en 8 a 12 dias da colonias a la estufa a 38", Puede reemplazarse
el huevo, por una mezcla de materias nutritivas grasas, alimenticias;
por ejemplo, manteca, grasa palmitina, asparaguina, lzscitina, leucina, ti-
rosina, aminodcidos, fosfatos de potasio y magnesio y cloruro de sodio.
Estos elementos no deben pasar de una proporciéon de gr. 0,10 ctgr. en
la solucion de cloruro de sodio al 0.50 ctgr. por 100. Estos clementos se
encuentran ¢n su totalidad en la constitucion de la yvema del huevo. El

Tuberculosis atipica de parénquima canino. Bronco neumonia
tuberculosa. No hay caseosis; no hay células de Langhans.
Maye 15 de 1947

caldo hecho con extracto de carne de Liebig al uno por ciento, mas pep-
tona uno por ciente, cloruro de sodio 0.50 ctgr. por ciento en agua des-
tilada neutra sin otro agregado, es de reaccion débil acida, su p.H, es
constante e igual a 6-5-6-6.

Esta acidez no influye sobre la cepa sembrada y puede considerarse
comg una acidez saprofitica, que por ser natural es aceptada por el
bacilo tuberculoso. Sobre este caldo de carne puede agregarse huevo
batido. La papa debe cortarse en hemicilindros y ponerla en tubos de
Roux y esterilizar a 120° por 10 a 15 minutos, contando que la coccién
de la misma no llegue a <deshacerla o resquebrajarla. La papa bien lavada
en agua se atraviesa eon un tubo de ensayo del calibre del tubo de Roux
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v luego se parte en dos hemicilindros y se sumerge en agua con carbonato
de soda para quitarle la acidez natural alta. Luego de una inmersion de 2
horas en agua alcalina se escurre y se las colocan en ¢l mismo recipiente
con agua glicerinada al 5 <¢ por 24 horas, Deben quedar sumergidas en
la solucion glicerinada. Luego se carga cada tubo de Roux con un trozo
de tubérculo y se rellenan cen caldo a!l huevo o caldo gluco-glicerinado
el espacio inferior del tubo estrangulade de modo que el caldo toque
¥ pueda subir por capilaridad a la papa y mantenerla con el grado de
humedad necesaria para que no se sequez ni se ennegrezea por aceion
oxidante o se seque por falta de centacto con el liquido.

El medio asi constituido es neutro o débilmente acido. Al juntar
papa alcalinizada con caldo huevo sin alealinizar, débilmente acido, desapa-
rece esta Ultima reaccién o queda con una acidez débil saprofitica.

Tuberculosis atipica en parénguima canino. Neumonia caseo
gangrenosa tubercylosa. No hay células de Langhans.
Mayo 15 de 1947

b) Es de gran importancia el cuidado de la estufa y la regulacion
de la humedad y temperatura de la misma. La regulaciéon de la estufa
debe hacerse de tal manera que dentro de los tubos de cultivo, no baje
la temperatura de 37,5 a 38° para el bacilo de Koch; de modo que la
temperatura a que debe estar regulado el termoestato es de 38'2. Con-
viene que la estufa esté en un cuarto donde la temperatura sea mas o
menos constante y cuya ventilacion pueda efectuarse sin provocar co-
rrientes de aire o enfriamiento brusco; vale decit que la estufa estara
colocada en un angulo o sobre una de las cuatro paredes de la =ala, donde
no tengan influencia ni las puertas o ventanas adn cuando éstas deban
por necesidad, ser abiertas. Debe procurarse que la atmésfera interior
de la estufa tenga un cierto gradn de hamedad constante; de esta manera
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la atmoésfera dentro de los tubos y a través de los tapones de algodoér
pueda regularse, sin que tengan necesidad de hacerlo cvaporando et 1i-
quide de constitucion de la masa dz cultivo o el caldo del casquete inferior
del tubo de Roux. D¢ la importancia de la humedad para z] progreso de
una coloria micrebiana, ya sabemos pcr los conocimientos de patolegia
general y bacteriologia que son indispensables: humedad y calor son
esenciales para la vegetabilidad de los microorganismos cn generai. La
estufa sin una regulacion ambilental hiimeda adecuada, pronte provoca la
evaporacidn v sequedad de los tubos sembrados v los gérmenes pronto
desaparecen o alctargan sus condiciones vitales, Tratandose de tuberco-
losis que ya «de suyo, es muy lenta la procreacion v progresicn micro-
biana, ésta dejaria de efectuarse y muy rapidamente desaparvereria por
completo,

Tuberculosis atipica de parénquima canino. Esplenitis no-
dular tuberculosa. No hay en los foliculos caseosos cétulas
de Langhans. - - Mayo 15 de 1947.

¢} El material zcspzchoso debe ser tratado de la siguiente manera:
En una copa codnica (si es fliido o linuido) o en un morterito de vidrio o
de porcelana, bien desinfectados por alcoho] yodado y lavado con aleohol
rectificado para quitar el yodo, se mezela o se tritura hasta hacer un
puré fino, unos cuantos gramos de material sospechoso, usando suero
fisiologico fresco y estéril en cantidad de unos pocos centimetros cubiess,
para formar una masa homogénea o un liquido de un volumen determ:-
nado, por ejemplo, en ambos casos, una mezcla de 20 c.c. de liquido
problema. Se le agrega 1 c.c. de solucion de acido sulfoirico al 12 <, se
mezcla bien y se deja reposar por 20 o 30 minutos. Luego se reparte en
tubos coénicos de centrifugar esterilizados al calor de 250° seco o =n <l
autoclave 120° 5 minutos tapados con algoddn. Se decanta ¢l liquido luego
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de centrifugado y se diluye el depésito en igual cantidad de suero fisio-
légico estéril y se centrifuga de nuevo. Luego se hace, por segunda
vez esta operaciton, con lo cual se ha quitado por lavado del sedimiento
toda accidn a la solucion sulfarica, Luego con pipeta Pasteur o con pipeta
fina estéril se reparten los sedimentos a los tubos con papa prontos para
ser cultivados.

Los tubos luego de sembrados deben ser rotulados con la fecha ¥
datos de siembra, deben ser {lambeados los tapones y puestos en posi-
cion inclinados contra el borde de una gradilla acostada, para que el
caldo bane a la papa por debajo de la cara de siembra, en toda su exten-
sion y para que el agua de condensacion y de evaporacidon, escurra y se
ponga en contacto con el cultivo de inmediato, No deben moverse de esta
posicion hasta que transcurran 4 semanas y el cultive tenga vigor y iuego
deben ser repicados a otros tubos, todos los meses, Debe evitarse lo mas
posible, la luz, las corrientes de aire y los cambios de temperatura en la
estufa.

De esta manera hemos podido diagnosticar tuberculosis, en mate-
riales, donde las pruebas de observacion direeta al wmicroscopio fueron
positivas y también en casos en que la observacion de varios frotis bien
coloreados y bien investigados dieron pruebas negativas. También hemos
constatado la presencia de tuberculosis, en lesiones que, aparentemente
no tenian las caracteristicas de la eclasica tuberculosis y habian sido
diagnosticadas como lesiones inespecificas.

Montevideo, abril 11 de 1947.
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