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Coniribucién al diagndsiico baciericldgico
réapido de la differia
La coloracion de corphscuios metacroméaticos

por José Pahn y Juan Jorge Villa

Con motivo de un plan de tmbajo propuesto por el Dr. Allredo

Manzuiio, jefe del Ceniro de Diagiidstico Bacter 101 Sgico de la Dif-

teria del Inst1tuto Bacteriolégico Dr Carlos G. Malbran”, realiza-
s del afio 1046, la investigacidn sistematica de los

corpusculoq melacromatlcos del Corymebacz‘emum diphtheriae, des-
arrollado en los diferentes medios de cultivo utilizados para el diag-

noéstico y estudio de estos microorganismos.

I. ANTECEDENTES

Como es sabido, estos corpiisculos fueron sefialados por primera
vez por Babes (1) en el afio 1886 y dos afios mas tarde por Ernst
(2), en nimero de uno o dos, generalmente mono o bipolares, y con-
siderados como constituyentes caracteristicos del bacilo de la difteria,
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aun cuando estos mismos autores, en investigaciones posteriores los
encontraron formando parte de otras bacterias, espeualmente €OCos
¥ Neumococos.

Desde entonces hasta el momento actual, el uso de estos cor-
ptsculos como elementos de diagnostico, ha sufrido diversas alteina-
tivas de acuerdo con los distintos autores y las diversas técnicas de
coloracién propuestas para su identificacion. _

Asi, si tomamos los datos consignados por F. W. Andrewes (3)
v colab01ad01es en la obra que sobre el estudio de la difteria publi-
cara el Medical Research Council de Londres, el el afio 1023,
vemos que, segin M. Neisser, en el afio 1913, el 29 % de los casos
gue habian desarrollado como difteria en los medios de cultivo, pudie-
ron ser revelados como tales en el examen directo por la coloracién
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de Nelbger y en un 59 % con la coloracion de Gins (4), que es una
de la anterior. De 230 casos culturalmente negaiivos,
solo une dio resultado positivo en el examen directo con la coloracion
de Gins. Luego Gildemeister y Glinther en el afio 1914, sobre 85 ca-
sos cultur lmeme positivos emonu ron 23,5 % de positivos por la
loracién de { examen directo, 47 % con la
modificacién de Gins. Schiirmann y Pringsheim en 1915, sobre g9
casos positivos en los medios de cultivo encuentran 27 % v 43 % de
positivos con la coloracién de Neisser y Gins respectivamente. Reiter
en ¢l afio 1915, sobre 103 casos culturalmente positivos encuentra
el 52,4 % v 553 % de casos positivos en el exudado directo para
las coloraciones de Neisser y Gins respectivamente.
Mucho mdas recientemente, y aqui en la Argentina, R. Schwartz
y R. Consolt (5) en una resefla sobre los métodos bacteriologicos en
el diagndstico de la difteria, afirman que sobre 98 casos que fueron
positivos en el medio de Horgan y Marshal 04,8 % fueron también
positivos en el examen rinwfo con la coloracidn de Neisser o Albert
{6}, indistintamente, y sobre 28 casos negativos en el mismo medlo
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Con tales antecedentes, y teniendo conocimiento de que esta co-

rtiialnients Bor

loracién de corptisculos metacromaticos es empleada actualmente por
algunos, en el diagndstico precoz de la difteria, lo que constituye una
de las principales tareas de este Centro, hemos emprendido la labor
de tratar de descubrir la existencia del Corynebacierium diphtheriac
en los frotis directos del material que se nos envia, a fin de contribuir
de esta manera al diagndstico bacterioldgico rapido de esta enfer-
medad.

IT. MATERIAL Y METODO

Para ello, practicamos, con cada uno de los exudados estudia-
dos, dos “frotis”, uno destinado a la investigacién del bacilo diftérico
por la coloracion de Gram-Koppeloff-Bermann, y el otro destinado
a revelar la existencia de los corptisculos metacromaticos del bacilo
mediante la coloracién de Albert modificada por Laybourn (7),
gtin la siguiente férmula propuesta por el “Standard Methods of
the Division of Laboratories and Research of the New York Stats
Department of Health”, de Augustus Wadsworth, 2¢ edicidn, 1920,
pagina 34.

Solucion N°

Azul de toluidina 0,15
Verde de malaquita 0,20 ,,
Acido acético glacial 1
Alcohol de 95° 2
Agua destilada 100 .

{Dejar en reposo 24 horas y filtrar)
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Solucién N° 2:

Todo metaloidico Z grs.
Toduro de potasio 2,
Agua destilada 300 c.C.

Después de fijar el preparado por el calor, lo cubrimos con la
solucidn N© 1, 2 la que dejamos actuar durante cinco minutos (la
técnica original establece un término de 3 a 5 minutos). Lavamos
con agua corriente y lo cubrimos con la soluciéon NY 2 durante otros
cinco minutos (la técnica original prescribe 1 minuto). Lavamos
una vez mas, secamos cl preparado y hacemos la observacion micros-
copica.

Los “hisopos” con los exudados se sometieron luego al procedi-
miento que rutinariamente usamos en el Centro de Diagnéstico Bac-
terioldgico de la Difteria, es decir, se les afiadid el medio 11qu1do de
Manzullo v se los mcubd en la estufa a 27°C. durante tres y seis ho-
ras, al cabo de cada una de las cuales hicimos un “frotis”, que colo-
reamos con el método de Gram-Koppeloff-Bermann para comprobar
la presencia del Corynebacterium diphtheriae. Luego, se sembraron
estos “hisopos” en el medio de Howan y Marshall, para su “con-

irol” y el ulterior aisiamiento d

las cepas.

o

CASOS ESTUDIADOS Y RESULTADOS NUMERICOS

De esta manera, hemos estudiado 400 casos —es decir, 400 “fro-
tis” directos de otros tantos “hisopos”-— cuyos resultados, compara-
dos con los que acusd el medio liquido de Manzullo —en 3 y G ho-
ras— y el de Horgan y Marshall, se pueden constatar en los cuadros
N® 1 y N? 2. La comparacidén con estos dos medios de cultivo, cuya
bondad serda objeto de un proxumo trabajo, tiene por objeto estable-
cer si los bacilos gue poseen corpusculos metacromatices son o no
diftéricos, ya que los exudados que sembrados en el medio de Horgan
y Marshall dan desarrollo positivo, son sin lugar a duda exudados
diftéricos en casi el 100 % de los casos, como lo atestiguan las esta-
disticas realizadas en nuestro Centro (*), y que utilizaron como
“control” la prueba de la virulencia de Lagleton y Baxter. A fin de
dar un cuadro mas completo, hemos comparado también los datos ob-
tenidos en la observacidén de los “frotis” directos con los resultados
del cultivo en el medio de Loeffler, que también usamos en nuestro

(*) Datos que constan en el trabajo presentado por Conrado Villegas (h.)
y C. A. N. Daglio (8) en la comunicacidén del 31 de octubre de 1944.

Queremos expresar aqui nuestro agradecimiento al compafiero y amigo
de siempre, Conrado Villegas, gue ha intervenido directamente en la con-
feccién de los cuadros y esquemas que ilustran este trabajo, y no ha escatima-
do nunca su consejo oportunc y desinteresado.
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De los datos anteriores se desprenden las siguientes conclusio-
nes: de Joz 400 casos estudiados, 156 tenian bacilos con las caracte-
risticas morfoldgicas del Corynebacterium diphtheriade, es decir, te-
nian difteromorfos en 01 examen directo, y 244 no los mostraban.
Ahora bien, de los 156 casos primeros, 84 tenian Lorpusrulos meta-
cromaéticos y 72 no los t&;}&‘l De los 84 casos conn corpusculos, 68
fueron positivos a la 3* v a la 6 hora de incubacidén en el medio
liquido de Manzullo y 16 dieron resultado negativo en el mismo nie-
dio, Io que expresado en otra forma significa que de los &4 casos
con corptisculos metacromaticos en el examen directo, v que a su
vez tenian difteromorfos, el 80,95 % dié resultado positivo v el 19,04
% restante lo did negativo en el medio liquide de Manzullo, medio
éste que usamos sistematicamente en nuestro Centro para el diag-
nostico precoz de la difteria, en 3 horas como minimo y 6 como maxi-
mo; de los 72 casos que no tenian corpusculos metacrométicos, 5
dieron resultado positivo en el medio liquido y 67 fueron negativos,
lo que 1mporta un 6,04 % para los casos positivos y un 93,05 ﬁ) para
los negativos.

Tomemos ahora, los 244 casos que no mostraban difteromorfos
en el examen directo. De elios, 34 tenian corpusculos y 210 no los
tenian; de estos 34 casos primeros, 19 fueron positivos en el medio
liguido v 15 fueron negativos, lo gue eguivale al 5588 % para los
positivos v al 44,11 % para los negativos. Loos 210 casos restantes
dieron 4 casos positivos y 206 negativos, en el mismo medio, es de-
cir, 1,00 % de casos positivos y 9810 % de casos negativos.

Sumando vy a modo de resumen podemos decir: que de los 400
casos estudiados, 118 tenian corpisculos metacromaticos en el exa-
men directo y 282 no los tenian; de esos 118 casos, 87 fueron posi-
tivos en el medio liquido y 31 fueron negativos, lo que da un 73,72
% de casos positivos y un 26,27 % de casos negativos; de los 282
casos restantes y que no tenian corpusculos, ¢ fueron positives y 273
negativos en el mismo medio, es decir 3,19 % de casos positivos vy
90,80 % e casos negativos.

Debemos hacer notar ahora, que entre los casos que tenian cor-
pusculos metacroméaticos en el examen directo, hemos incluido tam-
bién a los corpusculos que en ocasiones presentan.los Leptotrichias
buccalis, y que en nuestro estudio encontramos 10 veces. Esto, que
aparentemente podria ser causa de error, no lo es tanto, por la dis-
tinta morfologia y coloracion que presentan. En efecto, con la colo-
raciéon de Albert, modificada por Laybourn, que empleamos, los ba-
cilos diftéricos se colorean de un verde palido y los corptsculos en
pardo o negro obscuro, mono o bipolares y, menos frecuentemente
dispersos por el cuerpo bacilar, siendo éste siempre corto y delgado
Los leptotrichias buccalis que tienen corpusculos metacromaticos,
que son los menos, son largos, gruesos, con sus corpusculos grandes
que sobresalen de los bordes del microorganismo, menos intensamniente
coloreados con el colorante de Albert, presentandose sus corpusculos
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el bacilo diftérico; el cuerpo del

anil muy débil. Estos caracteres pueden
objetivarse en las adjuntas fotomicrografias N9 1, 2 v 3.
10 cascs con corpusculos metacromati-

c0s, pero que pertenecian a gérmenes no diftéricos, llegamos a las
sigui=ntes cifras definitivas:

tudiad Corplisculos metacromAtico Resultado en el medio Porcentajes
Casos estudiados orpasculos metacromaticos de Manzullo j
: i
Positives: 87 80,55 %
Hay: 108 casos
Negativos: 21 19.44 9,
400
Positivos: 9 308 9,
No hay: 292 casos
Negativos: 283 96,91 %
Corpiscuios Medio liquido
metacromaticos de Manzullo
J 87 casos positivos
Concordancia 92,50 9,
1 283 casos negativos
positivos 5,23 9, negativos 21 casos
Discordancia
negativos 2,25 7, positivos 9 casos
100,00 % 400 casas
CONCLUSIONES

De las cifras que anteceden, surgen las sigtientes conclusiones:
a) la investigacidén de los corpusculos metacromaticos en el examen
directo de los exudados sospechosos de ser diftéricos, tiene una impor-
tancia no despreciable en el diagnéstico rapido dé esta enfermedad,
ya que esta coloracidn, que no tarda mas de 15 minutos, puede com-
binarse con el cultivo en el medio liquido de Manzullo en 3 v 6 horas,
lograndose asi un diagnostico aun mas precoz, con las ventajas que
légicamente se desprenden y que, en definitiva, son las causales que
guiaron este trabajo; b) el estudio de los corplscuos metacromaticos
en el examen directo da un alto porcentaje de concordancia (92,50%)
con los resultados suministrados por el cultivo en el medio liquido
de Manzullo; ¢) los casos de discordancia con este medio de cultivo,
pecan mas por exceso (5,25 %), que por defecto (2,25 %).
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Fig. 1. — Examen
directo de exudado
taringeo. Colora-
ci6on de Albert, mo-
dificada por Lay-
hourn. Se observan
Corynebacterium
diphtheriae con
corpusculos meta
crométicos tipicos.

Fig. 2. — Examen
directo de exudado
faringeo. Colora-
cién de Albert, mo.
dificada por Lay-
bourn. Se observan
leptotrichias buc-
calis con corpiscu-
los metacromaticos
Se puede notar Ia
diferencia con los
corpusculos meta-
croméiticos de los
Corynebacterium
diphtheriae qgue
también se obseir-
van en el campe.

Fig. 3. — Coryne-
bacterium diphthe
riea con corpuscn-
los metacromaticos
provenientes de un
cultivo en el medio
de Loeffler de 2%
horas.

(Comparense los
corpusculos meta-
cromaticos del Co-
rynebacterium diph-
theriae en el exu-
men directo y en el
cultivo de 24 hs.
en el medio de
Loeffler.)
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CHADRO N 32
LEXAMEN DIRECTO
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