IDAD DEL METODO FIoRKER-MULLER EN

DEL BACILO DE HKBERTH EN LAS AGTUAS.

Por EnriQue Euporo SuEgR.
I
Kl rol que, como vector de la fiebre tifoidea juega el

wa de bebida, es demasiado conocide para que no haya
dando mnhvn 3 un qmpumm*n de h‘?hmng,
. -

.
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J
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No se debe sin embargo olvidar la posﬂ)lhdad de una
propagacién de la vida (191 Bacilo de Iiberth en el agua,
debida 4 una precipitacion hacia el fondo del pozo, lo que
permitiria infecciones sucesivas después de un tiempo,

ocasionéndoee de este modo la reaparvicién de la enfermedad.
Manuel V. (Carbonell ha constatado ia

Aai al
LADI; ©1 \1 3G IOL LSrail Q3001

presencia del hacilo tifico, en un agua proveniente de un

aljibe de una casa de If Io1es 35 dias después de producido
un caso de fiebre ﬁfoidea erdad es que no ha podido
probar ia falta de 1 i nstante, prod

filtraciones de la primera -m;.h iambién Jlfoctaé .

Por ofra parte el bacilo fifico resiste la congelacidu;
razdén por la cual, se le ha encontrado en muestras e hielo,
provenientes de aguas infectadas.

Estas causas son las que han inducido & los autores
modernosg 4 buscar métodos por los que someten al anlisis
cantidades considerables de agua, condensando los micro-
bios por un artificic apropiado; aglutinacidn por un suern
antitifico muy activo (W@'nd()lbmzdt Sc/zepz’lews/ut/, Chann-
temesse, Alischiiler, Mine, eic.) 6 pr eupuacmu por los agentes
quimicos ( Valiiet, o(’/uu,le/, Hagemann, Ficker, ﬂ()lf/??r"b?”u

Miiller, etc.)

7 Iy
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En el presente trabajo he procurado cermua rme
sonalmente de la sensibilidad de un méiodo, el de Ficker-
Miitler, que ofrece ventajas, 4 mi juicio, por la facilidad de
phcarlo sin empleo de aparatos costosos (centrifiiga)

ﬂ O quav

(A OT

Hago preced 5
de los promdumentos quimicos de precipitacién para

investigacién del bacile de Eberth en las aguas.

e & manc on todos Ec-s laboratorios.
1

er mis Q“XPSHQW“ 5 por una

= AN N
SOBRE LA COMPROBACION DEL BACILO DE EBERTH, MEDIANTE
Q

L0S PROCEDIMIENTOS QUIMICOS DE PRECIPITACION.

A Vallet cabe el honor de haber sido el primero en
combinar las precipitaciones mecanicas y quimicas; publi-
cando el resultado de sus investigaciones en una obra fi-

tuiada: ne nouvelle fechnique pousr lo recherche du bacil-
le tuphique dans les eaux de boissons.

Fm,plea Vallet para la sedimentacién soluciones satu-
radas de h1nns1ﬂf1‘rn de sodio v de nitrate de 1313}p0 do
cada una de las cuales agrega 4 gotas, para ec1pltar
20 cm® de agua, que se centrifuga durante 4 6 6 mmutos
E‘] mr\dp“m s farmadan dooninde .,-1,\ aovntar Al oo

ds agotar ol
tiene, es redisuelfo por medio de Ia solucién de hiposulfi-
to de sodio, agregada gota 4 gofa; y, por 1iltimo, es sem-
brado en gelatina de Ilsner.

Por buenos que sean los resultados que Vallet haya
obtenido con su procedimiento, tiene la desventaja de uti-
lizar pequeiiag cantidades de agua y una méiquina centri-
fugadma qgue sélo puede existir en grandes laboratorios.

Kl método de Vallet fué contraloreado y esencialmente
perfeccionado por Schiider, quien emplea mayores canti-

4~ ~ e i 1 g PO
10)

completamente wuftili-

dades de agua, obtiene un sedimen
zable ¥ suprime la conir‘tugad T8

Su método es el siguiente:

A 2 litros de agua, agrega 20 cm? de una solucién de
7,75 gramos % de hiposulfito sédico; y 20 cm3? de otra so-
lueién al 10 % de nitrato de plomo Después de agitar bien
v dejar reposar por espacio de 20 & 24 horas, en altos ci-
lindros de VldllO, el sedimento obtenido es redisuelto en-
14 ¢m? de una soluecién concenirada de hipesulfitec sédies
(10 %) sembrandose en seguida en placas.

Por- este procedimiento Schiider llegé 4 constatar el
Bacilo de Eberth, en dos litros de agua de canal infecta-

1
1 " o o . 2
da con g de ansa de cultura en agar-agar.
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A pesar de haber Schiider mejorado mnotablemente el

procedimiente de Vallet, su métode ne ;"1*1111'“ relacionar
e*uanmatlvamente en manera aiguna, los bacilos fificos
(8]

ni ann comparar Ing enidos con

nenes sembrados, como o han demootrado M. Ticker
Nuinerosas expeneuuae de conirol d

Qphiiid or:
(A SRSV iy

M llile!.

U . | 3 -

] [ > &
acilos son bwuuupumuos, v la mox talidad
ia por el largo reposo requerido.

1s farde M. Ficker, siguiendo sus inve ugamonm en
el mismo sentido, encuentra una sal que, mucho mas acti-
va que la anterior sedimenta mds rdpidamente los gérme-
nes contenidos en el agua, previa alcalinizacién con una
solucion al 10 % de carbonato s6dico. Esesta sal el sulfato
de hierro, también al mismo titulo.

Se ha discutido largamente, sila solucion de hierro em-
pleada por M. Ficker debe ser de sulfato de hierrvo {(ferro-
so) 6 sulfato féirico; y 4 esie respecto cabe decir que el
tituio de la solucidon contesta por si s6lo 4 la pregunta;
pues siendo el sulfato férrico mucho menos soluble, a este
titulo reprecipitaria al cabo de algunos minutos.

M. Ficker emplea la misma ecantidad de agua que
Schiider. es decir, 2 litros, que alcaliniza mediante 8 em3 de
la soluciéu de sodio precitada; y, precipitada en seguida pov
7 cm® de la solucidn ferrosa; se agita bien con una larga
varilla de vidrio, y se coloca en la heladera.

Después de un rveposo de 2 6 3 horas, se decanta el
liquido que sobrenada, y se agrega al sedimento la mi-
tad de su volumen de una solucién al 25 % de acetato
neutro de potasio. En seguida se agrega a4 una parte del
sedimento disuelto, dos partes de caldo esterilizado; y esta
mezcla es sembrada por pequeilas porciones en placas de
D!iO‘alski Conradi para lo cual es necesaria una varilla de
Viario encorvada.

Por este procedimiente, M. Ficker ha cbtenido excelen-
tes resulfados; siendo aun mejores éstos cuando empleaba
la centrifugacidn.

El termlno medio encontrado fué de 97 4 98 9/, de la
anfidad de gérmenessembrada.

Como se ve, este procedimiento es inmejorable, efectuan-
do la oelltllfuoa(31011, pero, si se tiene en cuenta lo ante-
riormente dicho 4 proposno del procedimiento de Vallet,

vemos que st bien se ha adelantado notahlemente, venimos

1Tl B0 1l cUUlaGiivauy iU vGrr /i 0iiiTiivyy
7z

4 incurrir en el mismo error respecto 4 la centrifugacién.

Kste método, uno de los tliimos ¥ que mejores resul-
tados ha proporcionado & los bacteridlogos, ha side modi-
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ficado por O. Miiller en la forma que & continuacién voy 4
‘:Ail\u csar:

3 litros de agua previa colocacién en un alto cilindro

19 em?® de ungz eolucidn

5 vxr‘hnp QN
, =01

al 10 % de legia de soda; jy en seguida, plempl‘faao por

10 12 cm"" de la misma solucion de sulfato ferroso- que

x:f.!:v:\ lvr\n
J. ¢

de vidrio v
ra, se decanta con  pre-
e un embudo con papel

U, a
dejar reposar por ebp ¢io de 1 ho
caucion, echando el sedimento sobr
de filtro esterilizado.

Después de terminada la filtracion, (3/4 de hora como
méaximo} por medio de una espédfula es sembrado el sedi-
mento en placas conteniendo el medio de Drigalski-Conradi,
teniendo la precaucién de no lievar demasiado precipitado;
pues, si la cantidad de bacilos tificos es mucha, puede tro-
pezarse con el serio inconveniente de que el crecimiento
demasiado denso, dificulta la identificacién de las colonias
tificas. ~
Como se ve, O. Miiller suprime con su modificacién al
procedimiento de M. Ficker, la maquina centrifugadora y
la redisoluci(’)n del sedimento en acetado mneutro de pota-
sio; ventaja la primera que pone el procedimiento al alcan-
ce de tode experto ])anfmﬂ(\ino‘n

Ademds, Miller, ha creado un procedimiento propio,
basado, en el mayor poder sedimentario de ofra sal de
hierro: el percloruro.

La téenica de este nuevo procedimiento, es la siguiente:

3 litros de agua colocados en un alto cilindro de vi-
drio, son precipitados mediante 5 cm?® de una soluciéu ofi-
cinal de percloruro de hierro.

Después de 1/2 hora de reposo, se filtra y siembra en
placas de Drigalski-Conradi; en este caso, seglin el autor,
no es necesal ic la alealinizacién.

or !,a

GT C‘

rboneil en su  irai
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et
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H ya

1”06(’)/’6 5_’.1bful((/t/{l,/ manifiesta que SélO 1a 1JU\.,{'
la alecalinizacién, en las aguas que contenian sales de cal;
viéndose obligado siempre, & agregar 12 cm’ de legia de
soda para obtener un buen sedimento.

Maller, Lolnparando ambos metodes, Hega & demostrar
por medio de experiencias sucesivas, la superioridad del
segundo; pues en el primero, constata un término medio

de 75 1/10 % de la siembra; mientras que en el segundo
1

Aca 4 QQ A 9
Jlbéa a OO0 't/U 0.

C. Feitsmantil ha creado tltimamente, un nueve pro-
cedimiento en el que se opera conmenor cantidad de agua.
La técnica es la siguiente:



A 1 litro de agua, se agregan 10 cm? de una solu uf»n

de soda; y, después removiendo enérgicamente el liqu
2 em3d rie una soh‘icmn de alumbre al 10 %.

U, 5€ th‘(alibd (fl lle_LU‘

Después de 2 & 3 hors
do que sobrenada, v se colopa en otro cilindro con obieto
de aumentar la sedimentacién. Pasadas otras 2 horas, nue-
vamente se decanta v se siembra en placas. Sin embargo,

An N/TWA

PoAITIf N
Jrines

este procedimiento no ha conseguido scbrepasar al de
Her; pues el poder sedimentario del alumbre, es mucho
menor; el sedimento mdas dificil de manejar,

HEnriqueciendo el sedimento obtenido por el procedi-
miento de Miiller, mediante las bil7 bovina, se I ,
guide aumentar notablemente en sensibilidad.

111
EXPERIENCIAS REALIZADAS

L.a investigacion de la pureza de un agua de bebida,
es solicitada con bastante frecuencia, por las autoridades v
por el publico; vy, no menos frecuente es, que sean pracfi~
cados los analisis con criferios basados en detell ninaciones
diferentes; en los numerosos laboratorios oficiales y priva-
dos, gquimicos ¢ bactericldgicos.

Creemos pues, en la necesidad de uniformar los proce-
dimientos de andlisis en la Reptblica: prefiriendo aguellos
que por experiencia propia, les hayamos adquirido nuestra
mayor confianza.

Inspirado en estas ideas, duranfe mi estudio de la Hi-
g ene y 4 proposicién del Doctor Juan Carlos Delfino, quien

ha tenido la gentileza de dirigirme durante mis investiga-

ciones, es que decidl elegir como tema pqla mi traba]@
inaugural, el ensayc de uno de los métodos que seiialaban

A

~ PO, I R an . ~an a At Acaas i A L 1,7 1
verdaderas veuntajas en la determinacién del bacilo de
= i - 7 - 7 N N i A A
Eberth en las aguas; & saber: of mdtodo de precypiiacidn
7 7

por las saies de jiierro.
Este procedimiento es un método combinado que po-

dria denominarse Método de Ficker-ifiiller; pues es el
procedimiento de Miiller, previa alealinizacién con carbonato
s6dico, sal empleada por Ticke:

La técnica es la siguiente: 3 litros de agua alcaliniza-
dos con 12 cm? de una solucién de carbonato sddico al 10 %,
después de colocados en un alto cilindro de vidrio y agi-
tados activamente, se precipitan por 10 1/2 cm® de una
solucién de percloruro de hierro al mismo titulo.

El precipitado de carbonato férrico formado, arrasira
mecanicamente hacia el fondo del recipiente, todos los gér-
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aso; es decir, tanto los bacilos

ariag menh-q nas 3"1::% L)g

HiSLeint

menes que encuentra
tificog, eomo todas las

Q
en el agua; que es nec
para ello de |

10T eneralmente cuando se estd sedimentando
se observa una pelicula cl_e heuprfﬂdo en Ia superficie q,\
baja paulatinamente; esto es debido 4 la impureza del car-
bonato sédico empleade, que contiene una cierta cantidad
de hidrato. Por f‘01lslgulente al mismo tiempo que se forma
carbonato, se obtiene hidraic férrico que en virtud de su
pocc peso, se encuentra en la forma citada. Pero, como el
anhidrido carbénico del aire actia sobre el hidrato, lo
transforma le‘ltamen e en carbonato; y, recién entonces es
gue s¢ nota la sedimentacidon compieia.

i.a reacion quimica, que caracferiza este fendémeno po-
dria descomponerse en fres faces; a saber:

PRIMERA FAZ

FeaCle 4 300sNax —
Cloruro férrica  Curhonato sidico Fez(COa)s + 6 Na Cl
Crrbonato_férvico  Cloruro sidico

SEGUNDA FAZ

2FexCls - 12 Na ()LL/, —
Cloruro férrico  Hidrafo sédico 7FU,(UH)0 + 12 Na Cl
Hidrato férrico Clorure sédico
i
LT ERCERA TAZ
Feo(OGH)s . 3002 =
Hidrato férrico  Anhidrido carbénico Feg(COs)s -+ 3 H:0O

Carbonato férrico Ague

teri zach, por la printera fau de la preceden

En este caso la sedimentacion es inmediata; y después
de un cuarto de hora de reposo, se puede filtrar perfecta-
mente.



Con una anse de platino encorvada en aro cuya
inencia neoe ser de 0. gr. 002 de substancia, se raspa

suavemente la superficie de una cultura de bacilo de T Eberth;
mezc iando intimamente esto, al agua en experiencia. En este
~as0 se dice que el agua ha sido 1‘]fectada COn 1N anse
-le cultura de bacilo ﬁfieoe

Una ansa es mezclada 4 los 10 cm’ de agua esterilizada
~onn uno de los cuales se infecta el agua 4 sedimentar.

Se repite la operacién con 100 vy 1000 cm?® de agua es-
-erilizada, y se sigue el mismo procedimiento de infeccién.
“Tenemos en este caso, diluiciones al 1/10, 1/100 y 1/1000
;~espectivanmn‘r&

To

[
@

=08 4 3 de Nga estard Zaole
~-adc 4 1000 em® de la misma agua; y, recien entonees, ope-
--amos la infeccidn 1 i

c con un nuevo cm® de estos tltimos.
Se obt1e1 ne en este caso una diluicién al 1/10.000; que,
y ~epetida con 160 y 1000 cm?® nos da diluiciones al 11 00.000 y

- /4 NN Nnn
N R VA EAVIAVAN A

Si no disponemos de suficiente agua esterilizada, ope-
y-amos de la manera siguiente:

Fn el primer caso, es decir, tratandose de la diluicidn
e 1 1/10, seguimos el mismo tratamzento que anteriormente.

==

Si deseamos hacer una diluicién al 1/100, tomamos wz
~ nse que mezclamos Intimamente 4 10 cm?® de agua esteri-
1% m}a uno de los cuales es mezelado con 9 cm?® de la misma

z
gua; y entonces efectuamos la infeccién en el agua 4 se-
in emar con un nuevo cm?® de estes dltimos.

De la ﬂliS‘Ha manera seguimos o‘aerando de suart
neremos hacer una diluicidn a 1/10 00.000 de ansa, nos
i bunolemes 46 cm® de agua esterlhzada

..)

L\)
mwm
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RESULTADOS OBTENIDOS

FMasrs dorer oo
Lo Ly s v T/ e,

’?‘ﬂ/‘i 'fo.m/‘g
AL AN XY

i 2 3 4 5 8 7 g
|
|
o Loy iie ; 24
3 litros - 1Zem, ? em. D Endo 37 horas i Positive
. L oy iz 31
10 em. ¥ 3 litros 12 cm. ” om 4 1 Endo | 87" Positivo
. . horas
I
. ) . W0y ije 24
100 em. © 3 litros 12 em. " /; Endo 37 . Positive
cm. loras
) 3 L 10y 13 24
1505 om. 9 8 litvas 19 oy B ’ LT0 Tnde 70 y Positivo
cm. ° i noras
10.000 . _ L, Wy 1/2 24 "
3 3 litros 1% em. 7 B Endo 37 . Positive
om. cm. ' ' Loras
JLUCAEEY 3 % Iy 12 vy
" itros 3 em. RS 87V 3
em. 13 em cm. 7 Ende 37 horas Negativo

1) Significa cantidad de agua infeetada con amnsa de cultura,
i

2) » > » » » » lem de la anterior
3 » » » ecarhbonato sodico necesarico para alealinizar,
4) » » » percloruro de nierro » »  precipitar.
3 »  medic de cultura especial utilizado,

6) > temperaturii de la esbuin,

7) » tiempo permanecido en la estufa,

) Positivo - s han encontrado colonias,

3) »  resultado
g Negalivo -10 8€ han encontrado colonias,

CONCLUSIONES

Como se desprende del cuadro que antecede, {a sensi-
bilidad del método de Ficker-Miiller, estd comprendida
entre 1/110.000 v 1,100.000 de ansa, dela infeccion prac-
ticada.
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mondan culdadosamente, se hacen
durante 3 6 4 horas, se tamiza, y
una noche. Se “!pem:f“ entoneces el liguido,
ciona de 15 4 20 % de gelatina disuelta 4
agrega una solueién de soda, hasta que la 1@%001011 no spa
sino muy débilmente dcida. Se clarifica con clara de huevo,
se filtra y se esteriliza. Eiste medio se conserva muy bien
en balones de una continencia aproximada de 100 gramos
cada uno. Cnando se quiere hacer uso de esta gelatina nu-
tritiva, basta agregar 4 cada balén de 100 grs., 1 gramo de
vodmo de DOtabIO distribuyéndose después en fubos de cul-
inra ordinarios § en placas de Petfri. Este medio nunca de-
be ser nhhzddo solo, pues podria inducir 4 errores.

En los casos tipicos el bacilo de Eberth se presenta
en esie medio, bajo formas de gotas de agua claras y bri-
Hantes eon oranulaciones extremad am e,t finas: mientras
que el bacilius Coli-Communis, afecta la forma de gruesas
granulaciones coloreadas en pardo.

Medio de Drigalski-Conradi. —(()(*) Se toman 1500 gra-
mos de carne de vaca desprovista de grasa, y se hace ma-
cerar por espacio de 24 horas, en 2 litros de agua. De%pué
de expresion, el liquido se mantiene a la ebullicién duran-
te 1 hora; se filtra, y agrega 20 gramos de peptona quiini-
camente pura, 20 gramos de nutrosa (mezcla de albumosas
v caseina) y 10 de cloruro de sodio.
rtiene nuevamente 1 hora 4 la ebullicion

vl izl
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AN
Loiices ou gramo

y ue
durante tres horas; después de lo cual, se alcaliniza ligera-
mente, filtra y opera un nuevo cocimiento por espacio de
1/2 hora.

() Durante cste tiempo, se preparan 260 gramos de so-
lucién de tornasol sensible, 4 los que se agregan 30 gramos
de lactosa animicamente pura, y se mantiene 4 la ebullicién
durante 15 6 20 minutfos. Esta solucién caliente, se mezcla

TR arae mar aoitanidn

d Ja pllulCLa PUL dgivdUiul.

{«} Habiéndose asegurado de la alecalinidad, se agregan
4 gramos de solucién caliente, de soda anhidra al 10 %/, ¥
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20 cm® de una solucién fresca de 0. gramo 1 de cristal-vio-
leta § de Hochst en 100 cm?® de agua destilada caliente.

El medio es repartido en placas de Petri; vy, el exce-
dente, se conserva en un balén propio.

Las colonias de bacilo Eberth sembradas sobre este me-
dio, son azules virando algo al violeta, finas como gotas de

rocio; mientras que las de coli aﬂ‘ls son 1’0]% y ovales.
Es este el medio mas utilizado, 4 pesar del tiempo ne-
cesario para su preparacién, perqae es completamente se-
guro.
IIoy por lo general se emplea el extracto de Liebig,
en lugar de la carne; y se varia en algo, su modo de pre-
paracion.

La técnica es la siguiente:

Para obtener 2 litros de medio, tomar 20 gramos de ex-
tracio de Liebig, 20 de nuirosa, 20 de pepiona seca de
Witte y 80 de agar-agar en bastones (Stangen-Agar);, no
agregar cloruro de sodio

Agregar 2 litros de agua, y cocer el todo por espacio
de 2 horas; filtrar 4 través de algoddn hidréfilo, operacion
que no dura mas de 15 minutos, 4 pesar del tenor elevado

de gelosa.
Alcalinizar ligeramente, con una solueién normal de so-

da caustica.

Se agrega entonces la solucién de tornasol v lactosa;
y el cristal Violeta; suprimiendo los 4 gramos de soda,
empleados en el procedimienio primitivo.

Medio de Endo.—La preparacién de este medio, es
mucho mas simple que !a de los precedentes; y también
menos costosa; dando sin embargo muy buenos resultados.

Ha sido favorablemente apreciado por varios experi-
mentadores ( Clauditz, Marschall, ete. }.

La técnica de su preparacién, es 1 siguiente:

1.000 cm® de gelosa al 3 .

10 gramos de lactosa.

25 em® de una solucién al 10 % de suifito de soda.

10 em? de una solucién al 10 % de soda caustica.
em? de una solucién aleohélica de fuchsina.

P

Las colonias de bacilo tifico sembradas sobire este mie-
dio, quedan transparentes, incoloras; mientras que las co-
lonias de colibacilo, son opacas y toman un tinte rojo vivo.



