ESTHUDIO BACTERIOLOGICO DE LA PASTEURELLA PESTIS

Por Hictor CorrcHon

Deparfamentc de Inmunologia y Bacteriplogia, Seccion Feste

L INTRODUCCION

El agente eticldgice de la Peste en su moderna posicidn sistemati-
ca figura como miembrodel G énero Pasteurella dela
Familia Parvobacteriacea {1}, constituvendo la especie
Pasteunrella pestis. Come cste organismo se encuentra es-
trechamente relacionado con los miembros del "Grupo Septicemia He-
morragica’”, ha permitido que algunas auteridades acepten su situacidn
en dicho Génerc {2). Ademas. ¢l estd intimamente vinculado vy hasta
participa de parentesco antigénico {3} {4y conel Bacilo pseu-~-
dotuberculosis rodentiuim, organismo gue segin algu-~
nas clasificaciones (5) pertenece al Género Corynebacte-~
rium Actuzlmente se le incluye tambiénenel Génere Pas-
teurelia alladodele P. pestis vy las otras especies de di-
cho Género. ‘

En el presente trabajo nos proponemos hacer un estudio bacteriolé~
gico de las cepas de P, pe s tis aisladas en el Pera. Para Ue-
varlo a cabo hemos aprovechado de materiales v observaciones acumu-
ladas entre lo safios de 1931 a 1940. Un conjunto de 265 cepas perua-
nas y dos ecuatorianas nos sirven para su realizacion,

Las cepas fueron aisladas de enfermos y cadaveres a quienes se hi~
zo la puncién ganglionar o la autopsia, de cuyes autopsiados que murie-
ron a consecuencias de la inoculacion de productos pestosos de origen
humano o murino, etc. Esn algunos casos de ratas espontaneamente in-
fectados.

El trasporte del material con ¢l organismo viable para el cultive o
Ia incculacién, desde los distintos puntos del Pais, fué asegurado por el
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método de inclusidn de fragmentos de Srganes frescoes {ganglio, bazo)
en paralina solida. {6).

Estudiamos también 6 cepas de P. pseudotuberculosis
trodentium v 4 Pasteurellas provenientes de "The
National Collection of Tipe Cultures (Medical Research Counecil-Log-
don), v 5cepasde Pasteurellas aisladas de roedores en Lima,

Mientras las cepas no fueron estudiadas permanecieron en stock a
10°C en agar picadura, resembrandolas cada 4 meses.

I, MATERIALES

De las 265 cepas peruanas, 148 fueron aisladas y estudiadas hasta
1938 (7} y las 117 restantes en los afios 1939 v 1940, Todas ellas son
registradas también en la Direccion General de Salubridad, Servicio Na~
cional Antipestcso; proceden de Lima y alrededores, del Callao y Ter-
minales Maritimos v de las distintas Provincias del Pern donde existen
focos pestosos en actividad,

Las 5 Pasteurellas fueron aisladas y estudiadas antes de 1938,

- Las dos cepas ecuatorianas llegaron a Lima en julio ¥ octubre de
1936 respectivamente en fragmentos de bazo de cuy incluidos en parafi-
na sdlida.

En resumen el material puede ser clasificado en la siguiente forma:

CEPAS PERUANAS

De crigen humane . , . . . . 215
Pasteurella pestis De origen murino . . . . . . 49
De piocjos . . . . . . . . . 1
Pasteurelias aisladas de cuyes . . . . . . . . . . 5

CEPAS ECUATORIANAS

De origen humano . . . . . . 1
Pasteurella pestis .
De origen murino . . . . . . 1
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Cepas de "The National Collection of Type Cultures-London”

B. psewdoiubercilosis rodentinzn (N2200) Group 11 1093/25,

- . . {N1780) Group 1I tipe B cll

" e . (N189%4) of Monkey.

- o . {N2496} Group I tipe A turkey
313

i v - {N3245}) Group I1L

. ” - (N941) Group | tipe B. ginea-pig
3A.

Pasteuarella of mouse 49 {IN948)
Pasteurella bovisépticum ({IN929)
Pasteurella lepisépticum {N1876)
Pasteuretla suiséptica {N1737}

i BMETGDOS

Los cultivos corrientes fusron realizados en medics obtenidos con
peptona-Martin (8). ajustando su preparacion a 250 gms. de estdémagos
de cerdo molidos para 1000 c.c. de agua acidulada al 17%; siendo debi-
damente controlada con la reaccién del biurét al terminar la digestién.

Algunos investigadores rusos han usado también medios corrientes
con esta peptona para el estudio de la P. pestis,

Caldo-Martin:

Composicidn:
Peptona-Martin . . . . . . .. . 800 e
Agua corriente . - 500
Extracto de carne {bacteriolog.} . 3.,
Cloruro de sodio g.p. . . . . . 5 ...

Procedimiento;

a} Calentar la pepiona en bafic-maria a ebullicidn 10 minutos.
agregar el extracto de carne v luego el cloruro de sodio, neutralizande
enseguida con soda fuertemente concentrada mediante el empleo de pa~
pel-tornasel.
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b} Después de neutralizar en caliente, vuelve al b.mi. 20 minu-
tos mas. Luego, dejar enfriar, ajustar el Ph. a 6.8-7.0 y filtrar por pa-
pel; terminando entonces la precipitacién a 1 atm. 15 minutos.

<) Enfriar, filtrar por papel v repartir. El Ph. del medio debe
ser entonces de 6.7 a 6.9, después de la esterilizacién a 1 atm. 15 mi-
nutos. -

Debe evitarse todo calentamxento adicional a los extrictamente in-
dicados.

Agar y Gelatina {Martin}.—En el tiempo 2.} de la preparacion
del caldo, después de la primera filtracidn, agregar el agar o la gelatina,
el primero en la proporcién de 2 gems. p. 100 ¢c.c. de calda y el segundo
en la de 14-16 gms, p. 100

~ Después de agregado el agar se le deja remojar 1 hora. enseguida
se disuelve a | atm.- 15 minutoes, filtrandosele en caliente por algodén,
se reparte y esteriliza a 1 atm. 15 minutos. E! Ph. al término de la pre-
paracion debe ser de 6.7 a 6.9. i ‘

La gelatina se disuelve calentandola a 80:C. después de afiadida al
caldo, la temperatura del b.m. desciende entonces a 50-45°C. para neu-
tralizarla con soda v papel-tornasol. Se afiade 1 clara de huevo batida
para cada 1000 c.c. de medio, se precipita entonces a L3 atm. 15 minu-
tos, filtrandosele en caliente. Después de ajustar a Ph. 6.8-7.0 se re-
parte y-esteriliza por vapor al calor discontinuo,

Agar-Martin-Infusion-Extracto hepatico:

Composicién:
Agar-Martin-Infusién . . . . . . 1000 c.c.
Extracto hepatico . . . . . . . 80 ,,

Agregar estérilmente el extracto hepitico al agar fundido v a 50°C.
Repartir.

Ager-Martin-Infusisn:
En la composicion del caldo-Martin descrito mas arriba, reemplazar

el agua y el extracto de carne por 500 c.c. de infusién doble de carne:
que se prepara infundiendo 1 noche en la nevera 1000 grms. de pulpa
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de carne fresca v 1000 cco. de agua destilada.  Coalentar progresivamen-
te en b.m, hasta ehullicién v mantener a esta temperatura 30 minutos.

En todo lo demas se confinia como para la preparacion del caldo
v agar. Ei Ph. ne debe pasar de 6.7 a 6.2 al final del proceso.

Extracto hepatico: 500 a 600 grms. de higado fresco {de buey} ¥
molide son mezclados con 1000 c.c. de sclucién de clorure de sedio {g.
p.} al 0.9 p. 100. Después de permanecer una nache en la nevera se
ajusta el Ph. a 7.6 mediante la soda concentrada, luego se calienta agi-
tando suavemente a 553-56°C. en b.m. durante 2 horas. Enseguida se
filtra por algodén-gaza o lienzo, luego por papel vy por iltimo por una
apretada capa de raspaduras de papel dispuesta en embudo y aparato
para filtracién al vacio. El lquido es entonces esterilizado por filtra-
cién a través de bujia “V" de Berkefeld. Después de controlar su este-
rilidad se reparte y guarda en la nevera hasta el uso.

Agar-Sangre humana.~—Merece especial inferés porqué permite la
demostracién de un fendmeno caracteristico de la P. pestis.

Composicion:
Extracto hepatico . . . . . . . 5 c.c.
Agar-Martin-infusion . . . . . . 100 ,,
Sangre humana deshibrinada . . . 5 ..

En el momento de agreger la sangre el agar fundido es mantenido
a 56°C. Mezclar v contipuar el calenfamiento a esta temperatura 10
minutos en b.m., agitando suavemente. Repartir estérilmente placas-Pe-
tri (10 c.c. por placa de 9 x 1.5), dejar endurecer y secar.

Pueden quedar en la mevera, previo control de esteriidad, hasta
por 10 dias.

Agar-Salino-Sangre y Agar-Salino-Sangre-Maltosa. — Tienen im-
portancia en la comservacidn de la virulencia y para la demostracién de
ciertas peculiaridades morfologicas del bacile.

Composicién:

Agua destilada . . . . . . 100 cc.
Cloruro de sodio {gq.p.} . 0.7 a 0.8 gims.
Agarlavado . . . . . . . 14 grms,



PASTEURELLA PESTIS &l

Disolver el cloruro de sodio en el agua, afadir el agar y dejar re-
moiar 1 hora: disolverlo enseguida a 1 atm. 15 minutes. Filtrar por al-
gcdon, repartiv y esterilizar a 1 atm. 15 minutos.

Para obtener el agar-salino-sangre afiadase 10 c.c. de sangre des-
fibrinada de conejo a 100 c.c. de agar fundido vy mantenido a 50°C. v
para el agar-salino-sangre-maltosa se afade ademas 5 c.c. de maltosa
al 20 p. 100. Ambos son repartidos en tubos y endurecidos en posicion
inclinada. -

Papa simple.~Se usaron papas blancas escogidas. Después de la-
varlas al chorro, fueron convenientemente mendadas manteniéndolas ba~
jo agua: luego [ueron cortadas en cubos de grosor v tamafio adecuados,
los cuales fueron lavados en agua por varias horas, repartidos en tubos
y esterilizados a 1 atm. 20 minutcs.

Caldo-Carbohidratos y Leche tornasolada.—Para el estudio de la ac-
cién fermentativa, se usé al comienzo caldo libre de aziicares {9}, pos-
teriormente usamos agua de peptena tal como la usada por Kauffmann
y otros autores (10} para las bacterias del Grupo Intestinal. El carbe-
hidrato fué disueltc en Ia proporcién de I grm. p. 100, usindose como
indizador tintura de tornasel {3.5 a 5 cc. p. 100) v haciendo la esteri-
lizacién al vapor por accién discontinua. Los carbohidratos empleadcs
fueron quimicamente puros {certificados por marcas como Gribler, Pfans-
tiehl Chem. Co.}.

La leche fué descremada, neutralizada y tornasolada en forma seme-
jante. Después de repartizla en tubos se le esterilizé en la misma forma,

Produccidn de Indol.—Se emplearon cultives de 3 a 4 dias de edad
en agua de peptona de Durham {11) usando el indicador de Ehslich {12)
previa extraccién con éter.

Reaccion de Voges Proskahuer y Methil Red. {V. P. y M. R.}.—
Se cmplearon cultivos de 4 dias de edad en medio de Clark (13}, Pa-
ra demostrar la produccion de acctilmetilcarbinol (V. P.) se afiadié al
cultivo un volumen igual de Potasa (KOH) al 10 p. 100, ordinariamente
5 cc. de ambos; después de permanecer 12 a 18 horas en la estufa se
hizo la lectura, la aparicién de un color rojo naranja fué anotado como
positive.

La reaccién del rojo de metilo (M. R.) fue verificada afladiendo
5 gotas de solucién hidroalcohélica al 0.04 p. 100 de dicho indicador al
tubo de cultivo.
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Reduccion de Nitratos a Nifritos.—Se emplearon cultives de 48 ho-
ras en caldo-nitrato (14). La presencia de nitritcs fue demostrada por
la mezcla recientemente preparada de acide suifanilico y alfa-naphrtila-
mina, ambos en solucion acética (N/5}. La aparicién de un color rojo
fué anotado como positive.

Formacion de acido nitroso.—Esta prueba sefialada por Fusco (13),
fué verificada empleando cultives en caldo {Standard) y afiadiendo dos
gotas de solucion hidroacética de acido sufanilico (2 grms. p. 300 c.c.
de acido acético al 494 ) seguida de dos gotas de solucion de alfa-naph-
tilamina (0.2 gms. p. 300 c.c. de acido acético al 44 ). La aparicién de
un color rojo indica reaccion positiva.

Prcduccion de Hidrdgeno sulfurado.—Fué demostrado mediante el
papel-acetato de plomo (método de Huddlensen) en cultivos sobre agar
inclinado cambiéndose el papel cada 18-24 hcras durante algunos dias.

Reduccion del azul de metilens.— A un cultivo de 48 horas en caldo-
Martin se afiadié 1 gota capilar de azul de metileno al 1 p. 100, el volii-
men del cultivo no [ué menor que 8 c.c. Los resultados fueron leidos al-
gunas horas después, siendo hecha la dltima lectura a las 18 horas.

Produccidn de Catalasas.—El bacilo fue cultivado en agar inclina-
do 48 horas, se afiadié entonces 0.5 c.c. de agua oxigenada. Cuando la
reaccién fué positiva se constaté un burbujeo con formacién de espuma.

IV, CARACTERES MORFOLOGICOS

a) En los tejidcs.—En el hombre o los animales autopsiados la
P. pestis puede ser encontrado en el bazo, higado y nédulos pul-
monares con sus tipicas caracteristicas de bacilo bipolar mas o menos
uniforme (Figs. 2 y 3); no sucede lo mismo en el bubén (Fig. 1), don-
de Ia moifologia, salvo excepciones, es mas o menos. variable, encentran-
dose frecuentemente numerosas formas redendas con o sin centro claro.
Entre los innumerables bacilos que se observan en las preparaciones
de bazo o ganglio, no es raro encontrar formas- robustas v largas, teiii-
das intensa, débil o parcialmente con los colorantes usuales, que miden
dos o tres veces el largo de un bacilo ordinario. En la Fig. 3 se podra
observar en una posicién central superior derecha, una de ellas.
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En la Peste subaguda el bacilo se encuentra a menudo formando
agrupacicnes entre los elementos del pas.

En los fragmentos de bazo o ganglio inclaidos en paralina sélida
se encuientran con- frecuencia formas redondas con la parte central cla-
ra en los primeros dias que siguen a la inclusion, posteriormente apare-
cen tipicas formas de involucién.

b} En los calfivos.—En los medios liquidos el bacilo desarrolla
formando cadenas de variable longitud, Al envejecer estos culiivos {12
dias) pueden originarse formas de involucion. Los cultivos en medios
solidos corrientes no ofrecen particularidades morfclogicas especiales,
Tiende a formar agrupaciones, ordinariamente se deforma con ¢l enve-
jecimiento, la Fig. 12 muestra estas modificaciones,

En la Fig. & se podran cbservar tipicas formas de involucién pro-
venientes de un cultivo en agar salado al 3.6 p. 100 gue se compararan
cen los de la Fig. 9 que correspondenala P. pseudotubercu-
icsis rodentiom desarrollada en este mismo medio,

En agar-salino-sangre maltosa el bacile crece originande formacio-
nes de aspecto caracteristico:

1) Enormes cadenas de elementos gue pueden atravesar lado a
lado el campo microscopico, generalmente entrelazadas y unidas pcr una
sustaneia envolvente que fija débil y metacromaticamente el azul de Loef-
fler. Figs. 5y 6.

2} Masas de innumerables organismos incluidos en la misma sus-
tancia. Fig. 7.

En este medio es dificil sino imposible encontrar formas de invo-
lucian.

¢). La capsula de la P. pestis.—Descubierta por Rowland (16),
cescrita como envoltura por Schutze {17} y como capsula por Sokhey
{18}, este elemento estrutcural de la P. pestis, lo hemos encon-
trado en los tejidos de los animales, en los cultivos a 32 y 37°C,, en las
cepas virulentas v avirulentas, en las variantes “S”" o “R”, en las formas
tipicas asi como en las de involuciéon., Las éptimas condiciones nutrifi-
vas favorecen su desarrollo siendo las cepas virulentas las mejor encap-
suladas: es frecuente encontrar entre las cepas stock sea cual fuera su
virulencia algunas pcbremente encapsuladas. Estamos de acuerdo con
los autores que asignan a la capsula un alto valor para el Diagnéstico.
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En los tejidos de los animales pestosos, segin va se ha dicho, el ba-
cilo desarrolla su envoliura. pero esto puede temer variaciones o alterna-
tivas derivadas del desarrolle de anticuerpos. Para sustentar este pun-
to hemos hecho experimentos con cepas encapsuladas, una virulenta
"CVI11" y otra avirulenta “K"” [rente a sueros inmunes. Relatamos es~
tos resultados:

S . DESCAPSULACIOI\:
uero  Aglutinacion - I
(grado) j Cepa CV 117
| Completn
76 Total 1 Cempleta
Parcial | Incempleta avanzada
L Completa
335 Parcial Incompleta avanzada | Completa
Negativa  Incompleta avanzada
5 Completa
62 Total | Completa Completa
Total ! Completa
! Incompleta avanzada
343 Parcial Incompleta Cepa "K”
Negativa \ Incompleta :

Emulsiones control de las cepas “CV 117 v "K" no tratadas por el
suero: Encapsuladas.

Los sueros probados fueron obtenidos de conejos inmunizados ccn
productos de la desintegracién de bacilos virulentos desarrollados a 33°C
(sueros 76 y 62); los mismos productos pero de bacilos avirulentos {sue-~
ra 335) y con fluido envoltura (Schuize) de una cepa avirulenta (sue-
ro 343}).

Se determind el titulo de aglutinacién frente a la enmulsién viva y
standardizada a 600-1000 millones de organismos por 1 c.c. La incuba-
ci6én fue de 2 horas a 44°C. seguida de una noche en la nevera. La en-
capsulacion fué apreciada por el método de la tinta china. Fu los tubos
en que la aglutinacion fué total o parcial, se examind el sedimento, di-
rectamente en los sueros muy diluidos y con previo lavado en los no di-
luidos o poco diluidos.
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También se hicieron pruebas afiadiendo al medio suero de caballos
inmunizados con emulsiones vivas virulentas y avirulentas, v se observé
que en el caldo-suero antipestoso la P. pestis crece a 37°C. des-
provista completamente de capsula; los resultados en agar fuerom poco
practicos, pues fué requerida gran cantidad de suero para obtener culti-
vos descapsulados. '

V. CARACTERES CULTURALES

Caldo-Martin.—E] desarrollo aparece en la masa del liquido como
particulas tenues y blanquecinas, Desde las 12 horas a 30-32°C. los
grumos de mayores dimensiones van hacia ¢l fondo, los mas finos gue-
dan en suspension. Hay cepas que desde el comienzo desarrollan con
manifiesta turbiedad: este punto fué estudiado por Bessonova y Lenkaia
{19}, guienes creen que es un fendmeno relacionado con la disociacién
del organismo.

A los 4-5 dias en cultivos que han permanscido inméviles pueden
encontrarse las formaciones clasicas descritas para este bacilo (Fig. 36),
gran parte del desarrollo se encuentra en el fonde del tubo constituyen-
do un sedimento.

Un estudio especial sobre la turbiedad fué Hevado a tabo cbtenién-
dose los siguientes resultados:

Turbiedad
Especie Ligera Negativa Total de cepas
' ' estudiadas
L. pestis {Stock) . . . 2 4 142 148
Bopestis . ... ... .. g 0 207 207
355
P, pseadotab. rod . . . 2 3 o1 6
Pasteurella séptica . . . 9 ) 0 0 9

De las 355 cepas probadas, 148 habian permanecido en stock 2 2 3
afios, mientras que las restantes fueron estudiadas poco tiempo después
de su aislamiento. Son compre:ﬁdidas entre estas altimas {207) 90 ce-
pas cbtenidas en el diagnéstico de rutina v que no figuran en el total
del presente trabajo.

La turbiedad positivaenla P. pestis se mantiene por algu-
nas generaciones, la ligera puede desaparecer de un subcultive a otro.
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Medios sélidos.—~Los medios bacteriolégicos corrientes distan mu-
cho de ser optimos para ¢l desarrollo de la P. pestis aungue
contengan sustancias iniciadoras de crecimienfo como las sales de hie-
rro y cobre, sulfite, etc. (20). Los factores nutritivos y otros agentes
ejercen manifiesta accion modificadora sobre la coloniade la P. pertis;
por esto las descripciones clésicas de la colomia necesitan ser revisadas
a la luz de los conocimientos sobre el &ptimo desarrollo de este or-
ganismo. ‘

Variaciones en la cantidad de medio nutritivo ejercen modificacién
en la morfologia de la colonia. En las Figs. 15 y 24 se podrén obser-
var colonias de 16 a 18 horas de 32°C., las primeras desarrolladas en
una placa con 1Q cic. de agar-Martin v'la otra con 24 cc. del mismo
medio, Mientras que las primeras hen desarrollado "fleco™ las segun-
das no. Un resultado semejante se puede observar con colonias de ma~
yvor edad, las Figs. 22 v 23 de 27 horas de edad a 32°C. fustran a este
respecto. En los 4 casos se trata de una misma cepa, lo cual demues~
tra que la formacién de "'fleco’” parece estar relacionado con las pro-
babilidades nutritivas de la colenia; Burgess {21} indicé que la adi-
cion de sulfito de sodio estimula el desarrollo de "flece”. .

Siguiendo las modificaciones experimentadas por el envejecimiento
de las colonias se observa que aguellas que crecen concurrentes sufren
pocas medificaciones, no sucede lo mismo con las que lo hacen aislada-
mente, Jas que presentan desde los 4 dias surces radiados {Fig. 17} zo-
nas circulares concétricas alrededor de un cono central {Fig. 21), adop-
tando a los 7 dias el aspecto de flor.

Cuande un medio nutritivo promueve el crecimiento en forma ré-
pida v copiosa, las colonias pueden presentar o no esboso de "fleco”,
en cambio ellas son acuminadas, notablemente densas, algo consisten-
tes y de considerables dimensiones a las 48 horas a 30 o 32°C.

Hemos desarroilade el estudio de un medio descrite en la parte 1
con el nombre de agar-Martin-infusién-extracto hepatico. En este me-
diola P. pestis crece copiosamente vy en muchos vasos da un
desarrolle adherente a las 48 de incubacién a 32-37°C.

Los bacilos desarrollan su. envoltura en forma igual como en los
tejidos animales.

El reandimiento en desarrollo es tan alto que permite obtener facil-
mente emulsiones fuertemente concentradas. Los siguientes experimen-
tos asi o demuestran:
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_ Cepa CV 11 (virulenta)
Experimento 1:

Medio Nz de bacilos p. c.c.
Agar-Martin-infusién-extracto hepatico . . . 72 mil millones
Agar-Martin . . . . . ..o o000 & . "

Fxperimento 2: ,
Agar-Martin-infusion-extracto hepatico . . . 90 ., o
Agar-hormona (22} . . . . . .. ... .. 40
Agar-Difco Standard . . . . . . . . . .. 10

v T

Tambien la temperatura ejerce accidn sobre el desarrolle de In P

pestis en el agar-Martin-infusién-extracto hepatico. Describimos
los resuitados obtenidos con 4 cepas:

Cepa N? de baciles p. c.c.
32C. 26*C.
30 75 mil millones 40 mil millones
4 75, o 0,
i9 75 " ., .
22 185 o 40

3

A este respecto Sokhey llama la atencién sobre el pequefio tama-
no de los bacilos desarrollados a 26°C. La cuenta de bacterias fue he-
cha por escala de opacidad de Mc¢. Farland; los cultivos se hicieron en
placas de Recux conteniendo un volumen igual de medio v sembradas
con un indculo de 4 c.c. de cultive en caldo-Martin desarrollade a 32°C.
durante 48 horas; la incubacidén se hizo invariablemente a 32°C., duran-
te 48-30 horas v la cosecha fué estandardizada a un volumen fijo por
placa.

Las emulsiones de cultivo a 32-37°C. son marcadamente mucosas y
estables, las de cultivas a 26°C no presentan estos caracteres. El desa-
rrallo colonial puede ser obienido en este medio {agar-Martin-infusién-
extracto hepétice) sin adicién de substancias iniciadoras del crecimien-
to. Referimos el siguiente experimento como una demostracién:

Niimere de colonias por placa en:
Cepa Agar-Martin Agar-Martin-infusidn-extrat. hep.

“K” 7 980
“CV 15”7 1 471
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Un cultivo en caldo de 24 horas a 37°C. fue diluide & 1:10,000 v 5
gotas de esta dilucién fueron sembradas en cada placa.

Sélo han sido referidos algunos de los experimentos realizados que
han servido para fundamentar el valor de este medio para el estudic
dela P. pestis.

Agar-sangre humana.—En este medic se observa en Ios primeros
dias un desarrollo mas o menos apreciable, a partir del 3er. dia de incu-
bacién a 32-37°C. aparece alrededor de las colonias un halo transparen-
te similar a la hemolisis (Fig, 29). La P. pseudotuberculosis
rodentium vla P. séptica pueden producir otro tipo de
maodificaciones transitorias en el medio pere nunce un hale permanente,
amplic y definido.

Este fenémeno tiene utilidad practica en el Diagnéstico:

Halo tipo hemolisis

Cepa Positivo Negativo
D,opestis . . . .. . . .. 241 0
P. pseudotub. md e e e 0 6
P oséptica . . . .. . . . .. 0 5

Agar-salinc-sangre-maltosa.—FEl bacilo puede adaptarse a este me-
dio después de trasplantes repetidos, entonces el desarrollo se hace mar-
cadamente ostensible, en las cepas sembradas por primera vez éste puede
ser insignificante apreciéndosele mejor en el agua de condensacion.

Cepa C19

Trasplantes wverifica-
dos entre set, 14 v
dic. & {1937}

42

Cuyes inoculados por
escarificacion, en el
mismo lapso de
tiempo

23

Resultado de Ia
autopsia

Todos murieron con
lesiones de Peste a-
guda entre 3 a 10
dias,

La cepa 19 aislada de sangre de cuy pudo mantener su virulencia
alta después de 42 trasplantes diavios, interdiarios o cada tres dias en el
medic agar-salino-sangre-maltosa; después de 42 horas el medio toma
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un color bruno cepia. En el agar-salino-sangre sin maltosa no se pro-
ducen las modificaciones sefialadas y el bacilo puede también adaptarse
a él y mantener alta su virulencia.

Papa simple.—~Para cbtener desarrollo visible en este medio es ne-
cesario incubar los cultivos a bajag temperaturas v a largo plaze (12
dias} (24), cerrande herméticamente los tubos para evitar la deseca-
cidn, afin asi no siempre se obtienen los mismos resultados con una cepa
de una resiembra a otra. La siembra debe hacerse con una asa bien car-
gada con cultivo joven desarrollado en agar. Cuando el desarrollo ocu-
rre puede notarse en algunas cepas una discreta pigmentacién dorado-
cepia 0 amarilla, este hecho esta de acuerdo con las observaciones de
Bessonova {23). Algunas cepas pueden llegar a adquiric el aspecto que
se observa en las Fig. 36a. v 38. Los resultados obtenidos con 320 cepas
son los siguientes:

Desarrollo
Cepa Positivo Negativo
Popestis . . . ... ... 3 289

Gelatina.— Ninguna de las cepas de P. pestis, P. pseu~
dotuberculosis rod v P. séptica licuaren la gela-
tina. A Ins 10 ¢ mas dias de desagrolio fa P. pestis puede emi-
tir prolengaciones arborescentes a ambos lados del trayecto de la pica-
durasla P. pseudotuberculosis rod ylas P. sénp-
ticas también pueden emitirlas pero no en la extensién vy abundancia
dela P pestis habiendo cepas incapaces para produciriss:

Cepas estudiadas:

Popestis . . . . . . . . . . 128
P. psendotuberculosis rod . . . 6
P oséptica . . . . .. ... 5

VI, CARACTERES BIOQUIMICOS

Se ha buscado en la aceién fermentativa y otras propiedades bioqui-
micas de la P. pestis, reacciones constantes y caracteristicas pa-
ra el Diagnéstico y diferenciacion de la misma. Muchos autores en dis--
tintos paises del mundo se han ocupado de cste asunto debido a que la
P. pestis v P. pseudotuberculosis roden~
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tium son orgatiismos tan afines que pueden originar verdaderos pro-
blemas de diferenciacién con trascendencia epidemiolégica cuando se
trata de la Peste en los roedores.

Este estudio lo bemos dividide en grupoes para dar una idea aproxi-
mada y de conjunto sobre el comportamiento bioguimicos de las cepas
aisladas en el Pera.

CUADRO Ne |

Carbohidratos constantemente atacados por la P. Pestis

Especie i Glucosa Maltosa

Manita [ Salicina
A 1A QEA A O A 1A O%A 1A O
P. pestis . . . . /168 Jais . 8 L 23
Total de cepas . 168 i 215 168 234
P. pseudotub. rod! 6 . L & . o 6 . . 6 .
Total de cepas . 6 ; & 3 & ! 6
! |
P, séptica . . ... 7 . .1 1 7 & 1 -9
Total de cepas . 7 9 G f : 9
B . Xilesa Levulosa Leche torsasolada
specie A 1A OlA 1A O Ak 1A O
B, pestis . . . 123 3 148 291
Total de cepas . 129 148 291
B. pseudotub, rod| 6 : G .
Total de cepas .1 G ¢
D, séptica . . . l g 9
Total de cepas . 9 : S

S Ansimipin s AT T S e o st £ NI 8 oA L o S S

A = acido; 1A == ligera acidez; O = negativa: Alc. = Alalinidad.

La fermentacidén ‘de carbohidralos se hizo con formacién de acido,
nunca de gas; las incubaciones se hiciercn a 32°C. leyéndose resultados
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a las 2448 horas v 4, 8 y 15 dias, en algunos casos el nimero de obser-
vaciones en el mismo lapso de tiempo fué mavor.

La glucesa v la levulosa fueron atacadas mas pronto que la malte-
sa y la manita porla P. pestis La salicina fué fermentada solo
desde los 2 a 3 dias, no habiendo sido atacada por ninguna de las 9 P,
seéptica. .

La leche tornasolada fué directamente acidificada por las 291 cepas
probadas mientras que todas las & P. pseudotuberculosis
rod laalcalinizaron desde las 48 horas. Algunas cepas de P. pes-
t i ¢ fermentaron ligeramente xilosa,

CUADRO Ne 2

Carbohidratos constantemente no atacados por la P, pestis

B , [ Sacarcsa i Rafinosa | Glicerina
specte | A o A O A 1A O
P pestis . .2 2631 129 . 265
Total de cepas . . E 265 | 129 i 265
D, psendotub. rod. . | b G f 4 2
Total de cepas . . i 6 ] ] 6
P 3
P, séptica . . ‘[ g . | [f 1 &
Total de cepas . . | 9 [ l 9
_ | . o )
Esapecie i Duleita l Drextrina E Inosita
! A O A Of A 0O
P. pestis . o 100 | 109 119

Segin se demuestra en el Cuadro N® 2, 100 a 265 cepas de P,
pestis probadas resultaron sin capacidad fermentativa para la sa-
carosa, ralinosa, dulcita. glicerina, inosita vy dextrina; excepto 2 que ata-
caron tardiamente sacarosa.. Lasé P. pseudotuberculosis
rodentium fermentaron glicerina en forma rapida o lenta v las 9
P. séptica atacaron sacarosa invariablemente. FEsto indica que
la glicerina y la sacarosa son pruebas de valor en la diferenciacion,
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CUADRO Ne 3

Carbohidratos inconstantemente afacados por Iz P. pestis

E . Rhamnosa Lactosa " Trehalosa
specte A 1A O A 1A O A 1A O
P.pestis . . . . . 78 . 208 7 36 218| 27 15 17
Total de cepas . . 376 261 59
I
P. psendctub. rod. . g . 1 . . 6
Total de cepas . . 6 6
B sépfica , . . | . . 1 & . , 9
Total de cepas . . 9 9
Especie Arabinosa | Soerbita
A 1A O A 1A Q
P.opestis ., . . . 99 3 7 . 21 130 o
Total de cepas . . 109 151

La accion variable de la P. pestis para la rhamnosa fue de-
mostrada estudiando 6 cepas que habian sido encontradas con accion po~
sitiva, probandola sen dos oportunidades mas con un periodo de 15 dias
entre una y ofra prueba; por otro lado, otro Jote de 104 cepas fué minu-
ciosamente seguido a través de los mismos periodos de incubacién; sien-
do todas ellas cepas stock conservadas a 10°C. en agar sellado v con
trasplantes cada 4 meses durante 2 a 3 afios. Los resultados se relatan
en el Cuadro N*° 4.

El grupe de cdrbohidratos estudiados en los Cuadros 3 v 4 han si-
do atacados en forma variable por las cepas de P. pestis: asila
rhamnosa fue fermentada entre 4 v 23 dias por muchas de ellas, siendo
las cepas que la atacan smas réapidamente las gue mantienen este caréac
ter mas o menos fijo, no sucede lo mismo con las que la atacan tardia-
mente que pueden perder el caricter de una resiembra a otra; Es de
notar gue entre el stock hay muchas mas cepas con accion fermentativa
para esta carbohidrato que entre las cepas de reciente aislamiento. 5 de
las P. pseudotuberculosis rod atacaron este carho-
* hidrato desde las 24 horas v una de ellas resulté negativa.
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CUADRO Ne 4

Accion fermentativa en la P. pestis sobre rhamnosa

“1% prueba (agt. 28) 12 prueba (set. 12}

I
t
I

Cepas: dias de incubacion | dias de incubacién
i a 32°C. a 32°C.
12 4 7 1015 23,2 4 7 10 15 23
e — P e
/¥ ... L. O A A AAADOAAAAA
301 S OO0 O 0 A A0 OCOQOOOCOC
65C . . ... .. O 0 O A A ACOOOOO
MHMeP ... L. L. 00 00 0 0CI0O0 00 AA
57P . . ... .. OO0 AAAADOOOAAA
0P . . ..o ' 0O AAAO0OOOOCO
Accién de 104 cepas, ;
en estos periodis dei ;
incubacién . . . . .; . 2 9 8 6 5| Negativas : 74
| Totel = 104
CUADRO No 5

Accion reductora de la P. pestis

! Reduccion de Reduccién ~ Pred. Ac.
Fspecie NOG3 - NO2 Azul Metilen. Nitroso
+ = —{+ T |4 FT --
P.pestis . . . .. . 46 1 1, 1 3 144| 52 0 0O
Total de cepas . . 148 148 52
B, psendctub. rod. . 5 o I= 5 0 i 1 H 4
Total de cepas . . - b &
P, séptica . . . . . 8 1 01 7 2 0| O 1 4
Total de cepas . . 9 9 5




Especie

P, pestis . . .

Produccion de Hidrogeno Sulfurado

Agar-Martin -
+ = =

| T
e

0 3 1025123
105 g

Total de cepas . . |

4o == Positiva;

. Agar-M-inf- |

Agar-Martin-infusion-exirat. hep.

ext, hep. Ta. A v O 4 37rC

=l oF 4] + ® ~ 4+ =

2 20,0 0 9 6 2 3§ 2

381 o | 1 1
= Negativa; Ta. == Temperatura ambiente,

== Débil o ligera;
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La lactesa fue atacada tardia y débilmente por un pequefio nimero
de cepas pestosas {stock}, en algunos casoes la acidificacién fué transito~
ria, en cambio, la trehalosa lo fué por um porcentaje mucho mavor de ce~
pasde P. pestis. La arabinosa que debia figurar entre los carbo-
hidratos siempre atacados, no fué fermentada por un pequefio nimero de
cepas pestcsas. La sorbita que es considerada como negativa fué ata-
cada en forma déhil y transitoria por algunas cepas de P. pestis.

Con excepcion de una cepa entre las 148 estudiadas, la P. p e s-
tis reduce los nitratos a nitritos, Una delas 6 P. pseudotu-
berculosis rod. resultd negativa mientrasque las ¢ P. s ¢é p-
tica resultaron invariablemente reductoras.

La prueba de Fusco, o produccién de acido mtroso, propuesta para
la diferenciacién de la Peste, no siempre es negativa para todas las P.
pseudotuberculosis rod. v P. séptica, en cambio
las 52 cepas de P. pestis que fueron probadas dieron reaccidn
positiva,

Ei azu! de metileno fué reducido débibmente por 3 cepas v acentua-
damente por 1 entre las 148 cepas stock de P, pestis estudiadas,
Entrelas P, pseudotuberculosis rod hubo una nega-
tiva mientras que todas las P. s é ptica redujeron con mayor o
menor intensidad. ‘

La produccién de SH, depende de la base nutritiva en que se desa~-
rrolla Ian P p e s tis; mientras gue entre 105 cepas estudiadas en
agar-Martin solo 3 predujeron ligeramente SH,; en el agar-Martin-infu-
sién-extracto hepético. entre 381 cepas pasades por este mexlic, 128 pro-
dujeron acentuadamente SH;, 132 en forma ligera y solo 21 resultaron
negativas.

La temperatura de incubacién tiene . influencia decisiva en la pro-
duccion de SH,, a temperatura ambiente 9 cepas probadas fueron ne-
gativas, mientras gue a 37°C. 8§ entre 11 cepas fueron positivas, dos li-
geras v solo una resultd negativa,



CUADRO Ne 6

Otras propiedades bioguimicas de la P. pestis

Especie Prod. Catalasas Indol } V.P. M.R. Koser Ae U
P + —1 4 — + — o =4 —| + =
P, pestis . . . . . 100 ol 0 3157 0 1481 145 3 0] o 290 0 24
Total de cepas . . 109 315 143 148 29 24
P, pseudotub. rod. .| 6 0 6 |
Total de cepas . . | 6 5 !
; 1
P, séptica . . . . 5 0: 9. 0
Total de cepas . . | 5 9
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Por dltimo, en el Cuadro N* 6 se registran los resultados de las
pruebas de acetil-metil-carbinol {V. P.}, indol. reacciéon del rojo de me-
tilo (R. M.}, produccién de catalasas, desarrollo en el medio de Koser-
citrato v en el de acido trico {Ac. U). Estos resultados demuestran
quela P. pestis no produce indol ni acetil-metil-carbinol, que la
reaccion del rojo de metilo es positiva, produce constantemente catalasas
v no crece en el medio de citrato de Koser o en el de &cido tirico; sinem-
bargo se constatd un ligerisimo desarrollo en el medio de Koser para al-
qunas cepas, siendo comprobada la presencia del organismo por obser-
vacidn microscopica.

YII. DISCUSION

Desde los ccmienzos de la era bacteriolégica de la Peste hasta nues~
tros dias, las descripciones de los caracteres culturales v la moclologia
de la colonia se han basado en hechos v cbservaciones constatados en
<ultivos realizados en medios bactericldgices corrientes. En tales me-
dics no se ofrecen las optimas condiciones exigidas per este bacilo para
su desarroilo, &l crece lenta v discretamente, en el borde de su colonia
se forma un ancho ribete o “fleco’” que ha side mirade como caracte-
ristico en las descripciones clasicas. El medio que hemos descrito para
el optimo desarrollo del bacilo, no sclo se caracteriza por su alto rendi-
miento proliferative sino por gue ofrece una nueva base para el estudio
de su colonia que conducira tarde o temprano a la aclaracién definitiva
del problema un tanto oscurc de la disociacion bacteriana de la P.
pestis.

Por ctro lado, medios como el agar-salino-gangre-maltasa que no
teniendo valor proliferativo algunoe y originando cultivos con curiosas
agrupaciones de bacilos, conservan alta e intacta su virulencia, todo io
<ual da un iadea de la compleja biologia de este organismo,

Trabajos realizados por Rao demuestran que ciertos amino-acidos
come prolina, fenilalanina v cistina son necesarios para el crecimiento
del bacilo (26}: factores como la hematina, cceymaza, acide nicotinico y
thiamina (27) estimulan la respiracién y aceleran el desarrollo; encuen-
tra también este autor que la P. p e s t i s _tiene capacidad para
-oxidar ciertas sustancias coemo carbohidratos, amino-acidos y ciertos aci-
dos organicos (28). Estudiando Sokhey {29) un medio de eleccidn pa-
ra el crecimients del bacilo, encuentra que el agar ordinario no es el 6p-
timo, v sefiala al agar sangre {37°C.) como medio de eleccidn.
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Cuando el bacilo encapsulado se pone frente a suero antipestoso
(antibacteriano o antienvoltura) se ocasiona la pérdida de la capsula,
fenomeno gue lo hemos designado con el ncmbre de “descapsulacién’,
Si el bacilo se desarrolla a 37°C. en caldo-suero antipestoso el desarro-
llo de la capsula se inhibe y el bacilo crece con los caracteres de los
cultivos a 26°C. Es necesario pues precisar el fenémeno de la aglutina-
cion del cuerpo bacilar, si éste existe, y diferenciarlo del fenémeno de
la descapsulacién.  Las emulsicnes de bacilos desarrollades a 26°C. son
inestables; las de los desarrcllados a 37"C. son estables, se deduce de
todo esto que el fendmeno de la descapsulacion rompe la estabilidad de
las emulsiones encapsuladas dela P. pestis.

El estudio bioquimico que hemos realizado revela que la actividad
metabolica de la P. p e s'tis esta sujeta a variacicnes, segin la
cepa v segiin las condiciones basicas del desarrollo. Esta tendencia de
la P. pestis ala variacion en el orden metabélico puede guardar
concordancia con las variaciones cobservadas en ctros asgpectos biclégi-
cos del organisme.

SUMARIO

Un considerable nimero de cepas de P. pe stis aisladas en
el Pera han sido estudiadas bactericlogicamente y los resultados obte~
nidos pueden ser resumidos en la forma siguiente:

2 cepas entre 148 estudiadas en caldo produjeron franco enturbia-
miento del medio. : 7

" La liquefacién de la gelatina, la produccion de indel y acetil metil-
carbinecl fueron negativos para todas las cepas estudiadas. En las con-
diciones. ordinarias puede haber débil produccién de SH, por muy pccas
cepas: en cambio, en el agar-Martin-infusion-extracto hepatico la pro-
duccion de SH, ocurre en el mayor namero de cepas, v en un conside-
rable nimero de ellas en forma notablemente intensa. La temperatura
de incubacion es decisiva en la produccién de hidrégeno sulfurado.

Salve una excepcién la reduccidsn del azul de metileno fue negati-
va para las cepas estudiadas; en esta misma forma la reducciéon de ni-
tratos a nitritos, la produccion de acido nitroso y reaccién del rojo de
metilo fueron positivas para las cepas de P. pestis probadas.

Todas las cepas estudiadas dieron reacciéon de catalasas positiva v
no desarrollaron en acido idrico ni en medio de Koser.

La acciéon de la P. p e stis sobre los carbohidratos fue divi-
dida en los siguientes grupos:
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A} Carbohidratos atacados constantemente con produccién de

acido, no gas; ellos son: glucosa, maltosa, manita, xilesa, salicina v leche
tornasolada.

B) (arbohidratos constaniemente no atacados, como son:. saca~
rosa, rafinosa, dulcita, inosita, glicerina y dextrina.

C} Carbhohidratos inconstantemente atacados vy son: rhammosa,
trehalosa, lactosa, sorbita v arabinosa. '

En condiciones adecradas de cultive, muchas cepas pueden desarrcs
Har en papa. entre las que desarrollaron se observaron algunas que pro-
ducen pigmentacion amarifo-cepia o amarillo-dorade.

Las pruehas del acido mitroso, de la reduceion del azui de metileno
v de Ia rahmnosa tienen valor relative para el Diagnastico de la Peste,
en cambio la glicerina, el indol, la sacarosa, salicina, ¢f agar-sangre-huma-
na y la leche tornasolada son pruebas de valor en la diferenciacion de la

P. pestis, P. psceudotuberculosis v la. P. sép-
tica.

CONCLUSIONES

i. El medio agar-Martin-infusién-extracto hepéatico promueve, exalta y
acelera el desarrolio de la Pasteurella pestis.

2. En este mismo medic un fusrte porcentaje de cepas produ@en hidré-
geno sulfurado en forma sfiotable o intensa.

3.  El agar-salino-sangre-maltosa puede mantener alta ¢ intacta la viru-
lencia. El bacilo crece en este medio formando extensas-c.adenas v
densas agrupaciones.

4. El suero antipestose produce la “descapsulacion” de la Pasteurella

pestis o inhibe su encapsulacién cuando el suero se aftade al medio de
cultive,

5, La formacién. de un halo tipe hemolisis en Jas placas de agar-sangre
humana es un fenémeno constante de la Pasteurelia pestis.



