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Ante la Tumba del 

Colega y Amigo 

Dr. FELIX LAIRET Hijo 

Dr. JosC J. GutiCrrez Alfaro 

Hacc apcnas unas horns, en el mismo Hospital que e1 ide6 y que con 
su csfucrzo y presligio contribuy6 a edifica r y mantener, nuestro querido y 
respclado compailero. Deeter Felix Lairet hijo, dej6 de existir entre las 
13.grim as y a flicci6n de sus familiares, colegas, amigos y personal del 
Hospital. 

Urgen tcs problemas de inaplazable soluci6n obligaron a la Directiva 
de la C. A. Centro Medico de Caracas a rea liza r una reuni6n extraordina­
ria. a pesa r de que nuestros cspiritus estaban en la casa del colega desapa­
rccitlu y nucstros corazoncs experimentaban el mas profuncto sentimien ­
to de dolor. Ante nucstro cstado de itnimo, que nos hacia rechazar la reu­
ni6n a pcsar de la magnitud del problema par estudiar, pensamos que 
abccarnos a l trabajo en csos momentos, dolorosamente criticos, en quc 
nuestro compafiero de Directiva de largos afios transitaba a la Eternidad, 
leg:i.ndonos el ejemplo de sus preclaras virtuctes de hombre, ciudadano, 
mfdicn y directive abnegado. pues alln en su !echo de enfermo seguia 
dia a din paso a paso. todas nuestras actividades, juzgamos que csa reu­
nion era cl primer homenaje a su memoria , al dedicarnos, coma et lo supo 
hacer. al estudio y soluciOn de las problemas en las condiciones mas 
adversas. 



En dicha reuni6n exprese con toda la aflicci6n que su transito defi­
nitivo me produjo, algunas de las cualidades resaltantes de la personali­
dad humana del compafiero de trabajo a quien supimos valorar por sus 
relevantes condiciones cientificas y humanas, guardando seguidamente un 
minuto de silencio como tribute a su memoria. 

Cuando el 27 de Septiembre de 1957, par ausencia temporal del Doctor 
Fflix Lairet hijo, como Vicepresidente tuve que presidir los actos de con­
memoraci6n de los 10 afios de funcionamiento del Centro Medico de Ca­
racas, manifeste la honra que era para mi ocupar el lugar de tan insigne 
colega y mi incapacidad para suplir su magna personalidad. Conociendo 
su austeridad, la cual no era proclive a las alabanzas, aprovechando su 
ausencia, le tribute el elogio merecido. 

Para los integrantes del Centro Medico de Caracas, el Doctor Fflix 
Lairet hijo era uno de sus mas prestigiosos representantes y gozaba de res­
peto un3.nime. Era el compafiero a quien acudian a consultar sus proble­
mas, desde sus colegas de antiguas promociones hasta los de las mas re­
cientes. Y en todo memento supo con ecuanimidad, discreci6n y caballero­
sos modales dar a cada quien el consejo acertado y la mediaci6n apropiada. 

Analizar la personalidad del Doctor Felix Lairet hij o, requiere tiempo para 
enfacarla en las diversos aspectos de su fecunda vida. Oportunidades habra 
para hacer un an8.lisis adecuado de ella y tributarle el justo reconocimiento 
a q ue se hizo merecedor. 

Su prestigio de cirujano lleg6 hasta el zenit de la fama, no s6lo por su 
habilidad y elegancia. quirtirgica, sino tambien por su maravilloso sentido 
para el diagn6stico. 

, Hoy, cuando el austere colega se encuentra fisicamente ausente para 
siempre, nos deja un valioso modelo a imitar: el doctor Felix Lairet hijo, 
como hom'cre y miembro de nuestra equipo directivo. 

Tuve la satisfacci6n de trabajar en diversos periodos con e1 en la 
Junta Directiva. En todas esas oportunidades pude apreciar sus imponde­
rables condiciones de bonhomia, capacidad para analizar los problemas, su 
justicia, su educaci6n, su honestidad, su respeto a •las principios de deon­
tologia medica, su car:icter para tomar desiciones radicales cuando era 
necesario y valentia para asumir toda clase de responsabilidades. 

Su actuaci6n como Directive de la Compafiia se remonta al afio 1942, 
cuando fue elegido como primer presidente de la C. A. Centro Medico de 
Caracas, en cuya casa de habitaci6n se firm6 el acta constitutiva. FigurO 
en nuestras directivas ininterrumpidamente desde 1956 hasta la fecha de 
su lamentable fallecimiento, ocupando la presidencia de la Directiva du­
rante los periodos 1956-1958, 1958-1960 y 1960-1962. 



Adem:is el Doctor Felix Lairet hijo, form6 parte del comite de cons­
trucciones del Hospital y sigui6 con dedicaci6n el proceso de ampliaci6n de 
nuestro edificio principal, anexo y dem:is remodelaciones posteriores. 

Con asiduidad ejemplar, todos los s:ibados por la mafiana pasaba horas 
en la Sede de la Directiva analizando con minuciosidad diversos aspectos 
de nuestra administraci6n. 

Desde hace 7 afi.os el Doctor Lairet ejercia con celo sin igual el cargo 
de Tesorero de la Compafiia y en su cartera guardaba cuidadosamente, en 
notas manuscritas, el movimiento econ6mico de la Empresa. 

Ya no veremos mis la elegante y respetada figura del "Caballero de 
Ia Cirugia" Doctor Felix Lairet hijo, en los quir6fanos, en el consultorio, 
en las habitaciones de los hospitalizados, ni en la Sede de la Junta Directiva 
donde por largos afi.os su diligente actuaci6n dej6 grabada Ia huella in­
deleble de su personalidad. 

Compafi.ero: 

Quiera Dios que estas improvisadas palabras, expresi6n sincera de mi 
mas profunda admiraci6n, lleve hasta tus manes el sentimiento de duelo 
que aflige a todos los miembros del Hospital Privado Centro Medico de 
Caracas par tu desaparici6n fisica. En este momenta de la inhumaci6n 
de tus restos mortales te expreso solemnemente el reconocimiento de todos 
por la valiosisima labor que cumpliste en pro de nuestra instituci6n. 

Tu ejemplar vida privada, profesional y ciudadana, te ban merecldo 
el sitial de honor que ya ocupas para siempre entre nuestros grandes com­
patrtotas. 

Los claros fulgores del triunfo iluminaron tu vida terrenal y ser:in pe­
renne luz en la sombra de tu postrer morada. 

Descansa en paz leal amigo. 

Versi6n de las palabras pronunciadas por el Doctor Jose J. Gutierrez 

Alfaro, Vice presidente de la C. A. Centro Medico de Caracas, a nombre 

de la Directiva y miembros del Hospital Privado Centro Medico de 

Caracas, en el acto d~ inhumaci6n de los restos mortales del Doctor 

Felix Lairet hiJo, el dia Viernes 19 de Septiembre de 1969. 
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"L:i. gr!seofulvinn es sin dudn el agente slstimr 
mas liti\ en el trntnmlen to de l as micosis supef.> 
ci nles humnnns". 

Arch. Oermatol. 0963), !'i. 

Ad1!1111lstrado por v!n oral, el " Neo-Fu lcinM (p!IIJ" 

fulvina de I. C. I. en m!c:ropartlculas) propo 
un tr:namiento segu ro de las dermatomiCOSl,i. • 
preparaci6n en partlculu finas aumenta la ._. 
ci6n, lo que permite usar\o en dosis mi.s bajas. 

la consiguien te reduccl6n de.I costo de! tratarnd 
El " :"ieo-Fold n ~ se expende en tabletas con 125,.. 
de griseofulvlna, en envases de 15 y 25 tablet». 

FULCIN 

IM PERIAL CHEMICA L INDUSTRIES LIMITED 

PHARMACEUTI CALS DIVISION Alde rley Park M:icdes!icld Cheshire En gland. 

Distrlbuidores Exclusivos en Venezuela : H. KER'.'/ & CO., S . A -A partado l56i Tt'Jer. 34.05.li · Cart"' 



lnfecciones del tracto urinario 
lndicaciones para un rapido y 
exitoso tratamiento con 

Para mayor inform aciOn consulta r con 
l,ABOHATOIIIOS Gl, AXO DE YENEZUEl, A, C. A. 

Apartado 80.238 P. E. - Sa bana Grande 
Urh. La Trinidad - Uaruta - Edo. !\lira nda 

Tc ldonos: 77.00.45 - 46 



ll l1UIRBIE IHINOS. C. A. 

lnstrumentos, Aparatos 

y Mobiliario 

para Medicos, 

Clinicas y Hospital es 

PA Sl-:0 DE LOS l !X ~TRE ~ · EnIF . R. \ n :- - 1.0 C.\ l- ~ s~ 

T E I.EFO~O S: 61.59.31 • 61.fl'.l.08 

C :\RA C.-b • \ "E:\ !': ZC F. L :\ 



El Un imeter es un cqui1>0 compacto y de all:t J>recisiOn que pcrmitc. 
por e l s is t cma "U nites t" e fec tua r ex:imcnes d e la boratorio en forma 
r:ipida y e ficiente . lbsica mente consiste de un colorimetro ca lihrado 
en forma 11recisa quc da los resultados en form.a directa. Un:t seg·unda 
partc cs t :i constituido por una ce ntrifuga com1>acta de a lta vclocidad. 
'fodo cua nto hacc £alta son 2 c.c. de sa ngrc J>ara numerosas J>r uc has 
dircctas: Glucosa san guinca, hemoglobi na, colesterol, nitrOgeno 
urC ico, :\ cido l1rico, bilirubina , proteinas tota lcs, fosfata sa a lca lina, 
globu li na y muchos otros, 

Prccis iOn, c fi c icn cia y ra1>idcz con el sistema "Unitest" . Pen11itanos 
haccr lc una de mostra ciOn s in compromiso a lg·u no . 

. .• . 
\ -------

Bio-Dynamics, Inc., lndiana110lis, U. S. A. 
Heprcsenta n tes Exclusivos 1>ara Venezuela: 

COLIMODIO S. A. 
ESTE 2 Y SUit 2 1 No. 148 - APARTADO 1053 
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Mejor anestesia y 
recuperaci6n mas rapida 
con 

Halothan 
>HOECHST< 

EL ANESTESICO DE INHALACION 

MUNDIALMENTE ACREDITADO 

PARA TODAS LAS EDADES 

• Extraordinaria estabilidad quimica. No tnflamable ni explosivo. 

• Inducci6n y recuperaci6n r8.pida y suave. 

• Menor consumo de relajantes musculares. 

• No produce 1rritaci6n de las mucosas. 
Inhibe las secreciones bronquial, salival y g:istrica. 

PRESENTACION: FRASCO CON 250 ml 
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NUEVO! 

Caja de 10 sabres. 

Adu ltos : E l contenido de un sobre . una o 
mils veces al dia segtin juicio facultativo . 

Niflos: 1 sabre diario. 

Elaborado y Distr ibu ido por : 
LABORATORIO S QUIMICOS NACION ALES 

" QU INA C" 
Con lic encia de COLLETT A/S 

Oslo-Noruega 
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NORMOSOL CON DEXTROSA AL 5% 
para una terapeutica equilibrada 

con multiples electrolitos 

lndicaciones 
NoRMOSOL con Dextrosa al 5% es 
una soluci6n a base de hidrato de 
carbono y mult iples electr6litos, que 
permite mantener el equili bria hidro­
electrolftico durante la terapeutica 
intravenosa de rutina . Puede reem­
plazar la soluci6n de dextrosa al 5% 
en agua, en practicamente toda situa­
ci6n que ordin ari amente requiere la 
administraci6n de dextrosa por via 
intravenosa . NoRMOSO L con Dex­
trosa al 5% aporta los iones mas im­
portantes del plasma sanguineo nor­
mal, pero solo esta destinado a la 
terapeutica de mantenimiento. 

I. G~m bino, S. R. y col.: Current 
Med. Digest, Die. 1967, p. 1613. 

2. Nelso~. N. C.: GP H :97, Die . 19b6. 

al 

Administracion y 
posologfa 
NORMOSOL con Dext rosa al 5% sc 
admin istra por venoclisis o infusion 
intravenosa. La dosis total de 1500 
ml. por metro cuadrado de superficic 
corpora l suele ser adecuada en el 
ad ul to para satisfacer las necesidades 
d iarias de agua y electr61itos. En 
niiios se recom iendan I 600 a 2500 
ml. por metro cuad rado. Para adul­
tos, la dosis dia ri a promed io suelc 
ser de 3 l itros. 

Presentacion 
NoRMOSOL con Dextrosa al 5%, en 
bo te ll as A bbo- Lite r® de 500 ml. 
Cada I 00 ml. de soluci6n contienen: 
Dext rosa 5 gm.; cloru ro de sodio 234 
mg.; acetato de potasio 128 mg.; act­
ta to de magnesio 128 mg.; con adi­
ci6n de bisul fi to de sod io 30 mg.: en 
agua qufm icamente pura para in)'CC· 
ci6n. 

ABBOTT LABORATORIES, C. A. 
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Palabras Preliminares 

Honrado y complacido prcscntamos a las II Jornadas Vene~olanas de Microbtologia la 

\'Crsi6n a l castellano del Manulll de TCcnieas de Laboratorio en Bacteriologia Anaer6bica, 

escri to por los Doctores V. R. Dowell, Jr. y T. M. Hawkins, miembros del personal de 

eminentes profcsionalcs que ban hecho del NATIONAL COMMUNICABLE DISEASE 

CENTER una entidad de referencia mundial en lo qae respecta a enfermedades trasmisib1es. 

Alli, un numeroso grupo de hombres y mujeres de las mis diversas especiali'dades, se oeupan 

en investigar, diagnosticar, enseiiar, preparar penonal, via.jar a remotas regiones a estudia r 

endemias o epidemlas y colaborar con sus conociml'entos para quc el personal nativo de los 

paises afecbdos r esuelva n sus problemas, o bien , en reeiblr en su sede gratuitamente, a un 

numuoso eontingente de visltantes que aeuden a et en el deseo de beber en Ia fuente clara 

de su sabiduria y ex:periencla. 

A una hora del "lunch" o del "coffee break" es significativo observar como al lado de1 

respectivo Jefc se agrupan, por ejemplo una competente bacter[Ologa de la India con su 

lipieo SARI, un eminente vir6logo de Belem de Para, un destacado velerinario de Guatemala 

y un medico ori'undo de la tierra de Si'tniln Bolivar. Alli , aim con las diflcuUades inherentes 

a no utili:i:ar nuestra lengua nativa , profesores y alumnos nos ldentifleamos en los pro• 

blemas de la ciencia y los que confronta. la humanidad y pensabamos con nostalgia como 

pueden existir hcrmanos que no puedan comprenderse. Asi es el N. C. D. C. centro univcr­

,al de ciencia y fraterni:dad. 

Esta versi6 n es el fruto de un entrenamien to durante tres meses en el Laboratorio de 

Bacteri'ologia Anaeriiblea de! NCDC, y aspiramos que los colegas vene:i:olanos e iberoame­

rieanos lo recibiri n seguramente con beneplacito por servi'r de guia Uill (hasta el presente 

la (anica eidstente en la especialidad), para el estudio sfs&emitieo de las bacterias anaer6bicas 

con una metodologia ad-hoc realizable con material asequible a la mayoria de Ios Labora• 

torios d e Ballteriologia. 

AspF'ran los a utores con la deseripcl6n de sus metodos y tecnicas, probadas en miles de 

oportunidades, uniformar los procedimientos empleados, no s6Jo en su pais sillo en escala 

universal, de manera que los rcsuttados obtenidos por cualquier fnvcstigador en cualquler 

parte del mundo puedan ser repetldos por quien asi Jo desee, en condiciones simllares. Esti• 

man que esto constituye un fundamento indispensable para la clarificaci6n de las clasifi­

c&ciones y n omenclaturas de tales bacterias. Los a utores saben que falta mucho por h acer , 

pcro del estudio sistematleo comparativo que ellos ban rea liza do eomparando las cepas de 

las colecciones eon las aisladas de los productos patologlcos reeibidos, Jos ha Jlevado a esta• 

b!ecer algmlOS grupos bien definidos, a concluir que algunas especies descritas como di'ferentes 

son igualcs y posiblcmente fijar cuales son las reaccJones claves para la detcrminaci6n de 

algunos gtncros y espeeies. La ta rea emprendida por los auto.res se facllitara con el empleo 

en escala universal de sus procedlmientos. 
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La amplfa bibliografia y las referencias inolufdas al final del te:s:to, nos es:onera n de er:ur­

merar a 101 bacteri6logos que ban ioslstido en la Ultima decada en la imperlosa necesldad 

de practicar rutinariamente cultivos en anacrobloais, especialmente cuando las mutstras 

provengan de los productos patologicos sig1.tlente1: pus abdominal, complicacionea pleuro­

pulmonarea e infecciones gcnitales, cuya incidencia en anaerobio1!1 alcanza cffras que llegao 

o pasan al SO'/,. 

Si 101 olinlcos y cirujanos debeo tener prcsente la impoJ'tancia actual de los anaerobios 

no e1porulado1, cuando los progresos de la cirugfa ha hecho posible la reallzaci6n de inter• 

venciones quirllrgicas radioales, cuando los antibl6ticos, cortl:coesteroides y dro gas lnmuno­

supresoraa se utilil;an cada dla con mayor frecuencia e intensidad, constUuyen una aerie 

de causaa obllgantt:s para que los Servicios de Bactcriologia ofrezcan a los medicos condi• 

ciones proplas para alslar adecuadamente miembros de la ot rora qulcscente "Flora endo· 

gena de Vefllon". 

No podriamos termlnar estas breves palabras de introducci6n a la primHa edici6n espa. 

Pola del Manual, sin manlfe1tar nuestras mas cumplida1 graclas al Doctor Pentii Kokko, 

Jefe del Programa de Laboratorlo: al Doctor P. B. Smith, Jele de la Unfdad de Relert:ncia 

Bacteriana y a Jos autores de aquil, Doctores V. R. DoweJJ y T. M. HawkJns. 

Deseam01 deJar conatancta de nuestro reconocimiento al Doctor Dowell, .Jefe del Laborato• 

rio de Anaerobloa, por sns _enseri.an211, por su sincera amistad y por todas las atenciones y 

faeilidadea que nos brlnd6 durante la permanencia en su Laboratorio. Tambieo eonsipamos 

nuestras e:s:presiones de gratitud para todos y cada uno de los mlCmbros del personal dH 

Laboratorlo de Anaer6bicos del N. C, D., quienes en todo momento y oportunidad fueron 

nuestros leale1 compaiieros. 

Si el obJeti'vo de dlvulgar estas tCcnlcas y procedi'rnientos entre los BacleriolOgos de 

Amerio& es alcanz.ado, tal logro, seri la mis grande satisfacciUn para Jos autort:s del Manual 

y su traductor. 

l08 

Jose .J. GuUetrez AUaro 

Atlanta, Abril 1.968. 
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INTRODUCCION 

La importancia clinica de las bacterias anaerobicas particularmente la 
de las clostridios toxigenicos 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 interes por los anaerobios ha aumentado en 
estos Ultimos afi.os y la metodologia anaerobica es actualmente empleada 
de rutina en la mayoria de las laboratories clinicos y de salud p\lblica. Este 
aumento de interes por los anaerobios ha ocasionado una demanda inme­
diata de microbiologos y tE!cnicos familiarizados con las procedimientos 
empleados en bacteriologia anaerobica. 

Desde el establecimiento del Laboratorio de Bacteriologia Anaerobica 
en el National Communicable Disease Center (Centro Nacional de enferme­
dades transmisibles), se ha ofrecido un curso en metodos 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 
Ios referidos cursos, siendo tambifn Util como manual de consulta en el 
Iaboratorio sabre las tecnicas anaerobicas. 

Los medias y tecnicas descritos son empleados de rutina en el Labo­
ratorio de Anaerobios del N.C.D.C. y las reacciones para los diferentes or­
ganismos presentados en las cuadros estB.n basados en datos obtenidos con 
cultivos estudiados con estos metodos. Para poder comparar los resultados 
obtenidos par diversos investigadores es necesario estudiar los cultivos en 
condiciones uniformes, par lo cual se ha hecho un esfuerzo para standar­
dizar las medias y tecnicas tanto coma ha sido posible. 

Como este manual se revisa peri6dicamente, muchas personas han 
contribuido a su texto y organizaci6n. Los autores desean expresar su par­
ticular. agradecim1ento a la Dra. Lilian V. Holdeman, anteriormente encar­
i::a da de! Laboratorio de Anaerobios del N.C.D.C. 
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II 

AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANAEROBICAS DE MATERIAL CLINICO 

A.-Las bacterias anaerobicas pueden ser aisladas y estudiadas con bas­
tante rapidez con la condici6n de tener en cuenta la riglda apl1cact6n 
de ciertos principios b3Sicos de la bacteriologia anaerobica. Cuatro de 
las mas importantes consideraciones en el cultivo de las bacterias 
anaerobicas son: 

1.-Cultivar el material clinico inmediatamente despues de su reco-
lecci6n. 

2.-Utllizacl6n de medlos frescos. 

3.-Suministt-o de las condiciones anaerobicas adecuadas. 

4.-Subcultivo de las colonias aisladas inmedlatamente despues de ha-
ber sido retiradas de la anaerobiosis. 

Es imperatlvo cultlvar el material clinico inmediatamente despues 
de su recolecci6n, porque algunos anaerobios son bastante sensi­
bles al oxigeno y mueren r.ipidamente en un ambiente aerobico. 
En lo posible los lfquidos aspirados son preferibles a Jos hJsopados. 
Nunca permtta que el material de los hisopados se seque. Si no es 
posible hacer el cultivo inmediatamente, el material debe ser colo­
cado en un media que contenga un agente reductor coma: ctsteina 
6 thiogltcolato, y conservarlos a temperatura ambiente por un Iapso 
no mayor de 2 horas. 

8 .- Prepare y colaree frates directos de cada muestra. 

IlO 

Mediante una coloraci6n de Gram podemas conocer la cantidad y tl­
pos de organism.as presentes en la muestra. Puede ser Utn tamblfn 
exam1nar preparaclones en fresco y extendldos tefiidas para germenes 
Acido reslstentes y par colarante de Glemsa. Utllice pipetas capllares 
para hacer las extendidos de las muestras liquldas o emplee directa­
mente los htsopos. 

Examine y anote: 

1.-Reacc16n al Oram, tamafio, forma y mimero relativa de las orga­
nlsmos presentes. 

2.-La presencla de esporas, su forma y poslc16n en la bacteria. 

3.-Cualquier atra caracteristica morfal6glca coma: ramtflcaclones, 
pseudoramtficaciones, formaci6n de cadenas, filamentos, cuerpos 
esf8rlcos, 6 formas granulares minutas. 
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C,-Inocule medias para el aislamiento primario • tan pronto como reciba 
las m uestras: 

Medios liquidos: 

Use pipetas capilares para inocular los medios liquidos o semis6Udos, 
sembrando en el fondo del tuba 1 6 2 gotas del in6culo. Coloque una 
gota en cada placa y extienda para obtener colonias separadas. 

Tejidos u otras muestras sOlidas: 

Agregue suficiente cantidad de caldo thiogJicolato para. emulsionar la 
muestra y . tanta arena esteru como sea necesaria. 

Triture en un mortero. Tratela coma una muestra liquida 

Hisopos: 

Coloque el hisopo directamente en el media liquido y utilice otro hisopo 
para sembrar las placas. Si es necesario una suspensi6n para inocula­
ci6n, puede prepararla agitando suficientemente el hlsopo en 2 ml. 
aproximadamente de caldo thioglicolato. 

!.-Caliente todos las medias liquidos y semis61idos en bafto de maria 
hirviento por 10 minutos y enfrielos en agua antes de sembrarlos. 

2.-Inocule un tuba de caldo thioglicolato y otro de caldo carne glu­
cosado (para enrlqueclmiento) y -3 placas de agar sangre. Despues 
de enfriado el caldo thioglicolato agregue 0.5 ml de suero estern 
de conejo. 

a.-Si se sospecha la presencia de clostridios inocule una placa de 
amarillo de huevo agar (EYA). 

b.-Si se sopecha la existencia de una infecci6n mixta, inocule 
placas con medias selectivos coma: 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 las cultivos a 35-37,. C., en la forma siguiente: 

a.-Incube las medias: caldo carne glucosado y thioglicolato en 
jarra anaer6bica par 24 a 48 horas. 

b.-Incube una placa de agar sangre en atm6sfera de CO2 (vela) 
y otra en aerobiosis. 

c.-Incube una placa de agar sangre, otra de EYA y las placas de 
los medias 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 

• Para el aislamiento de Bacteroides melaninogenicus afiada 5.0 mg. de hemina y 0.5 mg. 
de menadiona (esterilizada por filtrac!6nl a cada litro de media de aislamienta. 
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provistas de discos absorbent.es. Muchas clostridios tienen ten­
dencla a extenderse (swarming) en placas con exceso de hu­
medad. 

D.-Despues de 24 horas de incubaci6n examine las cultivos de enrtqueci­
m.iento, si no hay crecimlento aparente, reincube las medias. Si el 
crecimiento es aparente: 

1.-De los medias calda carne glucasado y caldo thioglicolato haga 
sendas preparaciones y coloree con Gram. 

2.--Con una pipeta capilar tome una muestra del fondo del tuba de 
cultivo y haga subcultlvas: 

a .-Inocule 3 placas de agar sangre par cada caldo thiagllcolato o 
caldo came glucosado. 

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

(2) Si hay infecci6n mlxta inocule placas con medias selectivos. 

b.-Incube las placas en anaerobiosis y aerobiosis coma se describi6 
en la secci6n C-3. 

3.- Reincube las medios de enrlquecimiento si las organismos abserva­
dos en las trotes dlrectos no han crecido en las cultivos. 

E.-Despue3 de la incubac16n: 

"' 

!.-Examine las placas aerobicas, anaerobicas y las de CO2 con lupa o 
microscoplo de disecci6n. 

a.-Observe y anote las modiflcaciones en agar sangre, EYA, asi 
coma tambien tamaiio y forma de las colonias. 

(1) Haga preparacianes para la comparaci6n de las colantas de 
diferentes placas y tiftalas par Gram. Anote la forma y localiza­
ci6n de las esporas si las hay. 

(2) Las colanias en EYA pueden ser utilizadas para investtgar 
las catalasas, hacienda una suspensi6n de una colonia en unas 
gotas de suera salino esteru en un porta-objetos y agregll.ndoles 
una gota de (H 20 2 ) al 3% . No utilice colonias de las placas de 
agar sangre para la prueba de las catalasas. 

b.-Determine el nU.mero de tipos de colonias diferentes en las 
placas de anaerobiosis. 

(1) Par cada calania a transferir, caliente previamente un tubo 
de caldo carne glucosado y un tuba de thioglicolato en agua 
hirviente par 10 ·minutes. 

(2) Utilizando un alambre de platina con un asa pequeiia o una 
pipeta Pasteur sellada de 22.5 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 adema.s 
de clostridios afiada 0.5 ml de suero estfril 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 las anaerobios no esporulados. 

c.-Incute las medias de caldo carne glucosado y caldo thioglicolato 
en anaerobiosis par 24-48 horas. 

2.-AsegUrese de tener una colonia de cada tlpo morfol6gico observado 
en el frote original. Si fuera necesario, resiembre las placas para 
obtener colonias aisladas. 

F.-Examine las placas inoculadas con los medias de enriquecimiento des­
pues del periodo de incubaci6n. Haga subcultlvo en caldo came glu­
cosado y thioglicolato, de cualquier tipo de colonia no aislada de las 
placas directas. 

G.-Examine los medias de caldo carne glucosado y thioglicolato inoculados 
con una colonia. Inocule Ios medias diferenciales a partir de los culti­
vos puros de los organismos anaerobicos. 

Ill 

DETERMINACION DE LAS CARACTERISTIC,\S DE CULTIVO 
Y PROPIEDADES BIOQUIMICi\S 

A.-La identificaci6n de las bacterias anaerobicas ajsladas en cultivos pu­
ros comprende la detenninaci6n de la morfologia celular, caracteristi­
cas de las colonias en agar sangre y su comportamiento en una serle 
de pruebas bioquimicas. 

Ademras, 1os clostridios son ensayados para determinar su toxinogCnesis 
y cuando es precise, la toxina es ldentiflcada por pruebas de neutrali­
zaci6n. 

B.-Coloraci6n de Gram de Ios 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 localizaci6n. 

C.-Inocule los medias diferenciales. 

1.-Juego basico de medias diferenciales: 

caldo carne, caldo base de fermentaci6n, glucosa, manitol, lactosa, 
sacarosa, maltosa, salicina, glicerol, almid6n, xilosa, arabinosa, 
thiogel, Ieche-hierro, indol-nitrito (para indol) , indol-nitrito (para 
nitrites), media para ~$, urea, motilidad, esculina, triple azUcar 
hierro agar cTsr, agar infusi6n en bisel y caldo thiogUcolato. 

A este juego b!lsico de medics de cultivo cuando se estudian bacilos 
Gram positives esporulados se afiade: caldo carne glucosado y 
suero de LOeffler. 
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2.-Caliente tados los medios, con excepci6n de los tubos inclinados 
y el suero de Loeffler. en agua hirviente por 10 minutos. Enfrielos 
en agua co1riente. 

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 in6culo por arrtba de Ia linea de punc16n 
en el momento de introducir la pipeta. Asegtirese de expu.Isar todo 
el aire de Ia pipeta antes de introducirla en el medio. Una pipeta 
puede ser utilizada para sembrar varios medios diferentes. 

4.-Siernbre por punc16n el m,edio de LOeffler con una o dos gotas del 
in6culo. 

5.-Siembre los tubos inclinados con una gota que se coloca en el 
vE!rtice del bisel. Cerci6rese que la gota se deslice por la superficie 
del blsel y no par las hordes. Inocule las medias de esculina, colo­
cando una gota en la superficie y hacienda luego la punci6n en 
profundldad. 

6.-Inocule en filtlmo lugar el media leche hierro. 
7.-Coloque un papel indicador de acetate de plomo par encima del 

blsel del TSI. 
S.-Incluya un tubo no inoculado de thiogel en sus pruebas diarias coma 

testigo para la investigaci6n de la liquefacci6n de la gelatina. 
9.-Incube los tubos inclinados en la jarra anaer6blca y las 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 tambifn una placa de EY A. In cube una placa de 
agar sangre en aerobiosis, otra placa de agar sangre debe incubarse 
en atmosfera de CO2 (vela). Incute 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. 

ll4 

!.-Examine las placas en aerobiosls para determlnar la tolerancia 
al oxigeno del organismo en estudio. 

2.-Examine la placa de EYA para investigar la producci6n de leclti~ 
nasa, lipasa y enzimas proteoliticas. 

3.-Examine las placas de agar sangre en anaerobiosls para la pro­
duccl6n de hem6llsis y caracteristica de las colonias. 
Las caracteristtcas de las colonias de las culttvos puros son muy 
Utiles en la identificaci6n de las bacterias anaerobicas si son des­
critas con precisi6n. Una buena lupa de mano o un microscopio 
de disecci6n son de gran valor para la inspecci6n de las colonias. F.s 
Util seguir un procedimiento standard para examen y descripci6n 
de las colonias, de manera que las caracteristicas de los diferentes 
cultivos puedan ser comparadas y la descripci6n de una colonia pueda 
ser interpretada por otros observadores. A continuaci6n enumera­
mos las caracteristicas de las colonias que deben ser observadas y 
algunos de las tE!rminos mas usuales que ayudan en la descripciOn 
de las colonias de las bacterias. 
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CU ADRO N°. 

Caracteristicas y descripciOn de las colonias. 

Medio . Edad del cultivo 

Superficie (brillante, mate, otras) 
Densidad {opaca traslUcida, otras) 

. Temper atura .. .C 

Consistencla (butirosa, vlscoide, membranosa, quebradiza, otras) .. 

FORMA : 

D puntiforme , " irregular .. 
circul ar 0 rizoide ~~ 

>; 

~'ffl;I, 
filamentosa :I; "' fus i forme ~ "?t*~rt 

ELEVACION : 

plana pulvinada .Ll. 
elevada ~ umbonada ~ 

convexa c:-----, umbilicada CV"\ 
BORDES: Q continuo ~ eros i onado 

• ondul ado D f ilamentoso 

l obulado Lj i,izado ~ 
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F.-Lectura de los medics diferenciales. 

118 

1.-Las pruebas bioquimicas son incubadas de rutina hasta por 7 dias 
despues de su inoculaci6n. Los tubos son inspeccionados diariamen­
te y los resultados anotados el lro., 2do., y al final del periodo 
de 1ncubaci6n. Todas las pruebas de los organismos exigentes o de 
crecimiento lento (fastidious), pueden ser incubados hasta por tres 
semanas. Otras excepciones a la rutina son las siguientes: 

a.-Las reacciones para indol y nitrites son realizadas 24 horas 
despues que se ha obtenido un crecimiento suficiente en el 
media indol-nitrito. Esto sucede generalmente despues de 48 
horas de haber sembrado los medics. Ademas la base de fer­
mentaci6n (control) puede ser probada para el indol despufs que 
la lectura final de las pruebas bioquimicas de fermentaci6n han 
sido realizadas. 

b.-Las pruebas para Ia investigaci6n de las catalasas en medic 
de agar infusi6n y la lectura de los medics TSI y esculina se 
practican generalmente a las 48 horas de su inoculaci6n y los 
tubos se descartan. 

c.-Los medics de thiogel y suero de L0effler son incubados hasta 
por 1 mes, antes de • reportar la liquefacc16n negativa. 

d.-Ocasionalmente puede ser dificil determlnar la motilidad de 
un organismo en media semis61ido debido a la producci6n de 
gas. En este caso la movilidad puede ser comprobada por el 
examen microsc6pico de preparaciones en fresco, de cultivos 
j6venes (6 a 18 horas) en caldo con bajo contenido en carbo­
hidratos, como caldo carne por ejemplo. 

e.-Las pruebas para la producci6n de toxinas en caldo carne glu­
cosado se hacen generalmente en cultivos de 24 horas. Para 
excepclones y metodos de prueba, consulte la secci6n: "Com­
probaci6n de la toxigenictdad de los clostridios, pruebas de 
neutralizaci6n de las toxinas y pruebas de patogenicidad". 
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!.-ANOTACION DE LOS RESULTADOS 

MEDIO 

a.-Caldo carne 

OBJETO 

proteolisis 

La digesti6n generalmente 
no aparece sino despues de 
varios dias 

b.-Caldo base pa- Control de Ios medias de 
ra fermenta- fermentaci6n 
ci6n 

c.-Medios de fer­
mentac16n 

d.-Thiogel 

t.-Leche hlerro 

UtilizaciOn de Ios carbohi­
dratos 

Liquefacci6n de la gelatina 
Coloque las cultivos y un 
control en un vaso de pre­
cipi_tado con agua. L10velos 
a la refrigeradora. Com­
pruebe la liquefacci6n tan 
pronto se solidifique el con­
trol. 

Proteolisis 

tJtilice placas de titulaci6n 
en gotas para comprobar la 
acidez. 

ANOTACION 

1 + B: Ligeramente negro 
en los hordes de 
pocas particulas 

2 + B: Negro en la peri­
feria de la mayorla 
de las particulas 

+ B: La ½ de la carne 
ennegrecida 

4 + B: Toda la carne ne-
gra 

H: Como hollin 

D: Digerida 

G: Gas 

o: Gas 
RI: Reducci6n del in-

dicador' 

A: Acido 

-: Negativ·o 
bio) 

( ): Gas 

(sin cam-

RI: Reducci6n del in-
dicador' 

-: No liquefacci6n 

P: Llquefacci6n parcial 

C: Llquefacci6n completa 

A: Aclda 
C: Coagulo 
G: Gas 
D: Digest16n 
N: Negro 
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MEDIO 

f.-Indol-nitrlto 

g,-Indol nitrite 

h.-H,S 

!.-Urea 

j.-Medio 
dad 

movili-

k.-Esculina 

!.-Triple azUcar 
hierro agar 
(TS!) 
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OBJETO 

ProducciOn de indol2 

Extraiga vertiendo 1 gotero 
Ueno de xilol. Afiada 1 go­
tero Ueno de Reactive de 
Ehrlich 

R-educciOn de los nitratos3 

Afiada 1 gotero cornpleto de 
sol.A. y ½ de sol.B. Si no 
hay color agregue polvo de 
zinc. 

ProducciOn de H2S 

revelable con papel de ace­
tato de plomo, 

ProducciOn de ureasa 

Si el indicador de rojo fenol 
es reducido, afiada 1 gota 
de sol de rojo fenol al 1 % 
el ultimo dia de incubaei6n. 

Movilidad 

BidrGlisis de la esculina 

ANOTACION 

+: Rojo con Ehrlich 

- : No Rojo con Ehr­
lich 

+ : Rojo con A + B 
-: No Rojo con Zinc 

(puede ser lento) 
+ 

NO2 : Incoloro con Zinc 

- : No ennegrece 
tr: trazas Uig. negro) 
+: Negro 

+: Rojo oscuro 

- : Incoloro 

RI: Reducci6n del ln-
dicador1 

+ : M6vil 
Inm6vil 

+ : Pardo roJizo 

y producci6n de Hp. La es- H2S: Negro 
cullna hidrolizada no fluo-
resce con la Juz de Wood. -: Sin eambio (negati-

vo) 

pH,Gas bisel A: acido B: Basico 
taco O: Oas N: neutro 

H,S papel tr: a 4 + 
taco tr: a 4 + 
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MEDIO OBJETO 

Catalasa 

m.-tubo inclinado Agregue 1 ml de H20 2 al 3 % 
de infusi6n al crecimiento del bisel. La 
agar 

n.-Thioglicolato 

o.-caldo carne 
glucosado 

producci6n de gas indica la 
presencia de catalasa. 

Medio de transporte y ca­
racteristicas de crecimiento. 

ComprobaciOn de toxinas 
solamente en Clostridios. 

LiquefacciOn del suero so­
lamente en clostridios. 

P·if~:;o de Loe- La digesti6n no se observa 
generalmente sino a partir 
del 59. dia. 

ANOTACION 

-. No hay producci6n 
de gas 

tr: Escasas burbujas 

1+: Pocas burbujas tar­
dias 

2 +: NU.mere considerable 
de burbujas tardias 

3 + : Muchas burbuj as de 
aparici6n inmediata 

4+: Burbujas hasta la 
parte superior del 
tuba 

G: Gas 

Describa crecimiento y 
olor 

D: Digesti6n 

1.-Algunos clostridios pueden reducir el indicador. Si esto ocurre prepare 
una soluci6n diluida de azul de bromotimol (ABT), utilizando 2 a 3 
gotas de la soluci6n acuosa al 1 % de ABT por 30 ml de agua y conser­
vela en un frasco gotero de 30 ml. Coloque gotas de Ia soluci6n diluida 
en las excavaciones de las placas de titulaci6n. 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 Ia reacci6n 
llcida (amarilla) o negativa (azuO. 

t-La prueba para la producci6n de indol es un simple acoplamiento de un 
grupo aromatico (indol) a otro (para dimetil-aminobenzaldehido) que 
dan un producto coloreado. El in<lol es generalmente formado por trip­
tofano par la acci6n de una enzima: la triptofanasa. 
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Triptofanasa 
Triptofan,o----------➔ indol 

Indal + p-dimetilamino-benzaldehidto---------- compuesto 

quinoidal 
rojo violeta 

(Reactivo de Ehrlich) condensaci6n y reorde­
namiento de las enlaces 

+ 

Trlptcfanc indol lteactS.vo de EhrUch Compueato qui­
noidal rojo 
Violeta , 

3.-Algunas bacterias reducen las nitratos (N03) a nitritos (N02); otras 
reducen nitrltos hasta otros productos (N20, NH20H. NH3). 

En la prueba de las nitratos la soluci6n A (3.cido sulfanilico) y la so­
luci6n B (dimetil-alfa-naftilamina) son utilizadas para indicar la pre­
sencia de nitrites (N02 + A + B === color rojo). 

Tres tipos de reacct6n pueden observarse: 

Nitratasa 
NO3 ~ NO2 : Aiiadiendo reactivos Ay B: color rojo + Las tac-

<reducc16n terias re-
bacteriana) ducen las nitratos 

zinc 
NO3 _____,, NO2: afi.adiendo reactivos A y B: color rojo: - Las bac-

N03 

120 

(no hay reduc- terias no 
ci6n bacteriana) reducen las nitrates 

nitratos Dehidrogenasa otros productos finales; si se 
-----+ NO, ------- aftade reactivos A, B y Zinc, 

(reducci6n (reducci6n bac- no se desarrolla color= 
bacteriana) teriana) NO2+, bacterias reducen N02 

Se adiciona glucosa al media coma dador de hidr6geno, 

En las medias que contienen agar, Ia reducci6n de los nitratos por 
el polvo de zinc generalmente se verifica lentamente, algunas ve­
ces requiere 15 minutos o mas. Cualquier desarrollo de color rojo 
despues que se afiade el polvo de ztnc es suficiente para 1nd1car 
que el "cultivo" es nitrato negative; o sea que el zinc redujo el 
nitrato del medio. 
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IV 

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

PRUEBAS DE PATOGENICIDAD 

A.-Pruebas para las toxinas de los clostridios. 

1.-Todos las cultivos de los Clostridios son probados de rutina para 
la investigaci6n de la producci6n de toxinas. Aunque las condicio­
nes para la elaboraci6n de toxinas varia con cada especie, las to­
xinas de las clostridios son generalmente reveladas en cultivos en 
caldo carne glucosado incubados par 18 horas a 35-37° centigrades. 

Si se sospecha la presencia de C. novyi A, debe emplearse media 
de caldo carne sin dextrosa (4), (5). Los cultivos con probabilidad 
de ser C. botulinum o C. sporogenes deben cultivarse en media de 
carne-dextrosa-almid6n e incubarse a 30°C (vea p3.ginas relativas 
al examen de alimentos para C. botulinum y sus toxinas). (6). 

Debe tenerse en cuenta la edad de los cultivos. Algunos clostridios, 
ccmo por ejemplo:C. perfringens, C. histolyticum y C. hemolitycum 
son mas t6xicos en cultivos j6venes y otros como par ejemplo: 

C. botulinum, C. novyi y C. tetani, presentan su m3.ximo de toxicidad 
despues de varios dias de incubaci6n. (4, 5). 

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

a.-Con pipeta transfiera 3.0 ml del sobrenadante del cultivo a 
un tuba de centrifuga pl3.stico de 12 ml. 

b.-Centrifugelo a 1.0.000 RPM por 10 minutos. Decante el liquido 
. - sobrenadante en un tuba limpio. 

c.-Llene una inyectadora de 1.0 ml. con 8.8 ml del cultivo cen­
trifugado e inocule 2 ratones de 15 a 20 gramos de peso par via 
intra-peritoneal con 0.4 ml cada uno. 

d.-Observe los ratones hasta par 3 dias. Los cultivos de clostridios 
t6xicos generalmente matan al rat6n dentro de las 24 horas 
siguientes a la inoculaci6n. 

e.-La posibilidad de necesitar pruebas futuras de toxinogenia 
empleando medias especiales, condiciones de cultivo o procedi­
mientos de inoculaci6n, dependera del resultado total de las 
cultivos, pruebas bioquimli.cas y las de toxicidad de rutina. 
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B.-Identificaci6n de toxinas especificas de los clostridios. 

1.-Cuando se ha comprobado que el liquido de cultivo de un clostridio 
es t6xico para el rat6n es a menudo Util en la identificaci6n del 
organismo reallzar pruebas de protecci6n en el animal utilizando 
sueros inmuno-especificos. La neutralizact6n de un liquido t6xico 
es generalmente realizada mezclando 1.2 Itll de cultivo liquido cen­
trifugado con 0.3 ml de antitoxina especifica, dejando permanecer 
la muestra par 30 minutos a 37°C y luego inoculando 2 ratones, cada 
uno con 0,5 ml del material par via I. P. 

2.-Los anttsueros para Clostridios que se consiguen en el comercio 
son las siguientes: 

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

C. novyi tlpos A y B. 

C. cbauvoei 

C. tetanl 

C. botulinum tlpos A, B, c. D, E y F. 

c ,----1Pruebas de patogenlcidad. 
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1.- La determinaci6n de las propiedades pat6genas de una bacteria 
anaerobica es bastante Util en la evaluaci6n del papel que un or­
ganismo pueda jugar en un proceso patol6gico. El tipo de animal 
de laboratorio empleado y las condiciones requeridas para la 
demostraci6n de Ia 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 par via I. M,. en el muslo con 
0.5 ml de una mezcla que contenga partes iguales de un cultivo en 
caldo carne dextrosa de 18 horas y soluci6n de cloruro de calcio 
al 10%. 

3.-La acci6n pat6gena de los cultivos de las Clostridios en las cobayos 
despues de una inyecci6n es muy vartada y puede ocasionar: 

1.--edema hemorrAgico o gelatinoso, 2.-bolsa de gas en el tejido 
infectado, 3.-necrosis, 4.-digest16n del tejido muscular, 5.-muer­
te r:ipida por intoxicac16n con pocos cambios patol6gicos visibles, 
6.- par:ilisis y/o espasmos musculares t6xicos (4, 5). Los cambios 
patol6gicos generalmente aparecen dentro de un periodo de 4 a 5 
dias, sin embatgo, las cobayos deben ser m.antenidos en observaci6n 
por un periodo de dos semanas antes que las cultivos sean reporta~ 
tados coma no pat6genos. 
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V 

TIPAJE DE LA TOXINA DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 

A.-La mayoria de las infeeciones humanas o intoxicaciones par 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 
las otros tipos producen al menos una toxina Ietal mayor adem:is 
de la toxina alfa. La diferenciaci6n de las tipos esta en Ia revelac16n 
y neutralizaci6n de las toXinas en las centrlfugados de las cultivos en 
medias liquldos. Las pruebas de toxlcidad y seroneutrallzacl6n para 
tlpificaci6n son realizadas en ratones. 

Los tipos de C. perfringens se caracterlzan par la producci6n de una 
o mas de las toxlnas letales siguientes 

Tipo 

Tipo 

A B C D E 

Las toxinas epsilon-iota son actlvadas par la -tripstna. (7). 

Las taxinas alfa y beta son inactlvadas par Ia tripsina. 
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B.-Preparaci6n del centrifugado de cultivos liquidos (CCL). 

1.-Utilice cultivos de caldo came almld6n de 6 a 16 horas (no mas 
viejos). 

2.-Centrifuge los cultivos liquidos en tubos de centrifuga de polieti­
Jeno a 10.000 RPM (preferiblemente a baja temperatura) par 10 
minutos. 

3.-Vierta el CCL en tubas de 15 x 125 mm. 

4.-Para la tripsinizaci6n rnezcle una parte de soluci6n de tripsina al 
1 % y 9 partes de CCL en tubas de 15 x 125 mm e tncube la mezcla 
por 30 minutos en bafi.o maria a 37°C. 

C.-Determfnaci6n de la toxicidad 

1.-Inocule ratones con 0.5 ml cada uno par via I. P. con CCL no 
tratado. 

2.-Inocule 2 ratones con 0.5 ml Cada uno par via I. P. con CCL trip­
sinizado. 

3.-0bserve las ratones por 48 horas. Las cepas del tipo A generalmen­
te matan al rat6n dentro de las 18 horas despues de Ia inoculaci6n. 

D.-Pruebas de sero-neutralizacl6n. 
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1.-Cuando trabaje con germenes t6xicos aislados de material humane 
el procedimiento de rutina para la neutralizaci6n consiste en pro­
tar con el antisuero tipo A y un control con suero normal de conejo 
(SNC). Esta prueba lncluye los tubos I , 2, 5 y 6 de la tabla N• II. 
Si las ratones inoculados con ambas muestras tripsinizadas y no 
tripsinizadas neutrallzadas con antisuero A no mueren, el cultivo 
es reportado coma no pereteneciente al grupo A. 

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

2.-En un tubo de 12 x 75 mm mezcle 1.2 de CCL o CCL trlpslniza­
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 N9 II. 

3.-Incube la muestra CCL-antlsuero por 30 minutes en bafio de agua 
a 37°C e inocule 2 ratone·s por via IP con cada muestra. 
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Tub•• 

f'RUERAS DE NEtlTRALlZACION DE TOXINAS DEL C. PERFRINGENS EN 

RA.TONES UTIUZANDO SOBRENADANTES DE CULTIVOS CENTRIFUGADOS 

Mucla lnyectada 

CCL NO TRATADO + SUERO NORMAL DE CONEJO 

CCL NO TRATADO + ANTI A (anti alpha) 

CCL NO TRATADO + Ant C (anti alpha + anti beta) 

CCL NO TRATAOO + Al.TI B (anti alpha antip + anti,) -

CCL Trlpslnludo + SUERO NORMAL DE CONEJO 

CCL Trlpslnludo + ANTI (anti alpha) 

CCL Trlps!nludo + ANTI D (anti alpha + antl•epsllon) 

CCL Trlp,Jniiado + ANTI B anU.,. + antip + antl,J 

CCL Trtp,inludo + ANTI E (anti alpha + anti Iota) 

Toxlna !dentlflcada 

• Generalmente negat!va, la toxlna eps!lon se encuentra en 
lorma de protlxina 

•• Oeneralmente negat1va, la toxlna beta es destrulda por la 
tt•Jpslna. 

Lctalldad para t i rat0n CGn 
C. perfrlngens tlpo 

+ + 
+ 

+ ... _ + + 

+ ··- + 

+ 



VI 

AGLUTINACION DEL CORYNEBACTERIUM ACNES 

A.-El antigeno para la prueba se prepara con cultivos de 48 horas en tu­
bas inclinados de coraz6n-infusi6n-dextrosa-agar. 

1.-Suspenda el crecimiento de cada tuba inclinado en 1.0 ml de 
soluci6n salina al 0.85% formolizada al 0.4%. 

2.-Con una pipeta capilar que tenga enrollada en su punta una fina 
capa de algod6n no absorbente, filtre Ia suspensi6n al traves del 
algod6n m;ientras llena la pipeta. Coloque la suspensi6n filtrada 
en tubas 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 N9. 605 NCDC) y con suero normal de conejo en cada investigaci6n 
que se haga. 

C.-Prueba de aglutinaci6n en 18.mina. 

1.-Con 18.piz graso, marque la 13.lllina de modo que quede dividtda en 
tres partes iguales. 

2.-Coloque una (I) gota de cada suero diferente cerca del borde distaJ 
de un 8.rea. Agregue una (I) gota de antigeno en cada 3.rea y cerca 
del borde pr6ximo al operador. Mezcle los reactivos inclinando 
la lamina. 

3.-Anote Ios resultados asi: 

Negativo: No hay aglutinaci6n 

+ 25 % de organismos aglutinados 

+ 50 % " 

3 + 75 % " 

4 + : 100 % " 

NOTA: La mayoria de las cepas de C. acnes son aglutinadas fuertemente 
por uno o ambos antlsueros especificos. Ademas otros Corynebac­
terium (Propionibacterium) anaerobicos intimamente relaciona­
dos tambien pueden ser aglutinados. 
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CUADRO Ill 

LLAVE DlCOTa-1:lCA PARA LA lDENTlFlCACION DE LOS CLOSTRIDlOS 

ENCONTRADOS CON MAYOR FRECUENCIA 

• ;l ltii 

~ . . 1 
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" ~ ~ 1l u > • ! C, • 0 " .., ~ er, X: 01 < .., "' 
A A A + 

ST 

- A + 
- A + + - A T 

ST 

D + 

A + 
r 

ST 

+ + 

. . 
t 
:, 

+ 

ESPECIES 

sp~no~ckt6 
te-rt~u.-.n. 
but.yncu.tt-.. 

L"t\TIOC.U.U.Tt\ 

SPhe'"'o'-cles 
car...., \.$ 
para pu.trificu"'l 
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las senti1nientos son nnduos ... 
Un clia llcga la comprcns iOn. Ent onces el cariiio. Asi se c rea la cil.lida rclaci6n 
entre la niila y su hermani to. 

Como guardifln de la snlud ramilinr, cl ml?dico t icne un intei-es pe rsona l en el 
biencs tar de ambos. l\l ead J ohnson comparte con f l es l e intci-Cs. 

En prflcticamente todos los aspectos de la nut riciOn pcdiatrica, el nombrc de 
Jl•l cad Johnson :--e ha hecho sin6nimo de fo r mulas icl0 11 eas de alta ca l idad. 
I-Jay un producto l\l end Johnson pr[1cticamentc para todas las neccs id:idcs 

nutritirn :-- . E:-.t o incluyc fOrmu las lilcteas para ni,ios alt!rgicos y para los que 

neces itan ,dimentaci6n tc r ;1pl?u t ica. Para j6ve ncs de tod:1s la s edades hay 
ce rc,iles. vitaminas. prcparados vitaminico-minc ra les, y hematinicos, i\lcad 
John.<.o n. 

El vc rd:1de ro pres tig io solo se akanza por los mcrccimientos de largos rii'tos 
de expcricncia y accptaci6n. E: . ..; es ta clase de accptaci6n durndcra que 
caractcriza la linea !\lead John :-011 de productos pediittricos . 

,,_. 



USTAGEN' 
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CUADRO V 

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE UN GRUPO REPRESENTATIVO 
DE BACILOS ANAEROBICOS NO ESPORULADOS 

ESPECIES GRAM 

+ 
C. acnes 

8. fragilis 

e. variabilis 

B. terebrans 

9. melaninogenicus 

S. necrophorus 

r. fusiforme 

r. girans 

MORFOLOGIA 

CELULAR 

Bacilos pleom6rficos, pe­
quefios, granos en rosa­
rio, formas en porra 
(thioglicolato, AS) 

Bacilos regulares con ex­
tremes romos, pueden ser 
pleom6rficos (AS), usual­
mente vacuolados (thio­
glicolato). 

Bacilos pequefios con ex­
tremes romos (AS) va­
cuolados ;(thiogltcolato)·. 

Bacilos pequefios con ex­
tremes r omos (AS), del­
gados con extremes ro­
mos, usualmente fila­
mentosos, algunos en ca­
dena (thioglicolato). 

Formas cocoides (AS) 
bacllos pleomorficos, va­
cuolados, degenerados 
(thioglicolato). 

COLONIAL 

Gotas de rocio, blancas 
convexas, borde continua, 
opacas, lustrosas 

Moteadas, circulates, hor­
de continuo, lustrosas. 

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

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

Colonias negras en AS des­
puCs de 4 a 5 dias de 1ncu­
bac16n. 

Bacilos pleom6rficos con 
extrem::,s romos, esferu- Umbonadas, opacas con pe­
las y cuerpos circulares riferia translucida, circula-
(AS y thioglicolato). res. 

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

Circulares, horde continua, 
Iustrosas, ligeram.ente con­
vexas, translucidas, a me­
nudo con tinte verdoso, 
moteadas. 

Husos pequefios o media- Paco convexas, ligeramen­
nos, generalmente en pa- te irregulS:res, moteadas, 
res (AS thioglicolato). opacas. 
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VIII 

EXAMEN DE LOS ALIMENTOS PARA INVESTIGACION DE C. BOTULINUI\I 
y DEMOSTRACION DE LAS TOXINAS BOTULINICAS EN ALIMENTos 

Y SUERO SANGUINEO. 

A.-Seis tipos toxigenicos de C. hotulinum 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 par las tipos A, B, E y F. 

Los tipos C y D son generalmente las causantes de brotes de botu­
lismo en p:ijaros y otros animales (4, 5, 6). El media mas efectivo para 
el diagn6stico de botulismo en el laboratorio es la identificaci6n de Ia 
toxina especifica en el suero sanguineo del paciente (15). Un diagn6s­
tico de laboratorio indirect□ puede ser realizado par la demostraci6n de 
la presencia de toxinas en las extractos de alim:entos incriminados 
coma causa de la intoxicaci6n. Tambien es Util aislar el agente causal 
de muestras de alimentos y confirmar el tipo por pruebas de neu­
tralizaci6n en el rat6n. 

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. L:is productos asi clarificados, son inoculados al rat6n y si se re­
vela la presencia de alguna toxina, esta es especificamente identifica­
da por neutralizaci6n con antitox.ina tipo especifico. La toxicidad de 
las toxlnas de C. botulinum tipo E y de cepas no proteoliticas de ~­
botulinum B y F pueden ser considerablemente aumentadas por la 
adici6n de tripsina, 06, 17). Por esta raz6n la demostraci6n de la 
toxina y la neutralizaci6n en el rat6n 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.-Preparaci6n del extracto de alimento. 
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1.- Anote toda informaci6n que identifique la muestra de alimento. 

2.-Si se trata de alimentos enlatados, limpie bien la tapa con alcohol 
al 70 % . Antes de abrirla y con el fin de evitar los aerosol es, coloque 
Ia lata en una bolsa de pl3.stico adecuada al tamafio del envase. 

3.- Anote las condiciones del alimento (gaseoso, oscuro, pUtrido, etc.). 

4.-Triture el alimento en un mortero frio, estern (prepesado). 

a.-Coloque el alimento en el mortero, peselo y anote la cantidad 
de alimento utilizado. Si se dispone de suficiente material, 50 
gramos es una cantidad adecuada para Ia investigaci6n. 

b.-Aguegue 1 6 2 gramos de arena esterll. 
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c.-Afiada una pequefia cantidad (5 ml) del diluyente de gelatina 
previam,ent-e enfriado y triture con mazo esteril para obtener 
una suspensi6n homogenea. En algunos casos, cuando el ali­
mento esta extremadamente seco, puede ser necesario agregar 
diluyente-gelatina adicional de manera de poder triturar la 
muestra. 

d.-Despues de Ia trituraci6n, agregue diluyente suficiente para 
alcanzar un volumen de diluyente igual a las gramos de ali­
mento empleado (V /P). 

5.-Haga un frote y tifialo con Gram. Anote: tamafio de los bacilos, 
nU.mero aproximado y tipo de organismos existentes, presencia y 
localizaci6n de esporas. 

c.~ Cultivo de una muestra de alimento. 

1.- Trataffiliento 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 
suspensi6n de alimento en un tuba esteril 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 hara, mezclando con intervalos de 
15 minutos aproximadamente. El tratamiento par el alcohol 
mata las bacterias pero las esporas permanecen viables. (6). 

2.-Caliente 5 tubas de caldo carne-dextrosa-almid6n en agua hir­
viente por 10 minutes. Transfiera 3 tubas a un bafio de agua a 
70°C. y enfrie los 2 tubas restantes en agua corriente. 

3.-Inocule uno de los dos tubas enfriados de caldo-carne-dextrosa­
almid6n con suspensi6n de alimento no tratado y el segundo con 
Ia suspensi6n tratada por el alcohol. Con una pipeta capilar inocu­
le el fondo del tuba con 0.5 a 1.0 ml. Evite la 1ntroducci6n de bur­
bujas de aire en el media durante la siembra. 

4.-Despues de equilibrar la temperatura, inocule los 3 tubas de caldo­
carne-dextrosa-almid6n en bafio de agua a 70° C. Anote el tiem­
po de inmersi6n; a los 10 minutes traslade un tuba a agua fria, 
los 2 restantes nevelos a bafio de agua a 80° C par 10 minutes, 
antes de enfriar. Despues de 10 minutos a 80° C, enfrie un tubo y 
coloque el tuba restante en agua hirviente par 10 minutos adicio­
nales antes de enfriar. 

5.- Incube el media de caldo-carne-dextrosa-almid6n en una jarra 
anaer6tica a 30° C. Algunos tipos de C. botulinuw producen poca 
o ninguna toxina par encima de 30° C. (17) . .La producci6n maxima 
de toxina ocurre generalmente despues de 3 a 5 dias de incuba­
ci6n (6). 

~'OL. VII I No. 34 - SEPTIEMBRE 1969 139 



6.---¼Aislamiento e identificaci6n. 

Para obtener cultivos puros de C. botulinum, subcultive del medio 
carne-dextrosa-almid6n 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 las co­
lonias atsladas a tubos de caldo-carne-dextrosa-almid6n e lnc\lbe­
las a 30° C. Establezca la identidad de Ios cultivos puros emplean­
do Ios procedlmientos convencionales de cultivo, bioqulmlcos y el 
tipaje de la toxina por medio de pruebas de neutralizact6n en el 
rat.on. 

D.-Tipaje de la toxina de C. botulinum en alimentos o cultivos. 
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l.-Clarificaci6n. 

a.---Suspensi6n de alimentos. Exprima en el mortero las particulas 
de alimento y vierta la suspensi6n en un tubo pla.5tico ade­
cuado a la centrifugaci6n. 

b.-Cultivos. 

Vlerta la porci6n liquida de los tubos de caldo -carne-dextrosa­
almid6n incubados a 30' C .. a un tubo plS.stico de centrifuga. 

c.-Centrifugue la. suspensi6n de las alimentos o cultivos liquidos a 
10.000 RPM. por 10 minutos (preferiblemente en centrifuga 
refrigerada). En la centrifugac16n tambien puede emplearse 
una velocidad menor par tiempo mayor. 

d.-Vierta el sobrenadante en tubas de 15 x 125 mm. para reac­
ciones. En algunos casos es necesario clarificar con una se­
gunda centrifugaci6n. 

2.-Tripsinizaci6n. 

Mezcle 4.5 ml. de extracto de alimento o cultivo liquido con 0.5 ml. 
de soluci6n de tripsina al 1 % e incUbela a 37° C. por 45 minutes. 

3.-Inoculaci6n al rat6n. 

a .-Rotule 11 tubos (15 x 85 mm) y prepare las mezclas segUn la 
tabla nUmero X. 
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CUADRO X 

INVESTIGACION DE LAS TOXJNAS DE C. botulinum EN EXTRACTOS 

DE ALIMENTOS O CULTIVOS EN MEDIO LIQUIDO 

Tubo No. extractos o 
culti'vo liquldo 

Suero o antUoidna Tratamiento 

1.2 ml puro C.3 ml SNC" 37"C por 30' 

1.2 ml puro 0.3 ml SNC despues Tapar el tubo con al-
de calentado y en- god6n. Hervir en agua 
friado por 10 mlnutos 

1.2 ml puro C-.3 ml anti-A 37°c por 30' 

1.2 ml puro C.3 ml anti-B 37•c por 30' 

1.2 ml puro 0.3 ml anti:-E 37 °c por 30' 

1.2 ml puro 0.3 ml anti-F 37°C par 30' 

1.2 ml tripsinizado 0.3 ml SNO 37°C par 30' 

1.2 ml tripsinizado 0.3 ml SNO despues Tapar el tubo con al-
de calentado y en- god6n. Hervir en agua 
friado por 10 minutos 

1.2 ml tripsinizado C.3 ml anti-B 37°0 por 30' 

10 1.2 ml tripsinizado 0.3 ml anti-E 37°c por 30' 

11 1.2 ml tripsinizado C.3 ml anti-F 37"0 por 30' 

• SNC: suero normal de conejo. 

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

c.-Observe los ratones al menos par 4 dias. Las muertes por botu­
lismo ocurren entre las 6 y 24 horas despues de la inoculac16n; 
sin embargo ocasionalmente pueden observarse muertes tar­
dias . Los signos del botulismo en el rat6n a menudo aparecen 
dentro de las 4 horas despues de la inoculaci6n e incluyen: p1el 
erizada, respiraci6n laboriosa y debilidad de los rniembros<">-
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d.-Si la toxina botulinica esta presente en los alimentos, o en 
su cultivo en suficiente cantidad para ser reveladas 
bajo las condiciones de prueba, el rat6n que reciba la muestra 
no tratada debe morir y el que haya sido inoculado 
con el material calentado debe sobrevivir. Como la toxina debe 
ser neutralizada par la antitoxina especifica el tipo responsable 
sera revelado par el tipo de antitoxina mezclado con la muestra. 
Si el rat6n no est& protegido por las antitoxinas usadas, Ia 
taxina puede ser del tipo C-D o una potente antitoxina de 
las tipos probados. Para descartar las tipos C y D, repita la 
prueba utilizando extracto no tripsinizada y las antitoxinas 
adecuadas, al misma tiempa 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 neutralizaci6n. Si se trabaja con muestras pro­
venientes de animates, las tipas C y D de antitoxina deben ser 
incluidos en la prueba de neutralizaci6n de rutina. 

e.- Reconstituya la antitoxina diagn6stica de C. botulinum coma Io 
recomienda el fabricante. Las instrucciones para reconstruir las 
antitoxinas diagn6sticas preparadas par el NCDC estan impre­
sas en las etiquetas de las respectivos frascos. 

En las pruebas de neutralizaci6n descritas, la antitoxina es 
diluida de manera que 1 unidad internacional este contenida 
en 0.1 mJ.; par consiguiente cada rat6n recibir8. una unidad in­
ternacional de antitoxina. Una unidad de antitoxina neutrali­
za 10.000 dosis LD50 por via IP Ontraperitoneal) en las ca.sos 
de las toxinas de las tipos A, B, C, D y F 6 1.000 dosis rat6n IP 
LD50 en el tipo de toxina E. 

E.-Tipaje d'e la toxina del C. botulinum en suero sanguineo. 
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1.- Las muestras de sangre deben ser obtenidas tan pronto se conozca 
la iniciaci6n de las sintomas y a intervalos durante el estado 
agudo y de convalescencia de la enfermedad. La cantidad de suero 
inyectado a las ratones no debe exceder de 1 O ml, pues cantida­
des excesivas de suero humano pueden ocasionarle la muerte (15). 

2.-La comprobaci6n de la toxina y las pruebas de la neutralizaci6n 
son practicadas coma se indica en el cuadro de la secci6n D con 
las siguientes excepciones: 

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

b.--Solamente las tubas 1, 3, 4, 5 y 6 son utilizados, puesto que el 
calentamiento coagularia el suero y la tripsinizaci6n no es 
necesaria para activar la toxina. 

3.--->Para ahorrar el suero del enfermo, es aconsejable algunas veces 
preparar mezclas polivalentes de antitoxinas y utilizar estas para 
pruebas de selecci6n preliminar, antes de emplear las antitoxinas 
especificas. 
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IX 

EXAMEN DE ALIMENTO$ Y DE HECES PARA LA INVESTIGACION 
D E C. perfringens 

A.-Para demostrar que el C. perfringens es el agente causal en un brote 
de 1ntoxlcacl6n alimentaria, tanto los alimentos sospechosos coma las 
heces de los enfermos deben ser examinados cuando sea posible. La 
det.erminact6n cuantltativa del nfunero de colonlas dcl C. perfring-ens 
debe ser hecha en la muestra de alimento (18). Al menos 3 colonlas de 
C. pufringens alsladas de los alimentos y 3 colonlas atsladas de las 
heces par cada paclente, deben ser exam.lnadas seroI6gicamente para 
establecer el serottpo causante. En los grandes brotes, deben hacerse 
alslamlento de cada uno de los alimentos incrlminados cuando esto 
es factible y 3 o mas atslamientos de cada uno de diez paeientes 
dlferentes. 

B.-Numeract6n de C. perfringens en muestra de allmentos. 

1.- Pese 50 gramos de alirnento en un mortero- Prepare una diluci6n 
lniclal al 1/ 10 del alimento, triture y dJluya la muestra. en 450 ml de 
agua tamponada en la. forma siguiente: • 

a.-Afiada 1- 2 gramos de arena estern al contenldo del mortero. 

b.-Agregue una porci6n 05-20 ml) de la dlluci6n de agua tam-
ponada y triture en el mortero hasta obtener una suspenst6n 
homogenea. 

c.-Transfiera la muestra triturada a un frasco de boca ancha 
utlUzando la soluci6n tamponada remanente para la.var cual­
quler allmento adherido al nwrtero y vlertalo en el frasco boc6n. 

d.-Mezcle el contenido del frasco tnvirtlendolo 50 veces. 

e.-Prepare un fro te de la suspens16n del aUmento para la colo­
raci6n del Gram. 

2.-Prepare dlluclones 10 veces ma.yores (10·" a 10-") por traspaso 
seriado de l ml de la muestra diluida a 9 ml de la solucl6n 
tamponada. 

3.-Slembre por dupUcado placas de sulflto-polimixina-sulfadiazina 
agar ($PS) (18) las diluciones 10-\ 10-•, 10-1

, 10-•, en la forma 
slguiente : 

a.-mlda con una plpeta l ml de la dlluc16n, previamente blen 
mezclada y vlertala en una caja de Petri. 

• 14 muestra de a!Jmentos tambli!n puede ser homogenlzada y diluJda en 450 ml de soluc:l6n 

t:unponada utllltando una mncladora elktrica a baja velocldad '3.000 RPM) par 2 mlnutos 
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b.-Afiada 15 ml del medio fundido, mezcle bien y deje solidificar 
el agar. 

c.-Cuanda el agar se solidifique recUbralo con una capa adlcional 
de 4-5 mm de SPS agar. 

4.-Incube las plaeas por 24 horas en jarra anaer6blea a 35-37° C. 

5.-Despues de 24 horas de incubaci6n, abra la jarra anaer6blca y cuente 
las colonlas negras en todas las placas que tengan entre SO y 
300 colonlas negras. Utilice para su numeracl6n el contador de 
calanias (Quebec) colocando un pedazo de papel (ttsU) sabre la 
placa de vidrio del cantador de manera de facilttar su numeraCiOn. 

6.- Confirmac16n del C. perfringens. 

a .-Trasplante al menos 10 colonias negras representativas de 
cada cultivo a tubas de caldo carne dextrosa (o thiaglicalato). 

b.-Incube el media calda carne dextrosa par 4 haras a 46° C 6 una 
noche a 35-S7°C. 

{1) Haga coloraciones de Gram de cada tuba de caldo carne dex­
trasa, para buscar bacilos Gram positivos con extremas ramos 
y ausencia de esporas <generalmente). 

(2) Haga preparaciones en fresco para investigar mavilidad. 

(3) Trasplante de cada tubo de caldo carne 2 tubas de indol­
nitrita y un tubo de media para movilidad. Incube a 35-37° C. 

c.- Lea la mav:Ilidad a las 24 y 48 horas. Despues de 48 horas de 
incubaci6n, investigue indol y la reducci6n de los nitratos a 
nitritos. 

Nata: Cantidades representativas del media indal-nitrito pue­
den ser probadas a ias 18-24 horas y solamente las tubos ne­
gativos deben ser reincubados. 

El Clostridium perfringens es inm6vil, raras veces produce 
esparas demastrables en caldo carne o thiogltcolato. Reduce las 
nltratos a nitritos y es indal negativo. 

7 .-Calcule el mimero de Clostrldium perfringens viables por gramo 
de muestras de Alimentos. Promedio total de la numeraei6n en 
las placas X Relac16n C. perfringens a colanias negras X dllu­
ci6n= Contaje total por grama de aliment.as. 

Nota: Si el contaje total de las placas con 30-300 colanias negras 
es obtenida en dos dlluciones, calcule el mimero total por cada 
diluc16n y promedie. 

8.-Conserve al menos tres calonias diferentes de los C. perfringens 
aislados en media de caldo came para ser utilizados en el tipaje 
seral6gica-
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c.-Aislamiento del C. perfringens de las heces. 

1.-Inocule dos tubos de 25 ml. de caldo thioglicolato con aproximada­
mente 1 gramo de heces 6 5 ml de suspensi6n 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 6 18-24 a 35-37° C. 

2.- Despues de la incubaci6n 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 refrigeradora a 4° c por 
30 minutos) para obtener el desarrollo completo de la acci6n he­
molitica. 

4.-Destape la jarra anaerobica y tome al menos una colonia de cada 
tipo similar a C. perfringens y transfierala a tubas de medio caldo 
carne dextrosa (o thioglicolato) recientemente calentados y des­
pues enfriados. Incube los tubas par 4 horas a 46° C. o una noche 
a 35-37° C. 

5.-Confirme las C. perfringens aislados morfol6gica y bioquimica­
mente coma se sefiala en el punto B-6. 

6.-Para tipaje seroI0gico conserve coma minimo tres aislamientos 
diferentes de C. perfringens por cada muestra de heces examinada. 

D.-Identificaci0n 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 calda carne dextrosa. Evite la introducci6n de particulas de 
carne. Inocule el medio-antigeno par 18 horas a 35-37°C. 

2.- Despues de 18 horas de incubaci6n examine las cultivos en medio­
antigeno. 

a.-Prepare una extensi6n y tifi.ala por Gram. Compruebbe la pu­
reza del cultivo. 

b.-Centrifugue el cultivo en tubos de centrifuga p18.sticos par 10 
minutes a 10.000 RPM y descarte el liquido sobrenadante. 

c.- Agregue soluci6n salina al 0.85 % formolada al 0.5 % (0.5 a 
1.0 ml) al sedimento para preparar una soluci6n suficien­
temente turbia para aglutinaci6n en 13.rn.i.na-

Nota: Puede ser necesario filtrar el antigeno al traves de un 
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algod6n no absorbente enrollado en la punta de una pipeta 
captlar, de manera de obtener una suspensi6n hom6genea. 

3.-Aglutinac16n en limina. 

a.-Con un 18.piz graso marque la l.imina en 5 6 6 partes tguales. 

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 normal de conejo coma control. 

c.-Coloque una gota del antigeno a probar cerca del borde pr6ximo 
al operador de cada area respectlva y mezcle antisuero y anti­
gen□ par movimientos de inclinaci6n de Ia l:imina. 

d.-Anote cualquiera reacci6n que ocurra dentro de las 30 segundos 
siguientes asi: 

Negative: Sin aglutinaci6n 

1+ 25 % de aglutinacl6n 

2+ 50 % de aglutinact6n 
3+ 75 % de aglutinaci6n 

4+ 100 % de aglutinaci6n 

El La1::Jorator1o de Anaerobios del NCDC actualmente posee 74 anti­
sueros especificos para C. perfringens; adem.is de las 13 serotipos de Hobbs 
empleados de ruttna en las investigaciones de C. pertringens en brotes de 
intoxicaclones alimentarias. Solamente las antisueros preparados con las 
cepas de Hobbs pueden ser obtenidos actualm:ente en el comercio, 

X 

CONSERVACION Y ENVIO DE LOS CULTIVOS DE ANAEROBIOS 

Los anaerobios no esparulados son mantenidos en el NCDC cangelan­
do r8.pidamente a - 70° C. la suspeiisl6n .en sangre del crecimiento obte~ 
nido en tubas inclinadas de agar sangre infusi6n y el almacenamiento in­
mediata de la reterida suspens16n a - 42" C. Las especies de clostridios 
son cultivadas en media de mantenimiento cerebra y las cultivas guarda­
dos a - 20°c - 42° C. La liotilizact6n de las bacterias anaerabicas es tam­
bien un procedimiento satisfactorto de conservact6n. 

A.-Almacenamiento de las anaerobtas no esporulados. 

... 

1.-Transftera cultivas en crecimiento activo en caldo came 6 thio­
gltcolato a tubas inclinados de agar sangre e incube estos tubas 
a 35-37°C en una jarra anaerablca por 48 horas o hasta que haya 
crecimlento contluente . 
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2.-Con una pipeta. capilar afi.ada aproxlmadamente 0.35 ml. de sangre 
desfibrinada de conejo a cada tubo, suspenda el crecimiento en 
la. sangre y transfiera la suspensi6n a un tubo de Vidrio estern 
de 6 x 50 mm Pyrex con tapa de algod6n (Corning Nl1 9820 es 
satisfactorioL Corte el exceso de algod6n y flamee el extrema 
del tubo. 

3.-Enfrie rB.pidamente la suspensi6n sumergiendo el tubo que la con­
tiene en una mezcla de alcohol al 95 % y hielo seco. Luego de con­
gelada almacenese en un congelador adecuado a - 42 °C. 

4-- Para recultivar las organismos congelados, t6mese el tubo a nivel 
del menisco de la sangre y r6tese suavemente hasta que una pe­
quefia porci6n se descongele. Aspire Ia porci6n descongelada con 
una pileta capilar e inocule un medio recientemente calentado y 
enfriado de caldo carne dextrosa o thioglicolato. Rep6ngalo inme­
diatamente en el congelador para futura utilizac16n. Incube el 
media de aislamiento recien sembrado en jarra anaerobica. 

B.- Almacenamiento de anaerobios esporulados. 

1.-Con pipetas capilares, transfiera cultivos de crecimiento activo 
en caldo carne dextrosa a medias de conservaci6n de cerebra e 
incU:belos a 35-37°C. 

2.-illiariamente haga examenes por coloraci6n de Gram para com­
probaci6n de la formnci6n de esporas. Los culttvos son guardados 
en el congelador a -20 ° C. 6 a-42 ° C tan pronto se desarrollen las 
esporas o despu€s de cinco dias de incubaci6n si no se las observa. 

3.-Para recultivar los organismos congelados descongele el medio de 
conservaci6n, transfiera unas pocas gotas al rondo de un tubo de 
caldo carne dextrosa recientemente calentado y enfriado. Incube 
este media en jarra anaerobica. 

C.-Envio de los cultivos anaerobios. 

Los cultivos anaerobicos pueden ser enviados para su investigaci6n a 
un Laboratorio de Referencia en tubas de media liquido o semi s6Ildos. 

Las placas o medios inclinados no son satisfactorios, 

Los cultiv-os deben ser purificados antes de su envio. 

La mejor forma de enviar los cultivos es utilizando un medio libre de 
carbohidratos que contengan 0,3 a 1 % de agar tal como el medio de 
movilidad• El media debe haber sido recientemente preparado, repar­
tido en tubas tapa rosca, en forma tal de obtener una columna. de 
5 a 7.5. cm. de altura (2 a 3''). Tambien puede usarse medias 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 medias semis6lidos o Iiquidos en tubas con tapa 
de rosca, seran recubiertos. en una altura de ~"J. a 1 pulgada (2 a 2.5 
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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XI 

MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION 
DE BACTERIAS ANAEROBICAS 

El metodo de preparaci6n 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 par mas de 15 minutos. 

2.-Prepare las medias de cultivo a partir de frascos de medias deshi­
dratados recientemente abiertos. 

3.-Almacene las medias de culti':~ t:n tubas tapa de rosca, en la oscu­
ridad y a temperatura ambiente. Los tubas para reacciones bio­
quimicas con tapones de algod6n deben ser guardados en la re­
frigeradora para evitar su evapor8.ci0n. 

4.-Los medias que contengan sustancias reductoras deben ser des­
cartados despues de 14 dias de almacenamiento. 

MEDIOS PARA UTILIZAR EN PLACAS 

1.-Agar sangre 

a.-Base. 

(1) Afiada 0.5 gramos de extract.o de levadura a 100 ml de agar 
base (infusion coraz6n, tripticasa soya agar, base para agar 
sangre, etc.) 

(2) Ajuste el (pH) a 7.3 a 7.5 

(3) Esterilice en autoclave a 121 Q C par 15 minutos. 

(4) Enfrie a 48° C. 

b.-Afiada 1 ml de soluci6n estern de vitamina K-hemina por cada 
100 ml de media (vea p8,gina 155). 

c.-Agregue 5.0 ml de sangre desfibrinada estern de conejo o car­
nero por cada 100 ml de media. M:ezcle 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) 
Na2PH04 

NaCl 
MgS04 Soluci6n al 5% 
Glucosa 
Agar 
Agua destilada 

20 gm 
2.5 gm 
1.0 gm 
0.1 ml 
1.0 gm 

12.5 gm 
500 ml 
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(2) Ajuste el pH a 7.3 - 7.4. 

(3) Esterilice en autoclave a 121 ~ C. por 15 minutes. 

(4) Enfrie a 60 ° c. 
b.-Aftada una yema de huevo, mezcle, y vierta en placas. 

Las cascaras de los huevos son decontaminadas previamente a 
la apertura y separaci6n de la yema sumergiendolos previa­
mente en un beaker con alcohol a 95 % por 1 hara. 

3.-Fenil etil alcohol agar sangre (1
) 

Agregue 5 mI de sangre desfibrlnada esteru de cone)o o carnero 
a 100 ml de agar base fenil etil alcohol, la cual ha sido esteriliza­
da en autoclave y enfriada a 48" C. en bafio de agua. • 

Mezcle y vierta en placas. 

4.-Agar sangre eon paronomii::ina-vancomicina-menadiona {") 

a.-,Prepare la base para agar sangre coma se describi6 en l,a. 

b.-Despues de esterilizar el medlo en autoclave y enfriarlo a Ia 
temperatura adecuada, par cada 100 ml de base, aiiada asep­
ticamente lo siguiente: 

(1) I m'l de la soluci6n de vitamina K-hemina (vea pigina 155). 

(2) 10 mg de paranomiclna {Parke Davls & Co.) 

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

(4) 5 ml de sangre desfibrinida estern de conejo o carnero. 

c.- Mezcle y vierta en placas. 

Nota: Ambos antibi6ticos: Kanamicina (Laboratories Briston y 
Neomicina (Eli Lilly & Co.} en concentraci6n final de 100 
mcg/ml pueden sustituir a la paranomicina. 

MEDIOS DIFERENCIALES 

l .-Thioglicolato: 

Utilice cantidades de 8 ml. en tubos de 15 x 125 mm. con tapa de rosca 

2.-Medio base para la fermentaciOn (~. B. F. ) : 

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

Extracto de levadura 
Azul de Bromotimol en soluci6n acuosa al 1 % 

gm. 
1 ml. 

Reparta en cantidad de 8 ml. en tubos de 15 x 125 mm. con tubos 
de fermentaci6n incluidos. 
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... 

3.-Glucosa: 

Afiada 6 gramos de glucosa a 1.000 ml de M.B.F. antes de repartir 
y esterilizar. Utilice 8.5 ml. en tubas de 15 x 125 mm. con tubas 
de fermentaci6n incluidos. 

4, 5, 6, 7, 9 y 11; 12. 

Manitol, lactosa, sacarosa, maltosa, glicerol, xilosa, arabinosa; 

A 8 ml. de M. B. F. esterilizado en autoclave 

8.-Salicina; 

agregue asepttcamente <2 > 

0 5 ml. de soluci6n al 10% del sustrato esterilizado por 
filtraciOn en filtro Seitz. 

A 8 ml. del M. B. F. esterilizado en autoclave 

agregue asepttcamente 

1 ml. de saliclna al 5 % esterilizada por filtraciOn en 
filtro Seitz; 

lC.-AlmidOn: 
A 8 ml. del M. B. F. esterilizado en autoclave 

agregue asepttcamente 

1 ml. de la soluci6n al 2 % de almid6n soluble esterilizada 
por filtraciOn en filtro Seitz. 

13.-Indol-Nltrito (BBL) 

Reparta 8.0 ml en tubas de 15 x 125 mm. 

14.-Indol Nitrito (BBL): Reparta 8 ml. en tubas de 15 x 125 mm. 

15.-Medio Caido Carne 

Carne picada (Ubre de grasa) 
Agua destilada • 
IN NaOH 

500 gm. 
1000 ml. 

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 
soluci6n de NaHO y calientela hasta la ebullici6n moviendo la sus­
pensi6n. Enfrie en la refrigeradora par. una noche y quite la nata 
de grasa remanente. Filtre la mezcla a traves de 2 capas de gaza 
y extienda las particulas de carne para secarlas parcialmente. 

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

Tripticasa o peptona 
Extracto de levadura 
Fosfato de Potasio 

30 gm. 
5 gm. 
5 gm. 
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Ajustese el pH a 7.8 con 1 N. NaOH. 

Con un cuchar6n pequefio reparta las particulas de carne en tubos 
tapa de rosca de 15 x 125 mm. y afiada el fUtrado enriquecido. 
Utilice apr6ximadamente 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 liquido) Esterilice a 121 ° C. par 15 minutos. 

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

Cal do carne dextrosa-alm.id0n: Afiada 2 gm. de almid6n soluble 
par cada 1000 ml. de filtrado de carne-picada-glucosa antes de 
repartirla. 

Caldo carne almid0n: Agregue 2 gm. almid6n soluble por eada 1.000 
ml. de filtrado de caldo carne antes de repartirlo. 

17.-Leehe-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 L0effler: Rehidrate suero sanguineo seglln Loeffler (Dif­
eo) segUn las instruceiones del fabricante. Reparta 8 ml. en tubas 
tapa de rosca de 15 x 125 mm. Esterilice eomo lo indique el fabri­
cante. 

19.-Medio para la producci0n de H 2S: 

Tripticasa (BBL) 
Extraeto de levadura 
Agar 
Acetato de plomo 
Glucosa 
H20 destilada 

1.00 gm. 
0.50 gm. 
0.20 gm. 
0.02 gm. 
0.50 gm. 

1000.00 ml. 

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

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

21.- Urea: Afiada suficiente agua destilada a 31 gm. de caldo urea (Dif­
eo) para hacer un total de 100 ml. Filtre al traves de filtro Seitz. 
Agregue 1 mJ_ por cada 8 ml. de base de fermentaci6n esterilizada en 
autoclave. (2). 

12.-Medio de Movilidad 

Media movilidad (Difeo) 
Caldo nutritivo 
Na CJ 

Agua destilada 
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1 gm. 
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Reparta 8 ml. por tubo de 15 x 125 mm. Estertlice en autoclave a 
121 • par 15 minutos. 

23.-Tri.ple azilcar-hierro-agar en tubos en bisel. (Difeo). 

24.-Tubos de esculina en bisel 

Esculina 1.0 gm. 
Cftrato de hierro 0.5 gm. 
Infusi6n coraz6n agar 40.0 gm. 
Agua destilada 1000.0 ml. 

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

Estertlice en autoclave a 121 •c. par 15 minutos, enfrielos de ma­
nera que formen bisel. 

25.---JnfusiOn agar en bisel: Utilfce coraz6n infus!6n agar (Difeo) 
tripticasa (BBL) mas 1.5 % de agar, etc. Reparta en tubas de 15 x 
125 mm. Esterilice en autoclave y deje enfriarlos de manera que 
formen blsel. 

26.-Agar-infusiOn-dextrosa en bisel: Aiiada 1 gm, de dextrosa a 100 ml. 
de agar fnfusi6n, Esterilice en autoclave y deje enfriar en poslclOn 
inclinada. 

27.-Medio para formaciOn de antigenos del Cl. perfringens:io 

lSZ 

Caldo nutritivo u gm, 
Glucosa 0.2 gm. 
Soluci6n al 10% de Cisteina HCL 0.5 ml. 
Soluci6n tamp6n de fostato• 2.4 ml. 
Agua destilada 100.0 ml. 

Ajuste el pH a 7 .4. 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. 

*Soluc16n tamp6n de fosfato: Disuelva 14 gramos de NaiHP0,-12}{,0 
y 1 gm. de NaH2PO,.~O en 60 ml. de agua destilada. 

MEDIOS DE CONSERVACION 

1.-Medio de conservaciOn con cerebro: 

Afiada una pequefia cantidad de agua al cerebro de carnero o bo­
vino y ltcUelo en una licuadora mec3.nica. 

Prepare una soluci6n de peptona, utilizando 20 gm. de peptona en 
100 ml. de agua destilada. Ajuste el pH a 7.2-7.4. Vlerta en tubos 
tapa rosca de 13 x 100 mm. utilizando 1 parte de cerebro mas 2 
partes de agua peptonada. Los tubas deben llenarse hasta la ml­
tad. Esterillce en autoclave a 121 "C. por 15 minutos. 
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2.-Medio de Gibbons y MacDonald (modificadoP 1
• 

a: Base. 

(1) Tripticasa (BBL) 
Extracto de levadura 
Olucosa 
NaCL 
K 2HPO,i 
Thioglicolato de sodio. 
Hem.ina {cristalina) 
Agar 
Agua destilada 

(2) Ajuste el pH a 7.6. 

15.0 
3.0 
5.0 
5.0 
2.5 
0.5 
5.0 

.15.0 
100.0 

{3) Esterilice en autoclave a 121 ° C por 15 minutos. 

gm. 
gm. 
gm. 
gm. 
gm. 
gm. 

millgramos 
gm. 
ml. 

(4) Afiada 10 ml. de soluci6n esteril al 10% de NaHCO3 (esteriliza­
do por flltraci6n). 

(5) Agregue 0.1 ml de la soluci6n madre de menadiona (p3.g. 155). 

b.-Vierta asepticamente 11 ml. en cada tubo de 16 x 150 mm. con 
tapa de rosca, dejelos que coagulen en forma tal que formen un 
taco largo (apr6ximadamente 6.5 cm.) y un bisel corto. 

3.-Medio de Mantenimiento para Actinomyces: (22) Actinomyces 
broth BBL). 

a.-Parte I: 

(l) Soluci6n salina 
KH2POA 60.00 
(NH,i) 2S0,i 4.00 
Mg·S04.7H20 0.80 
CaCl2 0.08 

Disuelva en un litro de agua destilada. 

(2) Casitona (U.S.P.), Digesti6n pancreatica 
(3) Cisteina HCL 
(4) Extracto de levaduras 
(5) Caldo infusi6n cerebro-coraz6n (Difeo) 

250.0 ml. 
gm. 
gm. 
gm. 
gm. 

4.0 gm. 
1.0 gm. 
2.0 gm. 

25.0 gm. 

Ajuste el pH del medio a pH 6.5 con KOH al 20% y diluya hasta 
500 ml. Estermzar por filtraci6n. 

b.-Parte II : 

Agua destilada 
Glucosa 
Agar 

500.0 ml. 
5.0 gm. 
7.0 gm. 

Almid6n purificado de papas Baker 10.0 gm. 
Acido oleico 1000.0 ml. 

100 mgm/ 100 ml. de agua destllada y 
neutralizada a pH 7 .0 con N Na OH 
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Prepare el media vertlendo el almid6n en 50 ml. de agua fria, 
luego mezclelos a 450 ml. de agua hirviente y agreguele los compo­
nenes restantes. 

Esterilice en autoclave la Parte II y mezcle con la Parte I mien­
tras este todavfa caliente, luego complete hasta 1 litro. 

Reparta en tubos esteriles y sellelos con la mezcla plrogalol-car­
bonato de sodio. 

Pirogalol-100 gramos/150 ml. de agua destilada 

Carbonato de sodio sol. al 10 % 

Introduzca el tap6n de algod6n, cubra con un pedazo de algod6n ab­
sorbente, afiada 5 gotas de cada una de las soluciones arriba mencio­
nadas y tape con un tap6n de goma. 

XII 

REACTIVOS 

Azul de Bromotimol al 1 % : 

Disuelva 1 gm. de azul de bromotlmol en 20 ml. de htdr6xtdo de sodio 
0.1 N. Aiiada 80 ml. de agua destilada. 

Agua tamponada: 

l.---Soluci6n buffer madre: 

KH,PO, 
Agua destilada 

32 gm. 
500 ml. 

Ajuste el pH a 7.2 (usualmente se requiere apr6ximadamente 175 ml. 
de hidr6Xido de sodio normal). Agregue agua destllada hasta comple~ 
tar 1 litro. 

2.-Soluci6n buffer de trabajo 

Soluci6n madre buffer de fosfato 
Agua destilada C.S.P. 

1.25 ml. 
1000 ml. 

Reparta cantidades de 450 ml. en frascos de medicina de 32 02.. o en 
cantidades de 9 ml. en tubas tapas de rosca de 16 x 150 mm. 

EsteriUce en autoclave a 121 °C par 15 minutos. 

Carbo! fuscina al 1 % : 

154 

Disuelva 1 gramo de fuscina b:isica 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 (Reacttvo para el Indol). (23). 

Disuelva 4 gm. de para-dimetil-amino-benzaldehido en 380 ml. de al­
cohol etillco al 95% y afiada SO ml. de 9.cido clohidrico concentrado. 

Gelatina: ( diluente) 

Gelatina 
Na,HPO, 
H20 destilada 

Ajuste el pH a 6,2 con HCL. 

2 gm. 
4 gm. 

1000 gm. 

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

Metileno Azul de (lndicador) : (Smith, modificador) (24). 

Na H CO3 
Glucosa 
Azul de metileno 

Nitratos, Soluci0n A: (2 3 >. 

40 gm. 
100 gm. 

Trazas 

Disuelva 5 gm. de 3.cido sulfanllico en 1000 ml. de 5 N llcldo acetico. 

Nitratos, Soluci6n B: 123 ) . 

Disuelva 5 gm. de dimetil-alfa-naftilamina en 1000 ml. de 5 N acido 
acetico. 

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, Soluci0n al 1 % 

Disuelva 1 gm. de tripslna 1 :250 (Difeo) en 100 ml. de agua destilada. 

GuArdela en la refrigeradora. Prepare soluciones frescas cada semana. 

Vaspar: 

Fundir conjuntamente partes iguales (peso/peso) de vaselina y para­
fina. Mezcle, vierta la mezcla en frascos de Erlenmeyer tapa de rosca 
y esterilice en autoclave a 121" C por 30 minutos. 

Vitamina K-hemina, SoluciOn de: 

1. Soluci6n madre de hemina: 

Disuelva 50 mgm. de hemina en 1 ml. de soluci6n N de Na OH. Afia­
da 100 ml. de agua destilada. 

Esterilice en autoclave a 121 ° C. por 15 minutos. 

2. Menadiona (SoluciOn madre de) 100 mgm. 

alcohol etilico 95 % 20 ml. Esterillzar por filtrac16n. 
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3. SolucJ6n de trabajo de Vitamina K-hemina: 

Afiada 1 ml. soluci6n de esteril de menadiona a 100 ml. de soluci6n 
estern de hemina. 

4. Para usarla afiada 1 ml. de la solucl6n vitamlna K-hemina por 
cada 100 ml. de m.edio esteril o 0.08 ml. por cada tubo con 8 ml. de 
medlo. 

XI I I 

PROCEDIMIENTOS DE COLORACION 

L.-Coloraci0n de Gram. 

1.-Fije las frotes pasa.ndolos sabre la llama de manera que reciban 
un calor suave. 

2.-Cutra Ia ia.mtna durante 1 minuto con una mezcla de partes igua­
les de soluci6n cristal violeta segUn Hucker y soluci6n bicarbonato 
de sodio al 1 % . Lave brevemente con agua corriente (no mas de 
5 segundos). 

3.-Cubre las l.imlnas con soluci6n de Ioduro de Gram por 1 minuto 
y Ia.vela Iuego con agua corriente. 

4.-Cubra las prepara.ciones con alcohol a 95 % y bate ripidamente. 
Recubra las preparaciones con alcohol a 95% por 10 segundos y 
lave con agua corrlente. 

5.-Cubra las 18.minas con soluci6n de safranina seglln Hucker por 
un minuto Cl) y lave la preparaci6n con agua corriente. 

Coloraciim de esporas: (:::I). 

A: SChaeffer-Fulton (1933), modificaci6n al de Wirtz (1908). 

Procedimiento de Coloraci6n: 

!.-Haga las !rotes y fijelos por el calor. 

2.--Cubra las preparaciones con soluci6n acuosa de verde malaquita 
al 5 % por 30-60 segundos. 

3.-Caliente la 13.mina hasta emisi6n de vapores por 3 a 4 veces. 

4.- Ellmlne el exceso de colorante con Iavado en agua corriente. 

5.- Tlfia 30 segundos con soluci6n acuosa de safranina O al 0.5 % 

6.-Lave el frote con agua corriente. 

7.-Seque. Examine. 

Resultado: Esporas: Verde 

Restos de las ceiulas: Rojos. 

Nata: A veces se experimenta algunos inconvenientes debido al des­
vanecimiento de la coloraci6n verde despues de algunos dias. Aparente-
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mente esto es debido a una reacci6n alcalina y puede ser evitada por una 
limpieza previa de las liminas con una soluci6n 8-cida antes de hacer 
las preparaciones. (La alcalinidad de las liminas portaobjetos puede ser 
debido a una capa invisible de jab6n o sustancias detergentes). 

8.-Metodo en "frio" de Bartholomew y Mittmer. 

Tiempos de la Coloraci6n 

1.-Fije por el calor los frotes secados al aire, pas3.ndolos 20 veces por 
la llama. 

2.-Tifia por 10 minutes con soluci6n acuosa saturada de verde ma-
laquita aproxim:adamente 7.6 % sin calentar. 

3.- Lave en agua de chorro por 10 segundos. 

4.-Coloree por 15 segundos con soluci6n acuosa de safranina al 0.25 %. 

5.-Lave en agua corriente y seque con papel secante. 

Resultado: Esporas: Verde 

XIV 

Resto de las celulas: Rojo. 

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 hidr6geno 
de la mezcla gaseosa reemplazante. El catalizador de paladio ubicado en 
la tapa de la jarra acelera el prnceso de reducci6n del oxigeno. 

La j arr a an aero bica de Brewer y de Torbal difieren algo en el metodo 
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 Ia jarra y su tapa. En la jarra de Brewer, se utiliza plasticina 
en el sellado a prueba de aire y el catalizador es colocado ericima de 
una pantalla metalica en Ia tapa de Ia jarra y es calentado par corriente 
elfctrica. Un catalizador que no necesita ser calentado, pues actUa a tempe­
ratura amtiente, 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
roblcas ban sido logradas. En presencia de oxigeno el azul de metileno es 
azul, en su ausencia es tncoloro. Si se utilizan temperaturas inferiores a 
35° C. reduzca la soluci6n indicadora previamente a su introducci6n en 
la jarra colocandola en agua hirviente durante alg(m tiempo. 

La mezcla de gases contiene 10 % de hidr6geno, 10% de bi6xido de car­
bono y 80% de nitr6geno (Matheson Co., East Rutherford, N. J.). Una 
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bombona llena de gas tiene una presi6n de 1.500 Ubras (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 la operaci6n, la fuente de vacio, bombona, man6metro y 
Jarra anaerobica, son conectadas con conexiones en T y tubas de goma 
como se ilustra en la figura NQ 2. 

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

Si no se t1ene a mano un man6metro, se puede incorporar un bal6n 
al sistema para revelar que las presiones esten niveladas. 

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

15B 

USO DE LA JARRA DE BREWER 

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

2.-En un tuba 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. Coloque el tubo en la jarra. 

3.-Prepare un cord6n de plasticina de di3.metro uniforme y col6quelo 
encima del borde de la jarra y una las extremes cuidadosamente 
hactendoles presi6n. 

4.-Coloque la tapa de la jarra sobre el cord6n de plasticina y presione 
hacia abajo. 

5.-Conecte el terminal de la tapa de la jarra al sistema vacio-ma­
n6rnetro en la forma tndicada en la figura NI? 2. 

6.-Haga el vacio equivalente a 30 cm. de mercuric. Coloque una pinza 
de Kocher o similar en el tubo que comuntca con la fuente de vacio 
y cierre el vacio. 

7.-Lentamente Ilene la 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.-Replta 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-man6metro. 

13.-Quite la pinza a la fuente de vacio. 

14.-Conecte la tapa al terminal electrico y calientela por 10 minutos. 

15.-Desconectela de la corriente y coloque la jarra en la estufa. 
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Sistem a de Vacio y reemplazo gaseoso 
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USO DE GASPACK EN LA JARRA DE BREWER 

1.-Apague todas las llamas antes de trabajar con la jarra. Conect.e -
el bal6n que acompafia al eguipo de Oas-pack al extremo de sallda 
de la tapa de la jarra de Brewer. 

2.-Conecte la tapa a la corriente y caliente el catalizador par 10 mi-
nutes 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.-ApHque 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 paquete de Gas-pack y coloque el paquete 
verticalmente en la jarra. 

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

8.-Deje que la reacc16n se produzca por 35 minutos. 

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

El procedlmiento con la nueva jarra anaerobica Gas-pack ( ~$ ) es esen­
cialmente el m.lsmo, sin embargo, la jarra se suministra con un catalizador 
que actlla a la temperatura ambiente, en una jarra que se sella con un 
anillo especial de goma (0-Rlng-Seal), no tiene conexiones eiectricas y 
tampoco salida para escape de la presi6n. Se aftaden 10 ml. de agua al 
paquete de Gas-pack, la tapa es fijada con la abrazadera atornillada sola­
m,ente a mano y luego coloquela en la estufa. La abrazadera esta manufac­
turada de man era de dej ar escapar cualquler exceso de presi6n. 

xv 
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~os Costas del Servicio de Hospitalizaci6n, con Especial 

Referencia al Hospital Privado "Centro Medico de Caracas" 
Por: Dr. Jorge Soto~Rivera. 

Con frecuencia se viene liablando recientemente de Ios costos en au­
mento de los servicios de hospitalizaci6n en hospitales privados y se opina 
de muchas y muy distintas maneras al respecto. Parece como si cada 
uno tuviera su propia manera de "enfocar" el porque de la cuesti6n, ofre­
cienctose opiniones que lejos de aclarar parecen hacer mas confuse el 
asunto. 

Es por eso, que muy en contra de nuestra costumbre, nos hemos visto 
en cierta forma moralmente obligados a hacer una pequefia exposici6n con 
la esperanza de que pueda servir de orientaci6n a la opini6n pllblica. 

Existen factores evidentes, quiza poco conocidos o apreciados, que 
influyen en el costo creciente de los servicios de hospitalizaci6n en gene­
ral, gubernamentales o privados y no tan solo en hospitales privados. 

Entre esos factores mencionaremos en primer lugar, el aumento habido 
en las Ultimas aiios en las cargas contributivas, del Impuesto Sabre la 
Renta, de la cotizaci6n del Seguro Social y otros, asi coma las aumentos 
de algunos servicios pUblicos tales como: agua, telefono, aseo y otros, que 
no por ser "justos" han dejado de constituir un factor de aumento en el 
costo de funcionamiento de los hospitales. 

El ajuste en la cifra del cambio con el d6lar Americana, hecho ya 
hace algunas afios, aument6 en un -JO % el casto del material Mi?dico­
Quirllrgico, instrumental, equipos y suministros de importaci6n. 

Las medidas tendientes a la industrializaci6n del pais, con diferen­
cias alm mayores entre el producto importado y el de manufactura Na­
cional, en muches de las renglones de consume diario tales coma: a1go­
d6n, adhesive, guantes quirUrgicos y tantos otros, han sido factares evi­
dentes de aumento en los costos de funcionamiento de las haspitales, 
tanto pUblicos coma privados. 

Sin embargo alm cuando dichos factores han sido evidentemente cau­
sa en el aumenta de las costos, el factor mas importante a nuestro juicio, 
lo constituye el costo creciente del personal. 

VOL. VIII No . 34 - SEPTIEMBRE 1969 '" 



En primer lugar debemos de recordar que en el presupuesto de fun­
cionamiento de cualquier hospital, PUBLICO O PRIVADO, el rengl6n de 
pagos al personal constituye el 70 al 80% de los gastos . , y de alli que 
el "insumo" mas costoso en esta industria "sin chimeneas" que constitu­
yen los hospitales, sea el presupuesto de la "mano de obra". 

Asi se explica la noci6n, producto de la experiencia, que nos seflala 
que dentro de lineas generales el costo de funcionamiento anual de los 
hospitales es sensiblemente igual al 25% de lo que cost6 su construcci6n 
y equipamiento o sea, que si un hospital cost6 racionalmente en 
construcci6n y equipos la cantidad de Bs. 20.000.000,oo la cifra de su costo 
de funcionamiento anual estar:i en los alrededores de Bs. 5.000.000,oo. 

En lo que se refiere especificamente al Hospital Privado "Centro Me­
dico de Caracas", con un total de 80 camas en servicio y una n6mina de 
240 trabajadores, la proporci6n resulta en tres (3) trabajadores par cama 
en servicio. El personal profesional para-Medico es de nUmero y calidad 
elevados. Solamente en el rengl6n de Enfenneras Profesionales el mime­
ro se eleva a treinta, proporciones que dificilmente podrian compararse 
con otros hospitales pll.blicos o privados. 

Peri6dicamente, cada uno a tres afios, el personal, para quienes tam­
bien ha aumentado el costo de Ia vida, aspira l0gicamente a mejores 
condiciones de trabajo, y los nuevos Contratos Colectivos, implican nuevas 
y cada vez crecientes responsabilidades econ6micas del hospital para con 
sus trabajadores en general, incluyendo el personal para-Medico: Bio-Ana­
listas, Enfermeras Profesionales y otros. 

Desde este punto de vista, el Contrato Colectivo de Trabajo que man­
tenerrws entre otros con el Sindicato de Trabajadores de la Salud del 
Distrito Federal y el Estado Miranda, es considerado sin discusiones y 
unanimemente entre las partes como "modelo de su genero". Un Con­
t.rato Colectivo que pueda ser considerado coma "modelo" forzosamente 
implica una alta carga econ6mica. 

El mencionado Contrato Colectivo, ademlls de contener clausulas de 
indole netamente econ6micas contiene otras de muy avanzado beneficio 
social, que no par ello deja de representar responsabilidades de indole 
econ6mica de consideraci6n. 

Entre ellas mencionaremos a titulo de ejemplo, los aumentos de 10% 
del sueldo BRUTO por nacimiento de cada hijo, contribuciones para los 
gastos de entierro para el trabajador y para una amplia lista de familia­
res inmediatos que incluye concubina, con permisos remunerados al tra­
bajador, que de acuerdo con las distancias al sitio del deceso Hegan hasta 
ocho dias calendario, aportes por matrimonio con penniso de diez dias 
remunerados, pago por el hospital de la tercera parte faltante del salario 
que no paga el Segura Social en los casos de repose, reparto del 25 % de 
utilidades con garantia de 18 dias de salario como minima, horarios diur­
nos de 6 horas y nocturnes una noche si y otra no. ESTABILIDAD TOTAL 
en el trabajo y tantas otras mas. 
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Algunas de ellas merecen una. consideraci6n para los fines de esta 
informaci6n coma sigue: 

La tercera parte del salario, que no paga el Segura Social en las ca­
sos de reposo y que el hospital se compromete a financiar, constituye una 
carga ecan6mica de consideraci6n, mucho m:is s1 se recuerda que dicha 
cIS.usula trae automaticamente apal'ejada un aumenta considerable en 
el ausentismo par reposes concedido par el Segura Social. 

Los horarios corridos de seis horas (7 a. m. a 1 p. m. y 1 p. m. a 
7 p. m .) con la media hara para comidas que establece Ia Ley del Tra­
tajo en horarios corridos de cinco horas en adelante, trae aparejada for­
zosamente un aumento del personal par disminuci6n del nll.mero de horas­
homtre de trabaja. En este horario estan incluidas las Enfermeras Pro­
fesionales, Auxiliares de Enfermeria, Camareras y otros. 

Los horarios nocturnes de 7 p. m. a 7 a. m. con CUATRO horas de 
repose y en forma alterna: una noche si y otra no, con dia y media libre 
entre cada guardia nocturna, trajo aparejada la necesidad de DUPLICAR 
el personal del turno nocturne de Enfermeras Profeslonales, Auxiliares 
de Enfermeria, Camareras y otros. 

LA ESTABU..IDAD TOTAL, de que disfrutan las trabajadores del 
Centro ME!dico desde principios de 1.958 (100 %) a partir de las treinta 
dias de prueba a que se refiere la Ley del Trabajo, trae coma con­
secuencia la imposibilidad de reducci6n del personal durante periodos y 
€pccas en que el promedio de ocupaci6n cae a niveles de 25 % , deblendo 
mantenerse en todo momenta el 100% del personal necesario para las 80 
camas. 

Las Unicas causas de despido contenidas en la cl3.usula de la estabili­
dad, estan contenidas en el art:.culo NI? 31 de la Ley del Trabajo vigente, 
y aUn asi quedan sujetas a confirmaci6n por un Comite tripartite. 

A titulo de informa,ci6n, copiamos a continuaci6n las previsiones del 
mencionado articulo N9 31 de Ia vigente Ley del Trabajo, coma sigue: 

"Son causas justificadas de terminaci6n del contrato por voluntad 
unilateral del patrono las siguientes actos del trabajador: 

al Falta de pro bi dad, vias de hecho, injurias o conducta tnmoral en el 
trabajo; 

bl Perjuicio material causado intenciona!mente o con negligencia grave 
en las maquinarias, herramientas y Utiles de trabajo, mobiliario de la 
Empresa, materias pl'imas o productos elaborados o en elaboraci6n, 
plantaciones y otras pertenencias; 

cl Omisiones e imprudencias que afecten a la seguridad e higiene in­
dustriales; 

d) Inasistencia injustificada al trabaja durante tres dias h3.biles en el 
p:;rlcdo de un mes. 

Se considera causa justificada de inasistencia al trabajo, la enferme-
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dad del trabajador. Este deber:i siempre que no exista circunstancia 
que lo impida, notificar al patrono la causa que lo imposibilite para 
asistir al trabajo; 

e) Faltas graves a las obligaciones que le impone el contrato de trabajo; 

f) Faltas graves al 1·espeto y consideraci6n debido al patrono, a los 
miembros de su familia que viven con e1 o a los representantes del 
patrono; 

g) Revelaci6n de los secret.as de manufactura, fabricaci6n o procedi­
miento, cuya divulgaci6n perjudique los intereses del patrano, y 

h) Abandono del trabajo". 

Por otra parte, si un haspit.al privada coma el nuestro, rnantiene la 
norma de prestar al pUblico un servicio medico oportuno y de la mas alta 
calidad posible, es necesario que durante las 24 haras del dia y durante 
365 dias al aiio, estemos en posibilidad de servir eficientemente a cual­
quier paciente cuya atenc16n se nos confie. 

Par lo tanto se hace necesario mantener guardias de servicio perma­
nente, durante los Sibados por la tarde, Domingos, Feriados de dia y 
de noche, tanto de Medicos Resldentes (cuyos servicios al paciente hos­
pitalizado SON GRATUITOS en nuestro hospital) coma de Bio-Analistas, 
Tecnlcos de Rayos X, Enfermeras de Hemoterapla (Servicio de Transfu­
si6n) y tantos otros, cuyas guardias pennanente es necesa.rio pagar con 
el recargo correspondiente a los dias de asueto y al trabajo nocturno, 
sin que los servicios que prestan se vean ni remotamente compensados 
con los recargos que se hacen en las oportunidades en que se utmzan. 

En nuestro hospital, y de acuerdo con las mas elementales normas 
de etlca hosp!talaria, UN SOLO CASO DE EMERGENCIA AL AAO que 
pueda ser atendido oportunamente y en forma altamente eficiente jus­
tifica mas que ampliamente el alto costo de los servlcios permanentes 
de guardla ... pero no por ello dejan de ser altos los costos de mante­
nimiento y absolutamente despreciables los ingresos por dicha causa. 

Agreguese a ello el mantenlmiellto de una lista muy comp!eta de Mf­
dicos especialistas en guardia de disponibilidades para la atencl6n de 
casos de emergencia. 

Si blen es verdad que el mantenimiento de una nonna de alta cali­
dad y oportunidad de servicio implica tambten la 1nversi6n de grandes 
sumas en materia de lnstalaciones y equtpos espeeializados cada vez mils 
costosos por el tremendo avance de la Ciencla Medica en los iiltimos 
afi.os, dichas instalaciones y equipos estan sujetos a depreciaci6n, resul­
tando su costo en materia de gastos, el equivalente a la proporci6n afio­
mes dependiendo de su plazo de vida estimado. 

A titulo de ilustraci6n. Valdria la pena meneionar aqui, lo relative 
a las Unidades de Cuidado Intensivo, cuya dotaci6n de personal alta-
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mente espectalizado, hacen llegar las cifras de costo de funciona.m.iento 
dentro de los hospitales guternamentales a cantidades que fluct'Uan en­
tre Bs. 700,oo y Bs. 1.000.oo por cama y par dia. 

Si un hospital prlvado mantiene la nonna de ofrecer la mas alta 
calidad de servicios y la oportunidad del servicio, forzosamente cae en 
MAS ALTOS COSTO3 de funclonamlento. D1cho en otra forma, el fun. 
cionamlento de un hospital privado, dentro de las condiciones mencto­
nadas, constituye la mas pobre inversi6n que pueda hacer un inversio­
nista cualquiera: coma negocio es malo. 

Si llegara a extstir "una utilidad", no se puede pensar ni remotamen -
te en un reparto de dividendos a los accionist~. Las utilidades si las 
hay deben ser forzosamente re•invert:das en ampliaciones, servicios y 
equipos de alto costo, a que obllga el mantenimiento de una "norma de 
calidad" y de "oportunidad" de las servicios que se prestan. 

Si tan s6lo se aparentara buen serviclo (condlci6n cuya apreciaci6n 
no esta al alcance del pUblico en general que usa esos servicios) y aUn 
tomando en consideraci6n que en casos de urgencia fuera de las horas 
regulares de trabajo el servicio no es oportuno ni de la calidad deseable 
en dichos casos, podria la inversl6n resultar negocio. Un negocio a ex­
pensas de la salud de los demas. 

Desdichadamente no contamos aU.n en Venezuela con una organiza­
ci6n gubemamental o prtvada que pueda avalar al pllblico en general 
la calidad del servicio que ofrecen los diferentes hospitales. A nuestro 
mej or conocimiento, la Unica norm a legal vligente al respecto esta 
contenida en el "Reglamento de Clinicas y casas de salud" promulgado en 
1.936 por el entonces Presidente de la Repllblica General Eleazar Lopez 
Contreras, el cual esta muy lejos de constituir una norrna siquiera mini• 
mamente adecuada para 1.969. 

Hat-emos muchos que tenemos esperanzas de una eficiente organiza ~ 
ci6n privada que pueda tomar a su cargo estas funciones, que en la ac • 
tualidad constituye el objetivo de un grupo de tecnlcos y expertos en 
administraci6n de hospitales que constituy6 recientemente la Asoctaci6n 
Venezolana de Hospitales. 

Como datos comparativos mencionaremos que en un hotel de "buen 
servlclo y oportunidad del mismo" coma tantos que hay en existencia 
en Caracas, el valor de un cuarto fiuctU.a entre Bs. 60,00 y Bs:. 200,oo dia -
rlos, s6lo para dormir, sin comida. Otros servicios coma bares, restauran­
tes, clubes nocturnes y deIIlll.s, funcionan con producci6n de una utilidad 
econ6mica. 

Un cuarto cualquiera de un hospital privado, cuyo valor diario sea 
de Bs. 100,oo es automatlcamente titulado de CARO. Comparativamente 
no se aprecia que adem:is del cuarto (de uso pennanente) en ese valor 
estan incluidas las tres comidas (muchas veces de tipo especial par con~ 
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sideraciones dietetic as}, el servicio permanente de profestonales y aux1-
Hares de enfermeria, y el respaldo de toda una organizaci6n medica espe­
clalizada. 

L6gicamente, todo aumento en los costos de funclonamiento de un 
hospital privado incide en las tarifas establecidas de valor diario del 
cuarto. No hay otra alternativa. El nllmero de cuartos en servicio es igual, 
El porcentaje de ocupaci6n es primordialmente el m!smo. No hay amplia­
ci6n en el nUmero o en la utilizaci6n de las servicios que pudiera absor­
ver el aumento de las costos. Las medicinas son cargadas al paciente 
hospitalizado y amtulatorio a las precios de venta autorizados par el 
Ministerio de Fomento. 

SegUn decreto del mismo Ministerio, las pacientes tienen el derecho 
de recibir una lista de comprobantes de las medicinas que ha recibido 
durante su hospitalizaci6n y el valor a que les ban sido cargadas las 
m.ismas. 

En nuestro hospital todo paciente que se acepta para hospitalizacl6n, re­
cibe junta con otra informac16n que pueda resultarle de interes, una copia 
del menc1onado Decreto N9 676 de fecha 5 de Marze de 1964 del Ministe­
rio de Fomento, que textualmente dice coma sigue: 

Par cuanto es deber del Gobierno Nacional velar porque las articulos 
y servicios de primera necesidad se mantengan, dentro de las limites ra­
zonables, al alcance de toda la pablaci6n del pais; 

Par cuanto dentro de este espiritu han sido regulados por este Des­
pacho, en diversas Resoluciones, todos las productas farmaceuticos que 
se expenden en el territorio nacional; 

Par tanto de conformidad con lo dispuesto en el N9 1, letra a), del 
articulo 9Q del Decreto N9 176 del 15 de Agosto de 1.944, en concordancla 
con las articulos 29 del Decreto NQ 421 del 27 de Junia de 1.952 y 20. del 
Decreto NQ 455 del 23 de Enero de 1.961, y en uso de las atribuciones a 
que se refiere el ordinal 99 del articulo 22 del Estatuto Org:inico de Ml­
nisterias, par d1spasici6n del ciudadano Presidente de Ia RepUblica. 

R E S U E L V E 

ARTICULO l'i'.-Las clinicas, hosp1tales y dem:is institutes donde se 
preste asistencia medica a cambio de un precio, quedan abligados, al pre­
sentar sus cuentas al paciente o a sus representantes a discriminar y es­
pecificar en lista anexa lo carrespandtente a medicinas que se hubiesen 
suministrado, las cuales deter:in cobrarse a las precias establecidos por 
este Despacho, de acuerdo a las Resaluciones Vigentes. 

ARTICULO 29.-,I,as infracciones a las disposicianes de Ia present.e 
Resoluci6n ser:in sancionadas con multas de Bs. 20,oo a Bs. 10.000,oo. 
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ARTICULO 39.-De estas sanciones podra apelarse por ante el Minis­
terio de Fomento durante los cinco dias hlibiies siguientes a su imposici6n. 

ARTICULO 49.- La presente Resoluci6n entrara en vigor en la fecha 
de su publicacf6n en la GACETA OFICIAL. 

Comuniquese y publiquese. 

Dr. Hugo Perez La. Salvia.. 
Ministro de Fomento. 

Desd!chadamente, en el Decreto que antecede, no se estableci6 al pro­
pio tlempo la "obligatorledad" de entregar una copia del mismo a todo 
paciente hospltalizado, condici6n esta que en forma expontanea venimos 
cumpliendo en nuestro hospital. Y digo "desdichadamente" porque es 
t-!cn conocido de todos que en nuestro pais la mayor novedad dura ocho 
dias . 

Si se tl'ata de un hospital gubernamental, todo aumento en los cos­
tos de funcionamiento se refleja en el corresp-::mdiente presupuesto gu­
ternamental. 

Continuando dentro del plano comparative, el costo de una cama de 
hospitalizaci6n en las hospitales de U.S.A. es de 70,00 d6lares dlarlos. 
Estos costos han venido aumentando en el curse de las Ultimas afios en 
una proporci6n de 12 % anual. 

Contra lo que pudiera suponerse la inmensa mayoria de los hospitales 
norteamericanos son de propiedad "privada" Los castes mencionados son 
posit-les atm, por las donaciones que reciben. Mantienen un alto porcen­
taje de ocupaci6n. Pagan · to dos las que las ut11Jzan? La propor­
ci6n de los que pagan dlrectamente los servicios es despreciable por infi­
mo. Hay otro que paga las tarifas completas por Ia inmensa mayoria. El 
Blue Cross, El Blue Shield, El Medicare, El Medacaid y tantos otros. 

En definitiva hay siempre UN TERCERO QUE PAGA. El sentido del 
Segura privado esta ampliamente desarrollado en la ciudadania y todos 
contribuyen mensualmente entre otras previslones con una cantidad de­
terminada para pagar de alguna forma el Seguro de Hosp1talizaci6n. 
Cuando se necesita el servicio, poco importa la tarifa o los aumentos 
habidos: el Seguro Privado paga par ell0s. • 

Hay que reflexionar sabre todo esto. Es necesario construir una con­
ciencia pliblica e individual sobre ~-el Segura Q.e Hospitalizaci6n. Seglln las 
porcentajes de aumento "anual en las Costas de funcionam1ento de las 
hospitales, Ios costos se veran forzosamente duplicados en un periodo de 
menos de 10 afios. No mencionamos siquiera el reto planteado a la huma­
nidad para el afio 2.000. 
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CORTESIA DEL 

"GRUPO DROLARA" 

A NOMBRE DE 

DROGUERIA LARA C. A. - Barquisimeto 

DROGUERIA LARA CARACAS C. A. 

INVERSIONES DROLARA C. A. 

ASOCIACION FARMACEUTICA LARA C. A. 



F O L I C O L (G R AG EA S) 

MAXIMA PROTECC ION DE LA CELULA HEPATICA 

El FOLICOL es un producto Jlp6tropo de concepci6n moderna. 
Su originalidad consiste en la asocincl6n de las sustancias llp6tropas a la vitamina 
E y al complejo vitamlnico B. 

Gracias a su formula moderna, el FOLICOL cjerce una acci6n polivalente sabre 
la ttiopatologia hepAtica. Mientras que por una parte, trata de suprimlr Ia estea­
tosis hep:!.tica, dando a las celulas de esW 6rgano su funcl6n con la suministraci6n 
de aminoO.cidos llp6tropos, por otra pnrte protege dichas celulas contra las sustan­
cias noclvas, que provicnen de un metabolismo incompleto o insu!iciente, que 
entran en la circulaci6n . 

El FOLlCOL actlva tambien la funci6n respiratorla de las celulas de los tejidos, 
ya sea a nivel hep!l.tlco como a nivel periferico, con el objeto de suprimir la 
insuficiencia local o gene-ral que es siempre susceptible de repercutlr en las funcio~ 
nes hepaticas. 

La Metionina sum,inistra los metilos lablles y protege , gracias a los grupos SH de 
que dispone; las !unciones 6xido-reductlvas que tan ta importancla tienen en los 
tejidos hepaticos. 

La Colina ejerce una accl6n lip6tropa importante en el nivel del hlgado, atenuan­
do los dafios causados por una allmentaci6n rica en grasas. 

La Vitamina E protege el tripeptido de los fen6menos de oxldaci6n, forttncando y 
alargando, al mismo tiempo, el radio de acci6n . 

La Vitamina Bl2 y el Acido F6lico, actlian como reguladores del metabol!smo de 
las purinas y permiten el mantener la f6rmula. eritrodtarla a un nlvel bastante 
e\evo.do. 

La Vitamina Bl es un coadyuvante indispensable en toda terapCutlca hepAtica, 
ya que activa los procesos metab6Jicos relatives a la oxida.ci6n de los glllcldos 
que, de otra !orma, se detendrlan en los productos intermedlarios de car!l.cter 
acido. 

La Vitamina B2 es un !aetor esencial en todo proceso de 6Xido-reduccl6n. 

La Vitamina PP tiene un papel muy lmportante en la respiraci6n celular como 
constituyente escncial de la cozymasis. Su carencia provoca una alteraci6n de! 
metabolismo de la hemogloblna resulta.ndo una. acumula.ci6n y hematoporfirina. 
en el hfgado. 

FORMULA: Cada gra.gea contiene: 

Dl"Metionina 
Colina Tartrato 
Vltamina. Bl 
Vitamina. B2 
Vitamlna B6 
Vitamlna Bl2 
Vitamina H (Biotina) 
Vita mina E 
Acido F6lico 
Niacin am Ida. 
Acido Pantotenico 

INDICACIONES: 

100 

100 
mgrs. 

mcgrs. 
0,1 mgr s. 
3 
0,5 

' 
Insuficienclas hep!Uicas - Hepatitis - Cirrosis • Esteatosis - Intoxlcaciones hep:\­
ticas - Ictericia. • Ateromatosis a.6rtlca - Arterioesclerosis de las coronarias - Arte-, 

rloesclerosis general - Hlpercolesterinemia - Diabetes y sus compllcaciones 
vasculares - Obesldad . 

Laboratorios ROYAL, c. a. 
Piedras a B3.rcenas, 2-1 - Apartado 3370 

Telefono: 42.27.72 
Caracas - Venezuela 



Trastornos 
gast rointestinales 
funcionales ... 

A menudo atribuibles 
a factores 
emocionales .. . 

A menudo tratables con 
· .,tlet;,• ln,e,t.ible 

TRYPTANOL' 
El an tidepres ivo con un 
componente tranquilizante inherente 

' 1,' aPCI lfl,•st,1d1 po, Muc\.; & Co . Inc, N J, US A 



el aparato de anestesia 
mas completo 
Cy mas sencillo) 
que se conoce ... 

lo hizo 
~~;r~~f~j/;~· y dl'OtT~'TiL d~ h:·::d:'i.t;.,".~: d.~~.~v::~:;;.i.E~~-
u·c,o• ,,qu,trn· •o«>< de h c"uc· • a 0d·c•. no ob.,•n•• •• scnc"Hu 1 
,imp!icidod de o,onejo. 

• 1-'ermio,n nuo,c<o• • • combiucioo•• de ,uu: 02, N20, C)H6. i,,,, fluo• 
tanoy,flcno. 

• O"J>OU"~" d, ,ny<cno.-,,««On 1uuh<l0, • s,,o,b .. de tl"opu 

• ~-~~::•;o::,:•,. ::"!~~o •;:•~~i',nd~o:0~••.,c.:0":~',",;:l:• la~o t~~:,P~~,,.~~:.:• 
• Todos loo mode l<>> ,on o«>pl,blr , • n .,.,,,., urunl coo ,ubu{u 

d e iu 

e Muualt> de pr<fflu\o,...,. col,dod y 11 0 \>•io n<eo de p1<C1uo0 

Coo uu <o,m,<,s,, ,.,,,, >, "'""' m,<,u ""'' >, u<, So,woo <• 
AGA "''"'P•• empeudo n lobt1c., •potuo, que bcotloc«o •'"•d••<IIC, 

KG~ l Pffl~rn:s TAM~U El 
APARATOS OE ANESTESIA 



30 comprimidos de 10 mg. 

Ritalin® 
Psicot6nico 

:.i.w. M. L, ~l!d J,,:r.uv. II . . 11·,-,,, l 'I'''"""' " \1 ,1h)I 
!' h(n .d1t..c,.uuc flidro.:h\,•r ~k , K··.,•,~• .- \'-, ,", • l'.1rnn11·. 
-t,,u b,,,i,c ,1to/, ,/1». ·r;,,, __ 1.x,·, 

S."• 'l•l " .J I .. ,n.1 1), ,~..,,-., J II II·,<,: \, . • \,.•, 
l,1,e ,.f ~k th;-l l'h;;n.J.11, !·11 J',.,.···, 11. ~ 



n su propio hogar. en 
cualquier momenta con poco gasto, 

Ud. puede obtener resultados maravillosos 
en beneficio de su salud. tcmando un baf'lo de 

vaoor. Et v a lor terapeutico de las banos e n e l SAUNA 
es conocido desde hace miles de. arias par los pueblos de 

la antigOedad. 

SAUNA 
CASERA 
es un producto alemcin, 
rec:omendado mundial­
mente para: 

Balancear lo tensi6n nerviosa tras 
un dio ogitado. 
Normalizar un eventual sobrepeso 
Normalizor Dificultades de la 
circulaciOn. 
Obtener vn suefio reporador. 
Eliminar la grasa de los poros. 
Combatir dolores de reumatismo 
y ortritis. 
Combatir dolores de la articula­
ciOn. 

com pone de una cabina con terrn6~ 
metro y una sllla que incluye .los elementos de irradia 
Ci6n infrarroja invisible . El aparato tiene el sello de 

aprobaci6n de la Uni6n de lngenieros Alemanes 



GABINETE OPTICO 
DE 

M. BEHRENS & C. 0. SUCR. C. A. 
Pioneros de la Optica en Venezuela - Fundada en el Aiio 1.916 

(Esquina Mercaderes). 

LA SEGUNDA GENERACION EN EXPERIENCIA Y GARANTIA 

AROS AL SERVICIO DE SUS OJOS 

NO SE CONFUNDA 
Este Emblema 

En Forma de Arco Distingue a 

Nuestras Sucursales en Todo el Pais 

CARACAS 
CASA PRWCIPAL 
Misertcordia a ~o Pastor N9 62 
Tele!onos: 

55.16.80 - 55.72.33 y 54.31.92 

F.STE 
Calle Real de Sabana Grande 
Edlflclo Anzoategul 
(Al !ado Abasta Oporto) 
Telefono: 71.74.77. 

CENTRO 
Esq. M.i.racielos 
Telefono: 42.49.37. 

PARAISO 
A venida Paez. 
Fte. Viejo Hip6dromo. 
Telefono: 41.17.82. 

VALENCIA 
Calle Diaz Moreno 
Avenlda IOI - 104 - 58. 
Telefono: 82.551. 

INTERIOR 
BARQUISIMETO 
Edificio Ayacucho 
Calle 25 
Telefono: 20745. 

Reeuerde visita.r por lo menos una vez al Afio a su Medico Oftalmologo r»,.. 

contianza que nuestros Gabinetes le ejecutan con ripidez y precisi0n 911 

fOrmnla medica. Nuestras sucursales tanto en Caracas como en el interior 
atienden a los afiliados del Seguro (I.V.S.S.O.) I.P.A.S.M.E. y Ministerio de 

Minas e Hidrocarburos, 
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