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El agar blando en la determinacion de Ia
movilidad de las bacterias

Su aplicacién al estudio de los tipes entéricos

Por HECTOR SOSA

Lia introduccién del agar en bacteriologia, comunmiente adjudi-
cada a Roberto Koch, se debe a la sefiora de Hesse (Hitchens y
Leikind, 1939). En sus trabajos sobre bacterias de la atmdsfera,
Walther Hesse empleaba tubos de gelatina por los que hacla pasar
cantidades medidas de aire para calcular su conténido en gérmenes
geglin el ntmero de colonias desarrolladas. Pero muchas eéxperien-
cias quedaban anuladas porque la accién proteolitica de las bac-
terias hacian imposible el recuénto por licuacién del medio. Sus
deseos de obtener un gel, sin los inconvenientes de la geélatina, fue-
ron satisfechos por su ésposa Fannie, ayudante en su laboratorio,
quien tuve la idea de &mplear el agar que ella utilizaba en la co-
cina para la preparacién de jaleas. Lia receta provenia de su madre,
que a su véz la conocia por un amigo que habia vivido én Java
donde, como en gran parte de las islag del Pacifice, lag algas ma-
rinas constituyen una parte importante en las preparaciones culi-
narias. EI descubrimiento fué comunicado por carta a Koch quien,
en su nota preliminar sobre el bacilo dé la tuberculosis (1882),
hizo la primera réferencia publicada sobre el uso del agar.

El hallazgo de la sefiora de Hesse ha significado la adquisicién
de uno dé los elementos méas ttiles para el trabajo én bacteriologia.
En concentraciones de 1 a 3 % el agar presta a los medios de eultivo
una consistencia adecuada para el aislamiénto de bacterias, para el
estudio morfolégico de colonias, la obténcién de desarrollo en su-
perficie, ete.; manteniendo sus condiciones a las temperaturas de
cultivo. En concéntraciones menores del 1 % se obtienéen los lla-
mados medios sémisélidos, o agar blando, con propiedades que han
sido aprovechadas con distintos fines. Hitchens (1921) se ha ocu-
pado éspecialménte de este tépico en una comunmicaciéon que du-
ranté mucho tiempo se nos habia pasado inadvertida.
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pero también podemos decir, con no menor razén, que los virus nues-
tros tienen la virulencia de los virus murinos, en cuyo caso résultari
que los cobayos nuestros tienen una resisténcia més alta.

Con el objeto de apreciar el comportamiento de nuestros cobayos
con un virus murino conocido, obtuvimos de Santiago de Chile 2

cobayos myeotados con virus de origén mejicano que gentilmente

por el Director del Tngtituto Bacterioligico
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Los dos eobayos recibidos tuvieron una réaccién térmica y el fené-
meno de Mooser al 5° dia de la i*meulacié‘i. Bl ¢ i
de vaginal de estos animales, en esé momento, a 6 cobayos de nues-
tro eriadero no dié fendmeno de Neill Miooser en ninguno y sélo en
2 di6é reaccién térmica. En 2 pasajes sucesivos a 14 cobayos la
infeccién fué inaparente,

De los cobayos companeros de los recibidos en Buenos Aires los
pasajes sucesivos héechos en Chile dan una frecuencia de Neill Moo-
ser dé 10/15 y de 13/15 de reacciones térmicas.

La diferencia del comportamiento del virus én los dos laborato-
riog podria ser explicada por una pérdida de la virunlencia, por una
diferencia de sensibilidad de los cobayos v por una diferents técnica.
Préacticamente puede ser descartada la dltima eventualidad y queda
por decidir entré los dos primeros.

La conclusién méas verosimil es que los cobayos utilizados por no-
sotros en Buenos Airés tienen una resistencia (inmunidad?) al que

rente.
Como s& comprende, este asunto tiene mna importancia e interés

considerable pues plantea de manera muy precisa el problema de
p—
Ll

la etiopatoiogia del tifus vinculado a las condicionés del ani
sensible. Puéde imaginarsé que la raza de los cobayos usados es
menos sensible; que existe una resisténcia especifica (inmunidad?),
que existe una resistencia por alimeéntos protectores o por las con-
diciones de mantenimiento de los cobayos. De todas estas probabi-
lidades, las relacionadas a la alimientacién (influencia de vitaminas)
vy a la temperatura son ya conocidas y su investigacién serd reali-
zada en un tiempo priximo.

IIT
Aunque no corresponde précisamente al asunto que tratamos, nos
ocuparemos brevemente dé las condiciones del ambiente en que se
practicé la investigacién y de algunos hechos vineulados a la epizoo-
tiologia.
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A lo largo de la ribera del Riachuelo existen depésitos de gra-
nos desde Puente Alsina y practicamente hasta su desembocadura;
en algunos de ellos y especialménte én los de la estacién Ingeniero
Brian han trabajado obreros que enfermaron de tifus benigno. De
este lugar han provenido la mayor parte de lag ratas examinadas
desce el afio 1937 en la Seccién Peste, asi eomo las investigadas por
nosotros. Las ilustraciones dan idea del ambiente y el pequefio
plano da la ubicacién de log lugares donde fueron atrapadas las
ratas. Lios hallazgos de virus corresponden todos a Ingeniero Brian,

—

gue fné por otra parte el Gnico lugar investigado de manera me-
todica e intensa; del galpon N? 4 — donde trabajéo uno dé los
obreros que se infecté — se aislé el virus obteniéndose de las seis
lineas, tres hallazgos positivos.

Un hecho bien interesanté ya obsérvado por otra parte en varias
ocasiones en las mismas zonas es la variacién grande de indice de
cheopis (determinado correctamente) én lugarés préximos. Es cier-
to que hay un error producido por la diferencia del numero dé
las ratas y su pequefiez, pero las variaciones son tan grandés que
inducen inmediatamente a investigar la causa dé tal variacién que
va de 0 en 3 lugares a 10 y 9,3 en dos. Naturalmente lo que
en seguida puede imaginarse sin dificultad es la posibilidad de
crear en los lugares gue son criaderos artificiales de ratas, y cuyo
« rat proofing » és dificil y costoso, el « flea proofing » fundado
en la biologia de la pulga cuyo instinto seguramente no és un ar-
ma tan poderosa como €l de la rata. No hay duda que ésta es sélo
una posibilidad, la cual no estd fundada en ningitin experimento o
en observacién minuciosa y correcta y atn en el caso de ser efectivo
el « flea proofing », subsiste el problema fundamental que es el

CONCLUSIONES

1. — De seis lotes, entre doce, de pulgas de ratas (X cheopis),
de graneros del puerto de Buenos Aires, fué aislado eén animales
de laboratorio, un virus constituido por Rickettsia. En otros dos
lotes la infeccién puede considerarseé cierta. Bl ntmero de lineas
positivas es de diez y el de negativas de trece.

2. — En la mitad de los cobayos la reaceién térmica no ha sido
significativa. No hay diferencia en la frecuencia e intensidad de la
réaccién térmica entre las lineas positivas y las negativas.

3. — El fenémeno de Neill Mooser fué obsérvado en cuatro
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En el Congreso Internacional de Biologia de Montevideo se hizo
un relato de dos métodos para el contralor de esterilidad deé los
productos inyectables (Sosa 1930). Uno de élios se basaba en el
empleo del agar blando al 0,25 %, y fué desarrollado teniéndo en
cuénta los estudios de Lignieres (1919), quien encontré que los
medios con agar en esa concentracién permitian tanto &l desarrollo
de las bacterias aerobias como el de las mis estrictas anaerobias.

Este medio, tal ecomo fué presentado én Montevideo, con el volu-

2z

men caleculado para obtener la dilucién neécesaria de los antisépti-
os y con su dispositivo especial de cierre gue facilita la manipu-
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ica, &s el gue adn sc cmplea para lo
rihdad en el laboratorio oficial de comntralor de productos biolégicos.

Kl agar blando ha sido utilizado también para la preparacién
de toxinas, el estudic morfolégico diferéncial del desarrollo de las
bacterias anaerchias, y North (1909) encontrdé qué se adapta para
la consérvacién de los cultivos de coleecién por su cualidad de
permitir la facil difusién de los productos del desarrollo.

Pero, de las interesantes propiedades del agar blando sélo se
har4 especial referencia a su particularidad dé permitir la migra-
cién de las bacterias méviles; observacién que sé debe a Hiss (1897)
v Hesse (1908), que propuso el agar al 0,5 9% para diferenciar al
bacilo de Eberth de otros gérmenes intestinales,

La migracién dé las bacterias, en los medios semisélidos, hace
qué su cultivo adquiera aspectos que difieren segtin su grado de
movilidad y la cantidad de agar contenido en el medio.

Cuando el desarrollo se efectfia én superficie, la colonia tiende
a extendersé de acuerdo a la capacidad de traslacién. Sobre el
agar al 2 9% son muy pocas las especies capaces dé cubrir la su-
perficie en pelicula como el Proteus vulgaris, pero si se disminuye
gu concentracién, sé¢ llega a conséguir la formacién de « Hauch »

o
e e
s

con todas las bactérias méviles.

Los tipos ciliados del género Salmonella se extienden sobre el
agar nutritive al 0,5-0,7 %. Si la siembra se efectia én el céntro
de la superficié de este medio contenido en una placa de Petri,
y la cepa es poco mévil, el cultivo se inicia en forma de colonia
aislada, pero llega &l momento en que del borde de la colonia se
desprénde un veélo tenue que puede cubrir toda la superficie. Si
se toma material de este velo y se vuelve a repetir la siembra, en
las mismas condiciones, el cultivo s& extiénde desde el comienzo
rapidamente en pélicula. La migracién de las células mas méviles
ha favorecido el desarrollo de las bacterias mejor ciliadas, obte-
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niéndose por seleccién un cultive que es especialmentée apte para
preparar suspensiones para le determinacién de anticuerpos cilia-
N

= : plvrtim o al b
con notablé resistencia a la agiitinacion v.

res,

En los medios inoculados en profundidad, cuando la cantidad
de agar no es superior a 0,5 %, todas las bacterias méviles difun-
den més o meénos su cultivo produciendo aspectos distintos de
desarrolio segun su grado de movilidad. Y si la siembra se répite
tomando material de los puntos extremos, €]l nuevo cultivo invade
el medio enturbidndolo uniformémente. Eg &sta una forma simple
de excitar la movilidad y de mantener los cultivos perfectamente
ciliados en forma que, sembrados en superficie de agar hlando,
permitan obténer de inmediato cultivos que dardn 6ptimas suspen-
siones para la aglutinacién ciliar. Para aumentar el efecto del
agar blandol en la seléccién de formas con exfrema movilidad,
puede guiarse el desarrollo por médio de un tubo dé vidrio, abierto
enn sus dos extremos, gue se sumerge én el medio. Lia siembra sé
efectia en el interior del tubito y el matérial se toma de la porcién
extérior, después de haber sido forzado a recorrer dos veces la
altura del agar.

De los métodos propuéstos para obtener la indueceién de varia-
cién de fase por la aceibn dé sueros aglutinantes, también aquellos
que se basan en el empléo del agar blando son los que dan mejores
resuitados: ya sea que se obtenga la dispersién de la fase inducida
en el seno del agar, como ocurre en las téenicas dérivadas del
métodos de Vassen (1930), o su extensién én superficie al modo
de Sven Gard (1938). Todas las véces que sé empleé este 1ltimo
procedimiento se ha podido comprobar la afirmacién de Hérrmann
(1939), obteniéndose cultivos en fase absolutamente pura.

Peroc es en la determinacién de la movilidad de las bacte-
rias donde, en el curso de estas investigaciones, se ha encontrado
gque con la aplicacién del agar blando se obtienén resultados de
verdadero alcance préactico; habiéndose mostrado como un método
indirecto més simple y sensible que el examen microseépico del
cultivo en caldo én gota suspendida.

Para ello se empled el agar al 5 %, en caldo dé carne peptonizado
al 2 9%. El agar en rama era previamente lavado 12 horas en
agua destilada renovada. Su incorporacién sé hacia en bafio a
100°C y la filtracién por papilla de papel en filtro de Buchner,
con poca diferencia de presién y después de enfriar a 50°C. El
medio repartido en tubos era ésterilizado en autoclave a 115-120°C.
Puede conseguirse mayor transparéncia por clarificacién con albi-



Junio 1943

HfcTor Sosa 289

mina de huevo, péro esto no es absolutamente necesario, siendo
suficiente filtrar en las condiciones indicadas.

Ta siembra se efectuaba por puncién en &l centro, observando

el desarrollo a las 24 horas de cultivo a 27°C, volviendo a repetir
el examen después de permanecér 24 y 48 horas a temperatura
ambiente.
Lag bactérias inméviles désarrollan en la linea de inoculacién en
forma de trazo nitido sin tendéncia a penetrar en el medic. En
cambio, las bacterias ciliadas, al difundir en el agar, cultivan en
forma caracteristica segGu su capacidad de tr 161
formacién difusa, que puéde ser precursora de un enturbiamiento
general, hasta el desarrollo uniforme en qué no se distingue la
zona de siembra.

Después de efectuar los ensayos preliminares, en el verano de
1938-39 se resolvié adoptar este método de determinacién de mo-
vilidad en el éstudio bacteriol6gico de las enfermedades entéricas.
Diesdé un comienzo se hizo simultdneamente con €l examen micros-
cépico en gota suspendida de un cultivo en caldo, con el objeto
de hacer determinaciones comparativas. Y siémpre que se observd
movilidad en caldo sé¢ obtuvo en agar blando un cultivo caracte-
ristico de cepa mévil. En cambio, en los casos en que el cultivo
en ecaldo daba resultado negativo y €l aspecto del desarrollo, con
el método indirécto, era de bactéria ciliada, siempre se pudo com-
probar la movilidad por el examen microseépico del cultivo en el
medio sémisélido.

Hay bacterias que no desarrollan sus formas méviles a 37°, lo
gue ocurre con ciérta frecuencia con &l P. morgani, p. ej., por lo
que es conveniente mantenér los cultivos 48 horas més a tempera-
tura ambiente antes de hacér la lectura definitiva.

En el agar blando puede ademéis comprobarse la formacién dé
indol, agregando unas gotas (4-5) de reactivo de Ehrlich (*) sobre
el cultivo. Y si el método no es tan sénsible como cuando se
efectiia la réacei6n después de una extraccién previa dé un cultivo
en caldo eon éter, es suficiente para el trabajo de eliminacién de
colonias de un mismo material én que ya se ha determinado una
gspecie segurameénte patégena. Sobre todo si es empleado después

*Paradimetilaminobenzaldehido .. ............ 1g.
Acido clorhidrico ........... ... ... ... ... 20 ml
Aleohol 95° .. .. . 95 »
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del medio para la seleccién de colonias (Sosa 1939), al que com-
plementa agregando dos datos més de importancia para la clasi-
ficacién: Ia movilidad y la produccién de indol.

CONCLUSIONES

El agar blando es de gran aplicacién en él estudio de la movi-
lidad de las bactérias.

O\

n
larmente aptas para la investigacién de aglutininas H.
Se ha comprobado gne Ltihzado con el método de Sven
obtignen cultivos en fase absolutaménte pura como indica Herrmann.
En la determinacién de la movilidad de las bacterias, la siembra
én agar blando es nn procedimiento mas préctico y sensible que la
observacién microscépica deé cultivos en caldo en gota suspendida.
Sobre el mismo medio en gue se ha ensayado la movilidad se
puéde investigar la produceidn de indel, lo que aumenta las ven-
tajas del método qué se ha adaptado al estudio bacterioldgico de
las enfermedades entéricas.
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