ACCION INHIBITORIA
DEL ANTIVIRUS DIFTERICO
Y SU VALOR COMO FACTOR DIAGNOSTICO

E. M. CLAVEAUX ¥ C. DIAZ ROMERO

La accién inhibitoria que poseen en general los anti-
virus es una de sus caracteristicas revelables “in vitro”,
y consiste en el poder de impedir el desarrollo de log gér-
menes correspondientes. Es, por tanto, especifica, no
ejerciéndose en general sobre otros gérmenes, aunque
esto a veces también puede acontecer en menor grado.

En cuanto a la accién inhibitoria (A. I.) que posee el
antivirus diftérico (A. D.) en particular, sabemos por los
trabajos de Besredka y sus colaboradores (1), y entre
ellos Laval (2) principalmente, que dicho antivirus se
opone especificamente al desarrollo del bacilo de Loef-
fler y es un excelente medio de cultivo para el estafilo-
coco, vibrién colérico, bacilo piocidnico, colibacilo y bacilo
tifico. Por nuestra parte, en un trabajo anterior (3) es-
tablecimos que la aceién inhibitoria del antivirus difté-
rico sobre el bacilo de Loeffler es un fenémeno que se pre-
senta con una gran nitidez y que esta accién es indepen-
diente del Ph. que ha adquirido el antivirus durante su
obtencién, e inconfundible con una accién bacteriofagica.
No hemos encontrado en la literatura referencia alguna
sobre si la accién inhibitoria del A. D. se ejerce indistin-
tamente sobre todos los bacilos de Loeffler, cualquiera
que sea su origen, Tampoco sabemos si la A. 1. del A, D.
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se ejerce o no sobre otros bacilos del grupo Corinebacte-
rium, que no sean bacilos de Loeffler tipicos.

Para contribuir a resolver estos puntos hemos obte-
nido y estudiade una serie de gérmenes gque sometimos
ademds a la accién del A. D.

La obtencion del antivirus utilizado se ha hecho de la
siguiente manera: ¢l germen empleado eés un bacilo de
Loeffler, tipico, productor de una toxina que mata a un
cobayo de 235 grs. en 60 horas, a la dosis de 0.01 de ecc.
El medio empleado es el Caldo Martin con un Ph. 7.2. Los
cultivos se hacen en recipiente ancho, en capa liquida re-
ducida, se dejan en la estufa a 37° durante 10 a 15 dias:
luego se filtran, se determina el Ph. que se ha elevado a
Ph. 8, se corrige llevindolo al Ph. 7.2 inicial, v se este-
rilizan al autoclave a 115° durante 15 minutos. El liqui-
do obtenido es limpido y de coloracién ligeramente mas
intensa que la del caldo Martin nuevo. En este antivirus
no crece absolutamente una nueva siembra que se haga
del mismo germen que se ha empleado para prepararlo:
en cambio, se infecta facilmente durante las manipula-
ciones y en €l hemos ensayado con éxito siembras de es-
tafilococo, estreptococo, bacilo tifico. colibacilo v bacilo
piocidinico,

Obtencion y estudio de los gérmenes.—Una serie de
50 gérmenes ha sido obtenida de la garganta de enfermos
de difteria y sospechoses de la Clinica de Enfermedades
Infecciosas. Se ha procedido al aislamiento y luego al es-
tudio sistemético de cada uno de ellos, con el objeto de
clasificarlos. Para ello se tuvo en cuenta su procedencia,
el aspecto morfolégico, caracteres tintoriales, hallazgo de
egranulaciones metacromiticas por los colorantes de Fa-
liere v de Stoltemberg, aspecto de las colonias en medio
sélido, caracteres del crecimiento en caldo Martin, el cre-
cimiento en anaerobiosis en la gelosa glucosada de Veillon,
La aceion fermentativa sobre la glucosa, levulosa, mal-
tosa y manita, se ha estudiado en el medio agua-suero con
indicador de Andrade a la fenolftaleina. El poder paté-
geno se determiné por inoculacién subeutidnea al cobayo
de 1 ec. de un cultivo de 24 horas en caldo Martin. El po-



118 ARCH., 80C. BIOL.—Montevideo—Vol. VIII, Nv 2

der toxigeno se investigé por inoculacién subeutanea al
cobayo de 0.2 de ce. del filtrade de un cultivo de 10 a 15
dias. En todos log casos se hizo también la neutraliza-
cion de dichas toxinas por el suero antidiftérico.

Determinamos de esta manera una serie de 28 bacilos
diftéricos patégenos para el cobayo, con poder toxigeno
evidente, tipicos en todas las propiedades estudiadas: y
otra serie de 25 gérmenes con morfologia semejante a la
del bacilo de Loeffler, pero no patégenos para el cobayo
ni productores de toxina y que se apartan ademds de los
bacilos diftéricos verdadercs por algunas otras propie-
dades.

Estudio de lo aceion inhibitoria.—De cada germen to-
mamos una colonia y la llevamos a un tubo con 5 ce. de
suero fisiolégico estéril, emulsiondandola. De esta emul-
si6n se¢ siembra una gota en caldo Martin y otra en
antivirus diftérico. Después de la siembra ambos tubos
quedan igualmente transparentes, se ponen a la estufa
a 37° y se observan diariamente hasta e] 8 dia. Compa-
rando el desarrollo que se produce en cada tubo y. si es
necesario, comparando a ambos con tubos no sembrados
de caldo Martin y de antivirus diftérico, establecemos
si ha habido o no inhibicién y de qué grado. A veces. a las
24 heras, pero en general. de las 48 horas al 4° dia los
cultives adguieren su desarrollo y caracteres definitivos.
Para evitar posibles causas de error los tubos de A. D..
en los cuales se produce desarrollo. son controlados con
un repique en medio sélido para descartar la infeccién
por gérmenes extranos, Tgualmente los tubos de A. D..
que no desarrollan después de una primera siembra, se
vuelven a sembrar por segunda vez con el mismo germen.

Resultados obtenidos. — De los 28 bacilos diftéricos
verdaderos sembrados en A. D., 24 de ellos han sido in-
hibidos fuertemente lo mismo que el propio germen pro-
ductor del antivirus (inhibicién marcada +++) ; en otros
3 gérmenes la inhibicién ha sido franca (-+4), pero, sin
embargo, no ha impedido un cierto grado de desarrollo
evidentemente menor que en el caldo Martin. Y, por fin,
en un altimo germen la diferencia de desarrollo en los
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dos tubos ha sido atin menor, pero pedemos afirmar que
existia una inhibicién débil (+).

De los 25 gérmenes no diftéricos, 23 desarrollan de un
modo idéntico en caldo Martin y en el A. D. (algunes atin
desarrollan mas abundantemente en el 2¢ que en el 17).

La inhibicién ha sido, pues, nule (—). En 1ds dos gér-
menes restantes tampoco ha habido inhibicién, aunque
ha existido un ligero predominio en el desarrollo en el tu-
bo de caldo Martin.

RESUMEN Y CONCLUSIONES. — La A. I. del A.
D. sobre los gérmenes ensayados, procedentes de casos de
difteria o sospechosos, ha sido: POSITIVA (aunque con al-
gunas variaciones en su intensidad) para todos los ba-
cilos diftéricos verdaderos, y NEGATIVA para todos los ba-
cilos cuya morfologia se asemeja a la del bacilo de Loef-
fler, pero del cual difieren por otras caracteristicas.

La A. I. del A, D. ha tenido en nuestras experiencias
dos caracteristicas: ha sido ESPECIFICA Y UNIVERSAL para
todos log bacilos de Loeffler, lo que nos permite concluir
que el comportamiento del bacilo diftérico en el A. D.
constituye una caracteristica de este germen, que debe
agregarse a las demas propiedades que posee v que per-
miten su individualizacién dentro del grupo de los Cori-
nebacterium. La técnica sencilla de su investigacién per-
mite su empleo en los laboratorios de cliniea.
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