INVESTIGACION DE PORTADORES DE CORYNEBACTERIUM
DIPHTHERIAE

Osecar Ronpon 5.

Departamento de Bacterivlogin ¢ Inmunologia del Instituto
Nacional de Higiene 3y Salud Poblica,

Los ‘tonocimientos actuales dan especial interés al papel epidemio-
igico gue juegan los sujetos sancs, que sin saberlo, Hevan el germen
consigo, distribuyéndolo entre las personas que conviven con €k Y si
hoy en dia estd demostrado que el atimero de estos portadores no es tan
grande como se creyé demostrar en Jos primeros tiempos ~-seguramente
per que eran insuficientes los conocimientos de los caracteres bioldgicos
del germen-— {E. Mosuace y §. Kovmer, 1916} no por eso deja de ser,
sino el @nico, el principal factor en la propagacion de la difteria.

Si bien el grado de inmunidad de una colectividad es el indice im-
portante que sefiala Ja receptibilidad a la infeccién, es principalmente és-
ta, la infeccion, quien determina y gebierna la propagacion de la enfer-
‘medad, En consecuencia, es de intexés estudiar los factores que facili-
tan la difusién del germen y en especial las propiedades v condiciones
biolégicas que le permiten pasar de huésped a. huésped.

Es esta razén la que ha influido en nosotros para hacer la revision
de nuestros nifics, deseosos de coinprobar la existencia de estos portado-
res, que ya se presumian, y también reconocer las cualidades v tipos de
gérmenes gue eliog albergaban,

Sin embargo, no creemos oportunc hacer In exposicién detallada
de todos los métedos y materiales que hemos usado con este fin, v nos
vamos a circunscribic a informar sobre, los principales métodos vy con-
diciones del trabajo; la presencia de portadores, v los tipos de C. diph-
therize encontrados, de acuerdo con las més recientes adquisiciones;
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METODOS Y MATERIALES

Desde Agosto de 1940 hasta el mismo mes de 1941, se hizo la re-
celeccion de muestras de los nifios aparentemente sanos que fueron du-
rante este tiempo, probados por nosotros con la reaccién de Schick v que
ya han sido resefiados en un articulo publicado anteriormente {O. RON-»
poN, 1943},

Estas muestras fuercn tomadas de la faringe y nariz de los nifios
por medio de hisopos estériles de algodén, los que fueron mmedlatamen-
te examinados por coloracién de GraM y LOBFRFLER, a la vez que siste-
maticamente sembrados: 1° en el medio tan comunmente usado de sue-
‘ro-coagulado de LOEFPLER v después, en una placa Petri con agar-san-
‘gre-telurito, preparado de acuerdd a las indicaciones de ANDERSON y
col. {1931) férmula que indicaremos mas adelante.

Este medio fué escogido para el trabajo de rutina por ser recono-
cido en la literatura (CooPEr y col., 1940; KerriN v Gaze, 1937), como
probablemente superior 2’ los otros medios similares, debido a que da di-
ferencias morfoldgicas mas netas en las colonias, y asi hace mas facil
“la distincién entre los tres tipos de C. diphtheriae, a la vez que permite
reconocer a éste, dentro de un gran nimero de colonias de difteroides,
tan frecuentes en los cultivos de muestras de portadores.

Nosotros constatamos méas tarde también, la veracidad de estas afir~
"maciones ,al probar otros medios tales como: el de Horcan y MARSHALL
{1932), el de NEwL (1937), el de WeLscH y THBAuLT (1939), y otros,
que si bien algunos son més faciles de preparar como el de HorGan v
MarsuaLL (el cual sélo requiere un agar nutritivo ordinario al que se le
agrega 10 cc. de una solucién de telurito de potasio al 2 % y 10 ce. de
sangre de buey o de otro animal), no dan colonias tan caractensncas o
suficiente desarrolio.

Neo nos fué posible usar los tan rtm_ymendados medios de CLAUBERG
{GrooTEN, 1940) debido a la dificultad de conseguir los ingredientes
‘necesarios para su preparacién. Por lo demas, ningunc de los medios
probados dieron resultados mayormente satisfactorios, a tal punto, que
nos obligara a substituir el medio de’ ANDERSON y col., con perjuicio en
la uniformidad de la técnica para el aislamients de los gérmenes. .

- Bl uso del medic de LOEFFLER, conjuntamente con el de ANDERSON
no fué planeado con el fin de estudiar la superioridad de uno u otro, si-
no simplemente para aumentar el chance en el diagnéstico, tante mas
que alguncs bacteridlogos, y entre ellos los mismos ANDERSON y col., han
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reconocido la dificultad del desarrolio del tipo "mitis” en este medio de
telurito, Sin embargo, nosotros no hemos encontrado resultados posi-
tivos de desacrollo de C. diphtherize en el medio de LOEPFLER que no
hayan dado desarrolio en el medio de agar-sangre-telurito, de los inves-
tigadores de LEEps,

La rutina seguida por nosotros en el aislamiento de gérmenes de las
muestras nasales o faringeas de lcs nifios Fué el siguiente:

Después de la incubacion a 37°C. por 24 a 48 horas, los cultives
Jueron examinados macroscopicamente para hacer la diferenciacién de
colonias, y éstas fueron reconocidas microscépicainente por la coloracién
de Gram. Los gérmenes que se mcstraron Gram positivos y de mor-
fologia correspondiente a cualquiera de las distintas especies del género
Corynebacterium, fueron resembradas en el medio de suero-coagulado
de LOERFLER, para completar su aislamiento, v esto fué Mevado hasta que-
dar seguros de su completa pureza, ya que segiin nuestra experiencia re-
clama particular atencién, mayer gue la gue comunmente se presta para
el aislamiento de otras especies bacterianas.

El objeto seguido al aislar toda clase de gérmenes de agpecto moe-
folégicamente parecido al C. diphtheriae, fue para ponernos a salvo del
posible error de diagnéstico al eliminar como diftercide a algan C. diph-
theriae de tipo “gravis" que pudiera no haber mostrado su caracteris-
tico aspecto de colonia en el medio de telurito, ya que este germen se
muestra microscopicamente como un difter¢ide cuando es cultivado en
este medio,

Esto nos ha permitido a la vez estudiar el ndmero de nifios que al-
bergan en su garganta el C..bhofmanii. Por otro lado, en el caso de
ausencia de desarrollo, tanto en el medio de agar-sangre-telurite como
en el medio de suero-¢oagulade de LOBPRFLER, a la vez que, un resulta-
do negativo en el examen microscopico de la muestra, no hemos hecho
mayores examenes y se ha catalogado al nifio ccmo no portador.

El estudio y reconocimiento de las cepas asi aisladas, fué lHevado
a término por lotes, de un nimerp compatible con nuestros materiales, v
probados frente a unas cuantas pruebas de identificacién. Las semillas
que no gstuvieron en trabajo, fueron conservadas en tubos de medio de
LoerrLER sellados, a 4°C. y resemibrados de tiempo en tiempo. Todo
esto motive, que el estudio de algunas cepas no se completara sino des-
pués de un afio de aisladas y afin, en algunos casos, después de mayor
tiempo; sin embargo, al repetir algunas prugbhas no se encontraron cam-
bios en su corportamiento, maycres que los va sefalados en la literatu-
ra (BarraTT, 1924; FroBisHER, 1938 a), en especial referencia a la fa~
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cultad fermentativa de los hidratos de carbeno, que por lo que parece,
no se presentan por cambios en las propiedades biolégicas del germen;
sino como resultado de las alteraciones no controlables en la composicién
de los medios de cultivo. En cuanto a la virulené¢ia del germen, ésta se
ha mostrado pesitiva hasta pasados dos afios de la fecha del aislamiento.

El diagnostico de reconocimiento del C. diphtheriae fué hecho si-
guiendo las lineas generales de clasificacién indicadas por BercEY (1939),
y las de otros autores dadas en informes que anotaremos oportunamente.

Las condiciones excepcicnales en que se coloca el bacteriblogo, cuan~
do trata de hacer el diagnéstico de la presencia de gérmenes patégenos
en personas que no dan signos clinicos de enfermedad, lo obliga a rea-
lizar su trabajo con técnicas mas completas y cuidadosas que las usa-
das para el diagnéstico en sujetos clinicamente reconccidos.

Desde luego que este mayor cuidado y mas completa técnica, no
puede llevarse hasta el extremo de estudiar todas y cada una de las pro-
piedades biologicas y caractedisticas culturales del germen. A este res-
pecto, hemos escogido las propiedades mas importantes, y a nuestro cri-
terio suficientes, para estar seguros de que el germen en cuestién, per-
tenece a la especie en que se le incluye.

Estas propiedades pueden ser compendiadas dentro de cuatro mo-
dalidades especiales, que son: Primero el aspecto cultural en la placa
de agar-sangre-telurito de ANDERSON y col.; Segundo las caracteristicas
morfolégicas y tintoriales del germen; Tercero las propiedades biolégi-
cas mas demostrativas y generalmente aceptadas, en especial la accién
fermentativa sobre algunos hidratos de carbono, tales como, la gluco-
sa, maltosa y sacarcsa; y Cuarto la ev:dencxa de su poder patégeno por
demostracion de su virulencia.

e COMPORTAMIENTO DEL C. DIPHTHERIAE EN EL MEDIO DE
ANDERSON Y COL.

Medio de Cultive. El medio de ANDErSON y col. fue preparado
siguiendo lo mas estrictamente posible las indicaciones de sus autores,
con algunas variantes, las que nos obligan a detallar su preparacién.

Preparacion del Medio. a) A 1.000 cc. de agua de pozo, calenta-
da a 48°C., se le agregd 1 kilo de carne de res, previamente pesada, y
se mantuvo esta temperatura por una hora. El jugo fué extraido por
compresién a través de un lino, después fué dejado toda la noche en
" frio, filtrando a través de papel de filtro.
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b} A 1000 cc. del filtrado, se agregd 20 grms. de peptona (P. D.
y Cia.) v 5 grms. de cloruro de scdio, calentandose a no mas de 45°C.
para su completa disolucién,

c} La reaccion de alcalinidad se ajustd a un pH de 7.6, tomando
una pequefia parte de la mezcla anterior y calentandola a 90°C. por 15
minutos, con ¢l objeto de conseguir la clarificacién del medio y asi hacer
posible su titulacién por el rojo de fenol. La cantidad de soda N/1 ne~
cesaria para dar el pH de 7.6 a 10 cc. de esta parte clarificada, indica
s cantidad necesaria de soda que debe afiadirse a la totalidad de! medio.

d) La esierilizacién se hizo por filtracién a través de una bujia de
‘Berkefeld, previo pasaje por papilla de papel. en reemplazo del filtro
Seitz K que es indicado en la técniva original. El caldo ast preparado
fué repartido en frascos de 100 cc. cada uno, v guardadosten frio, des~
pués de constatar su esterilidad. '

e) La preparacién final se hizo en la siguiente forma: Se mezclé
en partes iguales el caldo con un agar al 5 % en agua, previamente este-
rilizado a 120°C. por 30 minutos, a esta mezcla mantenida a 50°C..
le agrego de 7 a 10 % de sangre desfibrinada de conejo, y 0.04 % de
telurito de potasio, - Antes de ser repartido en placas Petri, fué calenta~
do a 73°C. por 15 minutos en B. M,

Aspecto de las Cclonias. El reconocimiento de la presencia de de-
sarrollo de C, diphtheriae en este medio, sin entrar en la diferenciacion
de tipos descritos para esta misma especie, se hizo por el desarrollo pre-
coz y abundante en las primeras 24 horas, asi como por la coloracién
negra o gris-negruzca y maycr tamafio de las colonias, en comparacién
con la de los diftercides. La observacién mas tardia rectificé nuestro
primer criterio. Es importante hacer notar que este reconocimiento de
colonias se ve perturbade cuando la siembra es demasiado abundante y
las colonias estan muy juntas.

2e CARACTERES MORFOLOGICOS Y TINTORIALES

De cultivos jévenes en medio de suero-coagulado de LSEFFLER, se
prepararon los frotis para estas obsérvaciones.

~El germen fué reconocide por su morfologia v agmpamon caracte-
ristica, sirviéndonos en especial su aspecto bacilar, curvo, y abultado en
uno o en ambos extremos: asi como, por su coloracién irregular con el
azul alcalino de LOBFPLER. ¥ su comportamiento al Gram.
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La demostracién de la presencia de corpisculos metacrcmaticos, fué
hecha por uno de los métodos de coloracién de NEISSER, modificado en
la siguiente forma {CARvALHO, 1934):

TI'ES SOlUCiOHES sOon hecesarias:

A  Azul de Metileno . . . . . . 1 grm.
" Alcchol absoluto . . . . . . 20 cc.
Acido acético q.p. . . . . . 50 cc
Agua destilada . .. . . . 1000 cc.

B Cristal Violeta . . . . . . 1 grm.
Alcchol absolute . ... . . . 10 cc.
Agua destilada . . . . . . . 300 cc

C Vesuvina . . . . . . . .. 1 grm.
Agua-destilada . . . . . . . 300 cc.

El método de coloracion es el siguiente:

Se colorea por 5 a 10 minutos con la mezcla recientemente prepara-
da de 2 partes de la solucién A y una parte de la solucién B. Después
de un lavado ligero con agua, se hace actuar la solucién C pecr uno a 2
minutos. Los tiempos sefialados aqui, son los que la experiencia‘'nos ha
mostrado dar mejores resultados. '

Todos los gérmenes reconocidos como C. diphtheriae mostraron gra-
nulaciones polares con esta técnica.

3 LAS CARACTERISTICAS CULTURALES Y BIOLOGICAS DEL GERMEN

No intentamos describir todos los caracteres culturales por los que
fueron probados los gérmenes; basta sdlo decir que se mostraron de acuer-
do con lo conocido en lo referente al comportamiento del desarrollo en
agar, caldo, gelatina, leche tornasolada, suero-coagulado, etc.

De las propiedades biclégicas estudiadas son fundamentalmente im-
portantes, las correspondientes a la acgion fermentativa de la glucosa,
maltosa y sacarosa (FRoOBISHER, 1938 a). El medio usado con este fin,
fué el de Hiss (BarraTT, 1924) suero-ggua conteniendoc 1 % de carbo-
hidrato cen tornasol como indicador.

Después de la filtracién preliminar el suero de ternera, la mezcla
de una parte de suero y dos de agua destilada. fue calentada durante 30
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minutos a 100°C,, antes de afiadiese el carbohidrato, con el fin de des~
truir Ia accién hidrolizante de la sangre. Cuando el carbohidrato v el
tndicador fueron afiadidos, los tubos fueron calentades durante 15 minu-
tos a 100°C., por tres dias sucesivos,

Para probar la esterilidad, ¢l lote completo fué incubado por 3 dias
a 37°C., ésto iltimo demostrs ser indispensable para cbteéner resultados
uniformes. En casos dudosos fué demostrada la. pureza de la semilla v
nuevamente probadas bien en el mismo medio de Hiss, o en otro de los
usados por AnpeERsonN y col. {1931}. Frosisuer Jr. (1938), o por
ScrroepER {1930}, guedando en esta forma definitivamente astablec:tcia
la accién sobre estos tres azicares.

El tiempo de observacién de estos medios hidvocarbonados, para
sorprender algin cambio tardio, fué hecho durante 7 dias, y atn en al-
guncs casos, hasta durante 2 semanas. Aunqgue se observaron ligeras
variaciones en el grado de fermentacion, €n-especail ton la maltosa, és-
tas no eran tales como para llevarnos a falsas conclusiones.

Por los resultados alentadores encontrados por Piso Ivaro {1939}
n Ia accién del C. diphtheriae sobre medics liguidos conteniendo urea,
para diferenciarlo de los difteroides, DOSOLIOs hemos probado todas ias
cepag en este medio.

La prueba ha sido realizada en un caldo ordmarm preparazio con
peptena 10 grms. {Dirco}. Cloruro de Sodio 5 grms., infusién de car-
ne 1.000 << esterilizado por autoclave a 120°C. por 30 minutes. Se com~
pleta la preparacién agregandole 2 @ de Urea, previamente disuelta en
agua destilada y esterilizada a 1000C. Después de la incubacién por
24 a 48 horas, se le agrega 1 6 2 gotas de fenolftaleina, en solucién alco~
holica al 1 %.

Es interesante tener presente algunas precauciones racomaendadas
por los autores:

A} EI caldo debe tener un pH. de 7.5 o sea por debajo del limi-
te de viraje de la fenolftaleina {pH. 8.3), que sirve para dar un mar-
gen de seguridad a la posible formacién de trazas de amoniaco por los
C. diphtheriae, v en esta forma hacer mucho mas seguros fos resultados.

B} E! medio debe de prepararse agregando a 9 ec. de caldo, 1 <.
de solucion de Ulrea al 20 %. en condiciones de esterilidad, v con el
control respectivo.

C} Por altime, la saiucmn de Urea debe ser esterilizada a no ma-
yor temperatura de 100°C., porgue se corre el riesgo de descomponer la
Urea con produccién de amoniaco, si se le esteriliza a temperaturas mas
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altas. Esta solucién se mantiene indefinidamente sin alterarse, siempre
que no pierda su esterilidad.

Siguiendo este método no hemos encontrado ningin C. diphtheriae
gue de alcalinidad dentro de las 24 6 48 horas de incubacién, de acuer-
do con lo sefialado por el autor italiano. No podemos decir o mismo
‘para los resultados obtenidos con los difteroides, ya que en contra de
lo afirmado por Piso 1., hemos encontrado difteroides que tampoco alte-
ran la Urea; sin embargo, creemos a este método atil para el recomoci-
miento del C. diphtheriae, ya que para éste, es una reaccién sino pro-
pia, bien manifiesta y constante.

40 DETERMINACION DE LA VIRULENCIA

Las condiciones morfclagicas, culturales y de. coloracion de los C.
diphtheriae, deben de ser consideradas de valor relativo como medios
de identificacién del germen, por no estar definitivamente sancionados
los métodos de prueba. Ean consecuencia, es peligroso fiarse tnicamen-
te de estos caracteres en la diferenciacion de los C. diphtheriae de los
bacilos C. diftéroides y siempre es necesario-estudiar el poder patégeno
experimental cuando el origen de los gérmenes es de sujetos aparen-
temente sanos.

Este concepto es generalmente aceptado por la mayoria de los bac-
terilogos ( ANDREWES y col. 1923; TorLEY y WiLsoN, 1942; CARrrIEU
y col. 1937; WELscH y THiBAULT, 1939 a). Nosotros hemos probado el
poder patdgeno experimental, ajustindonos al método intracutaneo que
es el usado por ANDERSON y col. (1931). Este método ha probado dar
resultados correctos tan iguales que el subcutaneo (ANDREWES y col.
1923). :

Revisando la literatura mas reciente acerca de este tema, se encuen-
tra que la técnica intradérmica en el cuy, es la mas comunmente usada
y con r¢sultados muy satisfactorios; sin embargo, hay quienes como
ScHROEDER (1930 a), encuentran que el método subcutaneo da resulta-
dos positivos en proporcién algo mayor que el intradérmico. La econo-
mia en animales, y por esto, la posibilidad de hacer varias pruebas del
mismo germen en.distintos animales, en otra ventaja del método intra-
dérmico. )

La técnica adoptada por nosotros, difiere de la usada por ANBER-
SON y col., lo mismo que de la mas comin de EAGLETON y BAXTER, des-
crita detalladamente por OKELL 'y Pamisa (1926), y otras actualmente
en desuso. '
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En general nosotros hemos seguido la técnica de W. Mam {1930}
usada por este autor en 1612 cepas de (. diphtheriae, que resumiremos
en la siguiente forma.

Prueba Intradérmica. Se preparan suspensiones de cultivos jéve-
nes y puros, en medio de LOEFFLER, aproximadamente standardizados por
opacidad, que contengan 100 millones de bacilos por cc., y de éstas, 0.2
cc. {20 millones) son inyectados intradéimicamente en dos cuyes que
lamaremos desde ahora, de “Prueba™ y dz “Control”.

La dosis de suero antitdxico, suficiente para evitar la muerte del cuy
de “Prueba” sin impedir la lesién cuténea, es de 1/50 de unidad de anti-
toxina por gramos de peso del animal, la que es administrada subcuta-
neamente, e inmediatamente después de la inyeccién de los gérmenes.

El cuy usado como “Control” recibe con 24 horas de anticipacién
al dia de la prueba, 700 unidades antitdéxicas, por via subcutanea o in-
traperitoneal, y despues es inoculado al mismo tiempo y con igual do~
sis que el animal de “Prueba”.

Si ambos cuyes no muestran signos de lesion cutdnea se repite la
inoculacién, pero sin administrar antitoxina al animal de “Prueba”, v
subiendo la dcsis para ambos cuyes, a 100 millones de gérmenes conte-
nidos en los 0.2 ¢c. de inyeccién. Si ain no muestran lesiones cutéd~
neag, se considera al germen como “no virulento”.

El autor sefiala la posibilidad de fallar e suers en su accién pre-
ventiva, para a}g:mos animales; pero este suUCESO extz:aar({man{}, no se
repite si se prueba nuevamente en ofro animal.

A los resultados de esta prueba han sido a los que les hemos dado
mayor importancia en el reconocimiento del C. diphtheriae, y nos ha ser-
vido también para distinguir los gérmenes virulentos de los no virulen~
tos, dentro de les cias:fzcados como C. diphtheriae por las otras caracte-
risticas.

Los examenes llevados con el fin de determinar los tipos de C. diph-
theriae, segin lo encontrado por ANDERSON y col. seran estudiados con
especial amplitud mas adelante.

Los gérmenes que no pudieron ser identificados como pertenecien-~
tes a ia especie C. diphtheriae, fueron reconocidos e identificados, en su
mayoria, como pertenecientes al C. hofmanii. Para esto seguiremos las
mismas lineas generales que las recorridas para el C. diphtheriac y que
resumiremos a contipuacion:
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1 Aspecte de la Colonia y otras caracteristicas del C. hofmanii
en ef Medio de Agar-sangre telurito de Anderson y col.

El reconocimiento del C. hofmanii es més posible en este medio que
cuando se le siembra. en otros similares. Sin embargo, casi todos los
autores no le prestan maycr atencidén y algunos como PETERSON (1939},
KerriN y Gaze (1937) y Ner (1937), ni siquiera mencionan esta po-
sibilidad. Seguramente algunos de los muches medios con telurito, no
permiten esta diferenciacién, como lo hacen notar TEmpE (1930) vy la in-
vestigadora GROOTEN (1940), para uno de los medios cen telurito de
CLAUBERG.

Nosotros pensamos gue el reconocimiento de la colonia del C. diph-
theriae en estos medios, implica necesariamente la posibilidad del reco-
nocimiento de la cclonia del C. hofmanii, ya que ambos desarrollan sin
impedimento en cualguiera de estos medios.

Por lo demas, de acuérdo con las afirmaciones de ANDERSON y col.
y también con las de AruisoN y AvyLiNg (1939), para el medio ideado
por elios, creemos posible distinguir estas colonias, si se tiene alguna ex~
periencia en el uso del medio,

Los caracteres mas jmportantes para esta dnferenc:acmn gon princi~
palmente, el desarrollo tardio, a veces después de pasadas las primeras
24 horas de incubacion, esto parece ser debido, como lo ha demostrado
Corrapo Ajo (1935), no a la presencia del telurito' de potasio, sino a
una propiedad del plasma (suero citratado u oxalatado).

La morfologia de la celonia, que es circular, lisa y convexa, la hace
muy parecida al tipo “mitis” del C. diphtheriae, con la diferencia de
gue aquella es de color blanco perla ligeramente gris, en contraste con la
colenia de tipo 'mitis” que es megra. Mas tarde la parte central de la
colonia toma un color gris negro, quedando un margen opaco de-co~
lor blanco grisaceo. En Jo referente a este tono gris-negruzco, que ad-
quiere la colonia en su parte central, hace insegqure su reconocimiento;
pero esto es posible salvar, si se tiene cuidado de que las colonias se en-
cuentren bien separadas una de otra; con este fin la siembra no debe
de ser abundante. _

Estoyla presencia, en algunas muestras, de gérmenes gue no co-
rresponden a las dos especies que estamos estudiando, hacen a veces
muy dificil el reconocimiento.

20 Caracteres Morfologicos y Tintoriales. Los gérmenes de esta
especie [ueron reconocidos por su morfologia bacilar, regularmente uni-
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forme, de tamafio corto y ligeramente afilado en sus extremos. De co-
loracién uniforme con el azul de LOEPPLER, interrumpido sélo por un sep-
tumm transversos, mediano, sin colorear. Generalmente ausente de gra-
nulos polares, por la coloracién de NESSER va indicada. Fuertemente
Gram pcsitivo.

Todos estos caracteres Fueron estudiados de un cultlvn joven en me-
dio de LOEFPLER, ya que sabemos, come hemos dicho anteriormente, que
el tipe “gravis” en el medio chocolate-telurito de ANDERSON y col., se
muestra parecido a los gérmenes pertenecientes a esta otra especie.

3* Caracteres Culturales y Bicldgicos. Los caracteres cohturales v
biclégicos de estos gérmenes fueron probados sustancialmente, en lo que
se refiere a su propiedad negativa para atacar cualquiera de los tresvazii-
cares principales, { ANDREWES y col.,, 1923; Barrarr, 1924) glucosa, mal-
tosa y sacarosa, conjuntamente realizados con las pruebas del C. diph-
theriae en el mismo medio de Hiss, suero-agua tornasolada.

Hemos tenido especial cuidado de comprobar las condiciones de es-
terilidad del cultivo y el desarrollo abundante en este medio. A las
pruebas conseguidas por este método les hemos dado mayor valor para
el reconccimiento de esta especie.

La prueba de la accion metabolica sobre la Urea, en el medio indi-
cado por ITaro Piso (1939}, fué inconstante para muchos de ellos; aun
prolongando el tiempo de incubacién hasta las 48 horas. Esto nos im-
pidié incluir en esta especie un gran nimero de gérmenes, que al ser pro-
bados con posterioridad para otros caracteres generales, demostraron ser
pertenecientes a esta misma especie. Lo que, como vemos, estd en.con~
tra de lo afirmado por ITALO Piso y resta mucho valor a esta prueba.

4 Prueba de la Virulencia. La constatacién del poder patégeno
experimental por determinacién de la virulencia en el cuy, no fué deter-
minada por ninguno de estcs gérmenes, que mostraron todos los carac-
teres tipicos de la especie C. hofmanii, v que en consecuencia la prue-
ba de la virulencia era superflua para su identificacién, ya que era de
todos conocido que no tienen rol patégeno.

Ademas de probar el comportamiento Irente a estas cuatro carac-
teristicas de identificacidn, todcs los tipos fueron probados en sus pro-
piedades generales sobre los medios comunes, tales como: agar, caldo;
gelatina, leche tornasolada, suero coagulado de LompriEr, etc. De
acuerdo con esto, nosotros identificamcs de primera intencion, un gran
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namero de cepas, que hubiera sido mayor, sin la interferencia de los re-
sultados equivocos en el medio de urea.

Con tode, un namero pequefio de cepas no fué posible incorporar-
las, ni dentro de la especie C. diphtheriae, ni en la especie C. pseudo-
diphthericum o C. hofmanii, quedando agrupadas como especeis “no iden-
tificadas”. Es posible gue muchas de ellas puedan ser incluidas den-
tro de uno de los once grupcs reconocidos por la antora Barrarr {1024}
pertenecientes al género Corynebacterium; pero sin mayor ventaja para
su interpretacion desde el punto de vista con que planeamos nuestro
trabajo,

La mayoria de estos gérmenes fueron fermentadores de sacarosa y
glucosa, fallando en esta accién sobre la maltosa, o bien en su comporta-
miento frente a otros medios o reacciones, por lo cual no fué pesible con-
siderarlas como C. xerosis.

CUADRO |
Resultados del examen de 791 nifios
Corynebacterium
Muestras Positivas Negativos Total
Ne 421 370 .79t
% 532 ) 46.3 —

RESULTADOS OBTENIDOS

En el cuadre I- resumimos los resultados cbtenidos en el examen
bacteriolégico de 791 ‘muestras nasales y faringeas de nifios sanos, to-
madas por medio de hisopos estériles de alyodén, y examinadas por cul-
tivo en el medio de AnpErson y col. a la vez que en el medic de suero-
_ coagulado de LOEFFLER..

De estas 791 muestras, fud posible aislar 421 cepas de gérmenes

gue podian corresponder a cualquier especie del género Corynebacterium,
o sea que el 53.2 % de estos nifics, resultaron ser portadores de alguno
de ellos, mientras que 370 (46.8 Y0} se mostraron libres de esta infec-
cidn.
- Después del estudio bacteriolégico para el reconocimiento de las es-
pecies a que pertenecian las 421 cepas aisladas, encontramos que 332
- pertenecian a la especie C. holmanii, o sea que 41.9 % de los nifios eran
pertadores de este germen,
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En los estudios preliminares sobre las cuatro bases de identificacion
del C. hofmanii, fué¢ posible reconocer solamente 225 gérmenes de esta
especie, que reunian todas las condiciones para ser identificados como
tales; quedando un grupo de 117 cepas, que siéndo C, hofmanii, falla-
ron en presentar uno o mas de los caracteres principales estudiados es-
pecialmente en su comportamiento en el medio de urea de ITaro Piso, y
en parte a otros caracteres, como morfologia y piesencia de corpasculos
polares; colonias no caracteristicas en el medio de ANDERSON y col. y por
iltimo, alguna accién fermentativa anormal en el medio de Hiss; pero
‘con estudics mas completos y repetidos se concluyé catalogandolos siem-
pre, como pertenecientes a esta especie, despreciando el .comportamien-
to en el medio de urea, que como ya hemos dicho, no nos di6 los resul-
tados esperados.

En el cuadro II, nosotros mostramos los resultados del estudio bac-
teriolégico de 421 cepas, aisladas de 791 nifios y catalogadas de acuer-
do a la identificacién que fué posible realizar.

CUADROC 1T

Resultados de Ia identificacion bactericlogica de 421 cepas aistadas de’ 791 nifios

C. diphtheriae
Portadores | C. Hofmanii No iden- Total

Viral, szirul.; Total | tificados

Ne 330 8 2 l 10 79 21

% | 419 1. 02 | 12 9.9 532

En & sefialamos que solamente 10 gérmenes cayeron en el grupo
de la especiz Corynebacterium diphtheriae. De éstos, 8 se mostraron -
patégenos para €l cuy por la prueba de virulencia y 2 fuercn negativos
para ésta; o sea, que el 1 % de nifios, eran portadores de gérmenes vi-
rulentos.

Los otros gérmenes que consignamos en el Cuadro I1 con el nombre
de “no identificados”, forman un grupo heterogéneo constituide en su
mayoria, por cepas que no fueron completamente identilicadas, debido a
que las perdimos por muerte de la semilla, en tiempos variables. Es im-
portante indicar, que ellas no mostraron caracteristicas de C. diphtheriae,
hasta donde llegé su reconocimiento antes de su muerte o contaminacion.
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Un total de 11 cepas, incluidas en este grupo de “no identificadas’,
a las cuales se les hizo up estudio completo, merecen especial mencién;
ya que algunos, en especial 2 de ellos, dieron caracteres muy similares a
C. diphtheriae, fallando en atacar la maltosa, y adn solo débilmente, la
glucosa. lLwos demas caracteres, como colonia en el medio de ANpERSON
y col,, forma v granulacién polares, lo mismo que su comportamiento en
el caldo urea, fueron similares a los C. diphtheriae, y nosotros los hu-
biéramos incluido entre ellos, si hubieran producido lesiém en la piel del
cuy con la prueba de virulencia. '

Los otros 9 gérmenes de estos 11, fueron en su mavoria fermenta-
dores de la sacarosa, pero, no identificados come C. xerosis per fallar,
bien la accién scbre la maliosa, o bien en sus caracteristicas mérfolé-
gicas' frente 2l colorante de azul de LOgrFLER o al de Nmisser. Ade-
‘méas los que no fermentaron la sacarosa, atacaron la manita.

Por todo esto no fué posible catalogarlos dentro de alguna de las
especies de Corynebacterium bien definidas; pero Fué suficiente para dis~
tinguirlas de las especies C. diphtherine ¢ C, hofmanii, que era nuestro
principal objetivo, -

TIPOS DE €, DIPHTHERIAE ENCONTRADOS

Creemos indispensable completar el estudio de- los C, diphtheriae
encontrados, de acuerdo con las nuevas adquisiciones de AnpERsON y
colaboradores. {1931, 1933).

Si el recenocimiento de la virulencia en gérmenes aislados, de nifios
sanos, es fundamental en el estudio de fa difusién de la difteria, no me-
nos importante es hoy dia el reconocimiento del tipo "gravis” en estos
mismos portacdores, ya que los investigadores que lo reccnocieron, lo
mismo que muchos otros que han confirmado estos trabajos, especial-
mente en Inglaterra, Estados Unidos y Alemania, lo asccian a procesos
clinicos més graves, gue no ceden a la terapéutica usual de la antitoxina
v lo méas importante aGn, constatan gue en las comunidades donde hay
un aumento en el indice de morbilidad y mortalidad para la difteria, hay
también el predominio de tipo “gravis” scbre el “mitis”, y como dice
DupLey y cob. {1934}, ¢l "gravis” reemplaza al “mitis” en los portado-
res, cuando se presenta un aumento de la morbilidad. (Frosisuer ]r.
1942), :

Por tanto, es de suma importancia estudiar el predominio de: algi-
no de ellos en nuestra colectividad.
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El reconocimiento de estos tipos de C. diphtherine esta realizado a
base de las indicaciones y caracteristicas dadas por ANDERSON y col.
{1931 y 1933}, que resumiéndolas son:

1* El aspecto de la coleaia en ¢l medio de telurito-chocolate de
estos mismos antores. cuya preparacién ya hemos indicado anteriormente.

Elios afirman que el tipo “gravis™ desarrolla con colonias de color
gris o gris-négruzco, grandes (3 mm.} v con una morfologia caracteris-
tica por su estriacién radiada, en correspondencia a sus bordes denta-
dos, un ceatro irregular mas elevado y obscuro, que segin la compara-
cién de los mismos investigadores, en conjunto se parece a una “marga-
rita”. ~ Describen otras colonias de este mismo tipe que son conccidas
con el nombre de “gravis no tipico”, en las que las estriacicnes radia-
das y lo dentado de los bordes es mas suave,

El tipo "mitis” da una colonia de color neqro, mediana, {1 a 2 mm.)
y de forma convexa, superficie y bordes liscs con un angosto margen
blanco-grisaceo, mas manifiesto cuando se examina a trasluz.

El tipo "infermedius” da en este medio colonias que ellos describen
como, de color negro, pequeftas {1 mm.}. aplanadas, elevadas en el cen-
tro, de color més obscuro y brillante y ligeromente dentada en la peri-
feria. )

En nuestra experiencia, en algunas ocasiones se presentan colo-
nias que son dificiles de catalogar, especialmente en Io que se refiere al
tipo “mitis™.

2 La accion fermentctiva sobre el almidén, dextrina vy glicogeno.
Los autores recomiendan un medio especial formado por suerc-agua con
1 % de peptona y rojo de fenol como indicador. Nosotros hemos usa-
do este medio y también el de Hiss suero-agua, o mas simplemente el re-
comendado por Frosisusr Jr. {1938) ccnstituido por caldo ordinarie,
libre de carbohidratos y con ptipura de bromo-cresol come indicador.

Los hidratos de carbono fueron afadides estérilmente a los tubos,
en soluciones acuosas y esterilizadas al calor. La concentracidén de fé-
cula es de 0.5 ¢ y de dextrina 1 %. Sin embargo, nosotros hemos en-
contrado resultadcs mas uniformes para Ia fécula, usando agar-suero
con 0.5 % de fécula ¢ incubadas cuatro dias a 37°C., en el que se en-
cuentra un halo definido alrededor de las colonias “gravis”, cuando las
placas son tratadas con el reactivo de Lucor.

El tipo “gravis” es reconocide por su accién hidrolizante definida
sobre la fécula, glicégeno y dextrina.
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El tipo "mitis” y el “intermedius” no atacan la fécula ni el glicé-
geno, y son variables con la dextrina.

3* EI aspecto de desarrollo en caldo. Para este estudio, nosotros
hemos usado el caldo indicado por FrosisHer Jr, (1938) libre de car-
bohidratos, ya que la presencia de éstos acidifica el caldo por la accion
del germen, y esto dificulta la formacién de pelicula.

El tipo “gravis’ es seflalado como formador constante de pelicula
en la superficie, y desarrolla en grumos gruesos que se*adhieren a la pa-
red del tubo o caen al fondo.

El tipo “mitis” por el ccntrario, no forma pelicula y desarrolla en
grumos finos enturbiando <l caldo.

Por 1ltimo, el “intermedius”, sin formar peliculas, se parece mucho
al desarrollo del “gravis” en este medio.

42 Cambio rapido del pH. en el caldo, Usando el mismo medio
libre de carbohidratos, se constata que: el tipo “gravis” da una acidifi-
cacion fugaz del medio, el que se hace alcalino después del segundo
dia; hecho que no es constatado en los tubos en que desarrcllan los ti-
pos “mitis” o “intermedius’

50 El poder hemolitico sefialado ya desde antiguo (ANDREWES y
col., 1923}, para algunas especies del C. diphtheriae, ha sido reconocido
por ANDERSON y col., como un buen método de identificacién del tipo
“mitis”, si se siguen las indicaciones de HAMMERSCHMIDT, las cuales se
deben tener en cuenta si se quiere obtener resultados satisfactorios, de-
bido a la gran variabilidad de esta prueba, sobre todo en relaciéon al tipo
de sangre usada, como ha sido sefialado por GoLpiE (1933). o

Nosotros nos hemos valido, para el estudio del germen, del mismo
caldo corriente libre de carbohidratos, ya indicade. Los glébulos rojos
han sido humanos y emulsionados al 2 % después de ser lavados.

La prueba fué llevada a cabo, de acuerdo a la manera descrita por
ANDERSON y col. {método de HAMMERSCHMIDT); asi, a 1 cc. de cultivo
del germen en caldo, de 48 horas, se mezclé 1 cc. de la emulsién de
glébulcs rojos humanos, incubando la mezcla por dos horas a 37°C. y
haciendo la lectura después del reposo de toda la noche en la nevera.

Segiin lo indicado, el tipo “mitis” es el tinico que tiene accién hemo-
litica, fallando los tipos “‘gravis” e “intermedius™ para producirla.
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6* Las diferencias marfoldgicas y de colcracion también han sido
indicadas como Gtiles para recomocer estos tipos: el “gravis” se mues-
tra en ei medio de telurito, con una morfologia “parecida a Ia de un dif-
tercide muy corto” (segun la expresion de ANDERSON y col.), sus gra-
nulaciones polares son pequefias y escasas, Todo esto en contraposicién
con el tipo “mitis”, que en este medio tiene la morfologia clasicamente
descrita, con gran nimero de granulaciones polares v éstas de gran ta-
mafio. El tipo "intermedius”, se muestra con la morfologia propia de
ia especie y.con*granulaciones también relativamente abundantes y de
buen tamafio; sin embargo. se afirma que su colotacién es la mas desu-
niforme de todas ellas {TorrLEy v Wirson, 1942), s

Creemos necesaric hacer presente que a nuestro criterio, las prue~
bas de hemolisis, reversion del pH, y formacion de pelicula, son las prue-
bas de lectura mas nitida. ,

Fl resultado obtenido al probar para estds seis caracteristicas, to~
das nuzstras cepas de (. diphtheriae aisladas de sujetos sanos, es el si~
guiente:

Solamente una, cepa se mostré conforme con todes los caracteres
propios del tipo “gravis” y ain ésta, con una morfologia en el medio
de telurito-chocolate no del todo caracteristica, pues fué relativamente
grande, aunque sin la morfologia propia y descrita para el tipe “mitis”
o “intermedius”. Otrag dos cepas tipo “gravis” fallaron en sn compodr-
tamiento frente a la dextrina, la que no fué atacada, asi como también,
una de éstas dié coionias en el medio de telurito-chocolate de tipo in-
termedio, v no formé pelicula resistente en caldo. Esta dltima cepa,
de las tres enunciadas, fué la dnica virulenta para el cuy, mientras yae
las otras dos s¢ mostrarcn indiferentes. .

E} grupo de cepas con todos los caracteres del tipo “mitis” fué més
numeroso, ya que cinco de ellas fueron reconocidas con todcs Jos carac-
teres propios del tipo y fueron virulentas.

Dos cepas se mostraron francamente intermedias entre “gravis™ y
“mitis”, por el comportamiento frente a estas caracteristicas, sin embar-
go una de ellas se mostrd mas préxima al tipo “gravis” por atacar la
fécula, no tener poder hemolitico y dar ligera pelicula en caldo. Por lo
demas, no hemos encontrado un germen con las caractevisticas sefiala~
das por ANDERSON para el tipo “intermedius”; pero si. la mayoria de
ellas exceptuando la tipicamente ““gravis” y las cinco tipicamente “‘mi-
tis”, han mostrado poseer signos intermedios entre “gravis” v “mitis”,

En resumen, sélo una cepa se mostré casi tipicamente "gravis”, mas
otra que solo fallé en el caracter de fermentacion de la dextrina. Am-
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bas fueron no virulentas. Cinco cepas se mostraron tipicamente "mi-
tis” en todos sus caracteres y fueron todas virulentas. El resto mostré
caracteristicas intermedias entre “gravis” y "mitis”, acercandose mas a
uno u otro tipo. Todas estas también fueron virulentas.

La totalidad de estos gérmenes pertenecientes al C, diphtheriae, fue-
ron aislados de nifios sanos, comprendidos en las edades limites de 4
afios como minimo y 15 afics como méaximo, Tedos estos nifios dieron
reaccidn de Schick negativa, incluyendo hasta los gue fueren portado-
res de gérmenes avirulentos, desde luego que las muestras fueron toma-
das indistintamente de nifios Schick positives © negativos, asi como tam-
bién, sin distincién entre cdades, sexo o raza. Cabe informar que gran
mimero de muestras fueron tomadas de nifios menores de la edad de 4
aftos, limite bajo el cual no hemos encontrado portadores.

DISCUSION

El estudio de “portadores” de bacilos diftéricos, esta leno de se-
rvias dificultades, que nacen tanto de la falta de técnicas precisas vy fa-
ciles de aplicar en el reconocimiento del germen, como seguramente de
la naturaleza misma de estos organismos.

Asi, es frecuente encontrar cambios en sus respuestas culturaies_:, aun
teniendo precaucién de mantener condiciones .uniformes en el trabajo;
¥y uno, rara vez estd sequro de que la respuesta de un sole cultive indi-
vidual, pueda revelar exactamente las caracteristicas del germen, obli-
gandonos a repetir las pruebas y a veces, a multiplicar las técnicas. Sin

" embargo, hay algunas pruehas que son mas claras y constantes en sus
resultados, pero durante e} reconocimiento de las especies o tipos, hemos
podido constatar que ningin caracter selo o grupo menor de los que he-
mos usado, es digno de nuestra confianza como criterio Gnico para Ia
clasifivacién de las especies, v esto es mucho mas manifiesto al hacer el

* reconocimiento de los tipos de C. diphtheriae con las seis caracteristicas

- de ANDERSON v ¢olaboradores.

La necesidad de establecer métodos simples ¥ mejores para la iden.
tificacién del bacilo diftérico, se hace sentir mas cuando tratamos de ha-
cer un estudio comparative de los resultados obtenidos en la basqueda
de portadores de un lugar con otro o de un tiempo a esta parte. Ade-
mas, la falta también de un método y criterio tnico en el reconocimien-
to de portadores, hace estériles la mayoria de las comunicaciones sobre
este tema para ser utilizadas comparativamente. Es frecuente encen-
trar en la literatura estudios sobre portadores en comunidades numero-
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sas, reconociendo ¢l germen solamente por el examen microscopico des-
pués del cultive en suero-coagulade de LOEFFLER, seguramente porgue
estos estudios son seguidos con el deseo del reconocimiento rapido de
portadores para ser retirados de la colectividad infectada; v es natural,
que los porcentajes altos encontrados en estas condiciones, disminuyan
fuertemente si son sometidos a un examen mias completo.

Ast DupLey {1923) nos da un ejemplo claro: de 14 gérmenes ais-
lados de portadores en la poblacion en general, v reconocidos morfolé-
gicamente como bacilos diftéricos, 4 de éstos fallaron en fermentar 1z
glucosa, y 6 fueron avirulentos al completar su estudio, con lo que el
porcentaje inicial de 3.5 % disminuyé a 1 % de portadores verdaderos.

El mismo término de “portador” debe ser aceptado, como reclama
ANprEWES y col. (1923}, en el sentido de “'sujetos que albergan el ger-
men diftérico virulento, sin dar signos de enfermedad”, ya que éstos son
los verdaderamente importantes en la epidemiologia de la difteria. Y
alin si estos sujetos probaran ser Schick-negativos, como en nuestro ca-
so, babriamos despejado la posibilidad de confundirlos con sujetes que
estén en un periodo de incubacién; tal como lo ha hecho DorTeEr (1935),
para distinguir las anginas banales en portadores de C. diphtheriae.

En conclusién, e} estudio comparative entre los resultados de un Ju~
gar con otro, se hace particularmente dificil; tanto porque los nifios pro-
bados no se encuentran en condiciones similares en relacién al momen-
to epidemiolégice en que son examinados; como por no haber uniformi-
dad en el criterio de lo que se entiende por “portader”, ni tampoce en
las bases del reconocimiento del bacilo diftérico. '

Es frecuente encontrar en la literatura porcentajes bien altos de por-
tadores; perc en estos cases, o no se ha hecho el estudio completo de
identificacién del germen, ¢ se trata de celectividades en plena evolucién
de una epidemia.

Por lo demas, el 1 % de portadores reconocidos por nosotros, con-
cuerda con algunos porcentajes encontrados en otros lugares, como el
indicado por DupiLey en Inglaterra, ya sefialado anteriormente y en el
cual s¢ ha trabajado en condiciones similares a las nuestras, este es: in-
vestigando en nifios de la poblacién en general, fuera de la influencia
de una epidemia y en las mismas bases de identificacién del germen,

En fin, el | % de portadores virulentos, encontrado por nosotros,
tiene valor en si y para el momento en que fué realizado el examen, ya
que estd muy lejos de poder indicar el nimero de personas que pueden

haber 2stado en esta condicién de tiempo en tiempo en nuestra colecti-
vidad.
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Sin embargo, si el estudio comparativo en relacién al tiempo y al
lugar no es posible, la constatacion en si de los portadores en nifios pre-
viamente probacos con la reaccion de Schick, nos permite deducir, de
acuerdo con los conocimientos actuales, que:

Al comprobar la existencia de portadores de gérmenes virulentos en
nifios Schick inmunes, estamcs confirmando el criterio de que el germen
diftérico puede ser "virus para unos y antigenos para otres”, a la vez
que la inmunidad diftérica entre nosotros también se establece o se man-
tiene por la influencia de estas infecciones inaparentes, gue son verda-
deros estimulos antigénicos naturales, ya que en lcs nifios examinados
no habia antecedentes de inmunizacion artificial hasta el momento en
que realizamos estos examenes. ' '

Ademas que, entre nosotros, este nfimero de nifios portadores en
prapcrcién de | por cada 100 nifios sanos, son los causantes de los ca~
scs clinicos de difteria que observamos en nuestros hospitales (Memo-
rias, 1933-1938), ya que se estd de acuerdo en considerar esta fucnte
de infeccion como fundamental en la difusion de la difteria,

Por otro lado, en relacién con los tipos de C. diphtheriae reconoci-
dos por las seis caracteristicas indicadas por ANDERsON, Haprorp, Mc.
Leop y TuomMpsoN (1931) y encontrados por nosotros en nuestra po-
blacién infantil con un predominio del tipo “mitis” sobre el “gravis”, y
éste, en la mayoria de los casos sin virulencia, queremos ver un factor
mas que -explicaria la no existencia entre nosotros de esas temidas inva-
siones epidémicas que existen o -existieron en otros paises; ya que des-
pués de lcs estudios de ANDERSON y col. parece confirmado per muchos
otros investigadores (DuDLEY y col., 1934; ANDREWES y col., 1923; To-
PLEY y WiLsoN, 1942), que el predominio del C. diphtheriae “gravis”,
coincide con ¢l aumento del indice de morbilidad y mortalidad, sin que
esto signifique, por otra parte, que el predominio del tipo “mitis” entre
nosotros nos ponga en condiciones deficientes de inmunizacién, porque
parece no haber diferencia entre los tipos “gravis” y “mitis”, como agen-
tes inmunizantes raturales {DupLEY y col., 1934). Por lo demas, todo
esto no tiene el caracter de una afirmacion, hasta que no se hagan estu~
dios méas amplios y comparativos.

En alguncs paises como el nuestro, donde no es frecuente la difte-
ria, se han encontrado porcentajes pequefios de portadores de C. hof-
manii; asi en la India, informa ANDREWES y col. (1923), no pasan de
5 ¢, los nifios portadores de este germen, pero ellos aumentan hasta
50 % cuando se presentan mayor namero de casos de difteria clinica.
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Por otro lado, el hecho de haber encontrado entre nosotros un 42 %,
de portadores de C. hofmanii, proporcién relativamente alta y ademas,
si estamos de acuerdo con lo comunmente aceptado de que esta especie
de Corynebacterinm no patégeno, se disemina de garganta en garganta
por ¢l mismo mecanismo que sirve para la diseminacién del tipo patdge-
ne, podemos concluir afirmando que en nuestra colectividad, debe haber
excelentes condiciones para la difusion de ambes gérmenes, y en conse-
cuencia, gino tenemos grandes epidemias es sequramente debido a otros
factores muy distintos a la falta de condiciones que permitan el pasaje
del germen de huesped a huesped.

Por altimo, el hecho de que hayamos encontrado portadores de C.
hofmanii en nifios indistintamente Schick negativos o positives, nos di~
ce gque no existe relacion entre este presumible saprofito y el bacilo dif-
térico, al menos en lo que se refiere a su valor antigénico.

CONCLHSIONES

I* Es de urgente necesidad establecer técnicas y métodos simples
para el reconocimiento del C. diphtheriae v uniformar el criterio -en el
concepto de “portadores’.

2v La tasa de “portadores” de (. diphtheriae virulento entre no-
sotros, fué de 1 %, y todos los nifios reconocidos como tales se mostra-
ron Schick-negativos.

3* En el momento en que hemos realizado esta investigacion, he- -
mos encontrado un predominio de portadores de tipo “mitis” sobre el
Ygravis”. ' ,

4* El porcentaje de nifios portadores de C. hofmanii fué de 42 4
comprendiendo a nifios indistintamente Schick-positives o negativos.

5" Por todo lo anteriormente expuesto se puede afirmar que, la
propagacién del C. diphtheriae Jo mismo gue la inmunidad natural anti-
diftérica, se establece y mantiene en nuestra poblacion estudiada, por
influencia de los mismos factores demostrados para otros lugares.
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