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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

Corynobactorlum diphthorlao. <l!l una do las bactorlae más os· 
tudladw do11do ol nadmicmto do la Balctoriologla: luó reconocida 
por Klob:i en 1683; aiolada por Lolllor. 1884. Rouiic y Yoruin on 1888 
d~acubrloron la toxina dlltórico. En 1890 Bohring Inmunizó anima-
1011 con 11u lo;'lina En 1913 no u.naba la antitoY.lna para inmunizar 
par.ivamonto El ml11rno año Schlclt dc·¡¡cubrl6 su pruoba para lnves· 
ll9ar nui;~ptlbilidad y on 191 S Park un6 la toxina para la vacuna­
c1on do nino11 ·. Do dcndo c.o vo quo on 32 años so habla conocido 
ol podor palóqor.o do Coryr.obaclorium y ee podla controlar la sus­
coptlbilldud y la manora do inmunizcr activa y pasivamente. 

Ulo:i traba)o5 notablon donarrolladon cuando la Bacteriologla 
apona.n daba nun prlmoron pa.11011 ulrvioron do bario para un slnnú· 
moro do ot1ludio11 oobro: la morlologla. Haiologla. patología o inmu­
nologla do Corynobaclorium, anl como nobrc la bioqulmica de la 
toxina y la anllloxina. 

No obntanlo quo Ion estudios cobro Ccrynobtttcriurn diphtherlae 
y sun anticUNPQ!l. pueden llenar una Biblioteca. esta bacteria si­
guo nlcndo un liorio probluma en los laboratorios bactcriol6gicos 
quo rullnariamonto colaboran con loa cllnicos en ol dic.gn6stico de 
difteria. 

Enlos prcbloman llonon dilorcntos causas: 

1 -Su marcado ploomorlbmo. 
2.-La variación do sus prop!odadoa Bioqulmicas. 
2.-La oxiolcncia do numerosos portadores sanos. 
4.-La variación do! po<lor tóxico do Corynebaclerium. 
5.-La oxinlcncia do numere.sos copas at6xicas. 

La ox¡:.crimontación do diloro11•-:s mótodos propuestos para in· 
vcstlgar copan do Coryk:uctorium diphthcriao productor do toxina 
c.c.nslluyon ol objeto do 01110 to::ile. 
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CAPITULO D 

METODOS UTILIZADOS EH LA mENTIFICACJON 

DE CORYMEBAC'i'ERIUM DIPllmEBIAE. 

a> MORFOLOGIA. 

Mediante una encuesta realizada en varios laboratorios clini· 

coa do la Ciudad de México, se concluye que la mayoda de ellos 

se concretan a identificar Coryncbacterium diphtheriae morfológi· 

camente, previa tinción con Gram y azul de melileno de Loffler; 

siendo ésto de lwnontar, ya que por medio de un frotis no se pue­

de decir con seguridad si se trata o no, de un caso de difteria, En 

la práctica se realiza la iinción en el frolis tomado directamente del 

exudado do la rinofaringo o bion del cultivo en medio de Liiffler. 

Con objeto de estudiar los pcsibles cambios morfológ.icos de 

Corynobactorium diphthoriae so nombraron diferentes cepas, conoci· 

das por au toxicidad, proporcicr.adcn ¡::cr la E. N. C. B. del l. P. H. 
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Y dol Instilulo do Hlgiono, consorvadan mediante loollliaclón; otras 

cepas ao obtuvieron do los Laboratorios Zapata y do los Laborato· 

rlos do Frontera 4, las cualos onlaban sombradas on mt'dlos do Mu· 

ller y Telurilo roapcclivamcntc, do ~nlos cultivos do 24 horas no 

hicieron rosimbras en otron diloronton modlon: 

1.-Caldo Corobro Corazón con extracto do levadura al lO"fo 

y suoro do caballo al 1 O%. pH de 7 .8. 

2.-Caldo Cerebro Corazón. 

3.-Cullivo en medio do golosa lolurito, que os uno de los mé· 

todos do ainlomiento e idcnliHcaci6n más utlli:ados. So usó ol Difco 

o en su defecto Golosa Chocclato adicionado do 0.004 % do teluri· 

to de potasio 2.11. 

Los diferentes textos do Bacteriología describen las colonias de 

distintas especies y variedades do Coryncbactorium. no obstante. 

en la práctica, esto método do aislamiento en tclurito da resulta­

dos pobres por su falla do procisión. puoslo que os dificil apreciar 

con uniformidad las dilcronlcs colonim1 negruzcas y grinócoas; tam· 

bión so observan ror.ultados que no concuodan con la Blbllogralla 
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trabajando con ~pa11 rnC-Onocldaa por ou toxicidad en el laborato· 

rlo. mt?dlanto prucibon dt> vlruoloncla. 

4.-Golo::a Chocolato.-Enlo modio so uo6 fundamentalmente 

pcua coniawvar la copa do Coryncbactorium diphthoriae y on él las 

colonlm cron 9rl11c'11 y pcquoi:an; prosontándoso en forma brillante· 

o malo. 

5.-El modio do rrobh1hor 6,7 en el que fuó ullllzado con éxito 

poro la invonligacl6n do copan t6xica:n on el método de Eleck. 

La rnorlolo9ia de una misma cepa en loa dilerontcs medios se 

observa en lWl folon Nüm. l. 2. 3. 4, 5, 6, 7 y 8. 
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1. En nwdlo di' Caldo C1·r<'l1ro 
Corn:t.ón nin 10'; <I•· su•·ro d1• 

.. :'.h:1 lln v )<'\'adura. 

:l. En nw1llo d•• L"lfkr. ·I 
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2. - - En medio clP Froblslwr. 

' .. 

En nll'dio d•• A~:ar 'l'l'lurlto. 



l·:n nwdlo d1• e;, losa Snn¡:n·. 

lat1• "'' 11hsi•n ,·, 1111 1·:11nlii11 1•11 

la 1n111·t1d111:ia d1· l '11r.\ 1wlial'l1• 

IÍ\llll diplilli1•1'1i1l'. 
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bl PROPIEDADES BIOQUIMICAS: 

Todas las Bacteriologlae 3,4 coneultadae presentan la misma 

tabla do formontación do glucosa, maltosa y almidón; y los auto-

ros noñalan variacionos en estas propiedades bioquimicas, por lo 

que no 110 pueden tomar on forma básica para la identificación de 

Corynobactorium. Además. por ser demasiado tardadas no se les 

da ningún valor diagnóstico. 

cl PRUEBAS DE VIRUELENCIA. 

1.-METODO "in vivo" DE ROMER 3, <!, 10, 11. 

Material necesario: 

1.-Cepa pura do Croynebacterium problema descrrrollado en 

modio de Liilller. 

2.-Caldo Cerebro Corazón estéril. 

3.-Antitoxina diftérica. 

4.-Jcringa y agujas estériles. 

5.-Dos cobayos depilados ventralmente. 
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Técnica: 

El organismo problema desarrollado en el medio de Lofller se 

emulsiona con 3 o 5 mi. do caldo. Do éstos se inyectan de 0.1 a 0.2 

mi. cm la parlo ventral do un cobayo. previamente depilado ven­

lralmonto. 

So noccsilan dos cobayos: a uno se le administra una dosis 

protoclora do 500 unldados do antitoxina diftérica, Inyectada lntra· 

porilonoalmonto. doco a coloreo horas antes do lnyoctar\o lao co· 

pan. 

J\I rwc¡undo cobuyo 110 lo lnyoclcm cln :10 u ~1ll 1111ld<1dou dn cm 

tltoxl11<1 dlfll'>rk<t. lrnn o 1:1111110 hornn donp111~11 do ltt lnyocclón do 

\u11 copcrn; co11 lo q1111 Pno 11vllnrc'1 111 11111orln 11\ cobnyo, 11111 q110 111· 

torflorn con 111 rt1u1·ci<'Jt1 c11tó11oll 1•n¡mdflcu. 

l.u ohnorvttdln1 1;11 hnn• d1•1>tllll'.•11 do :!.4 horuu; o\ primor cobn· 

yo no dob11 proaP11l11r 11111q111111 r1Hteclón. f.l noc1undo colmyo a loo 

24 horuo pruco11lt1r<t 111111 1'1rt'C1 l111le1111rnln, q11n ncgulrá progronanQo 

hocln lo 1wcro11i11, t111I ro 1<1:1 s\ ll y '1'/. hornl'. 

l~11tn mlttrnlo 1111 11111y 1>11w1110 11111,1 l<t invoutlqm:lón do copan t,o· 

xlgétnlcc111 dP Curynoli11l'l111111111, poro r111111ll11 d1111ll1tdcido lnrclndo pa· 
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ra llovar10 a cabo en el laboratorio, como método de rutina. 

l•!1.1pwmn N\1111 1. ·lll'111Tli'111 tlt> l1rn 1·1•pas prohlPllllltl y t\'!I· 

111111 1·11 l'I 1·oh11~11. l. ('1•p11 111• Coryrw· 

hnl'l1•1 l11111 t1•:l1 lg11 1oxlu1\11ka :.!. CPllll 

111• ( '11ry111'!:!\•'ll•rlu111 prohlPmn toxlgl\· 

1111'11 :1. l '••p,1 ll':1t lgo 1111 111xlgr11k11, 
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2.-METOOO "ln vltro" DE ELECK 6, 7, 9, 10. 

E mótodo so basa on ol de Ouchterlony que usa precipita· 

ci6n on placa. 

Material Biológico: 

1.-Copa reciento do 24 horas de cultivo de Corynebacterium 

problema; y copas testigo sembradas en medio de LOffler. 

Matorlal nocesarlo: 

dio: 

! .-Modio do Frobisher envasados on tubos con 20 ml. de me-

MEDIO DE FROBISHER 

Proteosa peptono 2.00 g 

Agar granulado 1.50 g 

NaCl Q.P. . . . . . . . . . . . . . . . 0.25 g 

Agua destilada . . . . . . . . . . l 00 ml 

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

minutos y se almace.1a a temperatura ambiente. 

2.-Suero de Caballo no hemolizado y eaterilizado por filtra-

ción. 
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3.-Antlloxlna dlllórlca dllulda a 500 unidades por ml con so· 

lución 11allna oc!órll. 

4.-TlrCJJJ do papol filtro con las dimonslonos siguientes: 6 cm 

por 1.5 cm. So oslorilizan on ol horno o en autoclave; y 

co ombooon cor. la anliloxlna que contiene 500 unidadon 

por mi. 

5.-PinzOJI onlórllos. 

G.-Cajas do Potri ontórilo11 de l O cm do diámetro. 

Tócnica: 

al So licúan Ion 20 mi de medio y so onfr;an a 50° C; se les 

aiiadon los 5 mi do ouoro. So vierten mezclados en una caja de 

Pclri ostóril. 

bl Cuando comienza a solidilic::ir so toma con las pinzas es­

tórilcs una tira de papel. ombobida con antitoxina conteniendo 500 

unidades por ccntlmotro cúbico. Y se coloca en la parte media de 

la ceja de Petri con ol modio. de modo que parte de él cubra el 

papel. 

c) So enfrían para quo solidiliquo ol medio. 
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dl So oiombra la copa p1c.bloma y las \oatlgo en llnoaa delga· 

dcm y porpondicularos a la liia do papol. ~ comlonza por ol pro· 

bloma. on modio no slombra ol tootlgo negativo (dlftorolde) y en ol 

otro oxtromo la copa toxlgónlca tootlgo. 

ol So invootlga la formación do precipitado y so compara con 

las copaG testigo. 

La lectura so hace a lai; 24. 48 y 72 horas. 

A las 24 hcran la:i linean pueden sor muy dóbilos por lo quo 

se requic>ro una observación muy cuidadosa. 

Las copas tienen que ser do cultivo reciento y no deben do 

permanecer más do 24 horas en la estufa. Se resimbra diariamen­

te. y cuando ésto no pueda sor por alguna causa, es mejor guar-

dar la copa en ol refrigerador. 

Antes do proceder a realizar la reacción de Eleck, se proba-

ron antitoxinas de 5 diferentes marcas, encontrándose que las del 

Instituto de Higiene que contonlan 10,000 unidades y la de los 

Laboratorios Zapala con 5,000 unidades dieron los mejores resul-

tados. 
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So u116 la del lnnllluto do Higiono por tonor ol tllulo más al· 

to. So lilul6 la anlilo:l'!ina para conocer las unidades necesarias 

quo. roaccionando dcr.lro do la xona óptima produzcan el precipi· 

lado on meno:; tiempo. TABLA Núm. l. 

UNIDADES DE 

ANTITOXINA 

10 coo u 

500 \1 

100 u 

o u 

TABLA NUN. 1 

CEPA l\l,\SS8 

48 hormi 

72 horas 

96 horas 

DIFTEROIDE 
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48 horas 

72 horas 
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En vista do la dllicu!lad do obtener nuera 11or::1al <lo caballo 

no ur;ú <'1 p=C'parodo Hcr:1c!:lyl. dc.ndo ol precipitado como en. IC1::: 

Fign. Núm. 9 y 1 O. 

FI¡~. Núm. !l. SP ohsPr\'U !'nmo In cppa prohh•mn ytl'stlgo de Corync>bac· 

tl'rlum diphthi•ri:ll', al p:·cHlul'i:· tc·~:ina qu<' n•acdnna eon In Antitoxina ele> 

la tira ,¡,. p:1pc·I fnrma l'! prPdpitaclo. 
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Fig :'\ú111 111. l 11"1·n :11·1ún cl1·t;tll:1tla cl1• la i11n11:1 qui· ¡>l'l''-<'llta 1·! pn•l'i­

¡ .. 1:1<111 tl1• l:i 11·a1.,·11.11l 1·11111· l.1 t11,i11:1 ~ :111t1t11,Í1l:t tl1it1"rit':t. 1•mplt'll!HID l'i 

1111"t11d11 1111¡:inal .¡,. l<kd' 
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Fig :-.:11111 \11 

1 .Lid" d1· L1 11·a··· :0•11 1·1!11•· l.1 t••\rr1.1 ' .11111111\lna d11ti··t"in1. Pmph•nmlo l'I 

1111·t11d" 11111:111;r\ .¡,. l<l····I; 
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Una modllicac16n al mótodo antorior y quo resultó más prác­

tico 01 la do auatituir el 11uoro do caballo normal por suero de ca­

ballo contoniondo antitoxina. So agregó al medio de Frobisher en 

lugar del 25% do suero normal do caballo, 25% de suero de ca­

ballo inmunizado con toxina diftérica, con 500 unidades da anti­

toxina. titulado por ol mótodo do Ramon. 

Fl~. Núm. 11 1.; 11 ,.,1, 1·a.•.11 "' ~··mh1 aron :2 1·1·pas prohh'mn!4 y una testigo 

ch• ( 'or~·t1 .. hui·1i•dt1in tllphl 111 ·1'1111• 1 >hl•·nlt'•ndos•• l'sln furmn di' pn•clpltado, 

ch•hldn 11 1111 ,. 11111 111 la 11 1 a di· p11 p1•l f1ltr11 •·11111t1 <'I 1111 dio, 1·onlll't11• 11ntltoxln11. 
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1:i;: :\úm. 11. 

fo 11 llS ~·· 
t1h~1·1 \ il llll •• 111:111-· 1'1'. l:i l11J fl\'.l do•I p1 o·o·ipitadt> ('(\!) 

lils f11l11~ 11 I~ d1·h1d1• ·' q111· 1·11 t .... 11• 1·:t~I1, ~l' susl il uyo'i la 

do•! ¡111¡11•1 1111111 ¡1111 -,1dt11 1111: ,;1! 11 :;1 }\1•.tt'tºlC•ll:Lllll11 la t11xi11a 
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So obr.<H\'Ó q\H' ol udicíonar tolurito do potasio al medio, para 

ovilcr ol dc~mrollo de conlr:r:1inantcn. dir.minuyo considorablomenlo 

la a~~oclaci6n d<>l prrcipitcdo foto tlúm. 15. 

Flg. Núm t:i. l >im1i1111dú11 cl1· la forrnadón cl1• pn•c·ipltndo ni ndldonar 

h•lurlto cl1• potasio. p:u 11 1·\·itar los <·ontarninnnl<'S t'll l'l m<'<lio. 

Adomór. r.e debe tomm pn cuenta el pH. Un pH do 7.6 a 7.8 da 

ronultador. óptimos; 1·11 cmnbio un pH menor a 7.5. hace que so 

'lbtongan rPstiltndor f•il!:Os como puedo vcrno en la Fig. Núm. 17; 
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on quo ol pH dt>I modio luó do 7.i\ y donde no so puod~ apreciar 

un pr<'cipitaclo claro. 

Lo mc<ld1ccc16n ol mólcclo de Elt>ck so puedo considerar de 

rC':.-..iltodon rn<:r. prccinon. y adomár. se logran obtener los precipi· 

tadon t>n mcnon tiempo que> con la técnica original. 

Fl¡.:. Núm. lti. 1 ll'liido al 1'11 d1• -¡ 1 ,.,. 11h~l'l'\:I l'Oll dlfkultacl l'l prl'dpltado 

t'll 111 plal'a. 
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En la TABLA Nlim. 2 ne vo como ao obtionon rosultados positivos 

tanto on las prnobcu .. In vivo" como "ln vitro"; asl como hay coln­

cidoncla en 1011 cop<n at6xlcan y on Ion diftoroldos. 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
1 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
2~ 

TABLA MU!itl. 2 

nt·:St'l.TAPOS l>E PHVEBAS DE VIRULENCIA 

'"In vivo .. "in vltro" 
----- -----------------

++ 

++ 
+++ 
+ 
++ 

+++ 

+ 
+++ 
++++ 

+++ 
++ 
+++ 

++ 
+'+ 
f-+ 
-1-1+ 
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+ 
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+ 
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dl M&TODOS 01: mMUNOrLUORESCENCIA. 

1.--Mtrooo ouu:cro i. R 12. 

l .-Porlcrobjolcn con p1:mra sobro loa quo no dibujan dos clr· 

c-ulol\ d<• l cm do dlc\m"l:o aproxlmadamonlo. dejando entre 

lo!i do11 una d1111onda CQnnldorahlo. 

3 -$u(l10 f¡\ Coryn('hc1<:l('ri\lm dlphthorlao. 

!, -Ak~hol c1hnohilo o d(l 96 Cpurol. 

5.-Vaito dü Coplln 

G.-~t~guludor r.c1ilno do lonlatos pH 7.2. 

7.-Pinzan. 

8.-Ccja!I do plóu!lco parct rclrl9orador. quo i:lrvon como cámu· 

mara húmoda, 

Tócnlca: 

a) Dol cultivo on Ccildo Corobro Corazón do Corynebacterium 
dipht~10riao so 11u11pondf• 011 :ioluc!ón 11alina ostóril. Con la suspensión 
r:o haco ol lrotlt1 do Coryrwix1ctorium problema. en el lado derecho 
del portaobjoton y curn1 do lu pizmra so hace el frotis do Coryne· 
bactorium toutiqo En In pizmrn 11 u anoto con lóplz do grafito el nú· 

moro do lo muo!llru 
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bl Lon lrolin 110 socan al airo. 

el So lijan cubrit~ndolos con alcchol absoluto durante 2 m. 

di So oRcurrn ol alcohol y so nocan al aire. 

o) En cada uno do loo lrolis hechos on los clrculos del portaob­
jotco 110 pono una gota del suero FA Corynobatorium diphtheriae. 
So usa un aplicodor do maduro para repartir el suero sobre la su· 
porlicio do cada lrolir.. 

ll s., introduce ol frotis un una caja de Potri. la caja deberá 
tonor un papel filtro húmedo cubriendo ol fondo (para que sirva de 
cámara lnimodal. 

gl Cuando hoy muchos muentros conviene usar como cámara 
húmeda una ca¡a do plóstico de rolrigorcdor con fondo plano, el 
cual so cubro con p:::¡:.cl filtro húmedo y en 61 se colocan los por­
laobjotos. 

h) So introducen las cajas de Potri o la de plástico a una es­
tufa de 37 e y se mantienen en olla durante 30 minutos. 

il So sacan los portcobjetcs do sus respoctivas cámaras húme­
das y se les escurro el suero sobrante con ayuda do una picota lle­
na de regulador. Ei;lo operación debe hacerse con cuidado para no 
arrastrar con el liquido lar. lrolis 

jl Se introducPn C'n rc9tilcdor salino pH 7.2 Usando para ello 
L'Ojm1 do Colpin. o('~;puó:i de ~ r::ir.utos ~:o cambia el regulador y 
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110 dojon otroD 5 mlnulo!l. Cuando han pasado 10 minutos en total, 

duronl" los cualon no han lavado los lrolis con regulador para eli­

minar ol nuoro fluorcnccnlo nobranlo, oo lavan los lrotis con mucho 

cuidado con agua danlilada para eliminar las sales. 

Id So ::ccan pon papal llllro muy suave (Wattmann Núm 42). 

Esta oporac16n dobo roalizarso con suavidad. 

U En la parle c•mlral r\c cada circulo so pone una gotita de 

:'tJgulcdor gllcorolado-salino y r.o cubre con un cubreobjetos. 

ml So obnerva en el microccopio de lluorcscencia, utilizando el 

objollvo do inmorr.i6n. Para éslo so rcquiore un microscopio equi­

pado, asl como una lucn~c de luz ultra violeta. en lorma de bulbos 

do mercurio de 200 watt:;. Existen lillros entre la luz naciente y la 

quo cclorca. cortando la luz vi:;iblo. poro dejando pasar la luz ultra 

violeta en ol :oago de 350 a 450 mu. Entro el ocular y la tinción 

existen los filtro:; 50 y 4 7 que sirven para proteger los ojos de las 

radiacionc:; ultra violeta. Además el microscopio consta de un con­

<lonzador de campo o~c:uro. Se utiliza el objetivo 3.5 X para exami­

nar y enfocar. Cambiando al objetivo do inmersión lOOX para kx 

ob::crvación final. 
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2.-METODO INDIRECTO. 

Mah!rial noccnario: 

1 -PortaobjC'tos con pizara sobro los cuales se dibujan dos 

drculos do l cm. do diómotro aproximadamente; dejando en­
lrc Ion don clrculon una dlclancia considerable. 

2.-Cubroobjolon. 

3.-Suoro antitcxina diftérica diluida con solución salina que 

contenga 500 unidades por centlmotro cúbico. 

<\.-Suoro fA antiglobulina do caballo (conejo>. 

5.-Alcohol abnoluto o do 96'" (puro). 

G.-Vaso Coplin. 

7 .-Rogulador do loclatos·talino pH 7 .2. 

8.-Pim:an. 

9.-Cajas do pléstico para refrigerador y que se ulilizan como 

cámara húmeda. 

Tócnica: 

al El cultivo on Cnldo C<'tcbro Corazón do Corynebacterium 

diphthorico so :iu::pondc Pn solución salina estéril. Con la suspen· 

ni6n r.o l:nco t>l frotis de C01 ynebactirium problema, on el lado dere· 

cho dol 1~ortaobp'ton y Cl'rcc1 <lt• la pizarrn so haco el frotis do Cory· 

nobnctorium te~.tirJo. [n lu pi;:anc1 se cmota con lápiz de grafito el 

1~ú1:;n10 dl' In m11P::tr•1 
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bl Los lroll11 I:'' trnt:an al airo. 

e) Sf' liim1 ci:brlóndolo:i con alcohol abnoluto. durante 2 mi­

nulet. 

di So (?stcmro «'11 alcohol 't' no r.r.can al airo los frotlo se pone 

una gohta d<• rnnro do cm:!loxina diftérica con 500 unidades por 

~nl1molro cúbico. s., uno un aplirodor do madera para repartlr 

ol l'l\l<lro r.oh:o hi r.upC!rhci" dol lrolin. 

ll So lnlroducr.t o! lrolin on una caja d~ Potrl, quo sirvo de cá-

t:'lara húnwdc1. 

gl So lt~!~cduc<.'n !a:; cajas Polri o la caja de plástico a una 

Ot!ufa do 37 C i' !l<' tncrnlion1Jn en olla durante 30 minutos. 

hl So nacan lcll porlaobjeloc de ous respectivas cámaras hú­

modan y !lo ltrn f'!lcurro d sl!oro i;obranto con ayuda do una picata 

llena do rcg ulador Pll 7 2 Esw operación debo hacerse con cui-

d:Jdo ¡:orn no nnn.:>lrm con o! liquide los frolia. 

il Se inl;oducen Ion portuobictor. en regulador salino pH 7.2. 

Usando para ello los vmion Copiin. Dc!lpué!l do 5 minutos se cam­

bia ol regt:lndor y :;e dejon otro~ 5 minuto!l. Cuando han pasado 

10 minuto!! on totc1l durcmtP lo:; cuolon so han lavado los frotis con 

l'~<Jlllm!<Jr ¡:u~U L'limi::u; el ~:llt'l0 flUOfl'!;COlllü SObfO!llO. 

il So ~eccm con pop•'l filtro muy !:uavP (\Vattmann Núm. 42l. 
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kl tn d lroli.a do Cory~obactorlum problema y toatlgo se po· 

no una QOH!(I d~ llUr!IO l'A <mliglobulina do caballo (conojo). 

11 s(t lnlt.:>duc~ r.uovomtmh.' el portaobjetos on la cámara hú· 

moda. 

m) s~, lnlr<>cfoc.:on lm1 coj1.111 a una <n:lufa do 37 ,, e durante 30 

mlnutoa. 

r.) 5-0 11ac-an lci1 ¡iorlaobiolois do la cámara húmoda y se les ea· 

CUUC! el !lU(lfO 'obranlc t::'On oyud<t do una picola !lona de regula· 

dor. E.lila OP'<':m:16n 11<1 hacrJ con cuidado. 

id So m1rc0rh1<::-crn l'll 1c9ulmfor r.olino pH '/.2. Usando para 

ollo va.11on Copli11. Dlnpuc'.·n do 5 minutoo i;o cambia ol rogulador Y 

ao dojan olro:i 5 mlrrnlo:i Doi;r-uó11 do 1 O minutos on total so lavan 

con agua. 

o) So nocon con JXlP'-'I lillro muy suavo. 

pi En la Jxirto cN1trnl do cada circulo so pone una gotita de 

regulador do ~¡licorol :wlino y so cubro con un cubreobjetos. 

ql So obnorvo ol micro::cop!o do llouro!lconcia como en el ml 

lodo dlroclo, 
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Corynclxtrtl'tium 

dlphlMrúle>. 

Corynt'bnctt'rlurn 
<llphthl'ritw. 

Co11Jlt¡:ado 

F.r.qul"mc1 dttl mótodo do lnmunofluorosconcla Dlrocto: 

+ 

<;11,.ro F.\ Cory1wlmct<'rlurn 

(llpht lirrínl'. 

I 

F-'quomo d~l mélo-do d<J lnmunolluoroacomcla Indirecto. 

+ 

.... 
' 

'~~~~ ~ . '• - ' ' -/:~~~~: __... 
' 

I 1 '~: 1 , ' 
S111•10 d·· n1111·J11 a11t1¡:l11· --
l111Jl11¡¡ d" 1·ah11llo, .-011 

h"d:11111to d1• 1111011·¡,¡·l'111a. 
,,,,,,,, 
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No obntanlo quo los mótodoo do lnmunofluoroscencia prometian 

mojoroa ronultado11 to6ricamonto, por su rapidez y especificidad de 

la técnica. on la práctL :1 con ol suero "Difco" antitoxina Coryne­

bactorium diphthorioo; para ol mótodo Directo no se obtuvo la es­

pecificidad requerida. 

En cuanto al mótodo Indirecto se encontr6 que ol suero de ca­

ballo prononta anticuerpos inospeclficos; por lo tanto este método 

no dobt utilizar!:o con dicho suero. 
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CAPITULO m 

DISCUSION 

Teniendo en cuenta que una bacteria puede ser identificada 

por su morlologla. propicd::id<>s tintorcalcs. propiedades bioqul¡jicas. 

inmuno16gicas. poder patógeno. resistencia a determinados agen­

tes, ole., so puedo concluir que el Corynebacterium diphtheriae es 

una do Ion bactorian difíciles do identificar con rapidez. En efec­

to, los estudios do la morfología realizados en diferentes cepas tó­

xicas y atóxicas presentaron muchan variaciones en su morfologla 

cultivadC1s en dilercntos medios. Las fotografías presentadas de una 

misma cepa da una idea del marcado pleomerfismo. 

En la fotografía Núm. l so encllenlran formas con ramificacio­

nes y manar. cucm<lo no cultiva en caldo enriquecido con suero do 

caballo al 10% y cxtrncto do lovmluru al 10%. El cultivo en otros 

tnodion y donpu~n do V<Hion ptWf'S pu<'do llovctr a la oblonción do 
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formCD cocoidos. Muchan copas tóxicas toman la forma cocoide cuan· 

do 110 loa ro11iombra haciondo ponsar a los laboratoristas que han per­

dido la copa original y quo o! cultivo no encuentra contaminado 

con alguna onpccio do la familia Micrococcacoae. La siembra en 

caldo con oxtraclo do lovadur:x y suero de caballo y sobro todo 

on el pano on animales los hace recobrar su forma caracteristicas. 

La coloración do los gránulos motacromáticos con azul de me­

llluno do Liilflcr. con Albert o Lubinsky pueden ser útiles en la 

identificación. : .. 11 

En cuanto a ob::crvcción do colonias en medio de telurito se 

encuentra extraordinaria variación y no resulta un mótodo objeti· 

vo para distinguir Corynobactorium diphthoriae. La inconstancia 

de las pruebas bioquimica5 do formentación hcn :lido dosochada.:: 

por todos lo::; bacteriólogos que interrogamos. 

Es un hecho que los bacilos diftéricos son importantes desde 

un punto do vinta cllnico por la producción do toxina sin esta ca· 

ractorlRtica do viru loncia, os ta bacteria pierdo su importancia en 

la Patolcgla. Por e>nta razón la investigación de Corynebacteriur.i. 

debo oriontarso hacia 1,1 poducción do toxina fundamentalmente. 
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Nadio pono on duda la exactitud del mótodo para Investigar vl· 

rulcnda del Corynobactorlum diphthorlao on cobayo, pero muchos 

lalx.ratcrior: no lo utilizan rutinariamente por resultar demasiado 

complicado y lardado. 

La pruoba do Elock tlono varias ventajas y gana en sencillez 

y rapidez con la modilicaci6n propuesta. que consiste en que la 

antitoxina dlftórlca no oncuontra on ol medio, para ello basta usar 

suoro do caballo Inmunizado que contenga alrededor de 500 unl· 

dadon do antitoxina. La forma do precipitado puede verse en las fo. 

te:; antcdorcr.. Una º"plicaci6n de la formaci6n de precipitado oe 

da 1()11 Ion enqueman: 

Estu es la forma normal como 

si' prl's!'ntn l'l precipitado, el cual 

se va formnndo en las zonas en 

que va n•acclonando la toxina 

producida por Corynebncterlum 

dlphtherlt'.e con la nntitoxlna con· 

tt•nldn t'll In tira de papel. 
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Cunndo 1ie sustituye la antltoxlna 

cllft~rkn de In tlrn de papel fil· 

tro por !loluclón salina y se le 

adiciona nl medio, &uero de ca· 

hallo lnmunl1.ado, se obtiene es· 

tn formn de precipitado ya que 

<'n el medio se encuentra anti· 

toxlnn que rencclonn con la to-

xlna producida por Corynebacte­

rlum dlphtherlae. 

En esta ocasión la placa contle· 

ne antitoxina tanto en la tira de 

papel !litro, como en el medio, 

y nl existir un exceso d anti· 
toxlnn e>n la zona en que se for· 

mn un úngulo recto entre el cul· 

tlvo de Corynebncterlum y la ti· 
ra dt' papel. no se1·á suficiente 

la toxina producida para reac· 

donar con l'llu, existiendo un fc­

nómr110 de zona. Formándose el 

pn•dpitado en la zona en que 

sólo n•acdone la toxina con la 

antitoxina del medio. 
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Es lmporlanlo co111:idorar que onta rcacci6n os una prueba ln­

munológlco de prncipllnción, lu cual requiero para roalizarse con 

6xlto quo r.o C111cu1.1nlll' (!fl la :ona 6pllma do concontraci6n de an­

li9~no Y anlicuo:po. qun ol pll r.ca connlanlo para quo no 80 mo­

dillquo lu producdón do !oxina_ En la figura No. 17. 80 puedo ver que 

la teacd6n no 1rn reali:6 cua:ldo Ion pH oran do 7.2 a 7.4. 

Anl ml::mo la ptoacmcia do lolurito do potasio. para tener el 

cultivo ttl>leclivo cau:;ó inhibld6n on la producción do toxina dan­

do por ro:rnllcdo unu t('-Qcdón muy lonla y débil y en un segundo 

pauo ncc;pliva. f.:1 por lo tanto acomie>jablo quo las personas que 

uimn onta rnocci6n conlrclen y slar.darizon todos los factores quo 

puedan lntorlorirla 

En cuanlo a la Inr:rnnolluoresconcia utilizando los sueros "Dif­

co", pudo obr.orvari:c la fe Ita do ospecilicidad dol suero para la 

idonlificación directa. debido a loo anligono::i comunes de Coryne­

bactc~ium diphthoriao. Tal voz con estudios posteriores y absor­

ción inmunológica correcta 11e podrá dinponor do sueros especUicos 

para la dolorminación rápida y e!lpccllica do Corynobacterium diph· 

therlae. 

En cuanto a la pruC'ba indiroct-:x para investigar cepas toxig~­

nicau no so tuvo el úxilo esperado debido a la presencia en el 
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suoro do caballo do algunos anticuerpos quo dan reacción esped· 

!lea. En poniblo quo con sueros obtenidos en otros animales pue­

dan servir con óxlto para el roconoclmionto por Inmunolluorescen· 

cla do et>pas tolligónlcau do Corynobactorium diphtheriao en los la· 

bcralorios Bactoriol6gicos. 
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CAPl1'ULO IV. 

CONCLUSIONES: 

1.-Lomonlablomcmto la mayorla do los Laboratorios Identifican 

Corynobaclorium morfol69icomonto. 

2.-EI plcomorfisrno do Corynobactcrium hace pensar que es 

dudosa la identificación morfológicamonlo. 

3.-En muy dificil idcmtlfícar con seguridad diferontos cepas de 

Corynobactcrium en cultivo do tolurito. 

4.-Las pruebas Bioqulmicas &on poco usadas por ser doma· 

alado lardadas. 

5.-El mólodo directo do inmunofluorosconcia os inospocUico 

con ol suero "Difco". 

6.-EI método indirecto usando suero do caballo conjugado con 

icocianato do fluoroscoina resultó tambión inútil por el comporta­

mionto del nucro do caballo quo presentó actividad inmunol6glca 

lnospoclfica. 
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7 .-Las pruobas de virueloncla en cobayo son exactas y espo­

tiUcas pero poco prácticas on el laboratorio de rutina. 

8.-Las pruobas do Elock en placa y con la modificación son 

oxacta.ii y sonsiblos cuando las copas son toxigénicas. 

9.-So propone el uso de la antitoxina mezclada en el medio 

p:Ira toner resultadon más rápidos y claros. 

10.-So espera que con investigacionc:i más profundan sobro 

este toma so llegue a contar con técnicas altamente especificas y 

coni;ibles; scmcillas y do rcJultados rápidos para lograr la identifi­

cación do C..orynobaclorium diphtheriac en Jo::; l::iborctorion cllnico:; 

de rutina. 
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