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CAPITULO !
INTRODUCCION

Corynebacierium diphtheriae. es una de las bacterias mds os-
tudiadas desde o} nacimiento de la Baictoriologlia: fué reconocida

pot Kloba en 1883; aislada por Loliler. 1884, Roux y Yorsin en 1888
descubticron la tozina diftérica. En 1890 Behring inmunizé anima-

les can su toxina. En 1913 s¢ usaba la antitozina para inmunizar
pasivamente. El mismo afio Schick descubrié su prueba para inves-

tigar susceptibilidad y en 1915 Park usd la toxina para la vacuna-
cion de nines’. Do dende te ve que en 32 afios so habla conocido

ol poder palégeno de Corynebactorium y se podia controlar la sus-
ceptibilidad y la manera de inmunizer activa y pasivamente.

Estez trabajos notables desarrollados cuando la Bacteriologia
apenas daba sus primeros pasos sirvieron de base para un sinna-
mero de estudics sobre: la morlologia, lisiologia, patologia e inmu.
nologia de Corynebacterium, asl como sobre la bioquimica de la
toxina y la anlitoxina.

No obstante que los estudios cobro Corynebtcterium diphtheriae
Y sus anticuerpos. pucden llenar una Biblioteca, esta bacteria si-
guo siendo un serio problema en los laboratorios bacteriolégicos
quo rutinariamente colaboran con los clinicos en el dicgnéstico de
difteria.

Estos preblomas tienon dilerentes causas:

1 —Su marcado pleomoriismo.

2.—La variacién do sus propicdades Bioquimicas.
2.—La existencia de numerosos porladores sanos.

4. —La variacion deol poder téxico de Corynebacterium,
95~—La oxistencia de numercsas cepas atéxicas.

La oxperimontacién de diferenics métodos propuestos para in-

vestigar copas de Corykacterium diphtheriae productor de toxina
censtiuyen ol objeto de esta tesis.
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CAPITULO I

METODOS UTILIZADOS EN LA IDERTIFICACION

DE CORYHEBACTERIUNM DIPHYHERIAE.
a) MORFOLOGIA.

Mediante una encuesta realizada en varios laboratorios clini-
cos de la Ciudad de México, se concluye que la mayoria de ellos
se concretan a identificar Corynebacterium diphtheriae morfolégi-

camente, previag tincién con Gram y azul de melileno de Loffler;

siendo ésto de lamentar, ya que por medio de un frotis no se pue-
de decir con seguridad si se trala o no, de un caso de difteria, En
la practica se realiza la iincién en el frotis tomado directamente del

exudado de la rinofaringe o bien del cullivo en medio de Lotiler.

Con objeto de estudiar los pcsibles cambios morfolégicos de

Corynebacterium diphtheriae se sembraron diferentes cepas., conoci-

das por su toxicidad, proporcicrades pecr la E. N. C. B. del I. P. N.
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y del Instituto de Higione, conservadas mediante leofiliacién; otras

cepas se obtuvieron de los Labotatorios Zapata y de los Laborato-
rios do Frontera 4. las cuales ostaban sembradas en medios de Mu-
ller y Telurito respectivamente, de ostos cultivos de 24 horas se
hicieron resimbras on otroa diferentes medios:

1.—Caldo Cerebro Corazén con extracto de lovadura al 10%
Y suero de caballo al 10%, pH de 7.8.

2.—Caldo Cereobro Corazén.

3.—Cullivo en medio de gelosa lelurito, que es uno de los mé-
todos de aislamiento ¢ identificacién mds utilizados. Se usé ol Diico
o en su defecto Gelosa Chocclate adicionado de 0.004% de teluri-
to de potasio 2.11.

Los diferentes textos de Bacteriologia describen las colonias de
distintas especies y variedades de Corynebacterium, no obstante,
en la prdctica, este método de aislamiento en telurito da resulta-
dos pobres por su falta de precisién, puestio que es dilicil apreciar
con uniformidad las diferontes colonias negruzcas y grisaceas; tam-

bién se observan resullados que no concuerdan con la Bibliogralia
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trabajando con cepas reconocidas por su toxicldad en el laborato-
tio, mediante prucbas de virueloencia.

4 —-Gelosa Chocolate.—Este medio se usd fundamentalmente
para conservar la cepa de Corynebactorium diphtheriae y en 61 las
colonias oton grises y pequenas; presentdndose en forma brillante-
o nmate.

§.—El medio de Frobisher 6.7 es ol que fué utilizado con éxito
para la invesligacién de cepas tdxicas on ¢l método de Eleck.

La moriologia de una misma cepa en los dilerentes medios se

observa cn las {otos Num. 1, 2,3, 4,5,6,7 y 8.

—_0



1.- En medio de Caldo Cerebro 2.-—FEn medio de Frobisher.
Corazon con 10 de suero de
cohallo v levadura.

En medio de Loffler. 4 n medio de Agar Telurito,
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6.- n Gelosa Chocolate.

Al resembrar en Gelosa Choeo-
cambio en
Coryvnebaete

observd an 8

late se
vomortolopia de
rium diphtherae.
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b) PROPIEDADES BIOQUIMICAS:

Todas las Bacteriologias 3,4 consuitadas presentan la misma
tabla de fermentacién de glucosa, maltosa y almidén; y los auto-
tes sohalan variaciones en estas propiedades bioquimicas, por lo
que no se pueden lomar on forma bdsica para la identificacién de
Coryncbacterium. Ademds, por ser demasiado tardadas no se les

da ningun valor diagnéstico.

¢} PRUEBAS DE VIRUELENCIA.

1.—METODO “in vivo" DE ROMER 3. 4, 10, 11.

Material necesario:

].—~Cepa pura de Croynebacterium problema desarrollado en

medio de Liffler.
2.—Caldo Cerebro Corazén estéril.
3.—Antitoxina diftérica.
4 —lJeringa y agujas esiériles.

5.—Dos cobayos depilados ventralmente.
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Téenica:

El organismo problema desarrollado en el medio de Léifler se

omulsiona con 3 o 5 ml. do caldo. De éstos se inyectan de 0.1 a 0.2
ml. en la parte ventral de un cobayo, previamente depilado ven-
tralmente.

So necesitan dos cobayos: a uno se le administra una dosis
protectora de 500 unidades de antitoxina diftérica, inyectada intra-
peritonealmente, doce a catorco horas antes de inyoctarle las ceo-
pas.

Al sogundo cobayo so lo Inyectan de 30 «a 50 unidados de an.
titoxina diftérica, tres o cuatio hotas dospuén de la inyoceién de
las copas; con lo quo eno evitard@ la muerto al cobayo, sin que in-
torfiera con la reaceion cutanoa vapoecifica.

La observacion se hace después do 24 horay; ¢! primor coba-
yo no dobe presentar ninguna reaceion, Bl segundo cobayo a las
24 horas procentard unda drea inflamada, que seguird progrosangdo
hacia la necronis, entro las A8y 12 horae.

Este motodo on muy prociso pira la investigacién de copas 1o-

xigénicas do Corynehdacterivm, pero rosulta domaniade tardada pa-
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ra llevarse a cabo en el laboratorio, como método de rutina.

Frguemn Name 1 Reaceion de s cepas problemas y tes.
tito en ol cobayo. 1. Cepa de Coryne-
bacteriwm testipo toxigeniea. 20 Copa
de Corynebseterium problema toxigd
nlew 3 Copy testlgo no toxigéniea,
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2. —METODO “in vitro” DE ELECK 6 7,9, 10.

E - método se basa on ol de Ouchterlony que usa precipita-
cién en placa.
Material Biolégico:

] —Cepa reciente de 24 horas de cultivo de Corynebacterium
problema; y cepas testigo sembradas en medio de Léfiler.
Material necesario:

| —Medio de Frobisher envasados en tubos con 20 ml. de me-
die:

MEDIO DE FROBISHER

Proteosa peptono ......... 200 g
Agar granulado ......... 1.50 g
NaCl1 QP ...... .ot 025 g
Agua destilada .......... 100 ml

Se ajusta el pH a 7.8 se esteriliza en autoclave a 15 1b por 15

minutos y se almaceaa a temperatura ambiente.
9.—Suero de Caballo no hemolizado y esterilizado por filtra- -

cién.
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3.—Antitoxina diftérica diluida a 500 unidades por ml con so-
lucién salina ostéril.
4.—Tiras do papol liltro con las dimensiones siguientes: 6 cm

por 1.5 cm. Seo osterilizan en el horno o en autoclave; y

ge emboben con la antitoxina que contiene 500 unidades
por ml,
5. —Pinzas ostériles.
6.—Cajas de Potri cstériles de 10 cm de didmetro.
Técnica:
a) Sc licuan los 20 ml de medio y se enirian a 50° C; se les
aiiaden los 5 m! de suero. Se vierten mezclados en una caja de
Potri estoril.

b) Cuando comienza a solidificar se toma con las pinzas es-

tériles una tira de papel, ombubida con antitoxina conteniendo 500
unidades por centimetro ciubico. Y se coloca en la parte media de
la caja de Petri con el medio, de modo que parte de él cubra el

papel.

¢) So enfrian para que solidifique el medio.
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d) So siombra la cepa picbloma y las lestigo en lineas delga-
das y porpendiculares a la tita do papel. S¢ comienza por el pro-
blema, en medio se siombra el testigo negativo {difteroide) y en ol
otro oxtremo la copa toxigénica tostigo.

o) Se invostiga la formacién de procipitado y se compara con
las copas testigo.

La lectura se hace a las 24, 48 y 72 horas.

A las 24 hcras las lineas pueden ser muy débiles por lo que

se requicre una observacién muy cuidadosa.

Las cepas tienen que ser de cultivo reciente y no deben de
permanecer mds de 24 horas on la estuifa. Se resimbra diariamen-
te, y cuando éslo no pueda ser por alguna causa, es mejor guar-
dar la cepa en el refrigerador.

Antes de proceder a realizar la reaccién de Eleck, se proba-
ron antitoxinas de 5 dilerentes marcas, encontrandose que las del
Instituto de Higiene que contenian 10,000 unidades y la de los
Laboratorios Zapata con 5,000 unidades dieron los mejores resul-

tados.
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Se usé la del Instituto de Higione por toner ol titulo mas al-

to. Se titulé la antitoxina para conocer las unidades necesarias
quo. reaccionando dentro de la zona 6ptima produzean el precipi-

tado on menos tiempo. TABLA Num. 1.

TABLA NUHM. 1

UNIDADES DE

CEPA MASSS DIFTEROIDE CEPA NUM. 18
ANTITOXINA
10 GO0 u 48 horas — 48 horas
500 u 72 horas — 72 horas
100 u 96 horas — 96 horas
0u — — -—
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En vista de la diliculiad de obtener suero normal de caballo

ne uno ol preparado Hemcsiyl, dando el precipitado como eon las

Figs. Num. 8 y 10.

Fig. Nam. 9.-Se observa como la cepa problema vtestigo de Corynebac-

terium  diphtheriae, al produciy texina que reacciona con 1a Antitoxina de

I tira de papel forma el precipitado.
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Fig  Nam 100 Observacton detaliadade i formma que presenta el preci-

otado de b oreaecion entie la tosing v oantitoxina difterica, empleando ol

meétodo originat de Foleck
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Fig N
FooONum 1o Observacion detaliada de Lo torma gue presenta el preci-

RE P R erd
Lbado de Ta teiwecion entoe b toxina ) annitosing difteriea, ompleando el

nil de Bleck

metodo on
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Una modificacién al método anterior y que resulté mdas préc-
tico es la de sustituir el suero de caballo normal por suero de ca-

hallo conteniendo antitoxina. Se agregé al medio de Frobisher en

lugar del 25% de suero normal de caballo. 25% de suero de ca-
ballo inmunizado con toxina diftérica, con 500 unidades de anti-

toxina, titulado por el método de Ramon.

Pl Nam. 1 B oeste cano seosembraron 2 cepas problemas y una testigo
de Corvnebaetertim diphtherine.  Obteniéndose esta forma de precipitado,

debido a que tante et de paped filteo comao ol mudio, contiene antitoxina.
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Fig. Nam

Crhertyacton detallida doe

arnie Gue presenta el preci-
prdado aue e obtio cone Leeltado de da peaveianentee I tonima produ-

clidiv: por Cory nebae ter it diplatierioe b AnUtosun contenidae tantooen

el o ceano en Lt e papel
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iy Num, 13, Fip. Nam. L

Finooestis fotos se obserga un carabie en b tormn el precipitado con
v debnde a0 gqiie enoeste
Heaceroninudo i toxina

respecto o las fotos 11 Cis0, se sustituyo la
antitoxing el papel filtto e colucton sahing

producida por el Corynebacterim I antitosina det medio.

Wicatnente can
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I . e i
Se obrervé que al adicionar telurito de potasio al medio, para
oviler ol dezarrollo de conteminantes, disminuye considerablementeo

la ap.ociacién del precipitedo Foto Num. 15.

precipitado al adicionar

formacion de

Flg. Nam 15, Disminueion de la

telurito de potasio. parn evitar los contaminantes en el medio.

¢l pH. Un pH de 7.6 a 7.8 da

Adomdas se debe tomar en cuenta

rosultados éptimos; en cambio un pH menor a 7.5, hace que se

nbtengan resultador frilsos como puede verse en la Fig. Num. 17;
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en que ol pH del medio fué do 7.4 y donde no se puede apreciar

un precipitado claro.

La medilicacion al métedo de Eleck se puede considerar de

resultadon mér precisos; y ademds se logran obtener los precipi-

menos tiempo que con la técnica original.

tados on

Flg, Nam. 16, Debido al PH de T se ohsorva con dificultad el precipitado

en e plaei.

— G
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En la TABLA Num. 2 se vo como so obtienon resultades positivos
tanto en las pruebas “in vive” como “in vitro”; asi como hay coin-
cidoncia en las copas atéxicas y on los diltoroides.

TABLA HURM. 2

RESULTADOS DE PRUEBAS DE VIRULENCIA
NUM. DE CEPA

“In vive” “in vitro"
| +
2 + +
3 e b +
A 4k +
5 + + +
G ——
7 b+ —_
8 o +
9 + +
10 kot +
11 —_ -
12 + ok +
13 — -
14 + -
15 b+ 4 +
16 bAoA +
17 —_ -
18 A b +
19 A - +
20 e +
21 - -
22 + +
23 S +
25 + b +




d} METODOS DL INMUNOFLUORESCENCIA,

| —--METODO DIRECTO 1. K 12
Iictotial necezatio.

l.—Portaobietenr con pizarra sobre los que se dibujan dos cfr-
culos do | cm de diametro aproximadamente, dejando entre
los dos una distoncia considerable.

2 ~Cubteobhinton

3 ~—8&uoto A Cotyncbacterium diphtheriae.
4 —Alcchol abuoluto o de 36 (purol.
$.—Vaszo de Coplin

{.—Pogulador zalino de fosiatos pH 7.2,
7.—Pinzan.

8.—Ccjas de plastico para relrigerador. que sirven como cdma-

mara humeda,

Técenica:

a) Dol cultivo en Caldo Cerebro Corazén de Corynebucteri.um
diphtheriae so susponde on solucién salina estéril. Con la suspensién
o haco el frotis do Corynebacterium problema, en el lado. derecho
dol portaobjetos y cerca de la pizarra se hace ol frotis de Coryn?-
bactorium tostigo. En la pizarra se anota con lapiz do gralito el nu-
mero do la muestra
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b) Los frotis se secan al aire.

c) Se fijan cubri¢ndolos con alechol absoluto durante 2 m.
d) Se escurre el alcohol y se secan al aire.

¢} En cada uno de los {rotis hochos en los circulos del portaob-
jetes se pone una gota del sucro FA Corynebaterium diphtheriae.
Se usa un aplicador de madera para repartir el suero sobre la su-
porlicie do cada f{rotis.

{} Se intreduce el f{rolis ecn una caja de Potri, la caja deber&
toner un papel filtro humodo cubriendo el fondo (para que sirva de
cdmara humeda).

g) Cuando hay muchas muesiras conviene usar como camara
himeda una caja de plastico de refrigercdor con fondo plano, el
cual se cubre con pcpel liltro humedo y en él se colocan los por-
laobjotos.

h) Se introducen las cajas de Petri o la de pldstico a una es-
tula de 37 C y sc manticnen en clla durante 30 minutos.

i) Se sacan los portcobjetcs de sus respectivas cdmaras hume-
das y se les escurre ol suero sobrante con ayuda de una piceta lle-
na de regulador. Esta operacién debe hacerse con cuidado para no
arrastrar con el liquido lo= frotis

i) 8o introducen en regulador salino pH 7.2 Usando para ello
cajas de Colpin, Después de b mirutos se cambia ¢l regulador y

Y.



se dejan otros 5 minutos. Cuando han pasado 10 minutos en total,
durante los cuales se han lavado los frotis con regulador para eli-
miner el suero {luorescente sobrante, se lavan los irotis con mucho

cuidado con agua destilada parg eliminar las sales.

k) So zccan pon papal {iltro muy suave (Wattmann Num 42).

Esta operacién dobe realizarse con suavidad.

1) En la parte central de cada circulo se pone una gotita de

regulador glicerolado-salino y se cubre con un cubreobjetos,

m) Se observa en el microscopio de [luorescencia, utilizando el
cbjotivo de inmersién. Para ésto se requiere un microscopio equi-
pado, asf como una fucnic de luz ultra violeta, en forma de bulbos
de mercurio de 200 watts. Existen filtros entre la luz naciente y la
que cclorea, cortando la luz visible, pero dejando pasar la luz ultra
violeta en el rango de 350 a 450 mu. Entre el ocular y la tincién
existen los filtros 50 y 47 que sirven para proteger los cjos de las
radiaciones ultra violeta. Ademds el microscopio consta de un con-
denzador de campo oscuro. Se utiliza el objotivo 3.5 X para exami-
nar y enfocar. Cambiando al objetive de inmersién 100X para la

obrervacion final,
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2.—~METODO INDIRECTO.

Material necesario:

! —Portaobjctos con pizara sobre los cuales se dibujan dos

circulos de i ecm. de didmetro aproximadamente; dejando en-
tre loa dos clrculos una dictancia considerable.

2.—~Cubreobjotos.

J.—Suero antitczina diftérica diluida con solucién salina que
contenga 500 unidades por centimetro cubico.

4.—Sucro FA antiglobulina de caballo (conejo).
5. —Alcokol absoluto o de 967 (puro),

6.—Vaso Coplin.

7.—Regulador de {osiatos-salino pH 7.2.
8.—Pinzas.

9.—Cajas de pléstico para refrigerador y que se ulilizan como

camara humeda.

Técnica:

a) El cultivo on Caldo Cecicbro Corazén de Corynebacterium
diphtherice se suspende en solucién salina estéril. Con la suspen-
8i6n se hace ol frotis de Corynebactirium problema, en el lado dere-
cho del yportaobjetos y cerca de la pizarra se hace el frotis de Cory-
nobactorium testigo. En la pizarra se anota con lapiz de grafito el

nimeo de la muestra
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h) Los lrotis ro smecan al aire.

¢} Se ljan cubriéndelos con alcohol absoluto, durante 2 mi-
nulcs.

d) So escurte ol slcohol y se secan al aire los frotis se pone
una golita de auero do autitoxina diftérica con 500 unidades por
centimelro cubico.  Se usa un aplicador de madera para repartic

el zuero robre ja superlicie del frotis.

{) Se introduce el itotina en una caja de Petrl, que sirve de ca-

oara humeda,

gl Seo intreducen las cajas Potri o la caja de plastico a una

ostufa de 37 C y se mantienen en clla durante 30 minutos.

h) Se sacan les portaobjotos de sus respectivas camaras hi-
modas y se les escurre ¢f suero sobrante con ayuda de una piceta
llena de reqgulador PH 72, FEsta operacidon debe hacerse con cui-

dado ;ara ne arrastrar con e} liquide los firotis.

i) So intioducen los portuobjetos en regulador salino pH 7.2.
Usando para ello los vasos Copiin. Después de 5 minutos se cam-
bia el reqgulador y se dejan otros 5 minutos. Cuando han pasado
10 minutos en total durante los cuales se han lavado los {rotis con

vequlader para eliminar ¢l suero fluorescente sobrante.

i) Se secan con papel filtro muy suave (Wattmann Nim. 42).
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k} En ¢l frotis de Corynobactorium probloma y teatigo se po-

fe una golita de suoro FA untiglobulina de caballo (conejo).

1t Se innroduce nuevamenie ol portaobjetos en la camara hi-

meda.

m} Se inttoducen las cajus a una estula de 37° C durante 30

minulos.

n! S0 ascan los portaobjelos do la camara himoeda y se les es-
cutre ol suoso sobrante con ayuda de una picela llona de regula-

dor. Esta operacibn se hace con cuidado.

#} Se inttoducen on regulador ralino pH 7.2, Usando para
ollo vasos Copiin. Dospucs de $ minutos se cambia el regulador y
ge dejan otros S minutos Después de 10 minutos on total se lavan

con agua.

o} Se socan con papel liltro muy suave.

p) En la parte central de cada clrculo se pone una gotita de

tequlador do glicerol salino y se cubre con un cubreobjetos.

. i 1 m¢
q) So obuorva al microscopio de flourescencia como en e

todo dirocto,

S, 3/



Corynehacterium
diphtheriae.

Corynchacterium
diphtheriae.

Conjugada

Erquema del método do Inmunofluoresconcia Dirocto:

Surro A Corynebacterfum

diphtherine.

Esquema doi método do Inmunolluorescemcia Indirecto.

Suerto de conejuantiplo
bultrie e caballo, con

fsochkinato de Huoresceina.
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No obstante que los métodos de Inmunofluorescencia prometfan
mejores resultados tedricamente, por su rapidez y especificidad de
la técnica, en la prdctica con ol suero "Difco” antitoxina Coryne-

bactorium diphtheriae; para el método Directo no se obtuvo la es-

pecificidad requerida.

En cuanto al método Indirecto se encontré que el suero de ca-
ballo prosenta anticuerpos inespecificos; por lo tanto este método

no debe utilizarse con dicho suero.
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CAPITULO M

DISCUSION

Teniendo en cuenia que una bacteria puede ser identificada
por su morfologia, propicdades tintoreales, propiedades bioquinicas,
inmunolégicas. poder patégeno, resistencia a determinados agen-
tes, otc., se puede concluir que el Corynebacterium diphtheriae es
una de las bacterias diliciles de identificar con rapidez. En efec-
to, los estudios de la morlologia realizados en diferentes cepas té-
xicas y atdéxicas presentaron muchas variaciones en su morfologia
cultivadas en dilerentes medios. Las fotogralias presentadas de una

misma cepa da una idea del marcado pleomerfismo.

En la fotografia Nim. 1 se encuentran formas con ramificacio-
nes y masas cuando se cultiva en caldo enriquecido con suero de
caballo al 10% y extracto de levadura al 10%. El cultivo en otros

medios y después de varios pases puede llevar a la obtoncién do
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formas cocoides. Muchas copas téxicas toman la forma cocoide cuan-
do se les rosiembra haciondo pensar a los laboratoristas que han per-
dido la copa original y que el cullivo se encuentra contaminado
con alguna especie do la familia Micrococcaceae. La siembra en
caldo con extracto de levadura y suero de caballo y sobre todo

on el pase on animales les hace recobrar su forma caracteristicas.

La coloracién de los grdnulos metacromdaticos con azul de me-
tileno de Liffler, con Albert o Lubinsky pueden ser itiles en la

identificaciéon. .

En cuanto a observacion de colonias en medio de telurito se
encuentra extraordinaria variacién y no resulta un método objeti-
vo para distinguir Corynebacterium diphtheriae. La inconstancia
de las prucbas bioquimicas de fermentacién hcn sido desechadas

por todos los bacteridlogos que interrogamos.

Es un hecho que los bacilos diftéricos son importantes desde
un punto de vista clinico por la produccién de toxina sin esta ca-
racteristica de virulencia, esta bacteria pierde su importancia en
la Patolegia. Por esta razén la investigaciéon de Corynebacterium

debe oriontarse hacia la produccién de toxina fundamentalmente.



Nadie pone en duda la exactitud del método para investigar vi-
rulencia del Corynebacterium diphthericde en cobayo, pero muchos
laberaterics no lo utilizan rutinariamente por resultar demasiado

complicado y tardado.

La prueba de Elock tione varias ventajas y gana en sencillez
y rapidez con la modificacién propuesta, que consiste en que la
antitoxina diftérica se encuentra en el medio, para ello basta usar
suero de caballo inmunizado que contenga alrededor de 500 uni-
dades de antitoxina. La forma do precipitado puede verse en las fo-
tcs antesiores. Una explicacién de la formacién de precipitado se

da en los esquemas:

Esta es la forma normal como

se presenta el precipitado, el cual

se va formando en las zonas en

que va reaccionando la toxina

producida por Corynebacterium

diphtherice con la antitoxina con-

tenida en la tira de papel
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Cuando se sustituye la antitoxina

diftérica de la tira de papel fil.

tro por solucién salina y se le

adiclonn al medio, suero de ca.

ballo inmunizado, se obtlene es-
! ta forma de precipitado ya que
en ¢l medio se encuentra anti-

toxina que reacciona con la to-

xina producida por Corynebacte-

rium diphtheriae.

In esta ocasién la placa contie-
ne antitoxina tanto en la tira de
papel filtro, como en el medlo,
y al existir un exceso d antl-
toxina en la zona en que se for-
\ ma un angulo recto entre el cul-

{ tivo de Corynebacterium y la ti-
!ra de papel, no serd suficlente

la toxina producida para reac-
clonar con elly, existiendo un fe-

nomeno de zoni Formandose el

precipitado en la zona en que

solo veacclone la toxina con la

antitoxina del medio,
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Es importante considerar que esta reaccién es una prueba in-
munciégica de precipilacion, la cual requicre para realizarse con
éxilo que te encuentie en lg zona oplima de concentracién de an-
tigeno y anlicuerpo, que el pH sea constante para quo no se mo-
dilique la produccidn de toxina. En la ligura No. 17, se puede ver que

la tesceidn no se realizd cuando los pH cran de 7.2 a 7.4.

Ast mismo lao presencia de lelurito de potasio, pasa tener el
cultivo celectivo cauzd inhibicién eon la produccién de toxina dan-
do por rezultcde una reacciéon muy lenta y débil y en un segundo
pate ncgativa. Esz por lo tanto aconscjable que las personas que
usen osta reaccidn contrclon y standarizen todos los factores que

puedan interlerirlia

En cuanto a la Inmunofluorescencia utilizando los sueros "Dif-
co”, pudo obsorvarce la fclta de especificidad del suero para la
identificacién directa. debido a los antigenos comunes de Coryne-
bacterium diphtheriae. Tal vez con ostudios posteriores y absor-
cién inmunolégica correcta se podra disponer de sueros especificos
para la determinacién rapida y especifica de Corynebacterium diph-

theriae. * *

En cuanto a la prucba indirecta para investigar cepas toxigé-

nicas no se tuvo el éxito esperado debido a la presencia en el
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suero de caballo de algunos anticuerpos que dan reaccién especi-
fica. Es posible que con sucros obtenidos en otros animales pue-
dan sorvir con éxito para el reconocimionto por Inmunofluorescen-

cla de copas toxigénicas de Corynebaclerium diphtheriae en los la-

beratorios Bacteriolégicos.




CAPITULO 1V,

CONCLUSIONES:

l.—Lamentablomente la mayoria de los Laboratorios identitican
Corynebacterium morfolégicamente.

2.—El pleomorfismo de Corynebacterium hace pensar que es
dudosa la ldentificacién morlologicamente,

3.—Es muy dificil identificar con seguridad diferentos cepas de

Corynobacterium en cultive de telurito.

§—Las prucbas Bioquimicas scn poco usadas por ser dema-
siado tardadas.

5.—~FE! método directo de inmunofluorescencia es inespecifico

con el suero “'Difco’.

6.—~El método indirecte usando suero de caballo conjugado con
icocianato de fluoresceina resulté también inutil por el comporta-
micnto del suero do caballo que presenté actividad inmunolégica

Inespecifica.
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7.—Las pruebas de viruelencia en cobayo son exactas y espe-

cilicas pero poco prdcticas en el laboratorio de rutina.

8.—Las pruebas de Eleck en placa y con la modificacién son

exactas y sensibles cuando las cepas son toxigénicas.

9.—Seo propone el uso de la antitoxina mezclada en el medio

para tener resultados mdés rapidos y claros.

10.—~Se espera que con investigaciones mds profundas sobre
oste tema se llegue a contar con técnicas altamente especificas y
tensibles; sencillas y de resultados rapidos para lograr la identifi-
cacidn de Corynebacterium diphtheriac en los laboratorios clinicos

de rutina.
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