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Palahras Preliminarss

Honrada vy i 2 las 1T \4 de Mi ia Ia
version al castellano del Manual de Téenicas de L io en i ia A ol
escrito por los Doctores V. R. Dowell, Jr. y T. M. i i del de

emjnentes profesionales gue han hecho del NATIONAL COMMUNICABLE DISEASE
CENTER una entidad de referencia mundial en lo gue respecta a2 enfermedades trasmisibies.
Alli, un numeroso grupo de hombres y mujeres de las mas diversas especialidades, se ocupan
en investigar, diagnosticar, emsefiar, preparar personal, viajar a remotas regiones a estudiar

ias o eps y con sus i para que el personal mativo de los
paises sus p o bien, cn recibir cn su sede gratuitamente, a un
te de vi que acuden a éI en el deseo de beber en la fuente elara

de su sabidaria y experiencia.

A wuna hora del “lunch” o del “coffee break” es significativo observar como al lado del
respectivo Jefe se agrupan, por ejemplo una competente bneleﬂolngn de l1a India con BuU
tipieo SARI, un eminente virélogo de Belem de Para, un io de

¥ un médico oriundo de la tierra de Simén Bofivar. Alli, ain con Jas dificultades inherentes
s no utilizar nuestra lengua nativa, profesores y alummos nos identificamos en los pro-
blemas de la ciencia v los que Ia idad y con nostalgia como
pueden existir hermanos que no puedan comprenderse. Asi s ol N. C. D. C. centro univer-
sal de ciencia y fraternidad.

Esta versién es el fruto de un entrenamiento durante tres meses en el Laboratorio de
Bacteriologia Anaerébica del NCDC, y aspiramos gue los colegas venezolanos e iberoame-

rieanos lo il con ito por servir de guia Gtil (hasta el presente

Ia dnica existente en la especialidad), para e} estudio sist ico de las i o

con una ad-hoc con material

8 la mayoria de los Labora-
torios de Bacteriologia.

Aspiran los auiores con la descrlpcion de sus métodos y técmicas, probadas en miles de

P los no sélo en su pais sino en escala

universal, de manera que los por en

parte del mundo puedan ser repetidos por quicn asi lo desec, en condiciones similares. Esti-

man que esto un para la

de las clasifi-

cacioves ¥ e tales ias. Los autores saben que falla muchbo por hacer,

pero del estudio sistematico comparativo que elios han reslizado comparando las cepas de
Ias colecciones con las aisladas de los productos patolégicos recibidos, los ha llevado a esta-
blecer algunos grupos bien definides, a concluir que algunas especies descritas como diferentes
son iguales y posiblemente fijar cuales son las reacciones claves para Is determinaeion de
algunos géneros y espeeies. La tarea emprendida por los autores se facilitari con el empleo

en escala de sus
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La smplia ¥ las 8] final del texto, nos exoneran de enz-
merar & los bacteriélogos que han insistido en )& Gltima década en la imperiosa necesidad
de practiesr rufinariamente cuitivos en anaorobiosis, especialmenie cuando las muestras

provengan de los productos dgi pus i pleuro-
e il i i cuya inei ia en i alcanza cifras gue llegan

o pasan al SO

8l los clinleos y eirujanos deben tener presente la imporiancia actusl de los anaercbios

no cuando los p de ia cirugis ha hecho posible Ia realizacién de inter-
i quinirgicas i cuando los i6ti T y drogas inmuno-
supresoras se utilizan oada dia con mayor e i i una serie

de eausss obligantes para que los Servicios de Bacteriologia ofrezcan a los médicos condi-
ciones propias para Bislar adecuadamenie miembros de la otrora quiescente “Flors endo-
gena de Velllon”.

No podriamos ferminar estas breves palabrag dc introduecién a la primera edielén espa-
fiola del Manual, sin manifestar nuesiras mis cumplidas gracias al Doctor Pentii Kakko,
Jefe del Programa de Laboratorio; al Doctor P. B. Smith, Jefe de la Unidad de Referencia
Bacieriana y a los autores de aquél, Doctores V. R. Dowell y T. M. Mawkins.

dejar de nuestro i al Doetor Dowell, Jefe del Laborato-
rie de , por sus por su sincera amisiad y por todas las atemciones y
facilidades que nos brindé durante la También
nuestras expresiones de gratitud para todos y cada uno de los miembros del personal dkl
Laboratorio de Anaerdbicos del N. C, D., quienes en todo momentoe y oportunidad fueron
nuestros leales eompafieros.

en su L

entre los jold de

51 el objetivo de divulgar estas técnicas y
América es alcanzado, tal logro, serd la mds grande satisfaeeion para los autores del Manual
¥y su traducter.

José 3. Gutiérrez Alfaro
Atlanta, Abril 1.968.
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INTRODUCCION

La importancia clinica de las bacterias anaerobicas particularmente la
de los clostridios toxigénicos y la de algunos anaerobios no esporulados es
bien reconocida, sin embargo nuestro conocimiento general de estas bac-
terias y su papel en las infecciones humanas y de animales es bastante
limitado. Afortunadamente el interés por los anaerobios ha aumentado en
estos ultimos afios y la mefodologia anaerobica es actualmente empleada
de rutina en la mayoria de Ios laboratorios clinicos y de salud piblica. Este
aumento de interés por los anaerobjos ha ocasionado una demanda inme-
diata de microbiologos y técnicos familiarizados con los procedimientos
empleados en bacteriologia anaerobica.

Desde el establecimiento del Laboratorio de Bacteriologia Anaerobica
en el National Communicable Disease Center (Centro Nacional de enferme-
dedes transmisibles), se ha ofrecido un curso en métodos de laboratorio pa-
ra bacteriologia anaerobica al personal de laboratorio calificado e interesado
en este campo. Este manual, complementado con clases, ha sido destinado
principalmente para usarlo como guia en los trabajos de laboratorio en
los referidos cursos, siendo también 1til como manual de consulta en el
laboratorio sobre las técnicas anaerobicas.

Los medios y técnicas descritos son empleados de rutina en el Labo-
ratorio de Anaergbios del N.C.D.C. y las reacciones para los diferentes or-
ganismos presentados en los cuadros estdn basados en datos obtenidos con
cultivos estudiados con estos métodos. Para poder comparar los resultados
obtenidos por diversos investigadores es necesario estudiar los cultivos en
condiciones uniformes, por lo cual se ha hecho un esfuerzo para standar-
dizar Ios medios y técnicas tanto como ha sido posible.

Como este manual se revisa periddicamente, muchas personas han
contribuido a su texto y organizacion. Los autores desean expresar su par-
tieular- agradecimiento a la Dra. Lilian V. Holdeman, anteriormente encar-
rada del Laboratorio de Anaerobios del N.C.D.C.
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II

AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANAEROBICAS DE MATERIAL CLINICO

A.—Tas bacterias anaerobicas pueden ser aisladas y estudiadas con bas-

tante rapidez con la condicion de tener en cuenta la rigida aplicacién
de ciertos principios basicos de la bacteriologia anaerobica. Cuatro de
las mas importantes consideraciones en el cultivo de las bacterias
anaerobicas son:

1—Cultivar el material clinico inmediatamente después de su reco-
leccion.

2 —Utilizacion de medios frescos.
3—~—Suministro de las condiciones anaerobicas adecuadas.

4 —Subcultivo de las colonias aisladas inmediatamente después de ha-
ber sido retiradas de la anaerobiosis.

Es imperativo cultivar el material clinico inmediatamente después
de su recoleccion, porque algunos anaerobios son bastante sensi-
bles al oxigeno y mueren rapidamente en um ambiente aerobico.
En lo posible los liquidos aspirados son preferibles a los hisopados.
Nunca permita que el material de los hisopados se seque. Si no es
posible hacer el cultivo inmediatamente, el material debe ser colo-
cado en un medio que contenga un agente reductor como: cisteina
6 thioglicolato, y conservarlos a temperatura ambiente por un lapso
no mayor de 2 horas.

B—Prepare y coloree frotes directos de cada muestra.

110

Mediante una coloracién de Gram podemos conocer la cantidad y ti-
pos de organismos presentes en la muestra. Puede ger Gtil también
examinar preparaciones en fresco y extendidos tefiidos para gérmenes
4cido resistentes y por colorante de Giemsa. Utilice pipetas capilares
para hacer los extendidos de las muestras liquidas o emplee directa-
mente los hisopos.

Examine y anote:

1—Reaccidn al Gram, tamafio, forma y nimero relativo de los orga-
nismos presentes.

2—La presencia de esporas, su forma y posicldn en la bacteria.

3—Cualquier otra caracteristica morfolégica como: ramificaciones,
pseudoramificaciones, for: ion de d 8, fil i cuerpos
esféricos, 6 formas granulares minutas.
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C—Inocule medios para el aislamienfo primario * tan pronto como reciba
las muestras:

Medios liguidos:

Use pipetas capilares para inocular los medios liquidos o semisélidos,
sembrando en el fondo del tubo 1 6 2 gotas del indculo. Coloque una
gota en cada placa y extienda para obtener colonias separadas,

Tejidos u otras muestras solidas:

Agregue suficiente cantidad de caldo thioglicolato para emulsiopar la
muestra y tanta arena estéril como sea necesaria.

Triture en un mortero. Tritela como una muestra liquida
Hisopos:

Coloque el hisopo directamente en el medio ligquido y utilice otro hisopo
para sembrar las placas. Si es necesario una suspensién para inocula-
cion, puede prepararla agitando suficientemente el hisopo en 2 mi.
aproximadamente de caldo thioglicolato,

1.—Caliente todos los medios liquidos y semisélidos en bafio de maria
hirviento por 10 minutos y enfrielos en agua antes de sembrarlos.

2.—Inocule un tubo de caldo thioglicolato y otro de caldo carne glu-
cosado (para enriquecimiento) y -3 placas de agar sangre. Después
de enfriado el caldo thioglicolato agregue 0.5 ml de suero estéril
de conejo.

a~—8i se sospecha la presencia de clostridios inocule una placa de
amarillo de huevo agar (EYA),

b.—Si se sopecha la existencia de una infeccién mixta, inocule
placas con medios selectivos como: agar sangre con fenil-etil-al-
cohol (1) y/o agar sangre con paronomicina-vancomicina-me-
nadiona (2). La kanamicina o neomicina pueden sustituir a la
paranomicina,

3—Incube los cultivos a 35-37° C., en la forma siguiente:

a.—Incube los medios: caldo carne glucosado y thioglicolato en
jarra anaergbica por 24 a 48 horas.

b—Incube una placa de agar sangre en atmésfera de CO, (vela)
¥ otra en aerobiosis.

c¢.—Incube una placa de agar sangre, otra de EYA y las placas de
los medios selectivos en jarra anaerobica por un minimum de
48 horas y de preferencia de 3 a 5 dias. Para absorber la hu-
medad de las placas utilice cajas de petri con tapas de aluminio

* Pars el lami de i i it afiada 5.0 mg. de hemine y 0.5 mg.
de i ( 1 da por fi i6n) a cada litro de medio de aislamiento.
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provistas de discos absorbentes. Muchos clostridfos tienen ten-
dencia a extenderse (swarming) en placas con exceso de hu-
medad.

D.—Después de 24 horas de incubacién examine los cultivos de enriqueci-
miento, si no hay crecimiento aparente, reincube los medios. Si el
crecimiento es aparente:

1—De los medios caldo carne glucosado y caldo thioglicolato haga
sendas preparaciones y coloree con Gram.

2—Con una pipeta capilar tome una muestra del fondo del tubo de
cultivo y haga subcultivos:

a.—Inocule 3 placas de agar sangre por cada caldo thioglicolato o
caldo carme glucosado.

(1) Si se sospecha la presencia de clostridios inocule una placa
de EYA (3).

(2) Si hay infeccién mixta inocule placas con medios selectivos.

b.—Incube las placas en anaerobiosis y aerobiosis como se describio
en la seccion C-3.

3.—Reincube los medios de enriquecimiento si los organismos observa-
dos en los krotes directos no han crecido en los cultivos.

E.—Después de la incubacién:

1—Examine las placas aerobicas, anaerobicas y las de CO, con lupa o
microscoplo de diseccion.

a—Observe y anote las modificaciones en agar sangre, EYA, asi
como también tamafio y forma de las colonias,

(1) Haga preparaciones para la comparacién de las colonias de
diferentes placas y tifialas por Gram. Anote la forma y localiza-
cién de las esporas si las hay.

(2) Las colonias en EYA pueden ser utilizadas para investigar
las catalasas, haciendo una suspensién de una colonia en unas
gotas de suero salino estérll en un porta-objetos y agregindoles
una gota de (H,0,) al 3%. No utilice colonias de las placas de
agar sangre para la prueba de las catalasas.

b.—Determine el numero de tipos de colonias diferentes en las
placas de anaerobiosis.

(1) Por cada colonia a transferir, caliente previamente un tubo
de caldo carne glucosado y un tubo de thioglicolato en agua
hirviente por 10 minutos,

(2) Utilizando un alambre de platino con un asa pequefia o una
pipeta Pasteur sellada de 225 mm. de largo (9”), pesque
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cada colonia diferente e inocule un tubo de caldo carne y un tu-
bo de thioglicolato. Si se sospecha de otros anaerobios ademas
de clostridios afiada 05 ml de suero estéril de conejo al caldo
thioglicolato. El caldo carne glucosado es lo mejor para el cul-
tivo de clostridios y el caldo thioglicolato enriquecido es mas
adecuado para los anaerobios no esporulados.

c.—Incuke los medios de caldo carne glucosado y caldo thioglicolato
en anaerobiosis por 24-48 horas.

2.—Asegurese de tener una colonia de cada tipo morfolégico observado
en el frote original. Si fuera necesario, resiembre las placas para
obtener colonias aisladas,

F.—Examine las placas inoculadas con los medios de enriguecimiento des-
pués del periodo de incubacién. Haga subcultivo en caldo carne glu-
cosado y thioglicolato, de cualquier tipo de colonia no aistada de las
placas directas,

G.—Examine los medios de caldo carne glucosado y thioglicolato inoculados
con una colonia. Inocule los medios diferenciales a partir de los culti-
vos puros de los organismos anaercbicos,

m

DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DE COULTIVO
Y PROPIEDADES BIOQUIMICAS

A—La identificacion de las bacterias anaerobicas aisladas en cultivos pu-
ros comprende la determinacion de la morfologia celular, caracteristi-
cas de las colonias en agar sangre y su comportamiento en una serie
de pruebas bioguimicas.

Ademas, los clostridios son ensayados para determinar su toxinogénesis
¥ cuando es preciso, la toxina es identificada por pruebag de neutrali-
zacion,

B—Coloracion de Gram de los cultivos de 24 horas para comprobar su pu-
reza, observe el tamafio y la forma de los organismos presentes, si hu-~
biera esporas anote su existencia y localizacion.

C.—Inocule los medios diferenciales.
1.—Juego basico de medios diferenciales:

caldo carne, caldo base de fermentacién, glucosa, manitol, lactosa,
sacarosa, maltosa, salicina, glicerol, almidén, xilosa, arabinosa,
thiogel, leche-hierro, indol-nitrito (para indol), indol-nitrito (para
nitritos), medic para H,S, urea, motilidad, esculina, triple azicar
hierro agar (TSI} agar infusion en bisel y caldo thioglicolato.

A este juego basico de medios de cultivo cuando se estudian bacilos
Gram positivos esporulados se afiade: caldo carne glucosado y
suero de Loeffler.
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2—Caliente todos los medios, con excepeién de los tubos inclinados
y el suero de Léeffler, en agua hirviente por 10 minutos. Enfrielos
en agua corriente.

3—Utilice una pipeta capilar para inocular los medios liquidos y semi-
solidos depositando una gota del cultivo en el fondo del tubo. Bote
una pequefia cantidad del inéculo por arriba de la linea de puncién
en el momento de introducir la pipeta. Asegirese de expulsar todo
el alre de la pipeta antes de introducirla en el medio. Una pipeta
puede ser utilizada para sembrar varios medios diferentes.

4~Siembre por puncién el medio de Loeffler con una o dos gotas del
inéculo.

5—3iembre los tubos inclinados con una gota que se coloca en el
vértice del bisel. Cercidrese que la gota se deslice por la superficie
del bisel y no por los bordes. Inocule los medios de esculina, colo-
cando una gota en la superficie y haciendo luego la puncién en
profundidad.

8~Inocule en ultimo lugar el medio leche hierro.

7--Coloque un papel indicador de acetato de plomo por encima del
bisel del TSI

8.~Incluya un tubo no inoculado de thiogel en sus pruebas diarias como
testigo para la investigacion de la liquefaccion de la gelatina.

9—Incube los tubos inclinados en la jarra anaerdbica y los medios

diferenciales en aerobiosis a 35-37° C.

D~—Inccule por agotamiento tres placas de agar sangre con cultivos de 24

horas para obtener colonias separadas. Si se sospecha la presencia de
clostridios inocule también una placa de EYA. Incube una placa de
agar sangre en aerobiosis, otra placa de agar sangre debe incubarse
en atmosfera de CO, (vela). Incube otra placa de agar sangre y de
EYA en jarra anaerobica. Las placas en anaerobiosis deben ser incu-
badas por lo menos por 48 horas antes de ser examinadas.

E.—Lectura de las placas.

m

1—Examine las placas en aerobiosis para determinar la tolerancia
al oxigeno del organismo en estudio.

2—Fxamine la placa de EYA para investigar la produccién de leciti-
nasa, lipasa y enzimas proteoliticas

3—Examine las placas de agar sangre en anaerobiosis para la pro-
duccién de hemélisis y caracteristica de las colonias,
Las caracteristicas de las colonias de los cultivos puros son muy
utiles en la identificacién de las bacterias anaerobicas si son des-
critas con precision. Una buena lupa de mano o un microscopio
de diseccién son de gran valor para Ia inspeccion de las colonias. Es
util seguir un procedimiento standard para examen y descripcién
de las colonias, de manera gque las caracteristicas de los diferentes
cultivos puedan ser comparadas y la descripeién de una colonia pueda
ser interpretada por otros observadores. A continuacién enumera-
mos las caracteristicas de las colonias que deben ser observadas y
algunos de los términos mas usuales que ayudan en la descrlpeién
de las colonias de las bacterias.

CENTRO MEDICO



CUADRO N°. I

Caracteristicas y d ipcién de las

Medio............ Edad del cultivo ......... Temperatura,. ....... .C

Color ........ ... ...

Superficie (brillante, mate, otras) .

Densidad (opaca traslicida, otras) .. . PN
Consistencia (butirosa, viscoide, membranosa quebradlza, otras) ,,,,,,

FORMA @
puntiforme ','- irregular &
NArTY
elrcular O rizoide )
X
Ny,
filamentosa § z fusiforme [
A Q
ELEVACION:
plana - pulvinada _Q
elevada  _~——— umbonada Lﬁ‘
convexa £ umbilicada /TN

BORDES : &
continuo i erosionado

ondulado i filamentoso
lobulado rizado @
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F.—Lectura de los medios diferenciales.

116

1.—Las pruebas bioguimicas son incubadas de rutina hasta por 7 dias
d és de su ir i6n. Los tubos son inspeccionados diariamen-
te y los resultados anotados el 1ro, 2do., ¥y al final del periodo
de incubacién. Todas las pruebas de los organismos exigentes o de
crecimiento lento (fastidious), pueden ser incubados hasta por tres
semanas, Otras excepciones a Ia rutina son las siguientes:

a—Las reacciones para indol y nitritos son realizadas 24 horas
después que se ha obtenido un crecimiento suficlente en el
medio indol-nitrito. Esto sucede generalmente después de 48
horas de haber sembrado los medios. Ademas la base de fer-
mentacién (control) puede ser probada para el indol después que
la lectura final de las pruebas bioquimicas de fermentacién han
sido realizadas.

b—Las pruebas para la investigacion de las caialasas en medio
de agar infusion y la lectura de los medios TSI y esculina se
practican generalmente a las 48 horas de su inoculacién y los
tubos se descartan.

c¢.—Los medlos de thiogel y suero de Léeffler son incubados hasta
por 1 mes, antes de reportar la liquefaccion negativa.

d.—Ocasionalmente puede ser dificil determinar la motilidad de
un organismo en medio semisdlido debido a la produccién de
gas. En este caso la movilidad puede ser comprobada por el
examen microscopico de preparaciones en fresco, de cultivos
jovenes (6 a 18 horas) en caldo con bajo contenido en carbo-
hidratos, como caldo carne por ejemplo.

e.—Las pruebas para la producciéon de toxinas en caldo carne glu-
cosado se hacen generalmente en cultivos de 24 horas, Para
excepciones y métodos de prueba, consulte la seccién: “Com-
probaciéon de la toxigenicidad de los clostridios, pruebas de
neutralizacion de las toxinas y pruebas de patogenicidad”.
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.—ANOTACION DE LOS RESULTADOS

MEDIO OBJETO ANOTACION
1 + B: Ligeramente negro
en los hordes de
pocas particulas
2 4 B: Negro en la peri-
feria de la mayoria
a—Caldo carne proteolisis de las particuias
La digestién generalmente 3 4+ B: La % de la carne
no aparece sino después de ennegrecida
varios dias 4 4 B: Toda la carne ne-
gra

H: Como hollin

D: Digerida
G: Gas
G: Ga;
b—Caldo base pa- Conitrol de los medios de RI: y i del i
ra  fermenta- fermentacién 1 Reducclon e n-
o dicador*
cién
A: Acido
—: Negativa (sin cam-
~Medi - bio)
¢ xz‘t‘;scigs T Utitizacion de los carbohi-
dratos {): Gas
RI: Reduccibn del  in-
dicador’
Liguefaccién de la gelatina
Coloque log ecultivos y un
control en un vaso de pre- —: No liguefaceién
d—Thiogel cipitado con agua. Llévelos s < :

{4 a la refrigeradora. Com- P: Liguefacecién parcial
pruebe la liguefaccién tan C: Liquefaccién completa
pronto se solidifique el con-
trol.

Proteolisis A: Acida
C: Coagulo
¢—Leche hierro Utilice placas de titulacidn G: Gasg
en gotas para comprobhar la D: Digestién
acidez. N: Negro
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MEDIO

OBJETO

ANOTACION

f.—Indol-nitrito

Produccién de indol*

Extraigs vertiendo 1 gotero
lleno de xilol. Aflada 1 go-
tero lleno de Reactivo de
Ehrlich

+: Rojo con Ehrlich

g.—Indo]l nitrito

Reduccién de los nitratos®

Afiada 1 gotero completo de
sol.A. ¥ ¥ de solB. Si no
hay color agregue polvo de
zine.

—: No Rojo con Ehr-
lich
+: Rojo con A + B

—: No Rojo con Zinc
{puede ser lento)

NO,: Incoloro con Zinc

h—HS

Producciéon de H,8

revelable con papel de ace-
tato de plomo,

—: No ennegrece
tr: trazas (lig. negro)
+: Negro

{—Ures

Prodaccién de ureasa

Si el indicador de rojo fenol
es reducido, afiada 1 gota

-+: Rojo oscuro

—: Incoloro

de sol de rojo fenol al 1% RI: Reducciéon del in-
el iltimo dia de incubacion. dicador*
j—Medio movili- - ++: Movil
dad Movilidad —: Inmévil
Hidrélisis de la esculina +: Pardo rojizo
y produccién de H,S. La es- H,S: Negro
k—Escullna culina hidrolizada no fluo-
resce con la luz de Wood. —: Sin cambio (negah-
vo)
pH,Gas bisel A: 4cido B: Basico
1—Triple azicar taco G: Gas N: neutro
hierro agar
(TSD) a8 HS papel tr: a 4 +
taco tr: a 4 +
us CENTRO MEDICO



MEDIO

OBJETO

ANOTACION

: No

hay produceion
de gas

tr: Escasas burbujas
1+: Pocas burbujas tar-
Catalasa dias
m—tubo inclinado Agregue 1 ml de H,0, al3% - .
de infusién al crecimiento del bisel. La 2+: I;un;erc:] . cox:smdelrable
agar producecion de gas indica la e burbujas tardias
presencia de catalasa. 3+4: Muchas burbujas de
aparicién inmediata
4+4: Burbujas hasta la
parte  superior del
tubo
G: Gas
Thioelicolat Medio de transporte y ca- i .
n—~Thioglicolato racteristicas de crecimiento. Describa,  crecimiento y
olor
o—caldo carne Comprobacién de toxinas
glucosado solamente en Clostridios.
Liquefaccion del suero so-
lamente en clostridios.
p—Suero de Lée- 1, gigestion no se observa D: Digestion

ffler

generalmente sino a partir
del 5°. dia.

1—Algunos clostridios pueden reducir el indicador. Si esto ocurre prepare
una solucién diluida de azul de bromotimol (ABT), utilizando 2 a 3
gotas de la solucién acuosa al 1% de ABT por 30 ml de agua y consér-
vela en un frasco gotero de 30 ml. Coloque gotas de la solucién diluida
en las excavaciones de las placas de titulacién. Con una pipeta capilar
vierta unas gotas del cultivo en las excavaciones que contienen el in-
dicador, mezcle bien y observe el color producido. Anote la reaccién
acida (amarilla) o negativa (azul).

3~La prueba para la produccién de indol es un simple acoplamiento de un
grupo aromatico (indol) a otro (para dimetil-aminobenzaldehido) que
dan un producto coloreado. El indol es generalmente formado por trip-
tofane por la accion de una enzima: la triptofanasa.

P
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Triptofanasa

Triptofa indol
+ H+
Indol + p-dimetilamino-benzaldehido————————  compuesto
(Reactivo de Ehrlich) condensacién y reorde-
namiento de los enlaces quinoidal

rojo violeta

cHo
A 2 rodf W)
4-¢- e 2N ew L
l PR L] " [ e )
v L ® N —(CRy), "

Triptofano indol Reactivo de Ehrlich Campuesto quie
noidal rojo
violeta,

3.—Algunas bacterias reducen los nitratos (NO,) a nitritos (NO,); ofras
reducen nitritos hasta otros productos (N,0, NH,OH, NH,).

En la prueba de los nitratos la solucién A (&cido sulfanilico) y la so-
luciéon B (dimetil-alfa-naftilamina) son utilizadas para indicar la pre-
sencia de nitritos (NO, + A + B = color rojo).

Tres tipos de reaccién pueden observarse:

Nitratasa
NO; —————> NO,: Afiadiendo reactivos AyB: color rojo + Lastae-
{reduccién terias re-
bacteriana) ducen los nitratos

zinc
NO, ————— 5 NO,: ahadiendo reactivos A y B: color rojo: — Las bac-
(no hay reduc- terias no
cién bacteriana) reducen los nitratos
nitratos Dehidrogenasa otros productos finales; si se
NO, NO, afiade reactivos A, B y Zine,
(reduccién {reduccién bac- no se desarrolla color==
bacteriana) teriana) NO,+, bacterias reducen NO,

Se adiciona glucosa al medio como dador de hidrégeno,

En los medios que contienen agar, la reducciéon de los nitratos por
el polvo de zinc generalmente se verifica lentamente, algunas ve-
ces requiere 15 minutos o mds. Cualquier desarrollo de color rojo
después que se afiade el polvo de zinc es suficiente para indicar
que el “cultivo” es nitrato negativo; o sea que el zinc redujo el
nitrato del medio.
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IV

INVESTIGACION DE LAS TOXINAS DE LOS CLOSTRIDIOS
PRUERAS DE NEUTRALIZACION DE LAS TOXINAS Y
PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

A—Pruebas para las toxinas de los clostridios.

1—Todos los cultivos de los Clostridios son probados de rutina para
la investigacién de la produccién de toxinas. Aunque las condicio-
nes para la elaboracién de toxinas varia con cada especie, las to-
xinas de los clostridios son generalmente reveladas en cultives en
caldo carne glucosado incubados por 18 horas a 35-37° centigrados.

Si se sospecha la presencia de C. novyi A, debe emplearse medio
de caldo carne sin dextrosa (4), (5). Los cultivos con probabilidad
de ser C. b i o C. g deben cultivarse en medio de
carne-dextrosa-almidon e incubarse a 30°C (vea paginas relativas
al examen de alimentos para C. botulinum y sus toxinas}. (6).

Debe tenerse en cuenta la edad de los cultivos. Algunos clostridios,
como por ejemplo:C. perfringens, C. histolyticum y C. hemolitycum
son mas toxicos en cultivos jovenes y otros como por ejemplo:

C. botulinum, C, novyi y C. tetani, presentan su maximo de toxicidad
después de varios dias de incubacion. (4, 5).

2—Haga las pruebas de toxicidad de rutina en caldo carne dextrosa
cuitivados por 18 horas a temperatura de 35-37°C.

a—Con pipeta transfiera 3.0 ml del sobrenadante del cultivo a
un tubo de centrifuga plastico de 12 ml.

b.~—Centrifugelo a 10.000 RPM por 10 minutos. Decante el liquido
. = sobrenadante en un tubo limpio, ’

c.—ILlene una inyectadora de 1.0 ml. con 88 ml del cultivo cen-
trifugado e inocule 2 ratones de 15 a 20 gramos de peso por via
intra-peritoneal con 0.4 ml! cada uno.

d.—Observe los ratones hasta por 3 dias. Los cultivos de clostridios
toxicos generalmente matan al ratén dentro de las 24 horas
siguientes a la inoculacién.

e—~La posibilidad de necesitar pruebas futuras de toxinogenia
empleando medios especiales, condiciones de cultivo o procedi-
mientos de inoculacién, dependeri del resultado total de los
cultivos, pruebas bioquimicas y las de toxicidad de rutina.
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B.—Identificacién de toxinas especificas de los clostridios.

1.—Cuando se ha comprobado que el liquido de cultivo de un clostridio

es toxico para el ratén es a menudo util en la identificacién del
organismo realizar pruebas de protecciéon en el animal utilizando
sueros inmuno-especificos. La neutralizacién de un liquido téxico
es generalmente realizada mezclando 1.2 ml de cultivo liquido cen-
trifugado con 0.3 ml de antitoxina especifica, dejando permanecer
1a muestra por 30 minutos a 37°C y luego inoculando 2 ratones, cada
uno con 0,5 ml del material por via I. P.

2—Los antisueros para Clostridios que se consiguen en el comercio

son los siguientes:

C. perfringens tipos A, B, C, D y E.
C. novyi tipos A y B.

C. chauvoei

C. tetani

C. botulinum tipos A, B, C, D, Ey F.

C.—Pruebas de patogenicidad,

1—La determinacion de las propiedades patégenas de una bacteria

anaerobica es bastante Gtil en la evaluacién del papel que un or-
ganismo pueda jugar en un proceso patolégico. El tipo de animal
de laboratorio empleado y las condiciones requeridas para la
demostracién de la patogenicidad son muy variables y dependen
de la especie a ensayar.

2.—Los cultivos de los Clostridios son probados de rutina para su pa-

togenicidad inoculando un cobayo por via I. M. en el muslo con
0.5 ml de una mezcla que contenga partes iguales de un cuitivo en
caldo carne dextrosa de 18 horas y solucién de cloruro de calcio
al 10%.

3.—La accién patdgena de los cultivos de los Clostridios en los cobayos

después de una inyeccién es muy variada y puede ocasionar:

1.—edema hemorrdgico o gelatinoso, 2—bolsa de gas en el tejido
infectado, 3—necrosis, 4.—digestion del tejido muscular, 5.—muer-
te rapida por intoxicacién con pocos cambios patoldgicos visibles,
6 —paralisis y/o espasmos musculares toxicos (4, 5). Los cambios
patologicos generalmente aparecen dentro de un periodo de 4 a 5
dias, sin embargo, los cobayos deben ser mantenidos en observacion
por un periodo de dos semanas antes que los cultivos sean reporta-
tados como no patogenos.

CENTRO MEDICO



A—La mayoria de las infecciones

v

TIPAJE DE LA TOXINA DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

o intoxi iones por C. per-

fringens son debidas a cepas del tipo A. Las cepas de los tipos A, B,

C,

D y E son responsables de una variedad de enfermedades en los

animales, Las cepas del tipo A producen una toxina alfa letal y todos
los otros tipos producen al menos una toxina letal mayor ademis
de la toxina alfa. La diferenciacion de los tipos est4d en la revelacion

¥y

neutralizacion de las toxinas en los centrifugados de los cultivos en

medios liquidos. Las pruebas de toxicidad y seroneutralizacién para
tipificacién son realizadas en ratones.

o

YOL.

Los tipos de C. perfringens se caracterizan por la produccién de una

mas de las toxinas letales siguientes
‘Tipo A B [ D E
Tipo e « e «f xg & ¢

Las toxinas epsilon-iota son activadas por la -tripsina. (7).

Las toxinas alfa y beta son inactivadas por la tripsina.
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B.—Preparaciéon del centrifugado de cultivos liquidos (CCL).

1.—Utilice cuitivos de caldo carne almidén de 6 a 16 horas (no mas
viejos).

2,—Centrifuge los cultivos liguidos en tubos de centrifuga de polieti-
leno a 10000 RPM (preferiblemente a baja temperatura) por 10
minutos.

3—Vierta el CCL en tubos de 15 x 125 mm.

4.—Para la tripsinizacion mezele una parte de solucién de tripsina al
1% y 9 partes de CCL en tubos de 15 x 125 mm e incube la mezcla
por 30 minutos en bafio maria a 37°C.

C.—Determinacion de la toxicidad

1—Inocule ratones con 0.5 ml cada uno por via I. P. con CCL no
tratado.

2.—Inccule 2 ratones con 0.5 ml cada uno por via I. P. con CCL trip-
sinizado.

3.—Observe los ratones por 48 horas. Las cepas del tipo A generalmen-
te matan al ratén dentro de las 18 horas después de la inoculacién,

D.—Pruebas de sero-neutralizacién,

1.—Cuando trabaje con gérmenes toxicos aislados de material humano
el procedimiento de rutina para la neutralizacion consiste en pro-
kar con el antisuero tipo A y un control con suero normal de conejo
{SNC). Esta prueba incluye los tubos 1, 2, 5 y 6 de la tabla N? IL
Si los ratones inoculados con ambas muestras tripsinizadas y no
tripsinizadas neutralizadas con antisuero A no mueren, el cultivo
es reportado como no pereteneciente al grupo A.

Si ocurre la muerte, el CCL es probado con antisueros de los tipos
restantes de C. perfringens.

2—En un tubo de 12 x 75 mm mezcle 1.2 de CCL o CCL tripsiniza-
do con 0.3 ml del tipo especifico de antisuero de C. perfringens
(tipos A, B, C, D o E) o suero normal de conejo (SNC) como se
muestra en el cuadro Ne II

3.—Incube la muestra CCL-antisuero por 30 minutos en bafio de agua
a 37°C e inocule 2 ratones por via IP con cada muestra.
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CUADRO IT
PRUEBAS DE NEUTRALIZACION DE TOXINAS DEL C. PERFRINGENS EN
RATONES UTILIZANDO SOBRENADANTES DE CULTIVOS CENTRIFUGADOS

Tubos

Letalidad para el ratén con
Mezcla inyectada ©. perfringens tipo

CCL NO TRATADO + SUFRO NORMAL DE CONEIQ +

++w
+
i+ =

CCL NO TRATADO + ANTI A (anti alpha) —

CCL NO TRATADO + AYTI C (anti 2ipha + anti beta) — — —

1

CCL NO TRATADO + ANTI B (anti alpha antig + antl)  — — —

CCL Tripsinizado + SUERO NORMAL DE CONEJO = PR

+1+

CCL Tripsinizado + ANTI (ant! alpha) - -

i
i
i

CCL Tripsinizado + ANTI D (ant! alpha + anti-epsilon) -

]+

CCL Tripsinizado + ANTI B antly + antig + antio) - — — -

ol ol ale| o] oo~

l

CCL Tripsinizado + ANTI E (anti alpha + antl iota) — + M= +

Toxina jdentificada 4 Bte 8 f '

¥ Generalmente negativa, la toxina epsilon se encuentra en
forma de protixina

#* Generalmente negatlva, la toxina beta es destruida por la
tuipsina.



VI
AGLUTINACION DEL CORYNEBACTERIUM ACNES

A—El antigeno para la prueba se prepara con cultivos de 48 horas en tu-
bos inclinados de corazdn-infusion-dextrosa-agar.

1—Suspenda el crecimiento de cada tubo inclinado en 1.0 ml de
solucién salina al 0.85% formolizada al 0.4%.

2—Con una pipeta capilar que tenga enrollada en su punta una fina
capa de algodén no absorbente, filtre la suspensién al través del
algodon mjentras llena la pipeta. Coloque la suspension filtrada
en tubos con tapa de rosca de 13 x 100 mm.

B.—Un antigeno de Corynebacterium acnes y el antigeno a probar deben
ser controlados con dos antisueros de Corynebacterium acnes (N° 554
y N°. 605 NCDC) y con suero normal de conejo en cada investigacion
que se haga.

C.—Prueba de aglutinacién en lamina.

1.—Con lapiz graso, marque la lamina de modo que quede dividida en
tres partes iguales.

2.—Coloque una (I) gota de cada suero diferente cerca del borde distal
de un area. Agrégue una (I) gota de antigeno en cada 4rea y cerca
del borde préximo al operador. Mezcle los reactivos inclinando
la lamina.

3.—Anote los resultados asi:
Negativo: No hay aglutinacién

14 : 25 % de organismos aglutinados

2 4 : 500 % » »
3+ c 5% » »
4+ 2100 % 7 » »

NOTA: La mayoria de las cepas de C. acnes son aglutinadas fuertemente
por uno o ambos antisueros especificos. Ademas otros Corynebac-
terium (Propionibacterium) anaerobicos intimamente relaciona-
dos también pueden ser aglutinados.
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No espbrulados

Eﬂporui ados

Corhas o Espirbqueta Bacilds Gheos
eapirales
i or!
Yibrio Gram(+)
nomonas
Gram (-) Gram(#) tag-
Catalasa(+) Catalaga(-)
Muy pleomorficos  Usnalmente no !
P i Beptosocenn Pento]
pleomorficos 3 streptocogens

Sghagrophorus
Diametto de

Catalasa(+)*  Cetdlasa (-}

Diametro de

Iulas?0.3
celulas! célnhs(ﬂl.lf ropionihactor

So— - 7 — 2

redondeados en punta Verdaderas ciones cioncs falsas
salaas
Largas cadenas  Ni cade-
o filamento nas o fi-
lamentos
mofil iamovil
‘. b

5 Algunas cepas con catalase negativa
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CUADRO v

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE UN GRUPO REPRESENTATIVO
DE BACILOS ANAEROBICOS NO ESPORULADOS

MORFOLOGIA
ESPECIES GRAM
CELULAR COLONIAL
-+ Bacilos pleomoérficos, pe- B
€. acnes quefios, granos en rosa- otas de rocio, blancas
rio, formas en porra convexas, borde continuo,
(thioglicolato, AS) opacas, lustrosas
— Bacilos regulares con ex-
B. fragilis tremos romos, pueden ser

B. variabilis

B. terebrans

B.melaninogenicus

8. necrophorus

F. fusiforme

F, girans

YOL,

VIII Ne.

pleomorficos (AS),
mente vacuolados
glicolato).

usual-
(thio-

Bacilos pequefios con ex-
tremos romos (AS) va-
cuolados (thiogiicolato).

Bacilos peguefios con ex-
tremos romos (AS), del-
gados con extremos TroO-
mos, usualmente fila-
mentosos, algunos en ca-
dena (thioglicolato).

Formas cocoides (AB)
bacilos pleomorficos, va-
cuolados, degenerados
{thioglicolato).

Bacilos pleomérficos con
extremos romos, esféru-
las y cuerpos circulares
(AS y thioglicolato).

Bacilos delgados con ex-
tremos puntiagudos, al-
gunos o la mayoria con
formas filamentosas (AS
y thioglicolato)

Husos pequefios o media-
nos, generalmente en pa-
res (AS thioglicolato).

34 — SEPTIEMBRE
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Moteadas, circulares, bor-
de continuo, lustrosas.

Circulares, borde continuo,
lustrosas, opacas con peri-
feria translucida.

Circulares, borde continuo,
translucidas, elevados hasta
ligeramente convexas.

Colonias negras en AS des-
pués de 4 a 5 dias de incu-
bacion.

Umbonadas, opacas con pe-
riferia translucida, circula-
res.

Circulares, borde continuo,
lustrosas, ligeramente con-
vexas, translucidas, a me-
nudo con tinte verdoso,
moteadas.

Poco convexas, ligeramen-
te irregulares, moteadas,
opacas.
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VI

EXAMEN DE LOS ALIMENTOS PARA INVESTIGACION DE C, BOTULINUM
Y DEMOSTRACION DE LAS TOXINAS BOTULINICAS EN ALIMENTOS
Y SUERO SANGUINEO.

A.—Seis tipos toxigénicos de C. botulinum han sido reconocidos en base
a las seis toxinas antigenicamente distintas, producidas por diferentes
cepas del mismo organismo. Los casos de botulismo humano son ge-
neralmente producidos por los tipos A, B, Ey F.

Los tipos C y D son generalmente los causantes de brotes de botu-
lismo en pajaros y otros animales (4, 5, 6). El medio mas efectivo para
el diagnostico de botulismo en el laboratorio es la identificacion de 1a
toxina especifica en el suero sanguineo del paciente (15). Un diagnés-
tico de laboratorio indirecto puede ser realizado porla demostracién de
la presencia de toxinas en los extractos de alimentos incriminados
como causa de la intoxicacién. También es util aislar el agente causal
de muestras de alimentos y confirmar el tipo por pruebas de neu-
tralizacién en el raton.

Para descubrir la toxina de C. botulinum en muestras de alimentos,
tales como carne, pescado, etc. es necesario extraer la toxina con un
diluyente adecuado. Porciones liquidas de alimentos enlatados, ex-
tractos o cultivos en medio liquido son centrifugados antes de la prue-
ta. Los productos asi clarificados, son inoculados al ratén y si se re-
vela la presencia de alguna toxina, ésta es especificamente identifica-
da por neutralizacién con antitoxina tipo especifico. La toxicidad de
las toxinas de C. botulinum tipo E y de cepas no proteoliticas de €.
botulinum B y F pueden ser considerablemente aumentadas por la
adicién de tripsina, (16, 17). Por esta razén la demostracién de la
toxina y la neutralizacién en el ratéon deben ser realizadas con ma-
terial tripsinizado asi como no tripsinizado. Las muestras de suero no
requieren ser tripsinizadas para activar las toxinas. (15).

B.—Preparacién del extracto de alimento.
1.—Anote toda informacién que identifique la muestra de alimento.

2.—Si se trata de alimentos enlatados, limpie bien la tapa con alcohol
al T0%. Antes de abrirla y con el fin de evitar los aerosoles, coloque
la lata en una bolsa de plastico adecuada al tamafio del envase.

3.—Anote las condiciones del alimento (gaseoso, oscuro, putrido, ete.).
4 —Triture el alimento en un mortero frio, estéril (prepesado).

a—Coloque el alimento en el mortero, péselo y anote la cantidad
de alimento utilizado. Si se dispone de suficiente material, 50
gramos es una cantidad adecuada para la investigacion.

b.—Aguegue 1 6 2 gramos de arensa estéril.
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c.—Afiada una pequefia cantidad (5 ml) del diluyente de gelatina
previamente enfriado y triture con mazo estéril para obtener
una suspensién homogénea. En algunos casos, cuando el ali-
mento estd extremadamente seco, puede ser necesario agregar
diluyente-gelatina adicional de manera de poder triturar la
muestra.

d.—Después de Ja trituracién, agregue diluyente suficiente para
alcanzar un volumen de diluyente igual a los gramos de ali-
mento empleado (V/P).

5~—Haga un frote y tifialo con Gram. Anote: tamafio de los bacilos,

numero aproximado y tipo de organismos existentes, presencia y
localizacion de esporas.

C.—Cultivo de una muestra de alimento.

1.—Tratamiento por el alcohol.

a—Utilizando una pipeta de seguridad (Pro-Pipette) o una pipeta,
capilar con la punta rota, vierta aproximadamente 0,5 ml de la
suspension de alimento en un tubo estéril de 13 x 100 mm. con
tapa de rosca.

b.—Agregue un volumen igual de alcohol absoluto e incube a tem-
peratura ambiente por una hora, mezclando con intervalos de
15 minutos aproximadamente. El tratamiento por el alcohol
mata las bacterias pero las esporas permanecen viables. (6).

2-Caliente 5 tubos de caldo carne-dextrosa-almidén en agua hir-

viente por 10 minutos. Transfiera 3 tubos a un bafio de agua a
70°C. y enfrie los 2 tubos restantes en agua corriente.

3.—Inocule uno de los dos tubos enfriados de caldo-carne-dextrosa-

almidén con suspensiéon de alimento no tratado y el segundo con
la suspensién tratada por el alcohol. Con una pipeta capilar inocu-
le el fondo del tubo con 0.5 a 1.0 ml Evite la introduccién de bur-
bujas de aire en el medio durante la siembra.

4 —Después de equilibrar la temperatura, inocule los 3 tubos de caldo-

carne-dextrosa-almidén en bafio de agua a 70° C. Anote el tiem-
po de inmersién; a los 10 minutos traslade un tubo a agua fria,
Ios 2 restantes llévelos a bafio de agua a 80° C por 10 minutos,
antes de enfriar. Después de 10 minutos a 80° C, enirie un tubo y
coloque el tubo restante en agua hirviente por 10 minutos adicio-
nales antes de enfriar.

5—Incube el medio de caldo-carne-dextrosa-almidén en una jarra

YOL.

anaerdkica a 30° C. Algunos tipos de C. botulinum producen poca
o ninguna toxina por encima de 30° C. (17). La produccién maxima
de toxina ocurre generalmente después de 3 a 5 dias de incuba-
cién (6).
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6.—Aislamiento e identificacién.

Para obtener cultivos puros de C. botmlinum, subcultive del medio
carne-dextrosa-almidén a placas de agar sangre y EYA,

Siempre de manera de obtener colonias aisladas. Incube las placas
en jarras anaerobicas a 35-37° C. Por 48 horas. Transfiera 1as co-
lonias aisladas a tubos de caldo-carne-dextrosa-almidén e incibe-
las a 30° C. Establezca la identidad de los cultivos puros emplean-
do los procedimientos convencionales de cultivo, bioquimicos y el
tipaje de la toxina por medio de pruebas de neutralizacion en el
ratén.

D.—Tipaje de 1a toxlna de C. botulinum en alimentos o cultivos.

1—Clarificacion.

a. i6n de ali tos. Exprima en el mortero las particulas
de alimento y vierta la suspension en un tubo plastico ade-
cuado a la centrifugacion.

b.—Cultivos,

Vierta la porcién liquida de los tubos de caldo -carne-dextrosa-
almidon incubados a 30° C.. a un tubo plistico de centrifuga.

¢ —Centrifugue la suspension de los alimentos o cultivos liquidos a
10.000 RPM. por 10 minutos (preferiblemente en centrifuga
refrigerada). En la centrifugacién también puede emplearse
una velocidad menor por tiempo mayor.

d—Vierta el sobrenadante en tubos de 15 x 125 mm. para reac-
ciones. En algunos casos es necesario clarificar con una se-
gunda centrifugacion,

2—Tripsinizacion.

Mezcle 4.5 ml. de extracto de alimento o cultivo liquido con 0.5 ml.
de solucién de tripsina al 1% e incabela a 37° C. por 45 minutos.

3.—Inoculacién al ratén.

a—Rotule 11 tubos (15 x 85 mm) y prepare las mezclas segin la
tabla numero X.
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CUADRO X

INVESTIGACION DE LAS TOXINAS DE C. botulinum EN EXTRACTOS
DE ALIMENTOS O CULTIVOS EN MEDIO LIQUIDO

Tubo Ne. extractos o . .
cuttive liguide Suero o antitoxina Tratamiento
1 1.2 ml puro 0.3 ml SNC#* 37°C por 30°
2 12 ml puro 03 ml SNC después Tapar el tubo con al-
de calentado y en- goddn. Hervir en agua
friado por 10 minutos
3 12 ml puro €3 ml anti-A 37°C por 30°
4 1.2 ml puro €3 ml anti-B 37°C por 80’
5 1.2 ml puro €3 ml anti-E 37°C por 30°
6 12 ml puro 0.3 ml anti-F 37°C por 30’
7 1.2 ml tripsinizado 0.3 ml! SNC 37°C por 30°
8 1.2 ml! tripsinizade 03 ml SNC después Tapar el tubo con al-
de calentado y en- goddén, Hervir en agua
friado por 10 minutos
9 12 ml! tripsinizado €3 ml anti-B 37°C por 30°
10 1.2 ml tripsinizado 0.3 ml anti-E 37°C por 80”
11 12 ml tripsinizado €3 ml anti-F 37°C por 3¢’

* BNC: suero normal de conejo.

VOL.

b.—Inocule 2 ratones por via intraperitoneal con cada muestra a
probar. Puede utilizar una inyectadora de 1 ml para inocular 2

ratones.

c.—Observe los ratones al menos por 4 dias. Las muertes por botu-
lismo ocurren entre las 6 y 24 horas después de la inoculacién;
sin embargo ocasionalmente pueden observarse muertes tar-
dias. Los signos del botulismo en el ratén a menudo aparecen
dentro de las 4 horas después de la inoculacién e incluyen: piel
erizada, respiracién laboriosa y debilidad de los miembros(:®)-.
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d-—Si la toxina botulinica est4d presente en los alimentos, o en
su cultivo en suficiente cantidad para ser Teveladas
bajo las condiciones de prueba, el ratéon que reciba la muestra
no tratada debe morir y el gue haya sido inoculado
con el material calentado debe sobrevivir, Como la toxina debe
ser neutralizada por la antitoxina especifica el tipo responsable
sera revelado por el tipo de antitoxina mezclado con la muestra,
Si el raton no estd protegido por las antitoxinas usadas, la
toxina puede ser del tipo C-D o una potente antitoxina de
los tipos probados. Para descartar los tipos C y D, repita la
prueba utilizando extracto no tripsinizado y Ias antitoxinas
adecuadas, al mismo tiempo que controles calentados y no
calentados. Para probar una antitoxina potente, el extracto
debe ser diluido en el diluyente especial de gelatina y repetida
la prueba de neutralizacién. Si se trabaja con muestras pro-
venientes de animales, los tipos C y D de antitoxina deben ser
incluidos en la prueba de neutralizaciéon de rutina.

e—Reconstituya la antitoxina diagnédstica de C. betulinum como lo
recomienda el fabricante. Las instrucciones para reconstruir las
antitoxinas diagnésticas preparadas por el NCDC estan impre-
sas en las etiquetas de los respectivos frascos.

En las pruebas de neufralizacién descritas, la antitoxina es
diluida de manera que 1 unidad internacional esté contenida
en 0.1 ml; por consiguiente cada ratén recibird una unidad in-
ternacional de antitoxina. Una unidad de antitoxina neutrali-
za 10.000 dosis LD,, por via IP (intraperifoneal) en los casos
de las toxinas de los tipos A, B, C, D y F 6 1.000 dosis ratén IP
LDy, en el tipo de toxina E.

E.—Tipaje de la toxina del C. botulinum en suero sanguineo.

1—Las muestras de sangre deben ser obtenidas tan pronto se conozca
la iniciacion de los sintomas y a intervalos durante el estado
agudo y de convalescencia de la enfermedad. La cantidad de suero
inyectado a los ratones no debe exceder de 1 0 ml, pues cantida-
des excesivas de suero humano pueden ocasionarle la muerte (15).

2—La comprobacién de la toxina y las pruebas de la neutralizacién
son practicadas como se indica en el cuadro de la seccién D con
las siguientes excepciones:

a—Se utiliza suero del paciente en lugar de extracto de alimento
o cultivo liquido. -

b.—Solamente los tubos 1, 3, 4, 5 ¥ 6 son utilizados, puesto que el
calentamiento coagularia el suero y la tripsinizacién no es
necesaria para activar ia toxina.

3.—Para ahorrar el suero del enfermo, es aconsejable algunas veces
preparar mezclas polivalentes de antitoxinas y utilizar estas para
pruebas de seleccién preliminar, antes de emplear las antitoxinas
especificas,
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EXAMEN DE ALIMENTOS Y DE HECES PARA LA INVESTIGACION
DE C. perfringens

A—Para demostrar que el C. perfringens es el agente causal en un brote
de intoxicaciéon alimentaria, tanto los alimentos sospechosos como las
heces de los enfermos deben ser examinados cuando sea posible. La
determinacién cuantitativa del nimero de colonias del C. perfringens
debe ser hecha en la muestra de alimento (18). Al menos 3 colonias de
C. perfringens ladas de los ali y 3 coloni; s} de las
heces por cada paciente, deben ser examinadas serologicamente para
establecer el serotipo causante. En los grandes brotes, deben hacerse
ajslamiento de cada uno de los alimentos incriminados cuando esto
es factible y 3 o mas alslamientos de cada uno de diez pacientes
diferentes.

B—Numeracién de C. perfringens en muestra de alimentos.

1.—Pese 50 gramos de alimento en un mortero. Prepare una dilucién
inicial al 1/10 del alimento, triture y diluya la muestra en 450 mi de
agua tamponada en la forma siguiente:*

a~—Afada 1-2 gramos de arena estéril al contenido del mortero.

b—Agregue una porcién (15-20 ml) de la dilucién de agua tam-
ponada y triture en el morterc hasta obtener una suspensién
homogénea.

c—Transfiera la muestra triturada a un frasco de boca ancha
utilizando la solucién tamponada remanente para lavar cual-
quier alimento adherido al mprtero y viértalo en el frasco bocdn.

d.—Mezcle el confenido del frasco invirtiéndolo 50 veces.

e—~Prepare un frote de ia suspensién del alimento para la colo-
racidn del Gram,

2—Prepare diluciones 10 veces ' mayores (10-* a 10} por traspaso
seriado de 1 ml de la muestra diluida a 9 ml de la solucién
tamponada.

3—Siembre por duplicado placas de sulfito-polimixina-sulfadiazina
agar (SPS) (18) las diluciones 10—*, 10—+, 10—, 10—, en la forma
siguiente:

a—mida con una pipeta 1 ml de la dilucién, previamente bien
mezelada y viértala en una caja de Petri.

* La muestre de slimentos también puede ser homagenizada y dilujda en 450 ml de solucion
une eléctrica a bajs velocidad (8.000 RPM} por 2 minutos
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b.—Afiads 15 ml del medio fundido, mezcle bien y deje solidificar
el agar.

c.—Cuando el agar se solidifique recubralo con una capa adicional
de 4-5 mm de SPS agar.

4—Incute las placas por 24 horas en jarra anaerdbica a 35-37° C.

5.—Después de 24 horas de incubacién, abra la jarra anaerébica y cuente
las colonias negras en todas las placas que tengan entre 30 y
300 colonias negras. Utilice para su numeracién el contador de
colonias {Quetec) colocando un pedazo de papel (tisd) sobre la
placa de vidrio del contador de manera de facilitar su numeracién.

8 —Confirmacién del C. perfringens.

a—Trasplante al menos 10 colonias negras representativas de
cada cultivo a tubos de caldo carne dextrosa (o thioglicolato).

b.—Incute el medio caldo carne dextrosa por 4 horas a 46° C 6 una
noche a 35-37°C.

(1) Haga coloraciones de Gram de cada tubo de caldo carne dex-
trosa, pars buscar bacilos Gram positivos con extremos romos
¥ ausencia de esporas (generalmente).

(2) Haga preparaciones en fresco para investigar movilidad.

(3) Trasplante de cada tubo de caldo carme 2 tubos de indol-
nitrito ¥y un tubo de medio para movilidad. Incube a 35-37° C.

c—Lea la movilidad a las 24 y 48 horas. Después de 48 horas de
incubacién, investigue indol y la reducciéon de los nitratos a
nitritos.

Nota: Cantidades representativas del medio indol-nitrito pue-
den ser probadas a ias 18-24 horas y solamente los tubos ne-
gativos deben ser reincubados.

El Clostridium perfringens es inmévil, raras veces produce
esporas demostrables en caldo carne o thioglicolato, Reduce los
nitratos a nitritos y es indol negativo.

7.—Calcule el niimero de Clostridium perfringens viables por gramo
de muestras de Alimentos. Promedio total de la numeracién en
las placas X Relacién C. perfringens a colonias negras X dilu-
ciéon= Contaje total por gramo de alimentos.

Nota: 8i el contaje total de las placas con 30-300 colonias negras
es obtenida en dos diluciones, calcule el niumero total por cada
dilucién y promedie.

8—Conserve al menos tres colonias diferentes de los C. perfringens
aislados en medio de caldo carne para ser utilizados en el tipaje
serolégico-
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C.—Aislamiento del C. perfringens de las heces.

1.—Inccule dos tubos de 25 ml. de caldo thioglicolato con aproximada-
meente 1 gramo de heces 6 5 mi de suspension fecal.

a.—Caliente un tubo en agua a 80° C. por 15 minutos y luego en-
frielo en agua corriente.

b.—Incute ambos tubos por cuatro horas a 46° C § 18-24 g 35-37° C.

2.—Después de la incubacion siembre de cada tubo de caldo thiogli-
colato placas de agar sangre y amarillo de huevo agar, Tome para
la siembra con una pipeta capilar del fondo del! tubo. Coloque una
gota en cada placa y siembre en estrias por agotamiento para
obtener colonias aisladas. Incube las placas por 24 horas en jarra
anaerobica a 35-37°C.

3.—Retire de la estufa la jarra que contiene las placas. Deje la jarra
a temperatura ambiente 2 horas (o en la refrigeradors a 4° C por
30 minutos) para obtener el desarrollo completo de la accién he-
moiitica.

4—~Destape 1a jarra anaerobica y tome al menos una colonia de cada
tipo similar a C. perfringens y transfiérala a tubos de medio caldo
carne dextrosa (o thioglicolato) recientemente calentados y des-
pués enfriados. Incube los tubos por 4 horas a 46° C. 0 una noche
a 35-37° C.

5—Confirme los €. perfringens aislados morfologica y bioquimica~
mente como se sefizla en el punto B-6.

8.—Para tipaje serolégico conserve como minimo tres aislamientos
diferentes de C. perfringens por cada muestra de heces examinada.

D.—Identificacién serologica de C. perfringens.

1—Con una pipeta capilar inocule en el fondo de un tubo con medio
para antigeno de C. perfringens 0.5 ml de un cultivo de 18-24 ho-
ras en caldo carne dextrosa. Evite la introduccién de particulas de
carne, Inocule el medio-antigeno por 18 horas a 35-37°C.

2.—Después de 18 horas de incubacién examine los cultivos en medio-
antigeno,

a.—Prepare una extensién y tifiala por Gram. Compruebbe la pu-
reza del cultivo.

b.—Centrifugue el cultivo en tubos de centrifuga plasticos por 10
minutos a 10.000 RPM y descarte el liquido sobrenadante.

c.—Agregue solucion salina al 085% formolada al 05% (05 a
1.0 ml) al sedimento para preparar una solucidn suficien-
temente turbia para aglutinacién en lamina.

Nota: Puede ser necesario filtrar el antigeno al través de un
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algoddon no absorbente enrollado en la punta de una pipeta
capilar, de manera de obtener una suspensién homdégenea.

3.—Aglutinacién en lamina,

a—Con un lapiz graso marque la lamina en 5 6 6 partes iguales.

b.—Coloque en cada una de las areas marcadas, hacia el borde
distante al operador una gota de los antisueros de C. perfringens
(tipos 1-13 de Hobbs). (19). Incluya en la serie una gota de
suero normsal de conejo como control.

¢.—Cologue unsa gota del antigeno a probar cerca del borde préximo
al operador de cada area respectiva y mezcle antisuero y anti-
geno por movimientos de inclinacién de la lamina.

d.—Anote cualquiera reaccién que ocurra dentre de los 30 segundos
siguientes asi:

Negativo: Sin aglutinacion

1+ H 25 % de aglutinacién
2+ : 50 % de aglutinacion
3+ : 75 % de aglutinacién
4+ : 100 % de aglutinacién

El Laboratorio de Anaerobios del NCDC actualmente posee 74 anti-
sueros especificos para C. perfringens; ademés de los 13 serotipos de Hobba
empleados de rutina en las investigaciones de C. perfringens en brotes de
intoxicaciones alimentarias. Solamente los antisueros preparados con las
cepas de Hobbs pueden ser obtenidos actualmente en el comercio-

X
CONSERVACION Y ENVIO DE LOS CULTIVOS DE ANAEROBIOS

Los anaerobios no esporulados son mantenidos en el NCDC congelan-
do rapidamente a — 70° C. la suspensién.en sangre del crecimiento obte-
nido en tubos inclinados de agar sangre infusion y el almacenamiento in-
mediato de la referida suspension a — 42° C. Las especies de clostridios
son cultivadas en medio de mantenimiento cerebro y los cultivos guarda-
dos a — 20°C — 42° C. La liofilizacién de las bacterias anaerobicas es tam-
bién un procedimiento satisfactorio de conservacién.

A.—Almacenamiento de los anaerobios no esporulados.

1.—Transfiera cultivos en crecimiento activo en caldo carne 6 thio-
glicolato a tubos inclinados de agar sangre e incube estos tubos
a 35-37°C en una jarra anaerobica por 48 horas ¢ hasta que haya
crecimiento confluente.
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2-—Con una pipeta capilar afiada aproximadamente 0.35 ml, de sangre
desfibrinada de conejo a cada tubo, suspenda el crecimiento en
la sangre y transfiera la suspensién & un tubo de vidrio estéril
de 6 X 50 mm Pyrex con tapa de algodén (Corning N¢ 9820 es
satisfactorio). Corte el exceso de algodén y flamee el extremo
del tubo.

3.—Enfrie rapidamente la suspension sumergiendo el tubo que la con-
tiene en una mezcla de alcohol al 95% ¥ hielo seco, Luego de con-
gelada almacenese en un congelador adecuado a — 42°C.

4—Para recultivar los organismos congelados, témese el tubo a nivel
del menisco de la sangre y rétese suavemente hasta que una pe-
quefia porcién se descongele. Aspire la porecién descongelada con
una pileta capilar e inocule un medio recientemente calentado y
enfrAado de caldo carne dextrosa o thioglicolato. Repéngalo inme-
en el c lador para futura utilizacién. Incube el

medio de aislamiento recién sembrado en jarra anaerobica.

B.—Almacenamiento de anaerobios esporulados.

1.—Con pipetas capilares, transfiera cultivos de crecimiento activo
en caldo carne dextrosa a medios de conservacién de cerebro e
incibelos a 35-37°C.

2—Diariamente haga eximenes por coloracién de Gram para com-
probacién de la formacion de esporas. Los cultivos son guardados
en el congelador a-20° C. 0 a-42° C tan pronto se desarrollen las
esporas o después de cinco dias de incubacién si no se las observa.

3~—Para recultivar los organismos congelados descongele el medio de
conservacidn, transfiera unas pocas gotas al fondo de un tubo de
caldo carne dextrosa recientemente calentado y enfriado. Incube
este medio en jarra anaerobica.

C.—Envio de los cultivos anaerobios.

Los cultivos anaerobicos pueden ser enviados para su investigacion a
un Laboratorio de Referencia en tubos de medio liquido o semi séiidos.

Las placas o medios inclinados no son satisfactorios.
Los cultivos deben ser purificados antes de su envio.

La mejor forma de enviar los cultivos es utilizando un medio libre de
carbohidratos que contengan 03 a 1% de agar tal como el medio de
movilidad. El medio debe haber sido recientemente preparado, repar-
tido en tubos tapa rosca, en forma tal de obtener una columna de
5 a 75 cm. de altura (2 a 3”). También puede usarse medios de caldo
carne simple si se trata de cultivos de clostridios y caldo thioglicolato
si se trata de bacterias no esporuladas. Antes de su envio, cultivos en
crecimiento activo en medios semisélidos o liquidos en tubos con tapa
de rosca, serdan recubiertos en una altura de 8. a 1 pulgada (2 a 25
cm.) con parafina fundida o agar al 5%. Las tapas deben ser apretadas
y selladas con cinta adhesiva a prueba de agua.
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X1
MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
DE BACTFRIAS ANAEROBICAS

El méiodo de preparacién de los medios de cultivo es uno de los fac-
tores mas importantes en el cultivo de los organismos anaerobicos exigen-
tes. Las precauciones siguientes deben ser rigurosamente observadas:

1—Evite el calentamiento excesivo. Los medios de cultivo no deben ser
esterilizados en el autoclave por mdas de 15 minutos.

2—Prepare los medios de cultivo a partir de frascos de medios deshi-
dratados recientemente abiertos.

3—Almacene los medios de cultivo ¢n tubos tapa de rosca, en la oscu-
ridad y a temperatura ambiente. Los tubos para reacciones bio-
quimicas con tapones de algodén deben ser guardados en la re-
frigeradora para evitar su evaporacion.

4—Los medios que contengan sustancias reductoras deben ser des-
cartados después de 14 dias de almacenamiento.

MEDIOS PARA UTILIZAR EN PLACAS
1—Agar sangre
a-—Base,

(1) Afiada 0.5 gramos de extracto de levadura a 100 ml de agar
base (infusion corazdn, tripticasa soya agar, base para agar
sangre, etc.)

(2) Ajuste el (pH) a2 73 a 75
(3) Esterilice en autoclave a 121° C por 15 minutos.
(4) Enfrie a 48" C.

b—Afiada 1 ml de solucion estéril de vitamina K-hemina por cada
100 ml de medio (vea pagina 155).

c.—Agregue 5.0 ml de sangre desfibrinada estéril de conejo o car-
nero por cada 100 ml de medio. Mezcle bien y vierta en placas.

2—Amarillo de huevo agar (EYA) medio de Mc Clung y Toabe modi-

ficado. (3).

a—Base.

{1) Tripticasa (BBL) 20 gm
Na,FHO, 25 gm
NaCl1 1.0 gm
MgS0, Solucién al 5% 0.1 ml
Glucosa 10 gm
Agar 125 gm
Agua destilada 500 ml
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{2) Ajuste el pH a 7.3 — 74.

(3) Esterilice en autoclave a 121" C. por 15 minutos,

(4) Enfrie a 60° C.

b.—Aflada una yema de huevo, mezcle, y vierta en placas.

Las cascaras de los huevos son decontaminadas previamente a
la apertura y separacidn de la yema sumergiéndolos previa-
mente en un heaker con alcohol & 95% por 1 hora,

3.—Fenil etil alcohol agar sangre ()
Agregue 5 ml de sangre desfibrinada estéril de conejo o carnero

a 100 ml] de agar base fenil etil alcohol, la cual ha sido esteriliza-
da en autoclave y enfrinde a 48° C. en bafio de agua.

Mezcle y vierta en placas.
4—Agar sangre con ici ici 1 2)

a.—Prepare la base para agar sangre como se describié en l,a.

b.—Después de esterilizar el medio en autoclave y enfriarlo a la
temperatura adecuada, por cada 100 ml de base, afiada asep-
ticamente lo siguiente:

(1) 1 m! de ]a solucién de vitamina K-hemina (vea pigina 155).
{2) 10 mg de paranomicina (Parke Davis & Co.)

{3) 0.75 mg de vancomicina (Eli Lilly & Co.)

(4) 5 ml de sangre desfibrinide estéril de conejo o carnero.

c~—Mezele y vierta en placas.

Nota: Ambos antibidticos: Kanamicina (Laboratorios Bristol) y
Necmicina (Eli Lilly & Co.) en concentracién final de 100
mcg/ml pueden sustituir a la paranomicina,

MEDIOS DIFERENCIALES
1.—Thioglicolato:
Utilice cantidades de 8 ml. en tubos de 15 x 125 mm. con tapa de rosca
2—Medio base para la fermentacién (M. B. F. ):

Se usa caldo thioglicolato sin glucosa e indicador. Por cada 1.000
ml. de medio, agregar:

Extracto de levadura 2 gm.
Azul de Bromotimol en solucién acuosa al 1% 1 mL

Reparta en cantidad de 8 ml en tubos de 15 x 125 mm. con tubos
de fermentacién incluidos.
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3.—~—Glucosa:

Aflada 6 gramos de glucosa a 1.000 ml de M.B.F. antes de repartir
y esterilizar, Utilice 8.5 ml. en tubos de 15 x 125 mm. con tubos
de fermentacién incluidos.

4,5 6,7 9y 11; 12.
Manitel, lactosa, sacarosa, maltesa, glicerol, xilosa, arabinesa;
A 8 ml.de M. B. F. esterilizado en autoclave
agregue asépticamente (2

0 5 ml de solucién al 10% del sustrato esterilizado por
filtracién en filtro Seitz.

8.—Salicina:
A 8 ml del M. B. F. esterilizado en autoclave
agregue asépticamente

1 ml. de salicina al 5% esterilizada por filtracién en
filtro Seitz;

1¢.—Almidén:
. A 8 ml del M. B, F. esterilizado en autoclave

agregue asépticamente

1 ml. de la solucién al 2% de almidén soluble esterilizada
por filtracién en filtro Seitz.

13.-~Indol-Nitrito (BBL)

Reparta 8.0 ml en tubos de 15 x 126 mm,
14.—Indol Nitrito (BBL): Reparta 8 ml. en tubos de 15 x 125 mm.
15.—Medio Caldo Carne

Carne picada (libre de grasa) 500 gm.
Agua destilads 1000 ml
1 N NaOH 25 ml.

Utilice carne magra de res o de caballo. Elimine la grasa y el
tejido conectivo antes de molerla. Mezcle la carne con agua y la
solucién de NaHO y calientela hasta la ebullicién moviendo la sus-
pension. Enfrie en la refrigeradora por una noche y quite la nata
de grasa remanente. Filtre la mezcla a través de 2 capas de gaza
y extienda las particulas de carne para secarlas parcialmente,

Afiada suficiente agua para restaurar el volumen original de 1000
ml. agreguele:

Tripticasa o peptona 30 gm.
Extracto de levadura 5 gm.
Fosfato de Potasio 5 gm,
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Ajustese el pH a 7.8 con 1 N. NaOH.

Con un cuchardn pequefic reparta las particulas de carne en tubos
tapa de rosca de 15 x 125 mm. y aflada el filtrade enriquecido.
Utilice apréximadamente 1 parte de particulas de carne por 3 a
4 partes de liquido (v/v) por tubo. Afiada algunas limaduras de
hierro a cada tubo los cuales deben estar llenos hasta la mitad (8
ml. de liguido) Esterilice a 121° C, por 15 minutos.

16.—Caldo carne Glucosa: Agregue 3 gm. de glucosa por litro de fil-
trado de caldo carne picada antes de repartirlo,

Caldo carne dextrosa-almidén: Afiada 2 gm. de almidén soluble
por cada 1000 mli. de filtrado de carne-picada-glucosa antes de
repartirla.

Caldo carne almidén: Agregue 2 gm. almidén soluble por cada 1.000
ml. de filtrado de caldo carne antes de repartirlo,

17.—Leche-hierro: Coloque unas cuantas limaduras de hierro en el fon-
do de un tubo de 15 x 125 mm. afiada 8 ml. de leche completa no
homogenizada a cada tubo. Esterilice en autoclave a 121° por 15
minutos.

18.—Suero de Loeffler: Rehidrate suero sanguineo segin Ldeffler (Dif-
o) segun las instrucciones del fabricante. Reparta 8 mil. en tubos
tapa de rosca de 15 x 125 mm. Esterilice como lo indique el fabri-
cante,

19.—Medio para la produccién de H,S:

Tripticasa (BBL) 1.00 gm.
Extracto de levadura 050 gm.
Agar 020 gm.
Acetato de plomo 002 gm.
Glucosa 0.50 gm.
H,0 destilada 1000.00 ml,

Ajuste el pH a 7.2-7.3. Reparta 8 ml. en cada tubo de rosca de
15 x 125 mm. Esterilice a 121° por 15 minutos.

20.—Thiogel (BBL): Reparta 9 ml en tubos de 15 x 125 mm.

21.—Urea: Afiada suficiente agua destilada a 31 gm. de caldo urea (Dif-
co) para hacer un total de 100 ml. Filtre al través de filtro Seitz.
Agregue 1 ml. por cada 8 ml de base de fermentacion esterilizada en
autoclave. (2).

12—Medio de Movilidad

Medio movilidad (Difco) 16 gm.
Caldo nutritive 4 gm.
Na ¢l 1 gm,
Agua destilada 1000 ml.
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Reparta 8 ml. por tubo de 15 x 125 mm. Esterilice en autoclave a
121° por 15 minutos,

23.—Triple azitcar-hierrs-agar en tubos en bisel. (Difeo).

24.—Tubos de esculina en bisel

Esculina 10 gm.
Citrato de hierro 0.5 gm.
Infusién corazén agar 40.0 gm.
Agua destilada 1000.0 ml.

Ajuste el pH a 7.0 Reparta 5 ml. en tubos de 15 x 125 mm.

Esterilice en autoclave a 121°C. por 15 minutos, enfrielos de ma-
ners que formen bisel.

25.—Infusién agar en bisel: TUtilice corazén infusién agar (Difco)

tripticasa (BBL) mas 1.5% de agar, ete. Reparta en tubos de 15 x
125 mm. Esterilice en autoclave y deje enfriarlos de manera que
formen bisel.

26.—Agar-infusién-dextrosa en bisel: Afiada 1 gm. de dextrosa a 100 ml,

de agar infusién, Esterilice en autoclave y deje enfriar en posicién
inelinada,

27—Medio para formacion de antigenos del Cl. periringens:*

152

Caldo nutritivo 16 pgm.
Glucosa 02 gm.
Solucién al 10% de Cisteina HCL 05 ml
Solueién tampén de fosfato* 24 ml
Agua destilada 1000, ml

Ajuste el pH a 74. Reparta en cantidades de 5 ml. en tubos de 13
X 100 mm. tapa de rosca. Esterilice en autoclave a 121° C por 15
minutos.

#Solueién tampén de fosfato: Disuelva 14 gramos de Na,HPO,-12H,0
¥ 1 gm. de NaH,PO,H,O en 60 ml de agua destilada.

MEDIOS DE CONSERVACION

1.—Medio de conservacién con cerebro:

Afiada una pequefia cantidad de agua al cerebro de carnero o bo-
vino y licGelo en una licuadora mecdnica.

Prepare una solucion de peptona, utilizando 20 gm. de peptona en
100 ml. de agusa destilada. Ajuste el pH a 7.2-74. Vierta en tubos
tapa rosca de 13 x 100 mm. utilizando 1 parte de cerebro mas 2
partes de agua peptonada. Los tubos deben llenarse hasta la mi-
tad. Esterilice en autoclave a 121°C. por 15 minutos.
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2.—Medio de Gibbons y MacDonald (modificado)®.

a: Base.

(1) Tripticasa (BBL} X 150 gm,
Extracto de levadura 30 gm.
Glucosa 50 gm.
NaCL 50 gm.
K,HPO, 25 gm.
Thioglicolato de sodio. 0.5 gm.
Hemina (cristalina) 5.0 miligramos
Agar . ..150 grh,
Agua destilada 100.0 ml.

(2) Ajuste el pH a 76,
(3) Esterilice en autoclave a 121° C por 15 minutos.

(4) Afiada 10 ml. de solucién estéril al 10% de NaHCO, (esteriliza-
do por filtracion).

(5) Agregue 0.1 ml de la solucidon madre de menadiona (pag. 155).
b.—Vierta asepticamente 11 ml en cada tubo de 16 x 150 mm, con

tapa de rosea, déjelos que coagulen en forma tal que formen un
taco largo (apréoximadamente 6.5 cm.) ¥ un bisel corto.

3.—Medio de tenimi para Acti yees: (22) Actinomyces
broth BBL).
a.—Parte I.
(1) Solucién salina 250.0 ml
KH,PO, 60.00 gm.
(NH,),SO, 4.00 gm.
M50, TH,0 080 gm,
CacCl, 0.08 gm.
Disuelva en un litro de agua destilada.
(2) Casitona (U.8.P.), Digestién pancreatica 40 gm.
(3) Cisteina HCL 1.0 gm.
(4) Extracto de levaduras 20 gm.
(5) Caldo infusién cerebro-corazén (Difco) 250 gm.

Ajuste el pH del medio a pH 6.5 con KOH al 20% y diluya hasta
500 ml. Esterilizar por filtracion.

b.—Parte II:
Agua destilada 500.0 ml.
Glucosa 5.0 gm.
Agar 7.0 gm.
Almidén purificado de papas Baker 100 gm.
Acido oleico 10000 ml.

100 mgm/100 ml. de agua destilada y
neutralizada a pH 7.0 con N NaOH
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Prepare el medio vertiendo el almidén en 50 ml. de agua fria
luego mézclelos a 450 ml. de agua hirviente y agréguele los compo-
nenes restantes.

Esterilice en autoclave la Parte IT y mezcle con la Parte I mien-
tras esté todavia caliente, luego complete hasta 1 litro.

Reparta en tubos estériles y sellelos con la mezcla pirogalol-car-
bonato de sodio.

Pirogalol-100 gramos/150 ml. de agua destilada

Carbonato de sodio sol. al 10%

Introduzca el tapén de algoddén, cubra con un pedazo de algodén ab-
sorbente, afiada 5 gotas de cada una de las soluciones arriba mencio-
nadas y tape con un tapén de goma.

X1

REACTIVOS

Azul de Bromotimol al 1%:

Disuelva 1 gm. de azul de bromotimol en 20 ml. de hidréxido de sodio
0.1 N. Aflada 80 ml. de agua destilada.

Agua tamponada:
1—Soluciéon buffer madre:

KH,PO, 32 gm.
Agua destilada 500 ml.

Ajuste el pH a 7.2 (usualmente se requiere apréximadamente 175 ml.
de hidréxido de sodio nmormal). Agregue agua destilada hasta comple-
tar 1 litro.

2-—Solucién buffer de trabajo

Solueién madre buffer de fosfato 125 mi.
Agua destilada CSP. 1000 ml,

Reparta cantidades de 450 ml. en frascos de medicina de 32 Oz. o en
cantidades de 9 ml. en tubos tapas de rosca de 16 x 150 mm.

Esterilice en autoclave a 121°C por 15 minutos.
Carbol fuscina al 1%:

Disuelva 1 gramo de fuscina basica en 10 ml. de alcohol a 95%. Agre-
gue 5 ml. de fenol y 85 ml. de agua destilada. Diluya 1:2 con alcohol
95% antes de usarla.
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Ehrlich (Reactivo para el Indol). (23).

Disuelva 4 gm. de para-dimetil-amino-benzaldehide en 380 ml. de al-
cohol etilico al 95% y afiada 80 ml. de acido clohidrice concentrado.

Gelatina: (diluente)

Gelatina 2 gm.
Na,HPO, 4 gm.
H,0 destilada 1000 gm.

Ajuste el pH a 62 con HCL.

Reparta en frascos tapa rosca y esterilicelos en autoclave a 121° C.
por 15 minutos.

Azul de (Indicador): (Smith, modificador) (24).

Na H CO3 40 egm.
Glucosa 100 gm.
Azul de metileno Trazas

Nitratos, Solucién A: (*9),
Disuelva 5 gm. de 4cido sulfanflico en 1000 ml. de 5 N 4cldo acético.
Nitratos, Solueién B: (=),

Disuelva, 5 gm. de dimetil-alfa-naftilamina en 1000 ml de 5 N &cido
acético.

Fenol, Rojo de: 1%

Disuelva 1 gm. de rojo de fenol en 30 ml. de 0.1 N. Na OH. Afiada 70
ml. de agua destilada.

Tripsina, Solucidn al 1%
Disuelva 1 gm. de tripsina 1:250 (Difco) en 100 ml. de agua destilada.
Gudrdela en la refrigeradora. Prepare soluciones frescas cada semana.
Vaspar:

Fundir conjuntamente partes iguales (peso/peso) de vaselina y para-
fine, Mezcle, vierta la mezcla en frascos de Erlenmeyer tapa de rosca
v esterilice en autoclave a 121° € por 30 minutos,

-

K-hemi luci de:
1. Soluciéon madre de hemina:

Disuelva 50 mgm. de hemina en 1 ml. de solucién N de Na O, Afia-
da 100 ml. de agua destilada.

Esterilice en autoclave a 121° C. por 15 minutos.
2. Menadiona (Solucién madre de) 100 mgm.
alcohol etilico 95% 20 ml.  Esterilizar por filtracién,
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3. Solucién de trabajo de Vitamina K-hemina:

Afiada 1 ml. solucién de estéril de menadiona a 100 ml. de solucién
estéril de hemina.

4. Para usarla afiada 1 ml. de la solucidn vitamina K-hemina por
cada 100 ml. de medio estéril o 0.08 ml. por cada tubo con 8 ml. de
medio.

XII1I
PROCEDIMIENTOS DE COLORACION
L.~—Coloracién de Gram.

1—Fije los frotes pasandolos sobre la llama de manera que reciban
un calor suave.

2-—Cutra 1a lamina durante 1 minuto con una mezcla de partes igua-
les de solucion cristal violeta segiin Hucker y solucidén bicarbonato
de sodio al 1%. Lave brevemente con agus corriente (no mas de
5 segundos).

3.—Cubre las laminas con soluciéon de Ioduro de Gram por 1 minuto
y lavela luego con agua corriente.

4—Cubra las preparaciones con alcohol z 95% y bote rapidamente.
Recubra las preparaciones con alcohol a2 95% por 10 segundos y
lave con agua corriente.

5—Cubra las ldminas con solucién de safranina segin Hucker por
un minuto (1) y lave la preparacién con agua corriente.

Coloracién de esporas: (),
A: Schaeffer-Fulton (1933), modificacién al de Wirtz (1908).
Procedimiento de Coloracion:
1.—Haga los frotes y fijelos por el calor.

2~—Cubra las preparaciones con solucién acuosa de verde malaquita
al 5% por 30-60 segundos.

3—Caliente la ldmina hasta emisién de vapores por 3 a 4 veces.
4 —Elimine el exceso de colorante con lavado en agua corriente.
5—Tifia 30 segundos con solucién acuosa de safranina O al 05%
6—Lave el frote con agua corriente.
7—Seque. Examine,

Resultado: Esporas: Verde

Restos de las células: Rojos.

Nota: A veces se experimenta algunos inconvenientes debido al des-
vanecimiento de la coloracion verde después de algunos dias. Aparente-

156 CENTRO MEDICO



mente esto es debido a una reaccién alcalina y puede ser evitada por una
limpieza previa de las laminas con una solucién dcida antes de hacer
las preparaciones. (La alcalinidad de las laminas portaobjetos puede ser
debido a una capa invisible de jabén o sustancias detergentes).

B—Métedo en “frio” de Bartholomew y Mittmer.
Tiempos de la Coloracién

1—Fije por el calor los frotes secados al aire, pasindolos 20 veces por
la llama.

2—Tifia por 10 minutos con solucién acucsa saturada de verde ma-
laquita aproximadamente 7.6% sin calentar.

3.—Lave en agua de chorro por 10 segundos,

4—Coloree por 15 segundos con solucién acuosa de safranina al 0.25%.
5.—Lave en agua corriente y seque con papel secante.
Resultado: Esporas: Verde Resto de las células: Rojo.
X1V

METODOS PARA OBTENER ANAEROBIOSIS
UTILIZACION DE LAS JARRAS PARA CULTIVOS ANAEROBICOS

Las jarras para cultivos anaerobicos aunque de aspectos diferentes
tienen funciones similares. El material por incubar se coloca en la jarra
y se establece un sello a prueba de aire entre el cuerpo de la jarra y su
tapa. El aire es parcialmente extraido y reemplazado por una mezcla ga-
seosa libre de oxigeno, El oxigeno residual es reducido por el hidrégeno
de la mezcla gaseosa reemplazante. El catalizador de paladio ubicado en
la tapa de la jarra acelera el proceso de reduccién del oxigeno.

La jarra anaerobica de Brewer y de Torbal difieren algo en ¢! método
de sellado y en el catalizador utilizado. Para realizar un sello a prueba de
aire en la jarra de Torbal se utiliza un anillo de goma (O-Ring) entre el
fondo de la jarra y su tapa. En la jarra de Brewer, se utiliza plasticina
en el sellado a prueba de aire y el catalizador es colocado encima de
una pantalla metilica en la tapa de la jarra y es calentado por corriente
eléctrica. Un catalizador que no necesita ser calentado, pues actiiz a tempe-
ratura amkiente, es utilizado en la jarra de Torbal y en el (O-Ring seal)
Gaspak.

El azul de metileno es utilizado para indicar que las condiciones anae~
robicas han sido logradas. En presencia de oxigeno el azul de metileno es
azul, en su ausencia es incoloro. Si se utilizan temperaturas inferiores a
35° C. reduzea la solucién indicadora previamente g su introduccién en
la jarra colocandola en a2gua hirviente durante algun tiempo.

La mezcla de gases contiene 10% de hidrégeno, 10% de biéxido de car-
bono y 80% de nitrégeno (Matheson Co., East Rutherford, N. J.). Una
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bombona llena de gas tiene una presion de 1,500 libras (aproximadamen-
te). Estas bombonas de gas deben ser fijadas con seguridad a un pilar
o a la pared por medio de un soporte adecuado.

Para facilitar 1a operacion, la fuente de vacio, bombona, manémetro y
jarra anaerobica, son conectadas con conexiones en T y tubos de goma
como se ilustra en la figura N¢ 2.

Todas estas conexiones deben ser realizadas a prueba de escapes con
grasa de vacio.

Si no se tiene a mano un manémetro, se puede incorporar un balén
al sistema para revelar que las presiones estén niveladas.

El burbujeo del liquido del indicador puede ser utilizado como guia
de un adecuado vacio.

USO DE LA JARRA DE BREWER

1.—Coloque el material a incubar en el interior de la jarra.

2.—En un tubo de 15 x 125 mm.,, coloque la mezcla de azul de metileno-
Na H CO3-glucosa en cantidad que alcance una altura de aproxi-
madamente 1.3 cm. (0.5 pulgadas). Agregue agua hasta la mitad
¥y mezcle. Cologue el tubo en la jarra.

3.—Prepare un cordén de plasticina de diametro uniforme y coloéquelo
encima del borde de la jarra y una los extremos cuidadosamente
haciéndoles presion.

4.—Coloque la tapa de la jarra sobre el cordén de plasticina y presione
hacia abajo.

5—Conecte el terminal de la tapa de la jarra al sistema vacio-ma-
németro en la forma indicada en la figura N°¢ 2,

6.—Haga el vacio equivalente a 30 cm. de mercurio. Coloque una pinza
de Kocher o similar en el tubo que comunica con la fuente de vacio
¥ cierre el vacio.

7.—Lentamente liene 1a jarra con el gas de reemplazo.

8.—Quite la pinza del tubo que comunica con la fuente de vacio.
9—Repita las operaciones 6, 7 y 8.

10—Repita las operaciones 6 y 7.

11.—Fije la pinza y aprietela en la salida de la tapa de la jarra.
12.—Desconecte la jarra del sistema vacio-gas-manémetro.
13.—Quite 1a pinza a la fuente de vacio,

14.—Conecte la tapa al terminal eléctrico y calientela por 10 minutos.

15—Desconéctela de la corriente y coloque la jarra en la estufa.
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USO DE GASPACK EN LA JARRA DE BREWER

1.—Apague todas las llamas antes de trabajar con la jarra, Conecte .
el baldn que acompafia al equipo de Gas-pack al extremo de salida
de la tapa de la jarra de Brewer.

2.—Conecte 1a tapa a la corriente y caliente el catalizador por 10 mi-
nutos antes de colocar la tapa a la jarra.

3.—Coloque el material a incubar dentro de la jarra,
4—Coloque el tubo indicador de azul de metileno en la jarra.

5—Aplique una delgada capa de mezcla selladora (Fisher Cello Seal
14-636 puede ser utilizada) a la boca de la jarra y a la tapa de la
jarra de Brewer.

6.—Corte una esquina del paguete de Gas-pack y coloque el paquete
verticalmente en la jarra.

7—Con una pipeta, vierta dentro dei Gas-pack por la esquina cortada
10 ml. de agua destilada o de chorro y presione la tapa de Brewer
sobre la boca.

8 —Deje que la reaccién se produzea por 35 minutos.

9.—Cierre con una pinza el tubo de salida de la tapa; desconecte la
electricidad y el baldn de la tapa. Coloque la jarra en la estufa.

El procedimiento con la nueva jarra anaerobica Gas-pack (**) es esen-
cialmente el mismo, sin embargo, la jarra se suministra con un catalizador
que actia a la temperatura ambiente, en una jarra que se sella con un
anillo especial de goma (O-Ring-Seal), no tiene conexiones eléctricas y
tampoco salida para escape de la presién. Se afiaden 10 ml. de agua al
paquete de Gas-pack, Ia tapa es fijada con la abrazadera atornillada sola-
mente 2 mano y luego coloquela en Ia estufa, La abrazadera estd manufac-
turada de manera de dejar escapar cualquier exceso de presion.

XV

REFERENCIAS CITADAS

1~Dowell, V. R. Jr. Hill, E. O. and W. A. Altemeier, 1964. Use of phenethyl alcohol in
media for insolation of anaerobic bacteria.
J. Bacteriol. 88:1811-1613.

2.—Finegold, 8. M. Miller. A. B. and D. J. Posnick. 1985. Further studies on selective media
for i and other
Ernéhrungsforschung 10:517-S28.

—Mcclung L. 8. And R. Toabe, 1947. The egg yolk plate reaction for the presumptive
of C and certain species of the gangrene and botulinum
groups. J. Bacterlol, 53:139-147.

4,—Smith, L. DS. 18535, i to the i U. Chicago Press, (Out
of print),

160 CENTRO MEDICO






XvI
BIBL!OGRATFIA

GENERAL

Breed, R. 8, Murray, E. G. D. and N. R. Smith, 1957, Bergey’s manual of determinative
bacteriology, 7th Ed. Williams & Wilkins, Co., Baltimore.

Prevot, A. R. 1960. Tecniques pour le diagnostic des bacteries anaerobies. Toureile St. Mande
{Seine).

Willis, A. T. 1964. Anaerobic bacteriology in clinical medicine, 2nd ed. Butterworth Co.,
London.

METODOS ANAEROBICOS
Dowell, V. R, Jr., Hill. E. O. and W. A. Altemeier 1862. Methods for the isolation and
identification of non-sporulating anaerobic bacteria from clinical speciments. Bacteriol.

Proc. P. 80.

Fredette, V. 1864. The role of the anaerobic bacteria with particular reference to the viru.
lence of Clastridium perfringens. Rev. Canad. Biol. 23:85-93.

Hall, L. C. 1929. A review of the development and application of physical and chemical
iples in the culti of hacteris. J. Bacteriol, 17:25-301.

Moore, W. E. C. 1966. Tecniques for routine culture of annerobes Intern, J. Syst. Bacte-
riol. 16:173-180.

Holdeman, L. V. 1864 Isolation snd identification of anaerobic bacteria from clinical mate-
rial. Public Health Lab. 23:154-168,

Hungate, R. E. 19%0. The anaerobic mesophilic celiulolytic bacteria, Bacteriol. Rev. 14:149.
(See pp. 1)

Reed, G. B. and J. H. Orr, 1943. Cultivati of and idati poten-
tials, J. Bacteriol, 45:309-330.

BOTULISMO

Dolman, C. E, 1937, Recent observation on type E botulism. Canad. J. Public Heoilth,
48:187-198.

Dolman, €. E. and L. Murekemj. 1961. Clostridium batulinum type F with recent observations
on other types, J. Infect. Dis. 109:107-128.

Poster, E. M. and H. Sugiyama, 1966. Lalest developments in research on botulism, J. Milk
Food Technol 29:342-347.

Lamanna, C. 1959. The most poijsonous poison. What do we know about the toxin of botu-
lism? What are the problem to he solved? Science 130:7G3-772.

Meyer, K. F. 1956. The status of botulism as a world health problem. Bull. World Health
Organ. 15:281-298.

‘Ward, B. Q., Carroll, B, J. Can’et E S. Bnd G. B. Reese, IW Survey of the U. S. Gulf
Coast for the presence of Cl Appl. 15:629-636.

CLASIFICACION DE LOS CLOSTRIDIOS
Batty, I snd P. D. Walker, 1965. Colonial morphology and fluorescent labelled antibody

staining in the identification of species of the genus Clostridivm J. Appl. Bacteriol,
28:112-118.

162 CENTRO MEDICO









Egerton, J. R. end P. D. Walker, 1964, The isolation of Clostridium perfingens type C.
from necrotic enteritis of man in Papua-New Guinea. J. Pathol. Bacteriol, 88:275.2T.

Beath, C. W. Zusman, I. and I. L. Sherman, 1964. Tetanus in the United States, 1950-1960.
Am. J. Public Heelth. 54:769-779.

MacLennan, J. D. 1962, The histotoxic clostridial infections of man. Bacteriol. Rev. 26:177-276.

Potvin, A. and J. E. Morin. 1957. Thirty-five cases of human anaerobic infections. Canad.
J. Public Heglth 48:317.322.

Sterne, M. and A., Thomason, 1963 The isolation and identification of Clostridia from patho-
logical conditions of enimals, World, Symp, on Diseases caused by Anaerobes. Office In-
ternat. Epizoatics, Paris Bee particularly pp. 9-11.

Stokes, E. J. 1958, Anaerobes in routine diagnostic cultures. Lancet 1:668-670.

Zisster, J. Rossfeld, Steinberg L. Oakley, C. L., Dieckman, C. and E. Hain, 1949. Enie-
ritis necroticans due to Clostridium welehii $ype F. Brit. Med. J. 1:267-271.

ANAEROBIOS NO ESPORULADOS.

De Vries, W. and A. H. Stouthamer. 1967 Pathway of glucose fermentation in relstion tc the
taxonomy of bifidobacteria J. Bacteriol, 93:574-576.

‘Hoogendijk, J. L. 1965. Resistance of some strains of to ieilli icillin, and
cloxacillin. Antonie van Leeuwenhoek 31:383-385.

Lotsche, W. 1., Socransky, 8. 5. and R. J. Gibbons. 1964. Bacteroides oralis, proposed new
species isolated from the oral cavity of man. J. Bacteriol, 88:1320-1337.

Miller, L. G. and 8. M. Finegold. 1967. Antil i of Bifi (Lactoba-
eillus bifidus). J. Bacteriol 93:125-130,

Rogosa, M. 1965. The genus il .
emendations, J. Bacteriol, 90:704-709

and genus and species

Sebsl, M. Gasser, F. and H. Werner. 1965, Teneur GC% et classification. Application su
groupe des bifidobacteries et a queiques genres voisens. Ann, Inst. Pasteur 109:251-269:

Socransky, S. 5, and R. J. Gibbons, 1965, Required role of Baeteroides melaninogenicus in
mixed aneerchic infections, J. Infec. Diseases 115:247-553.

Suzuki, 8., Ushijima. T. and H. Ichinose. 1966. Differentiation of Bacteroides from Sphaero-
phorus snd Fusobacterium, Jepan, J. Microbiol. 10:193-200.

Tynes, B. S. end W. B. F yer, Jr, 1862. Cultural, clinical, and
therapeutic features in a series of twenty-five patiens. Ann Int. Med. 56:12-23.

Van Haute, J. 1966. Studies on the cultivable flora of normal humsan feces, Antonie van
Leeuwenhoek. 32:212-222.

VoL, YVIII No. 34 — SEPTIEMBRE 1968 165



