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Una modificacién del liquide de broquet para
la mejor conservacion de la vitalidad
y virulencia del Bacilo pestis
en organos pestosos (*)

Por ABEL S. ISSALY e INDA S. M. de ISSALY

El mantenimiento de la vitalidad del bacilo pestis, en 6rganos,
culturas y productos patoldgicos, ha constituido siempre un proble-

Al A ihilidad de ngta opw men.

ma, ut:muu a la extrema sensibilidad de este germer

Problema que se hace més evidente, en los casos de la aparicién
de brotes epidémicos, en lugares alejados de los ceniros de investiga-
cién, a los cuales se hace necesario el envio de materiales presunta-
mente pestosos, en las mejores condiciones posibles para el manteni-
miento de la vitalidad y virulencia del bacile, con fires de diagndéstico
v estudio.

La accién de los agentes fisicos influye desfavorablemente sobre

este bacilo. Asi, el calentamiento a 60° lo destruye en una hora y a

"I

100° en un minuto. .

Por la desecacién pierde la virulencia en un término que va desde
horas hasta 7 a 8 dias.

Lo mismo sucede con la Iuz solar y la luminosidad, que lo destru-
yen en un tiempo variable.

Hntre los agentes guimicos gue lo matan con rapidez se cuentan:
el fenol al 1 % y la lechada de cal, que actian rdpidamente; el subli-
mado al 1% de aceién instantinea; el dcido clorhidrico al 19/p
v el acido sulfarico al 0,5 %/4, en contados minutos.

En el pus y los esputos, sin embargo, conserva mayor tiempo su
vitalidad, al igual que en el sueloe himedo, donde se ha encontrado
al bacilo pestis después de muchos meses.

En cambio, ia vitalidad sobre el cadéver u dérganos esta subordi-
nada a la temperatura y al estado de putrefaccién de los mismos.
En los cadaveres putrefactos desaparece en dias, y en los expuestos
a bajas temperaturas, se conserva un mayor tiempo; asi lo demues-
tran las experiencias de Zlatogaroff, quien afirma la existencia

(*)XEste trabajo fué realizado en la Seccién Peste del Instituto Bacteriols-
gico ‘‘Malbréan’’.
Presentado en la reunién de comunicaciones del 7 de septiembre de 1948.



192 UNA MODIFICACION DEL LIQUIDO DE BROQUET T. XIV,¥Ne 1
de este bacilo a los 109 dias en cadiveres abandonados de ratas
a 3y 8% En la epidemia de Moukden, en cadaveres expuestos a
frios muy intensos, se conservé la virulencia del germen hasta
tres meses.

De acuerdo a estos antecedentes, Brogquet ided un liquido de con-
servacion para efectuar el envio de materiales pestosos desde lugares
lejanos, y que se ha adoptado en la Seccién Peste del Instituto Bacte-
riolégico ‘‘Malbran’’ para el envio de bazos de ratas desde los
puertos de Bahia )lahm Quequén, Rosario, sete.

La inoculacién subeutdnea a cavias, del macerado de dichos bazos,
gite han permanecido hasta 8 dias en el medio conservador, ha dado
hasta la actnalidad, contados casos de peste.

Ello nos hizo insistir en el estudio de la eficiencia del liquido de
Broquet v de los factores gue pueden alterarla, tomando como base
el trabajo de los doctores Uriarte y Morales Villazén: ‘‘Conserva-
cion de la vitalidad y virulencia del Bacilo Pestis’’

Para realizar nuestras experiencias, partimos de un ligquide de
Broquet preparado de acuerdo a su férmula:

Glicerina pura y perfectamente nentra a 30° Reaumé 20 cec.
Carbonato de Calcio (prempltado liviano) ........ 2grs.
Agua destilada e.s.p. ... o, .. 100 ce.
La mezcla esterilizada 10 minutos a 110° y envasada en fras-
€S tamb1 n té iles.
Para todas las experiencias realizadas partimos siempre de una

misma cepa de Bacilo Pestis, de reconocida virulencia, con la cual
obtuvimos, para nuestras observaciones, el siguiente material:

) Cultivo puro de Bacilo Pestis en calde.

Ut [ Sl

fmd

2) Bazos frescos de cavias pestosos.

3) Médulas éseas frescas de cavias pestosos.

4) Bazos de cavias pestosos, extraidos después de 24, 48 ¥y
72 horas de muerto el animal y dejade a la temperatura

ambiente.

1. Curtivo Puro pE Bacino Prstis BN CALDO

Realizamos esta experiencia con el objeto de ratificar que el li-
quido de Broguet no disminuye la vitalidad del Bacilo Pestis en
culturas puras.

Mezclamos partes iguales de un cultivo puro de ‘Bacilo Pestis
en caldo y liquido de Broquet (10 ce. de cada una).
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a or aata morala a la tamnarg
maniener esia MmMezZiia 4 18 enpera-

Al eab de 24 ho

Al cabo de 24 hora
tura de antecamara, fue 1noeu]ada subcutanea e intraperitoneal-
mente a cavias, con intervalos de 10 dias y en proporeién de 1 ce.
por vez.

La Tabla siguiente de la gue deducimos log resultados de esia ex-
periencia ha sido verificada, varias veces, 1o mismo que todas las
Tablas del presente trabajo.

Tios resultados fueron :

TABLA T
DIAS DE MEZCLA Inoculacién Muerte Diagnostico
| 26/11/47 29/11/47 Peste
10 ... o 6/12/47 9/12/47 Peste
20 ... 16/12/47 20/12/47 Peste
30 ... 26/12/47 29/12/47 Peste
40 . 5/ 1/48 10/ 1/48 Peste
50« i5/ 1/48 21/ 1/48 Peste
60 .. ... 25/ 1/48 30/ 1/48 Peste
70 .o 4/ 2/48 8/ 2/48 Peste
8O ... 14/ 2/48 21/ 2/48 Peste
90 ... 24/ 2/48 29/ 2/48 Peste

Confrontada esta experiencia con las observaciones simulténeas
realizadas con un cultivo de B. Pestis puro en caldo, como testigo,
que mantuvo su virulencia 95 dias, deducimos que el liquido de Bro-
guet, no altera la virulencia del B. de Yersin.

2. Bazos Frescos peE Cavias PESTOSOS

De acuerdo a la téenica precisada por los doctores Uriarte y Mo-
rales Villazén, en el trabajo ya citado, se inoculy una cepa de Bac.
Pestis a varios cavias.

Inmediatamente después de la muerte, se extrajeron los bazos y
se colocaron en nimero de dos por cada frasco con liquido de Bro-
quet, preparado en el laboratorio, que se tomé como testigo.

Como problema se uséd liquido de Broquet proveniente de los fras-
cos enviados desde los puertos, en los que colocamos, también, bazos
de cavias pestosos, en niimero de dos por cada frasco.

Dejados dichos frascos a la temperatura ambiente, a partir del
quinto dia se inoculd a cavias, el macerado de bazos, testigo y proble-
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ma respectivamente, por la téenica comtin de trituraeién y con suero
fisiolégico.

Los resultados fueron:

TABLA I¥
Di%% E])BI\IIt (;é%gITDO Material Inoculacién ‘ Muerte ’ Diagnostico
!
T 29/11/47 Peste
5T — 25/11/47
P 30/11/47 Peste
T 3/12/47 Peste
T e — 27/11/47
P 20/11/47 Peste
T 2/12/47 Peste
9 —— | 29/11/47
P 3/12/47 Peste
T No muere
D 1/12/47
P No muere
T No muere
12 . —  2/12/47
P No muere

T = Testigo. P = Problema.

De la Tabla IT se deduce que la pérdida de la virulencia se pro-
duce entre el noveno y décimo dia de permanencia en liquido de
Broguet para la cepa usada.

No hubo diferencia en el comportamiento de los liquidos problema
v testigo, por lo que descarfamos la posibilidad de mala preparacién
del liguido conservador en los lugares de envio.

3. M#puras I'rEscas pE Cavias PESTOSOS

Los doctores Uriarte y Morales Villazén afirman en su trabajo
que: ‘‘En la médula sea de un animal infectado, la vida del gérmen
es mas prolongada que en el bazo, annque haya estado abandonade
al aire libre, en cuyas circunstancias pueden concurrir factores des-
favorables a la conservacién’’.

Comprueban que la siembra de médula ésea en agar y caldo da
resultados positivos hasta el duodécimo dia, econ la cepa usada por
ellos,

Basindonos en estos antecedentes, ensayamos reemplazar los bazos
frescos de cavias pestosos por médulas éseas frescas de cavias pes-
tosos.



1949

ABEL S. Issary g Inpa S. M. pg Issany 195

o)

- - 8 pana da nn lota da caviag e
un 10te ae cavias, ¢

Se inoculd simup la misma cepa de
inmediatamente después de producida la, muerte, separamos las ti-
bias v las despo,]amos de las partes blandas. Luego se colocaron en
liquido conservador.

A partir del sexto dia, se inoculd procediendo asi: Extra
tibia del frasco, la Tavamos en capsuia de Petrl con solucién fisiold-
vica, seccionamos el hueso y esterilizamos la superficie del corte con
una espatula de hierro al rojo. Colocamos en mortero estéril una
Tad mini de solueién fisioldgica en la que humedecimos el

nat
C8ie 8

da la

£ >—4\

/.nn+w
CanTIGaE Minima ge S

ansa, la cual, introducida en la médula, se descargd luego repetidas
veces en el mortero hasta que el canal medular quedé vacio. Tritura-
mos e incculamos. En lag inoculaciones de los altimos dias de perma-
nencia de las médulas en el liqguido de Broquet se hizo necesario
ablandar el contenido del canal medular.

Los resultados fueron:

TABLA IIT

DiASDgIégéQ%S;JIDC Inoculacién Mouerte Diagnéstico

6 . 14/1/48 18/1/48 Peste

9 17/1/48 24/1/48 Peste
12 0.0 20/1/48 26/1/48 Peste
I5 oo 23/1/48 1/2/48 Peste
16 ..o 24/1/48 2/2/48 Peste
I8 26,/1/48 No muere
21 30/1/48 No muere

lencia v vitalidad del

£

Comprobamos que la eonservacién de la virnl
Bacilo de Yersin se mantiene hasta los 16 dias, vale decir, casi el
doble de tiempo que en los bazos frescos de cavias pestosos.

Seria, entonces, més efectivo ¢l envio de médulas y no de bazos,

aunque en la prictica sea mas engorroso.

4. Bazos pE Cavias Prsrosos Exrraipos Despugs pE 24, 48 v
72 Horas DE MUERTO EL ANIMAL

Producida la muerte de tres eavias, previamente inoculados de
Peste, se los dej6 a la temperatura ambiente 24, 48 y 72 horas res-
pectivamente.

Liuego, se extrajeron los bazos y se colocaron en liquido de Bro-
quet, procediendo a inocular, como en los casos anteriores.




T. XIV, e 1

196 UNA MODIFICACION DEL LiQUIDO DE BROQUET
Los resultados fueron
TABLA 1V
Muerte del Tiempo T’f{;‘;?fdf " Incculacién Muerte Diagnéstico
cavia pestoso { abandonado |, ENG0
2 1/2/48 5/2/48 Peste
4 3/2/48 9/2/48 Peste )
20/1/48 24 horas 6 5/2/48 10/2/48 Peste
8 7/2/48 No muere
10 9/2/48 No muere
2 23/1/48 27/1/48 Peste o
4 25/1/48 29/1/48 Peste
19/1/48 48 horas - —
§ 27/1/48 No muere
_-8-_ 29/1/48 No muere
2 24/1/48 29/1/48 | Peste
19/1/48 | 72 horas 4 26/1/48 No muere
6 28/1/48 No muere

5. ALgunNos FACTORES QUE ALTERAN rA Ericacia prn Liquipo

DE BROQUET

En la primera experiencia de bazos, observamos que a partir del
octavo dia se produecian hongos sobre la superficie del liquido, aue
por gentileza del doctor Negroni fueron clasificados
cientes al Género Penicillum.

Siendo estos hongos un factor de alteracién de la eficacia del li-
gquide de Broquet, para evitarlos, en las experiencias subsiguientes
los corchos a seco y los sumergimos en un baho de

105

0ING perteue-

esterilizamos
parafina caliente, ya que suponiamos que los hongos provenian
de los corchos Agl resgmardados &stos, y una vez Henos 1los frascos
con el ligunido, parafinamos nuevamente el cierre por fuera.

No se volvieron a producir hongos en las experiencias sucesivas,
a pesar de que en lag Gltimas experiencias, mantuvimos frascos con
liquido de Broguet v con 6rganos, hasta 28 dias.

El pH del liquido de Broquet recién preparado es de 9,15 con-
trolado por Potenciémetro Gamma. Al noveno dia de mantenimien-
to de los bazos, el pH baja a 6. Creimos que el descenso de pH

seria, a su vez, una de las causas primordiales de la pérdida de
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la virulenecia, dado que el pH 6ptimo para el mejor manteni-
miento de la vitalidad y virulencia del B. de Yersin, varia entre
6,3 vy T.

Para evitar dicha acidificacién recurrimos a una:

Moprricacién pEL LiQuipo pr BrOQUET

que consistié en el agregado de una solucién ‘‘Buffer o Tampén’’
Entre las conocidas nos parecié la méas conveniente la solucién
Tampén de Mellvaine, compuesta por:

X ce. dilueidn 0,2 molar de Fosfato dcido Bisddieo

X ce. solucién 0,1 molar de Acido Citrico.

a ecnal, segiin las tablas necesitariamos 19,45 cc. de la primera
egunda para obtener un pH de 8. En base a lo

férmula de Broguet asi:

&
ez]

Glicerina pura y perfectamente neutra a 30°

Beaumé ... ... . 20 ce.
Carbonato de calcio (precipitado liviano)...... 2 ors.
Solucién Buffer de pH 8 ... .. .. .. ... ... 40 cc.
Agua destilada c.s.p. ... o e 100 ce.

O lo gue es igual, para abreviar la preparacién y usando las equi-

valencias en gramos de la solucion Buffer.

Glicerina pura y perfectamente neutra a 30°

Beanmé ... ... . . i 20 ce.
Carbonato de Calcio (precipitado liviano).... 2 grs.
Fosfato &cido bisédico .................... 1,1046 grs.

ido eltrico ... .. 0,0230 grs.
Agua destilada e.S.P. o 100 ce

Ericacin peEL LiQuipo pE BroQuET MODIFICADO

1. En bazos frescos de cavias pestosos

Preparados los frascos con las precauciones anteriormente anota-
das y con esta modificacién del liguido, colocamos en ellos bazos
pestosos de un lote de cavias, muertos por inoculacién experimental.
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El pH inicial del liguido funé de 8,3.
Iniciadas las inoculaciones a partir de los 9 dias de permanencia
en el liguido de Broguet, los resultados fueron:

TABLA V

DIASD]EEH%EE‘)‘QI{JEB,FIDO Inoculacién Muerte Diagnéstico

9 3/2/48 8/2/48 Peste
15 o 9/2/48 12/2/48 Peste
20 ... ..o 14/2/48 18/2/48 Peste
22 16/2/48 20/2/48 Peste
24 18/2/48 25/2/48 Peste
26 .. 20/2/48 No muere

Confirmamos que los bazos pestosos han conservado su virulencia
durante un tiempo superior al doble que en el liguido de Broquet
comtn.,

El pH Final fué

dad y virulencia del

,2, adecuado al manfenimiento de la vitali-
. Pestoso.

2
am
-3

o &

2. En médulas dseas frescas de cavias pestosos

La técnica usada fué la misma que la descripta anteriormente v
las inoculaciones se hicieron a partir del noveno dia, con el resultado

signiente :

TABLA VI

DiASDg%I}fé‘Q%igg Do Inoculacién Mouerte Diagnéstico
9. e 3/2/48 8/2/48 Peste
15 o 9/2/48 13/2/48 Peste
20 e 14/2/48 19/2/48 Peste
25 19/2/48 24/2/48 Peste
28 e 22/2/48 29/2/48 Peste
30 .o 24/2/48 No muere

Es deeir que, en médula 6sea mantenida en liquido de Broquet
modificado, la virulencia del B. de Yersin llega a 28 dias, mientras
que en liquido de Broquet original, se perdia a los 16 dias.

T. XIV, N9 1
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Bazos de cavias pestosos, exiraidos después de 24,

de muerto el animal

g

199

48 y 72 horas

Procedimos eomo en el easo correspondiente con Broquet original,

St

- 1os resultados fueron:

TABLA VII

. Tiempo en |
Muerte del Tiempo Liquido Inoculacién Muerte Diagnéstico
cavia pestoso abandonado | ge Broquet
4 26/2/48 20/2/48 Peste
8 1/3/48 4/3/48 Peste
12 5/3/48 9/3/48 Peste
21/2/48 24 horas
15 8/3/48 13/3/48 Peste
18 11/3/48 17/3/48 Peste
20 13/3/48 No muere
4 27/2/48 2/3/48 Peste
8 2/3/48 6/3/48 Peste
21/2/48 48 horas 12 6/3/48 11/3/48 Peste
15 9/3/48 15/3/48 Peste
18 12/3/48 No muere
2 26/2/48 3/3/48 | Peste
|
4 28/2/48 6/3/48 Peste
21/2/48 72 horas
6 1/3/48 8/3/48 Peste
R /2748 No muera

En relacién a la experiencia anterior, la vitalidad y virulencia del
B. de Yersin en el liguido de Broquet modificado, ha aumentado
12 dias para los bazos de cavias pestosos muertos, que hau sido de-
jados 24 horas a la temperatura ambiente: 11 dias para los hazos
de cavias pestosos dejados 48 hs. a la temperatura ambiente, v 4 dias
para los bazos de cavias pestosos dejados 72 horas a la temperatura

ambiente,
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Para mayor claridad podemos sintetizar los resultados en un sis-
tema de coordenadas en las cuales la abceisa corresponde a los Dias
mpleado.

v la ordenada al material emy
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material empleado

----- En liquide de Brogquet sin modificar.
———En liquide de Broquet modificado.

Dejamos counstancia que todos los diagndsticos de peste han sido
hechos en base a: 1) Las lesiones tipicas producidas por el Bacilo de
Yersin en los cavias muertos. 2) La observacién directa de frotis
~oloreados de bazo y liguido peritoneal de los eavias muertos. 3) Las
colonias obtenidas por siembra del contenido medular de los cavias

muertos en agar estria y en caldo.

Ademis, todas las experiencias fueron realizadas dnrante los me-
ses de verano, descartando asi la posibilidad de que, una més baja
temperatura ambiente, pudiera haber influido en los resultados fi-

nales,
ResumEeEN

- 1) Se confirma que el liquido de Broquet es un buen conservador
v mantiene la vitalidad y virulencia del B. de Yersin en érga-
nos pestosos frescos en intervalos que varian entre 9 y 15 dias.
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s més conveniente el envio de médulas, que de bazos, desde
lugares alejados, por mantenerse en las mismas mas tiempo la
virulencia del germen, pero en la practica su empleo es mas
engorroso.

3) La formacién de hongos en la superficie del liguido y la acidi-
ficacién del medio por la putrefaccion de los tejidos, son los
principales factores que alteran la eficacia del liguido de
Broquet.

4) Para evitar los hongos, proponemos la esterilizacién seca de los
corchos y el parafinado posterior del corcho y del cierre, por
fuera.

5) Para disminuir la acidificacién del medio, proponemos la mo-

dificacién del liquido de Broquet por el agregado del Buffer,

de manera que la férmula final seria:

o
~

Glicerina pura y perfectamente neutra a 30°

Beaumé ......... ... ..., 20 ce.
Carbonato de Calcio (prempltado liviano) . . 2 grs. .
Fosfato 4cido bisédico .................... 1,104 grs.
Acldo CITFICO wvee et 0,023 grs.
Agua destilada ce.s.p. ... 100 ec.

6) En dicho medio aumenta considerablemente el tiempo de con-
servacién de la vitalidad y virulencia del B. de Yersin, tanto

de

en los érganos frescos como en los Srganocs con comienzo de
putrefaceion.
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jamin Anchezar, Jefe de la Seccién Peste del Institute Bacterioldgico ¢‘Mal-
bran’’, para realizar este trabajo, asf ‘como las sugestiones y cousejos de los
doctores Renella, Morales Villazén e Illa, y la- atencién de todo el personal de
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