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ACTA
de la sesión celebrada el 21 de Julio por la Exce­

lentísima Comisión provincial de Zaragoza:

En el libro de actas de la Comisión provz'ncial, y

en la sesión celebrada en 21 de Julio último, apa­
rece, entre otros, el acuerdo que copiado á la letra
es como sigue:

«Primero. Pasar á D. Santiago Ramón un ofi­
cio de aplauso por la notable conferencia que ante
la misma dió en la mañana del domingo 19 de Ju­
lio acreditando con su vasta erudición que" no en
vano goza de la fama de eminente micrógrafo.

«Segundo. Publicar por cuenta de la JJiputa­
ción la Memoria que el m1:smoha de presentar en
su día sobre estudios micrógrafos del microbio del
cólera. »

EL VICEPRESIDENTE,

f AUSTINO pANCHO y FIL.
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HABIENDO tenido la honra de ser comisionado,
en unión de mi ilustrado compañero el Sr. Lite,
para que diésemos dictamen acerca de la enferme­
dad á la sazón reinante en Valencia (15 de Junio
del 85) y del valor científico de las inoculaciones
Ferrán, hice la formal promesa de estudiar á fondo
la cuestión á nuestro examen so'metida, y publicar
en una Memoria el resultado de mis observaciones

y trabajos experimentales.
El diagnóstico de la enfermedad epidémica que

azotaba la comarca valenciana fué fácil y llano ne­
gocio. Tratábase, según nuestro humilde juicio, dej
·cólera morbo asiático, y así tuvimos el honor de ex­
ponerlo en tiempo oportuno á la Comisión provin­
cial de Zaragoza. Fundábamos este por entonces
atrevido dictamen (no había sido declarado oficial­
mente el cólera) en observaciones clínicas y traba­
jos micrográficos practicados, ora en enfermos de
Valencia, ora en atacados de las poblaciones circun­
dantes.

y entendemos que no cabía en este punto la me­
nor vacilación. El origen de la epidemia que arran­
caba del foco, oficialmente declarado colérico, que
·se desenvolvió en Beniopa el invierno pasado; las
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invasiones que durante el resto de la misma esta
ción y de la primavera ocurrieron en la huerta de:
Gandía y pueblos limítrofes; su importación á Játiva¡
después; su trasmisión posterior en Mayo y Junio
á todos los pueblos de la ribera del Júcar; su apari­
ción ulterior en Valencia y propagación á las pro­
vincias de Castellón y Murcia; los síntomas que los
más de los enfermos revelaban: diarrea blanca se­

mejante al agua de arroz, vómitos de materias cla­
ras, calambres, ansiedad epigástrica, afonía, anu­
ria, algidez, cianosis de la cara, hundimiento de los
ojos, etc., etc.; y, por últim o, el carácter contagio­
so de la dolencia, que se cebaba preferentemente en
los individuos de una misma familia y en los que
con ésta habían mantenido relaciones, todos estos
datos deponían con tanta fuerza en pró de nuestro
diagnóstico que, ni por un momento, abrigamos la
menor incertidumbre.

Bien pronto (Julio del 85) había de extenderse la
epidemia por las más de las provincias españolas:
Murcia, Alicante, Madrid, Teruel, Zaragoza, Hues­
ca, Tarragona, Soria, Navarra, etc., etc., fueron
diezmadas por el azote.

Con la extensión de la epidemia nuestro campo
de experiencias se ensanchó considerablemente, y
así pudimos estudiar y comprobar á orillas del
Ebro y del Gállego los mismos hechos que había-­
mos observado en las del Turia, y echamos de ver
que el bacilo vírgula recogido en Valencia ofrecía las
mismas propiedades morfológicas y patogénicas que
el adquirido en Zaragoz~; prueba palmaria de su
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identidad y de su constante existencia en 81 cuerpo
de los coléricos.

Si fácil fué hacer el diagnóstico de la enfermedad
reinante, no lo fué tanto cumplir con el otro extre­
mo que abrazaba el deseo de la :bJxcma. Diputación
aragonesa, á saber: emitir dictamen respecto al va­
lor profiláctico de la vacuna Ferrán.

Los líquidos de inoculación utilizados por el mé­
dico tortosino son cultivos en caldo del bacilo vír­

gula hallado por Koch en las deyecciones coléricas.
Por lo tanto, el empleo de aquel micrófico como
vacuna supone el hecho de que el expresado parási­
to es la causa del cólera morbo, opinión no por to­
dos aceptada y por histólogos y inicrobiólogos dis­
tinguidos duramente combatida.

Era preciso, por consecuencia, á fin de quenues­
tro juicio alcanzara algún valor científico, comen­
zar por indagar si en las deyecciones característi­
cas de los atacados del cólera existe realmente el
mencionado micrófito, acompañando única y exclu­
sivamente á esta dolencia, y si aislado y conserva­
do vivo por los cultivos es susceptible, por inocu­
laciones practicadas en los animales, de ocaSiOnal"
siempre la afección colérica; para venir después á
deducir, habida cuenta de las condiciones de vida
del microbio, la posibilidad de su atenuación y de
la producción de cóleras experimentales inofensivos,
capaces de preservar al organismo de un ataque na­
tural de cólera morbo; y aquilatar, por último, ca­
so de ser posible la vacuna, hasta qué punto la des­
cubierta por el Dr. Ferrán es racional y legítima, y
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se basa en hechos clínicos :r experimentales suficien­
tes: estudios prolijos, díficiles, que exigen, á parte
de no menguadas condiciones materiales, un domi­
nio absoluto de los métodos de la moderna bacterio-í

logía, dominio que estaba bien lejos de poseer el
que esto escribe, atraido por antiguas é imperati­
vas aficiones al rico campo de la histología.

Comenzamos, pues, por practicarnos en el ma­
nejo y esterilización de los caldos, por adquirir el
hábito de los cosecheros de microbios, por hacer
pipetas, esterilizar matraces, construil' estufas, pre­
parar y teñir bacterias, por adquirir, en fin, esa
educación técnica en todas las artes indispensable,
cuanto más en el difícil arte del panspermícola.

El resultado de las modestas experiencias que du­
rante cuatro meses de asíduo trabajo de laboratorio
hemos practicado. con la exposición clara:r resu­
mida de los medios técnicos utilizados con tal obje­
to, formarán la materia del presente opúsculo.

En él hallarán los médicos prácticos, que por las
apremiantes exigencias de su profesión no puedan
hacer un estudio profundo de los gérmenes patóge
nos, igualmente que los aficionados que dan los pri­
meros pasos por esta fecunda vía, reglas seguras
y sencillas para diagnosticar el cólera por medio de
la investigación del microbio, y todos los detalles
operatorios principales de los métodos corrientes
de la bacteriología. Daría por bien empleada mi
tarea si alcanzase á generalizar un tanto estos co­
nocimientos que, á no dudado, llevan el germen de
una revolución grandiosa en medicina y de un

..
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progreso notable en la higiene :r en la terapéutica.

No debo concluir sin expresar aquí públicamente
el más sincero agradecimiento á la Excma. Diputa­
ción de Zaragoza, que animada de un espíritu de
progreso poco común, no tan sólo envió de las pri­
meras sus representantes científicos al campo de
la epidemia colérica, sino que premió con creces
mi trabajo, con valer tan poco, y no escatimó me­
dio material ninguno para que éste fuese lo más
completo posible. No será, pues, culpa suya si, en
el desempeño de mi cometido, he incurrido en erro­
res y deficiencias; estos son naturales frutos de mi
inexperiencia, y del escaso tiempo de que he dis­
puesto para investigaciones qUB reclaman largos
meses de continua :r empeñadisima labor, amén de
inteligentes y asíduas colaboraciones .



PRIMERA PARTE

ESTUDIO ANATÓMICO Y FISIOLÓGICO

DEL BACILO VlRGUI,.L

eA PÍT UL o PR IMER O·

INVESTIGACIÓN DEL BACILO EN LAS DEYECCJONES DE LOS ENFERMOS.

Sabido es que, desde los notabilísimos trabajos de Koch y los
de sus principales discípulos, repÍltase un pequeño bacilo incurva­
do, el bacilo vírgula, como el agente específico del cólera. Supó­
nese que este micrófito habita naturalmente las aguas estancadas
del delta del Ganges, desde las que pasa por medio de los alimen.
tos y bebidas al intestino delgado del hombre, donde á beneficio
de la alcalinidad del jugo intestinal halla un favorable terreno de
CQltivo. En prueba de esto afírmase que el bacilo vírgula no falta
jamás en las deyecciones blancas características del cólera, mos­
trándose en estado de cultivo casi puro en el líquido intestinal
de los individuos muertos de la variedad fulminante.
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De ser CIerta esta aserción, el hallazgo del bacilo vírgula en las

dmaras sospechosas de un enfermo revestiría el valor de un
signo patognomónico del cólera, pudiéndose excluir este diagnós­
tico en todos aquellos casos en que la exploración bien conduci"i
da de las heces diera resultados negativos.

Sobre este punto versaron nuestros primeros trabajos. Al em­
prenderlos, tratábamos no sólo de fijar el valor diagnóstico del
bacilo vírgula, sino también obtener cultivos puros de este mi­
1:rófito, con ánimo de estudiar á fondo sus propiedades fisiológi­
cas y patogénicas.

Las primeras deyecciones examinadas procedían de una enfer­
ma de la calle de Entenza (Valencia), muerta con todos los sín­
tomas del cólera morbo.

Las deyecciones, recogidas en un tubo de ensayo cuidadosa­
mente cerrado, eran de aspecto seroso, turbias, inodoras, de un
color ligeramente rosáceo, por causa quizás de alguna hemorra­

gia intestinal ligera, y tenían en suspensión unos copos blanque­
cinos y esponjosos.

Dejáronse reposar estas deyecciones en posición vertical por
espacio de doce horas: al cabo de este tiempo el contenido del tubo

dejaba distinguir dos zonas superpuestas: una inferior ocupada
por los copos blanquecinos precipitados, y otra superior transpa­
rente y líquida. Esta última zona, aunque diáfana, presentaba
cierta turbidez indecisa, que no desaparecía por el reposo, antes
bien acrecía, sobre todo cerca de la superficie libre donde se

mostraba una tenuísima película grisácea. Semejante turbidez,
que recordaba la que es característica de los caldos en fermenta­
ción, nos hacía presumir ya la existencia de algún schizomiceto.

Tomóse entonces con la punta de una aguja de platino una

partícula de la casi invisible cutícula flotante, y extendióse rápi­
damente sobre un porta-objetos; agitóse éste después para acele­
rar la desecación del preparado y, una vez seco, impregnóse con
una gota de solución de violeta de dália en agua de anilina. Te­
ñida la preparación (lo que se consigue en menos de un minu­

to), sumergióse bruscamente el porta-objetos en agua comt'in, agi­
tándole por algunos instantes á fin de arrastrar el exceso de ma­

teria tintórea. V olvióse á secar la preparación, también espontá­
neamente, y montóse en una solución de mastic y goma copal
en la bencina.

-13-
Examinadas las preparaciones de esta suerte ejecutadas bajo

un buen objetivo de inmersión, pudieron descubrirse multitud
de bacilos resaltantes por su color violeta oscuro sobre el fondo
incoloro del cristal y bien separados entre sí. (Fig. 1.')

Su forma era en todos análoga: rectos, pero con una ligera in­
curvación por un lado, corvadura variable entre un semicírculo
y menos del arco de un cuadrante. Aunque esta forma arqueada
ó de camilla dominaba realmente en el campo de la preparación,
existían otras también: la rectilínea, la en S, la de gancho, las
cadenetas ó trenes de comas, y más rara vez el espirilo.

La rectilínea es simple apariencia debida á la posición de la
bacteria sobre el cristal: es claro que si el vírgula yace acostado,
bien por el lado de su convexidad, bien por su concavidad, será
imposible percibir la figura arqueada, en tanto que la flexión se­
rá muy perceptible si, como en general ocurre, el bacilo descan-
sa de perfil. .

La forma en S representa en realidad ¡JJ1 vírgula doble en vías
de partición ó de desarrollo espirilario.

Los puntos teñidos redondos ó levemente alargados, parecen
ser vírgula s de punta ó quizás también comas enanos en vías
de evolución.

Muy rara vez se descubren espírilos en las deyecciones: cuan­
do los hay se presentan bajo la forma de espirales cortas, de tres
ó cuatro vueltas, cada una de las que representa un verdadero
coma.

Existen espírilos en que no es posible observar los puntos de
unión de los vírgulas, es decir, que no presentan señal alguna de
segmentación. Pero no es raro ver algunos en donde los extre­
mos de cada bacilo se marcan por trazos incoloros. Estos son las
cadenetas de vírgulas frecuentísimas en los cultivos en"gelatina
y representantes de la transición evolutiva del espírilo al vír­
gula.

El espesor de los bacilos es de media milésima y su longitud
de menos de tres: su diámetro es sensiblemente igual en toda su
longitud; pocas veces aparece más grueso en los cabos que en el
medio. Sus extremidades son redondeadas, como la punta de un

agitador de cristal, ~ bajo grandes amplificaciones (-I-Zeiss con18

Oc. 4) descúbrense en ellas finísimas pestañas, semejantes á la
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cola de un zoosperma, destinadas indudablemente á servir de
remos al microbio en sus rápidos movimientos de traslación.

FigU1'a 1.' Bacilos:vírgulas procedentes de las deyecciones de un colérico.-Pre­
paración teñida por el violeta de dália y conservada en el barniz damar á la hen­
cina.-A, vírgulas característicos; B, bacilos aparentemente rectos por razón de su
posición; e, bacilos arrugados; D, dohle coma ó bacilo en S. E.; cadenetas de
vírgnlas; F, espírilo corto; G, espírilos pálidos normales en las deyecciones; 1,
bacilo alargado; H, rosario de hacterias grnesas.-Aumento: 1.100diámetros.

Aunque lo más común es que los vírgula s estén dispersos y
aislados en el porta-objetos, muéstranse á veces acumulados en
masas irregulares, que la coloración convierte en espesas manchas
violáceas granugientas. Son estas manchas pedazos del micoder­

ma que los bacilos constituyen en las superficie de las deyeccio­
nes, y forman en la preparación islotes de varia extensión.

Por último, descubríanse también en el preparado algunos,
aunque pocos, bacilos rectos, de varía longitud, unos espírilos
muy pálidos y de anch?s vueltas, idénticos, al parecer, á los que
habitan en la boca, rosarios de gruesos y cortísimos bacilos, y
ciertos cocos y bacterias que normalmente viven en las heces.

Estas formas son muy abundantes en las dcyccciones que han

I
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sido abandonadas al aire por uno ó dos días, y han sufrido un
comienzo de descomposición.

Tal fué el procedimiento seguido en este nuestro primer exa­
men y tales los resultados obtenidos.

Además de este proceder, que ulteriores experiencias nos han
demostrado ser el más útil de todos, hemos aplicado también

otros métodos más expeditos y sencillos.
Uno de ellos es el examen de una gota de las deyecciones en

la cámara húmeda y caliente. Hé aquí cómo se procedió: sobre
una cámara húmeda porta-objetos, se depuso una gota de deyec­
ciones frescas, cubrióse con una laminilla, y se insinuó después
el preparado en la cámara caliente de Ranvier á fin de obtener
una temperatura de 37°.

Al examinar la preparación bajo un aumento de 800 diámetros
y á la luz artificial, pudimos observar el bacilo vírgula vivo, con
los mismos caracteres morfólogicos que acusan las preparaciones
secas y teñidas, sólo que nos parecieron algo mayores, y menos
acentuada la corvadura.'

Llaman la atención sobre todo en estas preparaciones los mo­
vimientos espontáneos de los bacilos, movimiento por cuya vir­
tud se trasladan de un punto á otro del campo del microscopio,
y se desfocan contínuamente. pasando de un plano á otro del lí­
quido. La posición vertical que algunos toman les da la aparien­
cia de puntos oscuros ó brillantes, que pudieran confundirse en
un ligero examen con cocos ó bacterias.

Es de notar, que no todos los vírgulas que en el campo se des­
cubren gozan de espontánea movilidad; los procedentes de la
parte líquida de las deyecciones, situada por debajo del micoder­
ma, muestran vivacidad notable, en tanto que los vírgulas del
mismo micoderma, como si una sustancia gelatinosa los prendie­
ra, ó hubieran sufrido por el contacto del aire un principio de
desecación, permanecen absolutamente inmóviles.

En una preparación hecha de esta suerte, pudimos observar
durante dos ó tres días los movimientos de los comas, y asisti­
mos al espectáculo de la excisión de algunos bastoncitos en S, y
disociación de cadenetas. Mas no pudimos en todo este tiempo
sorprender la formación de espírilos, ni menos advertir la presen­
cia de formas nuevas con tendencia á la producción de esporas.

Otro de los procederes utilizados para evidenciar la presencia
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de los vírgulas en las deyecciones consistió en el empleo de la fu­
china, violeta de metilo, violado de anilina, etc., disueltos sim-

plemente en agua común. í
El modus operandi se reduce á agregar al borde de una prepa­

ración fresca, con vírgulas vivos, una gota de cualquiera de las
soluciones precedentes. El líquido, penetrando por capilaridad
entre las dos láminas, invade el campo de la preparación, tiñen­
do instantáneamente con gran intensidad todos los micrófitos
que encierran las deyecciones sin que cesen por ello sus movi­
mientos espontáneos.

Con este proceder se descubre mejor la forma arqueada de los
comas y se comprueba que el parásito en cuestión es un bacilo
homógeneo, terso de superficie y algo mayor que el observado
en las preparaciones desecadas.

En todas las preparaciones descritas, las' materias examinadas
se tomaron de la capa superior de las heces, la cual es más rica
que ninguna en coma-bacilos. Como el Dr. Ferrán ha hecho no­
tar por primera vez, si en lugar de practicar inmediatamente el
examen de las heces, se las conserva á temperatura conveniente
por algunas horas, el bacilo vírgula que es aerobio prolifera
abundantemente en la superficie en contacto del oxígeno del aire,
en tanto que arrastra una vida lánguida y miserable en las
capas profundas, donde no puede soportar la concurrencia vital
de otras especies anaerobias que encuentran allí su mejor cam­
po de cultura. Hé aquí porqué nosotros tomamos siempre la
semilla del coma de la superficie del líquido ó de las capas in­
mediatas. En las capas profundas la hemos obtenido también,
igualmente que en los grumos mucosos y epiteliales en suspen­
sión, pero siempre menos abundantemente.

Como se ve por lo expuesto, nuestras primeras tentativas fue­
ron coronadas del mejor éxito, y los resultados obtenidos confir­
maron plenamente el descubrimiento de Koch. Mas sospechan­
do que quizás se tratase en estos ensayos afortunados de un sim­
ple hecho de coexistencia frecuente, mas no general, nos propu­
simos multiplicar todo lo posible nuestras indagaciones, haciéndo­
las recaer en cámaras coléricas de distintos enfermos y de diversas
localidades. A este fin fueron exploradas más de treinta deyec­
ciones de varias procedencias, unas de enfermos de Valencia,
otras de Alcira y Algemesí, otras de coléricos de Zaragoza, y en to-
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das partes, con una constancia admirable, acertamos á compro­
bar la existencia del coma-bacilo de Koch, revelándosenos siem­

pre con iguales propiedades en los cultivos y en las experiencias
de inoculación.

Sin embargo, en varias deyecciones indudablemente coléricas
no nos fué posible tropezar con el vírgula. Pero aun en estos ca­
sos los resultados estuvieron en armonía con los anunciados por

el bacteriólogo alemán.
El primer caso en que no nos fué dado hallar los vírgulas, al

menos en la cantidad y condiciones necesarias para impresionar
la vista y hacerse sensibles por los cultivos, fué en unas deyec­
ciones procedentes del Hospital de coléricos de Valencia. Tratá­
base de unas cámaras blancas, características, recogidas de dos
enfermos atacados de cólera confirmado. El aspecto macroscópi­

ea no dejaba lugar á duda alguna: apariencia de agua de arroz,
grumos blancos acumulados en el fondo, semitrasparencia de
la parte líquida. Pero cuando fueron examinadas al microscopio
no revelaron sino una cantidad notable de bacterias (quizá el
bacterium termo) y muchos bacilos y diplococos. El cultivo en
las placas de la gelatina fué completamente infructuoso. Más
tarde averigué que aquellas deyecciones tenían dos días de fecha,
y colegí que estaban en descomposición, cosa por otra parte fácil
de sospechar por el olor á putrefacción que desprendían. Sabido
es que cuando un caldo que contiene vírgulas, entra en descom­
posición, numerosas bacterias invaden él terreno, y el coma, que
ve mermadas las sustancias nutritivas de que se alimenta, muere

y se destruye, probablemente á causa de un envenenamiento por
las ptomainas de la putrefacción.

En tres ocasiones más no fueron hallados tampoco al micros­

copio, pero fueron denunciados por los cultivos: procedían estas
deyecciones de enfermos con señales de reacción. Y por último,
en un caso de San Juan y en dos de Zaragoza, unas deyecciones
ligeramente teñidas por la bilis tomadas de coléricos con sínto­
mas incipientes, no dieron, ni por los cultivos, ni por la explora­
ración mierográfica directa, el menor vestigio de vírgulas.

Resulta, pues, de mis experiencias que el bacilo vírgula de
Koch acompaña ordinariamente á las deyecciones blancas de los
coléricos; pero que falta con frecuencia en las cámaras del perio­
do de reacción, en las heces características expuestas algunos días

2
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al aire, y en las primeras deyecciones todavía biliosas de la dia­
rrea premonitoria.

A guisa de contraprueba, hemos buscado el vírgula en las ca­

maras de enfermos afectados de diarrea crónica, de enteritis c,­
tarrales, disenterías, etc., y jamás nos ha sido dado obtener una
forma bacilaria que se comportara en los cultivos del mismo
modo que el parásito descubierto por Koch. Brilló igualmente
por su ausencia en un caso confirmado de cólera nostras, en
donde no me fué posible encontrar tampoco el pretendido ba~
cilo específico de esta dolencia, descrito por Finckler y Prior.

Por el contrario, es facilísimo de hallar en las deyecciones pro­
cedentes de enfermos atacados del cólera fulminante. En un ca­

so en que el enfermo murió á las cuatro horas de atacado, des­
pués de haber tenido una deyección serosa copiosísima, encon­
tróse el coma tan abundante que semejaba un cultivo puro. Sin
embargo, no resultó el vírgula en estado de absoluta pureza, co­
mo lo acreditaron siembras en caldos y gelatinas practicadas con
estas deyecciones.

Y, sea dicho de pasada, por puras que las deyecciones aparez­
can, nunca se obtienen cultivos puros de comas en caldo y gela­
tina por este proceder de siembra directa; alIado de estos baci­
los se desarrollan siempre otras formas, que, aunque escasas al
principio, concluyen por invadir el terreno y destruir el vír­
gula (1).

Cuando se siembran estas deyecciones en la gelatina en tubo,
fórmase al principio el embudo característico, pero la fugacidad
de la burbuja, la turbidez del líquido y la pronta liquidación de
la gelatina, anuncian claramente la presencia de otras bacterias.
Un cultivo en serie sobre tubos de gelatina, da por resultado la
desaparición del vírgula antes de la cuarta generación. Más ade­
lante insistiremos sobre estos hechos, y daremos las reglas necesa­
rias para obtener los cultivos puros del vírgula. Baste por ahora
esta nuestra afirmación de que jamás en las deyecciones habita
una sola forma; cosa por otra parte muy fácil de comprender

(1) No sin extrañeza, hemos leido cn la Memoria presentada por el ilustrado
Dr. García Solá á la Diputación granadina, que había obtenido cultivos puros de
las mismas doyecciones. Sin negar el hecho, sólo diremos quc en nuestras manos
y después de probar este proceder de siembra muchas veces, jamás hcmos conse­
guido resultados satisfactorios.
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-desde que sabemos que el intestino es un terreno donde habitual­
mente viven numerosas especies de bacterias.

El método de preparación y montaje de los micrófitos de las
cámaras coléricas tiene decisiva influencia en el éxito.

En general, todos los procederes que tienen como base el uso
de varias sustancias colorantes muy diluidas, las cuales actuan
sólo por impregnaciones prolongadas, son defectuosos. Estas ma­
ceraciones tan largas concluyen por desprender la capa de mi­
crófitos que está ténuemente adherida al porta-objetos. Son tam­
bién inÚtiles y engorrosas las materias decolorantes y fijadoras
que ciertos bacteriólogos recomiendan, como el bicloruro de
mercurio, el agua yodada. el ácido nítrico diluido, el clorhidrato
de alcohol, etc.

El proceder que nosotros aplicamos es extremadamente rápido
y sencillo. Descansa en el hecho de que, si se emplean sustancias
colorantes muy concentradas y afines de los micrófitos, la tinc­
ción tiene lugar instantáneamente, y el agua comÚn, que en otras
ocasiones decoloraría demasiado, obra en estos casos descartan­
do no más el exceso de materia tintórea, y i'eservando el color en
el protoplasma de los micrófitos.

Aunque ya hemos descrito á grandes rasgos nuestro modus
operandi, no será quizás inoportuno detallar aquí un tanto más
el manual operatorio, reduciéndolo á un corto nt."imero de reglas.
Así podrán los debutantes en estos estudios, entrar en posesión
de un método sencillo y práctico para denunciar el vírgula en
las deyecciones y preparar toda clase de microbios en suspensión
en los líquidos.

1.° Recójanse deyecciones coléricas frescas, con aspecto de
agua de arroz, en un ancho tubo de ensayo, ó mejor en un pe­
queño y amplio matraz herméticamente cerrado con un tapón
de caolltchouc ócon un copo de algodón esterilizado. Conviene, si
se emplea un tubo de ensayo, dejarle reposar en posición oblícua
á fin de.que la capa de micoderma sea más extensa. Las deyec­
ciones permanecerán en quietud durante doce horas bajo una
temperatura de veinte grados ó más. En invierno será precisa
una estufa ó incubadora; en el verano basta la temperatura ordi­naria.

Teniendo cuidado de recoger las deyecciones muy frescas y de
no remover el tubo continente, el micoderma de vírgulas se con­
oservará en buen estado para extraer semilla durante ocho días.

2.° Tómese con una aguja una ténue partícula de la capa
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micodérmica, igualmente que del líquido subyacente, y extién­
dase rápidamente sobre el porta-objetos ..

3.° Seca espontáneamente la preparación, trátese por una
gota de un líquido resultante de la mezcla de estos otros dos: .

Solución 1" Agua común, 30.-Aceite de anilina (á satu-
ración). \

Solución 2" Alcohol, 8. - V ioleta de dalia (á saturación).
4. ° Decolórese por agitación del porta-objetos en el agua pu­

ra: esta maniobra no debe prolongarse más de 4 á 6 segundos.
5.° Nueva desecación espontánea lograda colocando el cris­

tal oblícuamente junto al muro con la preparación hácia abajo,
para evitar que se ensucie el porta-objetos con el polvo.

6.° Montaje en el barniz siguiente:
Bencina anhidra 90
Mastic en lágrimas 25
Goma copal 25

Este barniz debe prepararse con anticipación, juntando las re­
sinas pulverizadas á la bencina y agitando de tiempo en tiempo.
A los pocos días habnl obtenido el barniz toda su transparencia;
y se ?ecantanl en un frasco limpio y seco. Su consistencia debe
ser slruposa.

Este barníz tiene la preciosa propiedad de respetar los colores
de las anilinas usados para teñir los microbios; al contrario del
bálsamo del Canadá tierno ó en solución clorofórmica que á la
larga concluye por decolorar las preparaciones. Posee además
la ventaja de secar con más facilidad que los anteriores, y ser
muy cómoda su aplicación. Puede usarse también el bálsamo
del Canadá seco (es decir, privado de su aceite esencial por el
calor), pero su aplicación es más difícil y engorrosa. (1)

CAPÍTULO 11.

HECONOCIMIENTO DEL BACILO VíRGULA POR lIlEDIO DE LOS CULTIVOS.

Cuando un bacilo prepondera en un líquido patológico, el exa­
men de su forma, dato principal que el microscopio nos suminis­
tra, puede bastarnos para fijar la especie bacteriólogica; mas tal
examen es poco ó nada demostrativo si el microbio se halla en
minoría respecto de otras bacterias concurrentes en el mismo tc­
rreno; tal sucede con los vírgulas de las deyecciones del período
de la reacción, y con estos mismos parásitos cuando pululan en

(1) Véasc mi Manual dc llistología y Técnica, pÚg-.121.
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las aguas estancadas. La dificultad del diagnóstico morfológico
nace en estos casos de que un micrófito cualquiera puede, por
virtud de la desecación ó por azares operatorios, adquirir acci­
dentalmente la forma y tamaño de la especie que inquirimos;
así en las aguas y en las mismas deyeccionesnormales se encuen­

tran accidentalmente formas en vírgula que podrían confundirse
con el microbio colerígeno.

Aparte de esto, la configuración arqueada no es privativa del
microbio descubierto por Koch; existen bacilos normalmente en­
corva dos pertenecientes á otras familias, por ejemplo: el de la
saliva de Lewis, los del queso, los que pululan en las aguas es­
tancandas, el pretendido parásito del cólera nostras de Finckler
y Prior, y, en general, todos los espirochetos fragmentados.

Es preciso, pues, para evitar bochornosas equivocaciones, acu­
dir á caracteres más fijos, á rasgos más específicos que los que
nacen de la consideración anatómica de la forma: estos nuevos y
más valiosos datos nos los suministra la 'evolución de los miCl'ó­

fitos y especialmente su comportamiento en los cultivos.
Cada especie de microbio ama un campo de cultivo y muere

Ó languidece en otros: unos colonizan rápida, y otros se instalan
lenta y modestamente dentro de un mismo terreno: los hay que
pululan y medran á bajas, casi glaciales, temperaturas, y exis­
ten especies de invernadero que sólo se desarrollan bajo un ca­
lor superior á 30° centígrados. Varía también la forma de las
colonias en los terrenos sólidos de cultivo, según las distintas
especies, así como la manera de comportarse el huésped con el
material químico que le sirve de albergue y alimento: quienes
derriten la materia semisólida del medio para digerida después,
quienes se limitan á explotada sin destruida. Este conjunto de
caracteres es de la mayor importancia en la determinación espe­
cífica de los mÍcróficos, y en él se basan de preferencia los bac­
teriólogos para deslindar las familias más afines.

A-CULTIVO DEL UACir>o VflWULA EN LAS PLACAS DE GELATIN.l.-OBTENcrÓN

DE CULTIVOS PUROS.

Entre todos los recursos analíticos con que en estos últimos
años se ha enriq uecido la técnica bacteriológica, ninguno tan in­
teresante y principal como el que tiene por fin la obtención

,.
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de cultivos puros de cualquiera de las formas vivas existentes en
los líquidos patológicos. Esta purificación de una especie de pa"
rásitos es de todo punto precisa, tanto para e] estudio del de­
sarrollo ulterior de los mismos, como para la investigación, á faj
Val' de inocu]aciones en los animales, de las virtudes patógenas
que poseen.

Como es sabido, el principio de la purificación de los cultivos
consiste en la dilución de una partícula de sustancia sospechosa
en abundante cantidad de líquido inerte, á fin de que cada gota
de éste no contenga aproximadamente más que un solo micró­
fito; por manera que si sembramos una de estas gotas portado­
ras de un solo gérmen en un terreno apropiado, es decir, virgen
de toda vegetación, podremos esperar fundadamcnte la obten­
ción de una cosecha pura, Ó, en otros términos, un cultivo en
que todas las formas existentes sean iguales como descendientes
que son de una sola semilla.

El terreno donde la siembra se verifica puede ser líquido, y
entonces se procede de suerte que llegue un mlo germen al
campo de cultura (método de Pasteur); pero puede ser así
mismo de consistencia sólida ó semilíquida, en cuyo caso no
importa quc germinen muchas semillas sobre el terreno, pues

" cada una de ellas constituirá una colonia particular distinta de
las otras, impid'endo la fijeza del soporte nutritivo la confusión
y mezcla de las tormas (método de Koch).

E¡;te último método es el que exclusivamente hemos usado.

Lleva al de Pa~teur la ventaja, cuando se trata de formas capa­
ces de vivir en las sustancias orgélnicas semisólidas, de ser de
más expedita aplicación y de proporcionar en la distinción de las
especies mayor suma de caracteres, por ejemplo: la torma de ]a
colonia, su estructura, el tiempo de su aparición, modificaciones
químicas del medio, etc., etc.; rasgos que no puede damos el
cultivo en los terrenos líquidos.

Hé aquí de qué suerte hemos procedido en la aplicación del
método de Koch:

Comenzamos por impregnar una aguja fina de platino recien
llameada en la película micodérmica de unas deyecciones ricas en
vírgulas, y diluimos nlpidamente los gérmenes tomados en quin­
ce centímetros (L'/bicos de agua esterilizada encerrada en tubo de
ensayo. Momentos después, y prévia agitación del líquido para
diseminar los gérmenes por igual, tomamos con la misma aguja
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caldeada otra pequeña parte de esta mezc]a, sumergiéndola
incontinenti en diez centímetros cúbicos de gelatinaesteril, tam­
bién conservada en otro tubo tapado con algodón (véase más
adelante la preparación de la gelatina y su conservación en tu­
bos), y vertemos después el licor gelatinoso, en cuyo seno están
dispersos los gérmenes, sobre un cristal esterilizado puesto sobre
hielo, á fin de que la coagulación de la gelatina tenga lugar in­
mediatamente. El espesor de la capa no pasa de dos á tres milí­
metros. Coagulada la gelatina, se guarda la placa, con la cara
vuelta arriba, dentro de una cámara húmeda'y bajo una tempe­
ratura que no baje de 18°, ni exceda de 25°. La gelatina puede
también depositarse en un pequeño matraz de fondo plano y de
ancha boca perfectamente esterilizado y tapado: operando así se
simplifica la maniobra, pues no son necesarios ni el hielo para
coagular la gelatina, ni el nivel para el cristal, ni la misma cá­
mara húmeda, consiguiéndose además otra no despreciable ven­
taja, y es la de poder ser eliminados por completo los gérmenes
del aire dentro del recil?iente en que la gelatina se deja coagular.
Para conseguir esto Último, basta someter el matraz con la gela­
tina antes de la siembra á una temperatura de 100°, sostenida
por algún tiempo.

Suponiendo que todas las operaciones precedentes se hayan
conducido bien, á las 36 horas de reposo aparecerán á la sim­
ple vista las colonias del coma-bacilo, suficientemente aisladas y
puras para obtener semilla. Pero sucede, á veces, que la placa se
cubre prontamente de infinito nllmero de colonias de especies
diversas, fundiéndose el terreno y confiu yendo las excavaciones
gelatinosas en largos canales sinuosos. Tan grave defecto imposi­
bilita la obtención de semillas puras y nace, bien del exceso de
gérmenes sembrados, bien de la insuficiente esterilización del
agua y tubo donde las siembras tuvieron lugar y, algunas veces
también, de la descomposición de la gelatina por defecto de anti­
sepsia. El aire que rodea á la placa toma muy poca parte en estos
graves trastornos, pues de ordinario los gérmenes atmosféricos de­
positados sobre ella son escasos, y casi todos carecen de la virtud
de lIquidar la gelatina, correspondiendo los más á los mohos vul­
gares, cuyo desenvolvimiento es lento y apenas daña á la integri­
dad y desarrollo de las colonias del coma-bacilo. El detecto de
esterilización del agua es una causa perturbadora mucho más te­
mible; se anuncia por la aparición precoz de multitud de colonias
de bacterias y cocos que liquidan la gelatina de una vasta exten­
sión, agotando el terreno en menos de 36 horas. La falta de esteri­
lización de la gelatina se da á conocer por la aparición, antes de
las 24 horas (de 20° él 28°), de infinidad de burbujas y manchas
que prestan al todo un aspecto sucio y granuloso, y, además, por
un olor bastante pronunciado á putrefacción. En previsión de
este fracaso, nosotros solamente utilizamos para la siembra en



Caracteres de las colonias del coma-bacilo.

El crecimiento de la colonia marcha con parsimonia relativa-
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placas aquellos tubos de gelatina que, tras 10 días de reposo, per­
manecen sin la menor alteración.
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mente á la rapidez con que otros microbios evolucionan en el
mismo medio; su diámetro escasamente llega á dos milímetros
á las 36 horas y á cuatro á las 48. En este grado de evolución es
cuando todos los caracteres macroscópicos se ostentan con clari­
dad y resultan igualmente fáciles, tanto el reconocimiento de la
colonia del coma, como la obtención de semillas para las siem­
bras.

Esta lentitud en el desarrollo del vírgula es uno de los signos
diagnósticos más importantes de su especie. En general, toda co­
lonia que sea visible con el1idencia antes de las 24 horas no per­
tenece al coma-bacilo Casi todos los micrófitos de las aguas, y
deyecciones que comparten con el vírgula la virtud de liquidar
la gelatina y constituir excavaciones en ella, se separan de él por
la precocidad de su desarrollo, que es tal que, mucho antes que
las colonias del coma se revelen, ya han invadido y esquilmado
casi todo el terreno de cultivo. Por esta razón es preciso, cuando
surge en la placa una de estas especies inva.soras, aniquilarla con
un líquido antiséptico ó arrancar la gelatina á su alrededor.

2.-Forma de la colonia al microscopio. Es preciso dis­
tinguir aquí: la colonia propiamente dicha, constituida de una
tribu apretada de comas, y la zona de licuación producida en
las inmediaciones. De ésta nos ocupamos más adelante.

Examinada la colonia propia.mente dicha á débiles aumentos
y en el momento en que se inicia (de las 20 á las 24 horas),
revélase bajo la forma de mancha de color amarillo pajizo, muy
refringente, ligeramente granulosa y limitada por un contorno
redondeado, pero con irregularidades y festones que le dan una
facies verdaderamente característica, tanto más cuanto que casi
todas las colonias que presenta la gelatina son perfectamente re­
dondeadas. A mayores aumentos (500 diámetros), nótase fre­
cuentemente un aspecto irradiado en el centro, y una zona pá­
lida y dentellada en la periferia. (Fig. 3.", A.)

No es posible distinguir en la colonia los vírgulas que la for­
man, ni aun por medio de los agentes tintóreos, al menos cuando
el examen se efectua sin previa disociación.

Para apreciar la composición de estas colonias incipientes y la
ordenación de sus elementos, nosotros operamos de este mo­
do: Comenzamos por arrastrar la gelatina por el agua caliente,
con lo que las colonias íntegras se depositan sobre el porta-obje-
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Figura 2.' Tamaño macroscópico comparado de diversas colonias de micl'ófitos
susceptibles de liquidar la gelatina, observado á las 36 horas de la siembra.-A, co­
lonias del coma-bacilo; B, colonias de una bacteria de lento desarrollo que se pa­
rece al vírgula en la disposición de su hurbuja; e, colonia de cocos; D, colonia de
cocos que segregan un pigmento rosa y producen una burhuja muy aparente;
E, hacteria que derrite rápidamente la gelatina; F, colonias de hacilos muy inva­
soras y transparentes.

t.-Aparición Comienzan á ser visibles al microscopio á
las 20 horas de efectuada la siembra. Para observarlas, no es pre­
cisa preparación preliminar; basta colocar la placa en la plati­
na del microscopio, y explorar la superficie de la gelatina con un
aumento que no exceda de 100 diámetros.

El carácter aerobio del coma-bacilo explica bien el que sola­
mente se formen las colonias en la superficie atmosférica del te­
rreno de cultivo.

Hasta las 24 horas no son las colonias del coma perceptibles
á la simple vista: entonces producen la impresión de pequeñísi­
mas depresiones brillantes. Pero sólo á las 30 horas es cuando
se advierten claramente: alcanzan á la sazón un milímetro de

diámetro. (Fig. 2, A.)
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tos; practicamos después la disociación de aquéllas por medio de
las agujas, y hacemos obrar sobre ellas, todavía hllmedas, el viole­
ta de dalia ácido ó el verde metileno (1). En estos preparados se
advierte que todo el bloque formado por la colonia está com­

puesto de vírgulas apiñadísimos, y de una materia viscosa que
los traba y asocia, menos apta que éstos para teñirse por el dalia.
Sé observa, además, que el aspecto estriado é irradiado de la co­
lonia es debido á largas cadenetas de vírgulas que, arrancando
del centro, se terminan en los dentellones de la periferia. (Figu­
ra4·",a.)

El método corriente de teI'iir las preparaciones del coma-baci­
lo en otra ocasión expuesto, conviene igualmente para esta de­
mostración; tiene sólo el defecto de teñir demasiado las colonias,
borrando aquel aspecto estriado ya dicho: en cambio, revela cla­
rísimamente la forma de los comas disociados y los que emer­
gen de los bordes de las colonias.

Todo cuanto acabamos de exponer refiérese á las colonias más
jóvenes. Las que son examinadas más tardíamente, á las 36 horas
por ejemplo, revelan nuevos aspectos. Además de alcanzar ma­
yor extensión y opacidad, dejan ver dos capas ózonas claramen­
te limitadas: una periférica más transparente y pálida, de aspec­
to granuloso, terminada por fuera á favor de dentellones irre­
gulares á modo de vegetaciones, y menos colorable por los agen­
tes tintóreos (dalia, fuchina, verde metileno, etc.); y otra centra]
amarilla y oscura, de apariencia finamente granulosa, fuertemen­
te co]orable por el violeta de dália, etc., y correctamente limitada
hácia fuera por una fran ja ó línea granulosa brillante que la se­
para de la zona periférica. (Fig. 3.", F.)

A]gunas veces, la línea de la separación indicada no se mues­
tra, y las dos zonas se confunden y continuan por suaves transi­
ciones. También suele variar el aspecto del nucleo central: en
vez de ser uniformemente áspero, puede mostrar en su interior
un nÚcleo más claro, como desgarrado, disposición que se advier­
te especialmeute al afocar el plano más inferior de la colonia.

Todavía se ven, aunque menos frecuentemente. otras formas:

(1) Estas susinneinH se (liSllc\YCn en agua mezclrHln solament(' ('Oll algulIas go~
uu; dI' ÚciJo acÓLito. La elecciÓn no es tnn viva por los vÍl'g·ulaN, como la q llC ]Josccn

las f-ioluciollCS en agna (le :1nilill:J, }ICl'() dl'jan yer, en e;\1lI1Jio, nll'jOl' la estrllctura

de las colonial;.

;.

I~_,

-21-
existen colonias indudablemente de vírgu]as, que ostentan una

superficie excesivamente desigual, de aspecto muriforme, ómejor
como una cabeza cubierta de mechones aislados y divergentes.

Estas prolongaciones adquieren gran desarrollo en el contorno,
tomando aspectos sumamente extraños. No es raro que tales

proyecciones lleguen á formar verdaderos lóbulos, y aun que se
disponga con cierta ordenación concéntrica que hace recordar,
aunque lejanamente, los pétalos de una flor. (Fig. 3.a, D.)

FigtWC' :J." Colonias del coma-bacilo, cxami nadas á 35 diámetros.-A, colon ias
vistas á las 20 horas después de la siembra; E, colonias á las 24 horas; C, colonias
á las 28 horas; D, colonia á las 3"2horas, en la cual se descubre un aspecto irra­
diado, así como un comienzo de diferenciación en estratos; E, colonia vista á
las 40 horas, yen la cuar, a, representa la zona superficial, y b, la central más
opaca y amarilla; F, colonia á las 48 horas, en la cual, a, indica el nódulo cen­
tral amarillo, b, la cubierta de éste, y c, la zona pálida periferica y como des­
garrada y formada por bucles; G, colonia vista con solo la diámetros de amplifica­
ción á las 48 horas de la siembra, Y en la cual se descubrc en b, la colonia propia­
mente dicha, y en a, la zona transparente de lir!uidaciÓn de la gelatina. Esta zona
no ha sido repres('ntada en las demás figuras á causa de su gran extensiÓn.

La zona central, ordinariamente más oscura y amarilla, pue-
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de revelarse bajo un color más claro y brillante que la periféri
ea, no siendo raro el que presente huecos á manera de vacuolas.

Por último, entre las dos zonas con céntricas descritas ocurreí
á veces que se forma una nueva capa menos pálida y más ama­
rilla que la periférica, especie de transición entre ambas; y aun
puede acontecer que falte por completo toda diferenciación, y no
exista más que una masa homogénea irregular que sucesiva y
gradualmente se oscurece y amarillea de la periferia al centro.

En resumen, á las 20 horas no existe diferenciación de estratos;
la colonia es una masa amarillenta granulosa de contorno irre­
gular; después de las 24 á las 48 horas, la zona periférica apare­
ce y con ella la complicación estructural indicada. Esta zona es
la que en adelante crecerá casi exclusivamente, adquiriendo á los
cuatro días un diámetro dos ó tres veces mayor que el nódulo
central, al parecer estacionario. Ahora bien, esta disposición es­
tratificada es característica del vírgula, por lo cual el examen de
las colonias será de mucho más provecho á las 36 horas de la
siembra que antes, cuando todavía no han surgido señales de
diferenciación. Porque, en realidad, el solo hecho del contorno
irregular de la colonia observado en época en que no ha comen­
zado á liquidarse la gelatina ambiente, no puede servir para
formar un diagnóstico bacteriológico, toda vez que muchísimas
colonias de cocos y bacterias que derriten ó no la gelatina. pre­
sentan igualmente en sus comienzos ~iertas irregularidades. Se­
ñalaré tan solo una bacteria aerobia que constituy~ más tarde
colonias en forma de nubes, las cuales, en sus comienzos, sólo se
distinguen de las del vírgula en que son más pálidas de contorno
y aparecen algo más tempranamente.

3.-Zona de liquidación de la gelatina. Por fuera de la
colonia propiamente dicha, y en un tiempo que varía de las 24 á
las 30 horas, aparece una franja blanca brillante con toques iri­
sados. Esta es la primera señal que denuncia el derretimiento de
la gelatina en las inmediaciones de la colonia. Más adelante ellí­
quido aumenta en cantidad, y el limbo brillante se extiende yen­
sancha, contorneándose por su circunferencia externa cada vez
con más vigor y distinción.

Este líquido es absolutamente transparente, rasgo este suma­
mente importante para el reconocimiento de las colonias de lJÍr­
gulas. pues casi todas las de cocos y bacterias que derriten la
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gelatina prestan al líquido resultante un aspecto turbio más ó
menos lechoso. Examinado el líquido al microscopio, jamás

ofrece bacilos en suspensión; bien al contrario del engendrado
por otras especies que contiene siempre nadando indivíduos
disociados de la colonia.

El líquido se produce desde el principio; mas el examen de
las placas al microscopio y sin reactivos, no permite denunciar
su presencia más que de las 28 á 36 horas. Sin embargo, utili­
zando un proceder que nosotros hemos aplicado á la consen-a­
ción de las placas en preparación definitiva, lógrase fácilmente
demostrar que la liquidación de la gelatina tiene lugar ab initio_
Consiste el modus operandi en someter una placa delgada, 20
horas después de sembrada, á una brusca desecación, que puede
lograrse, bien por evaporación espontánea, bien por la acción del
alcohol fuerte repetidas veces aphcado. Seca la gelatina, se tiñe
el todo por cualquiera color de las anilinas, fuchina, violado
de anilina, de dalia, ete., disueltos en el agua de anilina.

Tras muy pocos segundos de acción, la preparación, que será
lavada como en el procedimiento corriente, volverá á desecarse
espontáneamente y se montará en el bálsamo. En estas prepa­
raciones la gelatina obtiene cierto grado de color no tan subido
como el de las colonias, y se advierte en torno de éstas una zona
más clara, es decir, un limbo en que la gelatina tiene menos
tinta que en el resto, con el cual se une por suaves transiciones.
Esta zona incolora ó menos teñida marca la pérdida de sustancia

ocurrida allí por causa de la evaporación de la gelatina líquida
durante el manual operatorio, y no falta jamás en ninguna co­
lonia del vírgula por diminuta que sea; sólo que, como es de su­
poner, las colonias antiguas (36 horas en adelante) ofrecen un
espacio de gran extensión y absolutamente incoloro, y las más
jóvenes (18 á 2+ horas) solamente un anillo más pálido de color
que el resto de la tinta adquirida por la gelatina. (Fig. +', c.)

Por lo demás, estas preparaciones demuestran que la colonia

del vírgula está perfectamente limitada; que el espacio claro co­
rrespondiente á la zona liquidada del terreno no encierra bacilo
ninguno; y revelan, además, con claridad la disposición del con­
torno externo de la excavación frecuentemente teñido y festo­
neado.

El estudio de estas preparaciones arroja algunos datos intere-
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santes que pueden servir para la diferenciación de las distintas
colonias de bacteriáceas. Es de notar que ninguna adquiere por
este proceder de impregnación tanta intensidad de color como la
del vírgula, y ninguna ofrece tampoco en tan alto grado como
éstas ese aspecto de homogeneidad y apretamiento propio de las
colonias formadas de elementos excesivamente apiñados; bien al
contrario de ciertas tribus de cocos y de bacterias que, formando
colonias algo semejantes á las del vírgula, consienten siempre,
gracias á la incoherencia y laxitud de sus elementos, la percep­
ción distinta de los mismos.
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FigUl'U 4.' Colonias desecadas y teñidas por la fuchina.--A, colonias del vírgula
á la simple vista y examinadas por transparencia (á las 48 horas de la siembra);
B, colonias de 30 horas examinadas con ligera amplificación; C, colonia de ~ ho­
ras vista con mayor aumrnto, y en la cual la zona gelatinosa a, más pálida que el
resto, muestra un principio de liquidación de la gelatina; D, coJonia~ disociadas,
desecadas y teñidas; en a, se demuestra que la disposición irradiada de la colonia
se debe á las cadenetas de vírgulas.

La liquidación de la gelatina es debida á la secreción de una
diastasa que e! coma-bacilo deposita en sus inmediaciones.
El tanto de transformación de la gelatina está en relación con
la extensión de la superficie secretante. Y como la colonia del
vírgula es aplanada, la gelatina se líquida con más intensidad
por debajo de ésta que no en las zonas periféricas, á las que no
opone sino la escasa superficie de un estrecho borde.
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4.-Aparición de la burbuja. Este fenómeno es consecuen­

cia precjsa de! anterior. El líquido formado en torno de la colo­

nia carece de viscosidad y se evapora rápidamente. Esta evapo­
ración da lugar á la producción de un canal alrededor de la co­

lonia, y, más adelante, cuando ésta ha descendido profundamen­
te, á la formación de un hoyo ó espacio lleno de aire, de forma
semiesférica algo prolongada, con todas las apariencias de una
media burbuja; aspecto que se presenta lo mismo á la simple
vista que al examen microscópico, después de las 30 horas.

Esta particularidad es uno de los rasgos más importantes de
las coloniasdel vírgulayuno de los que más vivamente impresio­
nan al observador. Con todo, no puede estimársela como fenó­

meno exclusivo del coma-bacilo. Más adelante veremos que exis­
ten bacteriáceas capaces de desenvolver en la gelatina verdaderas
burbujas y más perfectas todavía que las que el coma determina.
Por lo densas, la profundidad del susodicho espacio aereo
así como su forma varían un tanto según la mayor ó menor den­
sidad de la gelatina y el grado higrométrico de! aire. Así, cuando
se expone á un aire seco una placa con colonias de bacilos vír­

gulas de 30 horas de edad, las burbujas surgen bruscamente, ga­
nando rápidamente todo e! espesor de la capa de terreno, y ad­
quiriendo, por consecuencia, una forma de cono muy prolon­
gado. La colonia no puede en este caso afocarse convenientemen­

te por causa de la misma estrechez y profundidad de la burbuja.
Por el contrario, si la evaporación es lenta, la burbuja es menos
perceptible, ofrece más amplitud y la colonia, que está envuelta
en cierta cantidad de líquido no evaporado, es de más facil afoca­
miento.

5.-Aspecto macroscópico de las colonias. Hemos dicho

ya que á las 24 horas aparece la colonia del bacilo vírgula co­
mo una depresión imperceptible de la superficie de la gelatina.
Pero sólo á las 36 es cuando puede juzgarse bien de su forma y
disposición; se da á conocer entonces por una excavación de for­
ma cónica, perfectamente diáfana, en cuyo centro yace una man­
cha grisácea, redonda y pálida que llena apenas la tercera parte
de la fosa. En ~l fondo de ésta apenas puede descubrise una pe­
queña cantidad de líquido transparente.

Cuando la gelatina tiene suficiente consistencia y la evapora­
ción de! líquido es rápida, la totalidad de la colonia ofrece al exa-
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men macroscópico el aspecto de una burbuja, sobre todo si la ob­
servación se verifica á cierta distancia y por el dorso de la placa.

En las colonias confluentes conserva cada masa de vírgulas su
individualidad, trabajando ensu esfera de acción en la liquidación í
de la gelatina con completa independencia.

En suma: el aspecto de la burbuja, la trasparencia de la ex­
cavación, la escasez del líquido contenido, la pequeñez de la co­
lonia relativamente á la amplitud del cono hueco, el color grís
trasparente de ésta, son los caracteres macroscópicos por los cua­
les se distingue en casi todos los casos una colonia de vírgulas
colerígenos de otra cualquiera que se le asemeje.

El diagnóstico de las colonias del vírgula es facilísimo cuando
se examinan placas procedentes de las deyecciones, por la razón
de que en éstas no existe COl11unmente ninguna especie bacterio­
lógica que tenga la propiedad de excavar la gelatina, dando á la
excavación el aspecto de burbuja. Pero cuando las placas han
sido sembradas con cultivos impuros de caldo y gelatina, ó tam­
bién con aguas potables sospechosas de contener coma-bacilos,
pueden presentarse colonias tan parecidas bajo el aspecto macros­
cópico á las del bacilo-colerígeno, que sólo un conocimiento per­
fecto de todas ellas podría impedir bochornosas equivocaciones.

Hé aquí algunas especies que nosotros hemos estudiado parti­
cularmente, con el fin de distinguir bien sus colonias de las pro­
pias del microbio colerígeno: todas ellas derriten la gelatina, pro­
duciendo excavaciones más ó menos profundas.

] .• Una bacteria prolongada, recta de dos á tres milési­
mas de larga, por media de gruesa, habitante en las deyecciones
yen las aguas. Sus colonias son muy precoces: á las ]2 horas y
á la temperatura de 20" inician su desenvolvimiento, adquiriendo
á las 20 horas un diámetro de dos á cuatro milímetros.

La diastasa segregada por estas bacterias goza de tal actividad
que cuando las colonias son abundantes pueden licuar toda la
gelatina antes de las 36 horas, dejando el terreno agotado para
las bacterias de más tardío desarrollo.

La colonia propiamente dicha se muestra bajo la forma de una
mancha gris redondeada y de contorno irregular.

La zona liquidada presenta un aspecto turbio como de cristal
esmerilizado y el líquido que contiene es muy abundante, yen­
cierra multitud de bacterias en suspensión.

.)
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No forma burbuja, y la excavación que determina es poca, pro­

funda y cupuliforme.
2.· Un diplococo, que también suele presentarse en cadenetas

y cocos independientes.
Sus colonias comienzan á distinguirse antes de las 24 horas

bajo la forma de manchas redondas, opacas y coposas constitui­
das por los micrófitos poco trabados y coherentes. Estas colonias
llenan casi todo el hueco abierto en la gelatina, terminando peri­
féricamente por un contorno desigual y como desagregado.

La excavación es poco pro'funda y no existe burbuja.
La extensión de la zona líquida, que llega á tres ó cuatro milí­

metros á las 36 horas, la opacidad intensa de la colonia, y la estre­
chez del limbo de licuación del terreno, son los rasgos que nos
servirán perfectamente para distinguir siempre, á la simple vista,
estas colonias de las del microbio colerígeno.

3: Cocos gruesos de dos á tres milésimas de diámetro, fuer­
temente refringentes y visibles hasta con ·aumentos de 120.

Sus colonias aparecen de las] 6 á las 20 horas, adquiriendo á
las 24 cerca de dos milímetros de anchura. Tan pronto como se
hacen visibles toman el aspecto de burbujas trasparentes entera­
mente idénticas á las descritas en las colonias del vírgula.

El acÚmulo de micrófitos es redondeado, granuloso, sin las
estratificaciones de las colonias del coma-bacilo, y ofrece un
borde indeterminado constituido por cocos desagregados.

La zona derretida es bastante extensa y trasparente, y contiene
algunos microbios sueltos, carácter distintivo de importancia
suma, pues ya hemos dicho que uno de los rasgos más típicos
de las colonias del coma es la ausencia de elementos en la zona
de licuación.

De las 24 á las 36 horas surge una particularidad que disipa
toda incertidumbre. La colonia adquiere un bello tinte rosáceo,
dependiente de un pigmento rojo granuloso, segregado por los
cocos y depositado entre ellos.

Este coco, que nos parece ser el descrito por Cohn con el nom
bre de micrococus prodigiosus, lo hemos hallado muchas ve­
ces en cultivos impuros á la gelatina y en el aire atmosférico.

4'" Un bacilo muy corto á manera de bacteria, de una y
media á dos milésimas de longitud por algo más de media de
grueso.

3
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Sus colonias, que se hacen visibles á las 24 horas bajo la forma

de pequeñísimas burbujas, son las que más semejanza tienen con
las del coma-bacilo.

Desde las 24 horas son denunciables al microscopio; pero e¡¡

talla pequeñez y profundidad de la burbuja que no es posible'
afocar la colonia propiamente dicha.

Solo á las 34 horas, en que la burbuja alcanza un diámetro de
dos milimetros, se evidencia al microscopio en el centro de ésta,
una colonia redondeada, ligeramente pajiza y compuesta de dos
zonas: una exterior más pálida, limitada hácia afuera por un con­
torno festoneado; y una central más amarilla y opaca. A ve­

ces, el punto central es más claro y suele encerrar una pequeña
burbuja.

Estas colonias se distinguen de las del coma-bacilo, á la

simple vista, en que no es posible percibir el acúmulo bacilar del
centro de la burbuja, aun en época (á las 36 horas) en la que han
alcanzado notable desarrollo. Diríase que son simples pérdidas
de sustancia abiertas en la gelatina por un sacabocados. Las
materias colorantes tiñen menos intensamente estas colonias que
las del coma-bacilo.

Son de notar en tales colonias la escasez de líquido del fondo;

la precocidad de aparición de la burbuja; la dificultad de distin­
guir la masa de microbios á la simple vista, y la cortísima exten­
sión de esta con relación á la zona licuada.

S .• Un bacilo de 10 á 20 milésimas de largo por dos y media

de grueso.
Forma colonias excesivamente trasparentes, que brotan de las

18 á las 20 horas. El crecimiento de éstas es tan rápido que á las

24 horas alcanzan ya tres ó cuatro milimetros de diámetro.
Examinada la colonia él un aumento de 100 diámetros, permi­

te observar todo el fondo de la excavación recubierto de una es­

pecie de tela delicada, diáfana y como reticulada, constituida por
bacilos laxa mente asociados y entretejidos. La línea formada en
las fronteras de la colonia por éstos alcanza hasta el mismo lími­
te de la zona licuada, y ofrece un aspecto que recuerda, por la

disposición paralela de los bacilos, la capa de los bastones y conos
de la retina.

Cuando las colonias son más crecidas pierden diafanidad y

presentan un punto más turbio en el centro.
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Por lo demás, la excavación de la gelatina es superficial, cupu­

liforme, y jaméis muestra burbuja.
La precocidad de su aparición; su rápida extensión (á las 36

horas puede tener 8 ó 10 milímitros de diámetro); su extrema
trasparencia, que es tal al principio que no deja ver más que
una simple y suave depresión llena de líquido cristalino, nos
permitirán diferenciar en todo caso ésta de las demás colonias
de la gelatina.

6." Un leptotrix, de longitud notable, que á las 24 horas se
presenta asociado en colonias redondas ó irregulares de tres ó
cuatro milímetros de diámetro, con un fondo cubierto de una
red desigual, formada por haces de filamentos terminados perifé­
ricamente por prolongaciones paralelas que semejan ~4una esta­
cada.

Difiere este leptotrix del anteriormente descrito en que es mu­
chísimo más largo, constituye colonias menos trasparentes y,
sobre todo, en que del contorno de éstas surgen expansiones lla­
meantes formadas por verdaderos bucles de leptotrix que inva­
den los territorios vecinos, dando á la zona de liquidación gran
extensión y contornos muy irregulares; bien que domina la for­
ma triangular en casi todas las colonias.

La excavación engendrada en la gelatina es superficial, sin bur­
buja y muy abundante en líquido.

5.-0btención de la semilla en las colonias de la placa.
-Transcurridas 40 horas después de la siem bra del coma-bacilo
en las placas gelatinosas, las colonias habrán adquirido el de­
san'ollo nec.;sario para que sea posible tomar la semilla. Debe
elegirse. á este fin, una colonia bien aislada de las demás y
exenta de todo micrófito extraño. Jamás debe procederse á la
siembra sin asegurarse bien, á virtud del examen micrográfico,
de que la co'onia pertenece realmente al coma-bacilo, para cuyo
diagnóstico convendrá tener presente los datos específicos ante­
riormente apuntados.

La siembra se ejecuta con una aguja fina de platino recien es­
terilizada á la lámpara. Con ella se toca el fondo de la excava­
ción, es decir, el paraje donde yace la colonia propiamente di­
cha, y se hunde después rápidamente en el espesor de cierta
cantidad de gelatina esterilizada, conservada en un tubo de en­
sayo y preparada con algunos días de antelación. La maniobra
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de quitar y poner el tape de algodón del tubo ha de ejecutarse
con viveza para que no se intrusen en éste gérmenes atmos­
féricos.

A pesar de todas las precauciones, acontece alguna vez la pe­
netración de gérmenes extraños en el tubo sembrado, los que de­
sarrollándose, bien sobre la superficie, bien en el espesor de la
gelatina liquidada por el coma, concluyen por prevalecer en el
cultivo. De aquí la necesidad de sembrar, cada vez que tomemos
semilla de la placa, varios tubos; así se consiguen siempre algu­
nos donde no han logrado ingerirse los microgérmenes de la at­
mósfera, y donde el coma-bacilo se desarrolla con plena libertad.

6.-Conservación indefinida de la semilla pura.-Cuando se
ha obtenido una semilla pura, es preciso conservada en el mismo
estado durante mucho tiempo. Con este objeto hemos estudiado
los procedimientos de siembra y de cultivo que prestan al vírgula
mayor permanencia y vitalidad. Entre los medios apropiados
merecen citarse la inoculación en el agar-r..ger: en esta materia
los hemos encontrado en buen estado cinco semanas después de
la siembra. En la gelatina, si la temperatura excede de 25°, ago­
tan sus fuerzas mucho más precozmente: es raro que á los 12

días sean inoculables todavía los vírgulas sembrados en aquélla.
El proceder con que la dificultad de la conservación de la se­

milla se resuelve, consiste en la práctica de las siembras ser ales.
Se inoculan, por ejemplo, con una semilla pura 10 Ó 12 tubos de
gelatina: nacidas las nuevas colonias. se elige la más típica y se
siembra con ella otra nueva docena, y así sucesivamente.

N osotros extraemos la semilla valiéndonos exclusivamente de

la aguja de platino; la poca cantidad de gérmenes sembrados,
operando así, asegura mejor la pureza y cierta beneficiosa lenti­
tud del cultivo. Los tubos preferibles para tomar semilla son
aquellos que no hayan sido abiertos nunca, y cuya siembra date
de cinco á ocho días. A fin de evitar la equivocación de tomar
vÍrgulas caducos por jóvenes y vigorosos, convendrá elegir tubos
cuya gelatina liquidada ofrezca cierta turbidez: una diafanidad
absoluta de ésta es señal de que no contiene vírgulas en suspen­
sión: en estos casos el fondo de la colonia presenta un precipita­
do blanquecino formado de cadáveres de vírgulas desintegrados.

En general, los tubos inoculados muy profundamente y los
que se abandonan en posición oblícua, ó se agitan de cuando en
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cuando, conservan más tiempo los vírgulas vivos que aquellos en
que concurren opuestas condiciones.

Procediendo con sujeción á estas reglas, hemos logrado con­
servar durante cuatro meses semilla pura procedente de un colé­
rico de Valencia. Esta semilla está hoy todavía en buen estado,
igualmente que otra recogida en Zaragoza y que data de dos
meses. Y, comparando los cultivos de estas semillas viejas con
otros de origen más reciente, nos hemos asegurado que el coma­
bacilo no pierde nunca sus caracteres habituales, ni degenera
por los cultivos. Tampoco las inoculaciones practicadas en los
conejillos de Indias nos han revelado el menor decaimiento ó
pérdida de virulencia de las semillas viejas.

Puede ocurrir que, por cualquier accidente imprevisto, los cul­
tivos se impurifi.:¡uen, y el vírgula, en concurrencia con otras for­
mas mejor adaptadas al medio, tienda á desaparecer. Échese
mano entonces de la siembra en placa y hágase la selección co­
mo más atrás hemos expuesto al tratar del modo de obtener se­
milla pura de las deyecciones.

En resumen: la conservación del microbio vírgula en estado
de pureza á través de muchas generaciones exige proceder por
siembres en serie de unos á otros tubos de gelr..tina, ó de unos á
otros tubos de agar-agar, teniendo la precaución de multiplicr..r
las inoculaciones todo lo posible.

Las siembras de caldo á gelatina, ó de caldo á caldo, conclu­
yen por impu¡'ificar el cultivo casi siempre antes de la quinta
inoculación. Esta dificultad de conservar puros los vírgulas por
siembras repetidas de los caldos, dimana de las excepcionales
condiciones de fertilidad que concurren en éstos. Todo micro­
bio que llegue accidentalmente á un caldo alcalino, hallará en él
seguramente un buen terreno; pero son pocos los gérmenes (re­
lati"amente) que habiéndose insinuado accidentalmente en la
gelatina encuentran en ésta un terreno ajustado á sus necesi­
dades.

B.-C¡;LTIVO DEL BACILO-COM.&. IlN LOS TUBOS DE GIlLA"!'INA.

Expongamos primeramente el modo como nosotros prepara­
mos la gelatina, lo que no dejará de tener interés para los debu­
tantes en estos estudios.

••
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Escogemos una gelatina blanca conocida en el comercio con el

nombre de marca Ilata (de que se hace mucho uso en fotografía):
la gelatina N el~ón, excelente para otros usos, no 1;0, ha dado sino
muy mediocres resultados. Esta gelatina tiene el g¡ ave defecto de
no coagular á 25." en disoluciones al 10 por] oo. ¡ al' lo cual no
puede aprovecha, se más que en el invierno. En gene, al. debe pre­
ferirse una gelatina l;ue, disuelta al 8 por ]00 y des,'ués de varias
ebull iciones, no ha ya perdido la virtud de coagul al' á tem pera tu­
ra de 26 á 28 grados.

Para proceder á la preparación de la gelatina, ~e pendrán, en
un matraz y en baño maría, 10 gramos de geJar'na <eca, ]00 de
caldo ácido reClen e'aborado á beneficio de la cocción prolon­
gada de carne en el doble de su peso de agua. y 2 de peptona.
Esta mezcla se calienta hasta 100° agitándola ea' tinuamente,
y, cuando}a gelatina está bien disuelta, se la al1:'dl:, gOla ágata,
una solucion concl:ntrada de carbonato de rota~a. ha~ta que la
mezcla "duliela ligera alcalinidad. Sabido es qUl: el caldo co­
mún es ¡ícido, y l,ue en los medios de reacción ácicla no se de­
san'olla bien el cado colerígeno, ni la ma yor partl: de las bac­
teriáceas.

Alcalinizada la solución, se trasladará á un bai'o maría á 100°

Y permanecerá en d hasta que se produzca una abundante pre­
cipitación de cOfos blanquecinos, y el líquido se ton e diáfano en
las capas más altas. Llegados á este momento, se filtra la gela­
tina ¡:9r un ¡ ap.:] de filtro muy delgado, y se recoge el líquido
en un va,o biulj;mrio.

Ahora no rc:s a más que verter la gelatina en tubos, y hacerla
sufrir en ellos una prolongada esterilización. Al efecto, se ha­
brán caldea.~o f'rc:viamente en el hornillo de gas d-.: P,lsteur al­
gunos tu bos de (;Il~'ayo, hasta que el algodón en rama que les
sirve de tape haya adquirido un color amarillo 1l1oreno. Tam­
bién puede efec l arse esta operación, aunque más imperfecta­
mente, sobre la hímpara de alcohol ó en las brasas de un horni­
llo coml'm. En estos tubos se repartirá la gelatina filtrada,
poniendo en cada uno de 6 á ]0 centímetros Clíbicos de ésta.
Concluida la maniobra, es preciso proceder á la eS'e,ilización de
la gelatina. A este fin, se trasladan los tubos á una es ufa de
vapor c;ue man ue 100° y en ella permanecerán una hora. En
defecto de una buena estufa, se fodrá conseguir también la an­
tisepia de la geL tina sometiendo los tubos por hora y media á
la tcmf eratura (le ebullición en baño maría. Algmos aconsejan
hacer sufrir á la gdatina, por tres ó cuatro días seguidos, la tem­
peratura de ]co" durante 1 5 minutos: de esta suerte procedía­
mos al princi¡ io de nuestras experiencias; pero la observación
nos ha emelÍado después que basta sólo, para Lna butna e~terili­
zación de la gelatina, someterla una sola vez, rOl' hora y media,
al calor de la ebulJ:ción en baño maría: evítanse de este lT'odo
los inconvenientes de las ebulliciones repetidas, uno de los cuales
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es robar á la gelatina su coagulabilidad á un calor superior á 20
grados.

Sucede, á veces, que la gelatina, durante esta esterilización fi-
nal, se enturbia ligeramente. Semejante turbidez, debidaá la con­
centración que sufren las sales contenidas en el líquido, no recla­
ma nueva filtración. Por lo COmlll1,antes de transcurrido el tiem­
po de la esterilización se han precipitado en el fondo de los tubos
los nuevos copos en suspensión, y la gelatina vuelve á adquirir
su transparencia. Para favorecer este resultado, conviene mante­
ner los tubos re cien salidos del baño maría en una estufa á 40°
por algunas horas. De todas maneras, una ligera opalinidad de

la gelatina no dalÍa en modo alguno al resultado.Concluida la rreparación de los tubos, se guardan en observa­
ción por ocho o diez días en un paraje fresco, y sólo aquellos
que, transcurrido este plazo, se conserven sin alteración, serán
aprovechados para los cultivos.

Para la preparación de la gelatina hemos utilizado también
la fórmula de la gelatina-peptona, aconsejada por Koch; pero no
hemos hallado en ella ventajas positivas sobre la descrita ante­
riormente. Prepárase haciendo macerar en el doble de su peso
de agua. durante 24 horas y á o", cierta cantidad de carne pica­
da. Al líquido resultante filtrado se añaden: ] por 100 de pep­
tona, medio de sal común, y ]0 de gelatina.

De la fórmula que hoy usamos, que no es otra que la primera­
mente descr'ta, hemos suprimido la pertona, sobre cuya utilidad
en los cultivos del coma abrigamos muchas dudas. En realidad
dista mucho el microbio colerígeno de ser tan exigente bajo el
punto de vista de la riqueza alimenticia de los medios de cultura
como generalmente se cree. Hasta hemos obtenido excelentes
cultivos en gelatina preparada con agua comÚn exclusivamente.

1.-Cu:tivo en gelatina :¡lcalinaal 10 por 100. Cuando
se siembra un tubo de gelatina densa al 9 ó al la por ]00 por
medio de una picadura profunda con la aguja de platino impreg­
nada en una colonia de vírgulas, los fenómenos que se observan

son semejantes á los descritos en las colonias de la placa, pero
con algunas variantes que dependen del nllmero considerable de
comas sembrados, y del modo de efectuar la siembra misma.

Hé aquí la marcha del cultivo.
a.-Trenscurrides les primeres seis ú ocho hores después de

ejecutada la inoculación, comienza á señ.alarse un rastro turbio
apenas perceptible, extendido á lo largo de la picadura, y termi­
nado hácia arriba, en la superficie de la gelatina, por ligerísima

depresión. A veces se produce en el trayecto é inmediaciones de
la picadura una fila de cristales que marca claramente la ruta
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sembradas. En la extremidad superior del trayecto se percibe ya
un pequeño hoyo transparente. Es de notar que las colonias Ú
opacidades del trayecto situadas en lo más alto, adquieren ma­
yor espesor que las inferiores; y se advierte también que en ese
mismo paraje se inaugura la liquidación de la gelatina. Esto nos
enseña cuánta es la necesi.:!ad que el vírgula tiene por el oxígeno
del aire, y cuán grande es la influencia de éste en su evolución y
funciones secretarias. (Fig. 5.a, e, 1.) .

c.-A les 48 ó 50 llores, hay que considerar en el cultivo tres
cosas: el trayecto de las colonias, el embudo ó ensanchamiento
cónico en que éste remata por arriba, y la burbuja de aire. El
trayecto es mucho más ancho y opaco: presenta frecuentemente
interrupciones por materia trasparente, pierde su dirección recti­
línea para hacerse flexuoso y aun espiróideo, y se termina por
abajo en un cabo redondeado más amarillo y oscuro que el resto.

El embudo es todavía pequeño y lo forman, un hoyo cónico
continuado por abajo con el trayecto colonial, y un líquido casi
transparente que lo llena. Casi siempre la superficie del líquido
expresado contiene sobrenadan :0 una como mancha turbia, cons­

tituida de una ó varias colonias superficiales de comas que respi­
ran poco menos que en plena atmósfera. En este estadio evolu­
tivo puede afirmarse que el tubo de gdatina contiene dos forma­
ciones microbianas: una superior, en la base del embudo; y otra
inferior cilíndrica y estrecha, en el trayecto ó parte estrecha de
aquél.

La burbu/a es debida á la rápida evaporación dellL]uido en la
base del em budo. Su forma y dimensiones son mu y variables y
dependen de multitud de circunstancias: la higrometricidad del
aire, densidad del medio, reacción de la gelatina, etc. En general,
en la soluciones gelatinosas al 10 por 100, se presenta de forma
esferoidal ó ligeramente ovóidea, y se halla como nadando en el
líquido del infundíbulo.

A los cuetro d'es, el trayecto se ha ensanchado mucho más, y
así mismo el embudo. el cual encierra ahora mucha más cantidad

de líq uido. En torno del cilindro constituido por las colonias in­
feriores, se ha llegado también á liquidar la gelatina, de lo cual
resulta que, perdiendo aquél su natural apoyo, comienza á arru­
garse y descender, concluyendo por precipitarse y formar en la
parte más honda de la picadura un montón irregular de copos
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recorrida por el hilo de platino. Este fenómeno, que algunos bac­
teriólogos dan como general, no lo hemos observado sino con
gelatinas ricas, hechas con caldo muy nutritivo.

b.-A las 24 h01"(!S, el rastro de la aguja se ha hecho más tur­
bio y opaco. Observado un fra~men:o de la gelatina en dicho
paraje, desClíbrese que la opacidad está formada de una serie
apretada de colonias correspondientes á cada una de las semillas

Figura 5." Fases evolutivas del cultivo en tubo de gelatlna.-Série A: cultivD
en gelatina al 7 por 100.-Série B: cultivo en gelatina al 12por l(l().-Sprie C: cul­
tivo en gelatina al la por 100-'Los números colocados alIado de cada tubo expre­
!an los días que el cultivo tiene de fecha).
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opacos, tanto más espesos y amarillos cuanto más inferiores. El
líquido del embudo se muestra trasparente, cuando más con­
tiene algún pequeño copo grisáceo, y la colonia alta atmosférica
ya mencionada más atrás se engruesa aunque ligeramente. La
burbuja crece en extensión, y se aplana de arriba á abajo, hasta
convertirse en una cavidad aérea, semiesferoidal de gran ampli­
tud, bien que sin llegar á las paredes del tubo cuando éste no es
muy delgado.

E.-Por Último, de los seis á los doce dícs, seglÍn la tempe­
ratura ambiente, la burbuja desaparece por haber alcanzado la
zona de liquidación todo el espesocde la gelatina, y cllíquido del
embudo ha bajado considerablemente de nivel. Muéstrase tam­
bién este líquido algo m,is turbio, y la colonia superior, que for­
maba un micoderma delgado situado ror debajo de la bmbuja.
ha caido en el fondo. donde aparece un detritus turbio é irregu­
lar. N o hay ya distinción entre el trayecto y el em budo: todas
las partes ahuecadas de la gelatina se han refundido en una vasta
excavación de forma cónica. Y por fin, hasta la misma gelatina
que rodea la extremidad inferior del cono se funde, y el todo se
reduce á un trozo de cilindro líquido, rematado por abajo en una
superficie casi plana, cubierta por un precipitado blanquecino.
Cuando esto sucede puede darse por muerta la colonia: ellíqui­
do adquiere la trasparencia del cristal, y cuando más se forman
en el cabo alto de él algunos micodermas poco vivaces.

La altura de la gelatina liquidada no depende de la cantidad
de esta sustancia, sino de la profundidad de la picadura.

2.-Cultivos en la gelatina al 6 por 10:>. Como á priori
puede ya sospecharse, el bacilo vírgula no se comporta igualmen­
te en los terrenos poco ricos en gelatina. Las variaciones que se
observan dependen de que, habiendo menos terreno que liquidar,
la diastasa segregada por el vírgula obra en la unidad de tiempo
en una mayor extensión; de lo que resulta que la evaroración no
puede en las condiciones o:dinarias robar todo el líquido forma­
do D.e aquí una importante vafiación: los cultivos del vírgula
en las gelatinas al 6 y 8 por 100 carecen de burbuja; pero como
la liquidación es más rápida, el cono se forma mucho antes, y la
zona derretida á las 48 horas es casi cuatro veces m,ís grande que
la observada en la gelatina al 10 por 100. La rápida li'Iuidación
de la gelatina pone á disposición del bacilo grandes cantidades
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de materias alimenticias, que aprovecha el vírgula acrecentando
sus virtud~s proliferativas. Por esto, sin duda, todo el líquido del
embudo es turbio, en vez de trasparente, asemejándose á un cul­
tivo concentrado de comas en el caldo.

V éase la figura 5" donde están representadas las fases que re­
corre la colonia del vírgula en gelatina de distintas densidades.
En ella se advierte que cuando apenas se ha formado la colonia
característica en los tubos de gelatina al 10 y 12 por 100, ya casi
ha terminado el vírgula su evolución en los med os al 6 ror 100.

3.-Cultivo en gelatina al 12 por 100. (Fig. 5. B) Tanto
en las gelati:las densificadas exprofeso por aumento del tanto de
materia coagulable, como en aquellas que, pcr Viltud de larga
evaporación, han adquirido mucha consistencia, nótase que el
desarrollo de la colonia m archa con más lentitL~d que la ordina­

ria, y que ciertos fenómenos normales del cultivo se exageran
notablemente.

Durante el primer día, nada se observa de r articular, sino es
el rastro turbio en otra ocasión descrito; pero al comienzo del
segundo se rev~la ya en el extremo superior del trayecto una
depresión honla y transparente con apariencias de burbuja.

A veces, esta requeña burbuja es tan larga y tan estrecha que
no parece sino que todo el tllllel abierto en la gelatina por la
aguja se ha lleludo de aire. En estos caso<;, el derretimiento
no tarda en colmar en parte el hueco abierto rOl' la penetración
del aire. reduciendo la burbuja á más limitadas proporciones.

Al tercer día, la burbuja adquiere más desarrollo, y, sobre to­
do, más profundiJad: su extremo superior es estrecho y su fondo
ancho, as?ecto que recuerda el de una botella: á veces, existen
lobulaciones en la superficie de la cavidad aérea que dan al todo
un a~pecto ex! raño. El infundíbulo es sumamente pequeño con
relación á la burbuja, y se prolonga insensiblemente con el tra­
yecto colonial que apenas ha variado de espesor.

Al cuarto dia, la base del infundíbulo se ensancha y el líquido

turbio que la llenaba se torna transparente. La burbuja crece
en espesor y di-;minuye en altura. El trayecto colonial se amplía,
se retuerce, se oscurece por su extremo interior, y se llena de
precipitados 0i acoso

En adelante, la evolución no ofrece nada de particular; sola
mente es de notar el extremo retardo de las {lltimas fases; así, por

"
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ejemplo, sólo del décimo al duodécimo día llega á derretirse todo
el espesor de la gelatina inoculada.

En resumen; las gelatinas duras producen colonias muy tar­
días, en las que la liquidación de la gelatina se verifica muy len-
tamente, y la burbuja adquiere un desarrollo excepcional. \

Este retardo general de la evolución, igualmente que la exage­
ración de la burbuja, se explican del mismo modo que el acelera­
miento observado en los medios de cultivos menos ricos en gela­
tina. Habiendo en igual volumen más cantidad de materia que
transformar. el vírgula necesita mucho más tiempo para efectuar
la liquidacién, mas como el líquido elaborado es escaso, y se
acumula con lentitud, la evaporación de éste tiene lugar casi en
la misma proporción en que se engendra; de ahí e! gran desarro­
llo de la burbuja, la escasez del líquido del infundíbulo y el re­
tardo general de la evolución.

4.-Cultivo en gelatinas ácidas. Aunque en estos medios
el vírgula no vive sino precaria y raquíticamente, no deja de ser
curioso observar su evolución en ellos.

Al primer día, apenas existe señal de la inoculación; al segun­
do, nótase un ligero rastro apenas perceptible; al tercero, sur­
ge un comienzo de burbuja, y, al cuarto, adquiere ésta mayor
desarrollo y una forma semi-ovóidea ó hemiesférica; pero del
,quinto en adelante los cultivos quedan estacionarios, no pasan­
do, digámoslo así, de sus fases embrionarias.

5.-Colonizs producidas en la gelatina sembrando gran
número de gérmenes. Si, en vez de la aguja de platino, se

utiliza para la siem bra una pipeta esterilizada cargada con una Ó
dos gotas de cultivo puro, los fenómenos de colo:lización se de­

senvuelven de la propia manera ya descrita, sólo que se aceleran

notablemente todas las fases evolutivas del cultivo, y disminuye
notablemente el tamaño y duración de la burbuja. Para usar
de la pipeta, se comienza por esterilizada á la lámpara. se sumer­
ge en la gelatina liquidada de un cultivo puro, y se ingiere á tra­
vés del algodón del tubo en que se quiere pract:car la inocula­
ción. Antes de hundir la pipeta en la gelatina, es preciso soplar
suavemente por su extremidad superior para que rezume por
fuera de su punta el líquido portador de la semilla. En esta si­
tuación, se pica rápidamente la gelatina. Si, durante la anterior

maniobra, salpicaran algunos gérmenes la superficie del terreno
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de cultivo, se obtendrían infinidad de colonias superficiales que.
confluyendo luégo entre sí, liquidarían todo el extremo superior
de la gelatina, impidiendo e! desarrollo típico de la colonia prin­
cipal.

6.-Cultivo en la gelatina sembrando un solo germen él

poquísimos gérmenes. En los procederes de siembra descri­
tos llegan siempre al campo de cultivo infinitos gérmenes, que,
esparcidos por la aguja ó la pipeta, á su tránsito por el espesor
de la gelatina, dan orígen á otras tantas colonias, las cuales for­
man apretadas un cilindro vertical. De esta riqueza de la semilla
depende la rápida liquidación de la gelatina, y la misma disposi­
ción de! trayecto colonial. Pero si comenzamos por diluir el lí··
quido de la siembra en 20 Ó 50 partes de agua hervida, y en él
empapamos ti aguja de platino, será probable que sólamente
ha yan llegado al terreno uno, ó dos gérmenes.

En estos cultivos, llama la atención desde luégo la lentitud con
que se desarrollan; al tercer día apenas hay señales de germina­
ción: se inicia ésta por la aparición á '10 largo del trayecto,
invisible entonces, de uno, dos ó más nódulos grises, separados
entre sí por intervalos transparentes. Al mismo tiempo se forma
un hoyo en la superficie gelatinosa. Del cuarto al quinto día los
nódulos (que no son otra cosa que colonias aisladas dependien­
tes de la vegetación de un solo germen) liquidan los intervalos
que los separan, se ponen en contacto y se precipitan en el fondo
del trayecto. Por entonces también la burbuja y el embudo se
han desenvuelto, y el cultivo toma el aspecto de los típicos des­
critos en otra ocasión. Este proceder no es sólamente un modo
de retardar el desarrollo del vírgula, á fin de conservar más tiem­
po la semilla, sino que es un exce,ente medIO de purificaCIón de
los cultivos. Diluyendo convenientemente en agua una gota de
caldo con vírgulas mezclados á otros gérmenes, y sembrando
este líquido con la aguja en muchos tubos, casi siempre se obtie­
nen varios en que las colonias del coma vegetan en toda su pu­
reza.

7.-Influencia de la temperaturaen los cultivos. Cuando
el calor excede de 27 grados, los fenómenos de la colonización del
vírgula adquieren gran intensidad y rapidez. A las 24 horas suele
haber una burbuja bien perceptible y un cono bastante extenso.
La liquidación es tan rápida en los días siguientes que al sexto
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día puede haberse agotado ya todo el terreno del cultivo. Una
temperatura más alta reblandece la gelatina, y el cultivo se ex­

tiende, y las vírgulas se diseminan, constituyéndose un líquido
turbio, análogo al caldo en fermentación. Estos cultivos en nada
se distinguen de los en caldo y en suero líquido. \

Al contrario. una temperatura de 10° paraliza el cultivo por
completo; á los 15° marcha, aunque ientamente, mareándose muy
poco ciertos fenúmenos como, por ejemplo, la aparición de la
burbuja. A esta temperatura se necesitan 15 ó 20 días para que
ocurra la liquidación total de la gelatina de un tubo (1).

La temperatura mejor, aquelIa bajo la cual las colonias se des­

envuelven bien, pero con cierta provechosa parsimonia, es la de18á 25".

S.-Examen microscópico de los cultivos de gelatina en
tubo. Cuando se examina una gota del líquido ligeramente opa­
lino que llena el embudo de la colonia, descúbrense dos órdenes
de cuerpos. Percíbense, en primer término, multitud de comas
de tamaño normal y forma característica. La densidad del medio

gelatinoso les presta cierta palidez de contorno, por la cual cues­
ta trabajo de ordinario distinguirIos. Ofrecen también movi­
mientos espontáneos: éstos son muy lentos y premiosos en las
gelatinas concentradas, más vivos y libres en las gelatinas flo­
jas; pero nunca se muestran tan vivaces como en los CUltIVOS

en caldo y en las mismas deyecciones. V énse también algunos
pocos espírilos muy cortos, y séries de vírgulas formando cade­
neta; mas no son perceptibles ninguna de las formas moderna­
mente descritas en el bacilo colerígeno.

Además, mezclados con los vírgulas, se descubren ciertos
corpúsculos apenas colorables por los reactivos derivados de la
anilina, de forma irregular, de tamaño variable, sin movilidad
espontánea, ni rasgo ninguno que nos autorice á considerados
como formas vivas: son estos cuerpos probablemente detritus
óprecipitaciones de materias orgánicas, ocasionados por la acción
química de las diastasas segregadas por el vírgula.

(1) I'io hemos podido confirmar la aseveración del Dr. Garcia Solá de que elhu,
cilo vírgUla obtenido de los coléricos de Valencia coloniza rn lu g'r1atina más
perezosamente que el descubierto por Koch en Egipto y en la India: cabalmrnte nos
pareció que sucedía lo contrario, circunstancia nada extraña dada la alta trmpe­
ratura que reinaha en aquella ciudad durante nuestras experiencias,

¡
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Cuando el examen sc practica en aquelIos grumos blancos.

precipitados en el fondo del trayecto ó parte estrecha del em­
budo, ad viértense también los vírgulas y los cuerpos irregulares
incolorables, pero se nota además la presencia de otras formas,
al parecer constituidas por vírgulas en involución. Son éstas, en
primer término, vírgulas hipertróficos, de doble ó mayor tamaño
que los normales, espírilos gruesos y cortos de vueltas anchas,
terminados unas veces en maza, otras por un corpúsculo redon­
deado probablemente de la misma naturaleza que los descritos
por Ferrán con el nombre de oogonos; y, por último, cadenetas
de comas irregulares de anilIos desiguales, y eses monstruosas
con ó sin corpúsculo terminal. Estas formas sólo se descubren en
los últimos días de la vida de los vírgulas, cuando el cultivo co­
mienza á agotarse y el líquido se hace diáfano.

C.-CUl.TIVO DT':[. "YRGULA EN EL AGAR-AGAf<'

La preparación de los tubos al agar-agar se efectúa según la
técnica general expuesta con relación á los de gelatina, excepción
de la fórmula del terreno que es: caldo 100, gelatina 1, agar­
agar l.

La jalea obtenida con el agar-agar goza de dos propiedades
preciosas: es la una el no liquidarse á temperatura de 40 á 45°,
por lo cual es utilísima en nuestros climas; y es la otra la de
conservar mucho más tiempo (tres ó cuatro semanas) la vitalidad
de los vírgulas. Podríamos agregar que los cultivos en esta sus­
tancia se impurifican menos frecuentemente que los de la gelati­
na, sin duda por causa dc que, una vez cubierto el terrreno de
una capa de vírgulas. esta misma sirve de obstáculo al arraigo de
gérmenes extraños.

Las siembras en el agat'-agar se ejecutan también de la manera
corriente, con la aguja de platino.

Hé aquí los fenómenos de vegetación del vírgula observados
por nosotros en la citada materia:

Del primero al segundo día, sólo se descubre un rastro turbio
en el trayecto de la picadura; no existe depresión ni ensancha­
miento en el extremo superior de ésta. Al tercer día, la materia
pulposa que lIena el conducto co lonial parece rebosar por Sll
extremo atmosférico, derramándose por la superficie libre de la
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gelatina, y constituyendo una pequeña mancha gris amarillenta
semitrasparente, á manera de membrana diftérica. Del cuarto al

quinto, la colonia se ha extendido por casi toda la superficie li­

bre de la gelatina; la capa formada por los vÍrgulas se engruesf
tomando un matiz un tanto pardusco; en cuanto al trayecto de
la picadura permanece lo mismo, sin indicios de extenderse.

No existe ni derretimiento del terreno, ni hundimiento superfi­
cial, ni burbuja.

Al llegar á este estado, el cultivo se conserva casi lo mismo
algunas semanas; únicamente se nota más gruesa y oscura la ca­
pa colonial, y un cierto despegamiento de los bordes de ésta con

hundimiento de la gela tina, alteración debida probablemente á
la condensación del terreno por evaporación.

Cuando se examina al microscopio una pequeña parte de la
colonia grisácea que cubre el agar-agar, descllbrense los virgulas
característicos, con todas las particularidades morfológicas des­
critas; Únicamente se advierte que son menos colorables por los
reactivos tintóreos, y quizás algo más pequeños que los cultiva­
dos en la gelatina. Por lo demás, pueden entre ellos percibirse
espírilos cortos, eses y cadenetas de vírgulas; pero nunca espíri­
los largos, ni formas engruesadas por sus extremos.

D.-CULTIVO DEL VíRGULA EN ¡'A~ MATEIHAS POllOSAS, ESPONJA, LlJlN7.0

IlÚMRlJO, ETC., BTO.

Consiste este proceder en sembrar, sobre un lienzo mojado y
débilmente plegado, una gota de deyecciones ó de materiales pro­
cedentes de cultivos impuros. Si el lienzo esta bien esterilizado,
y el cultivo se efectÚa en dmara hÚmeda y bajo un calor de más
de 20", e! examen micrográfico revelará, 24 horas después de eftc­
tuada la siembra, un cultivo natural casi puro de vírgulas en el
líquido que impregna los intersticios del tejido. Este método
puede utilizarse para purificar ó al menos hacer predominar el
coma-bacilo entre otros microbios sembrados en el lienzo; resul­
tado utilísimo si se considera que puede ponerse en practica con
deyecciones coléricas poco ricas en vírgulas, y muy abundantes
de otros micrófitos.

La explicación que se da (van Ermergen) de esta selección na­
tural del coma es la siguiente: Cuando se siembran varios mi-
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crobios en un mismo terreno, igualmente adaptado á cada espe­
cie, los que gozan de una multiplicación nípida y activa se so­
breponen á los que, aunque más numerosos, se reproducen más
lentamente, y aun pueden quedar aquéllos en tan notable mayo­
ría que aparezca, á un examen superficial, el cultivo como abso­
lutamente puro. En el caso actual, existe una circunstancia que
contribuye además á dar la victoria al coma en la lucha por
la existencia. Este panisito es aerobio y su multiplicación acrece
en razón directa de la cantidad de oxígeno de que dispone; aho­
ra bien, no es posible dar al terreno una disposición más apro­
piada que la del lienzo hÚmedo y laxamente plegado para que
el oxígeno abunde y el vírgula prevalezca.

A pesar de los resultados satisfactorios que se obtienen del
cultivo en lienzo, no me parece que debemos confiar demasiado
en las virtudes purificadoras de este proceder. En tres cultivos
practicados en lienzo con deyecciones que, aunque en escaso
nÚmero, contenían virgulas (pues lo demostró así el cultivo en
placas), no sólo no pudimos hacer prevalecer el coma, pero ni
siquiera demostrar su existencia. Es más, el vírgula dista mu­
cho de ser la especie bacteriana que más se reproduce en las ci­
tadas condiciones: hemos visto muchas veces una bacteria de

dos milésimas de longitud cubrir en menos de J 6 horas todos
los intersticios del lienzo, esquilmando el terreno y ahogando
con sus productos al coma y otras especies. Por esta causa no
apelamos nunca á este recurso para denunciar los vírgulas en
los casos de diagnóstico dudoso. Nuestra opinión es que e! coma­
bacilo prevalece solamente en el cultivo en lienzo mojado, siem­
pre que no existan especies aerobias en los líquidos sembrados,
y cuando prepondera realmente en un cultivo cualquiera y se
desea que domine todavía más.

En lugar del lienzo, nosotros hemos empleado, con mejOl éxi­
to todavía, la esponja esterilizada. Para usarla, se comienza por
hervir la esponja en agua por una hora; fria de! todo, se expri­
me ligeramente, se vierte en uno de sus conductos principales
una gota de la deyección ó cultivo impuro que se pretenda mejo­
rar, y se encierra el todo en cá mara hÚmeda y en la estufa á 250.

A las 24 horas, se toma una partícula periférica de la esponja y
se exprime en un porta-objetos; el líquido revela infinidad de
vírgulas característicos.

4
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Estos cultivos son mucho más ricos si, cnlugar de humedecer

la esponja con agua, se la humedece con un caldo claro prévia­
mente esterilizado.

Por lo demás, no sólo el lienzo y la csponja sino casi todas las
sustancias porosas pueden utilizarse con éxito. El papel bubarfi,
el sin cola ordinario, la estopa, y hasta la médula de sauco, pue­
den servir; no obstante, los resultados no nos parecen tan cons­
tantes como los conseguidos con la esponja y el lienzo mojados.

D.-CULTIYO DEL eo",\, EN EL e"LDo.

Preparación del caldo.-En dos litros de agua comÚn se hier­
ve un kilogramo de carne de vaca ó carnero, partida en pequeños
trozos. La cocción debe prolongarse hasta que el líquido se haya
reducido á la mitad de su volumen. Se deja enfriar después; se
quita la grasa por filtración, y se alcaliniza ligeramente con una
solución de carbonato de sosa ó de potasa. Acto contÍnuo, se so­
mete el líquido á una primera ebullición, que no tiene más obje­

to que precipitar las impurezas ocasionadas por la adición del al­calí, y, una vez frío, se filtra segunda vez. El caldo después de ta­
les tratamientos debe tener un color amarillo rojizo y ser abso­
lutamente diáfano. Se encierrra ahora en unos matraces especia­
les donde sufrirá la esterilización final.

Estos matraces son de fondo chato y de cuello corto, cerra­
do por un tapón de caoutchouc con dos aberturas que reciben
dos tubos. U no es corto, recto ó ligeramente acodado; su extre­

mo superior está tapado con algodón estéril; el inferior termi­nado libremente en la parte más alta del matraz á distanci:l del
nivel del caldo. El otro tubo es más largo, y arranca, por abajo,
de cerca del fondo del matraz, y acaba por arriba en punta alar­
gada y capilar, después de haber sufrido en su trayecto dos aco­
damientos.

En estos matraces, el caldo, si está bien esterilizado, no sufre
la menor alteración (como es bien sabido desde las memorables
experiencias de Pasteur), porque los gérmenes del aire no acier­
tan ni á penetrar por el tubo afilado, ni menos á pasar á través
del algodón de la otra tubuladora.

Depositado el caldo en los expresados matraces (que no deben
estar completamente llenos), es hora de etectuar la esterilización.
Para ello se somete el matraz á la temperatura de ebullición
durante un cuarto de hora, y se repite después esta operación dos
veces diarias dur:mte cinco días. Este proceder da en general
buenos resultados. Conviene adverrir que no es conveniente la
práctica seguida por algunos de hacer actuar directamente el

, foco calorífico (llama de gas) sobre el matraz que contiene el
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caldo destinado á esterilizarse; pues en este caso acontece con
frecuencia que el líquido hierve tumultuosamente, el vapor de
agua moja las tu bula doras y tape de a]godón, y., a] enfriarse del
todo, se precipita e] aire exterior por el tubo afilado, arrastrando
á su ra~o el agua detenida en éste cargada con microgérmenes del
aire. Por esta razón, nosotros no calentamos los matraces á la
llama de gas directamente, sino que los dejamos sumergidos en
baño maría hirviendo durante !lna hora. Repetimos la operación
tres 'veces en los tres siguientes días. Con este modo de aplicar el
calor no llega á hervir tumultuosamente el caldo, y no se acumula
líquido en las tubuladoras, ni hay, por tanto, refluencia de éste
al enfriarse. Podrá también emplearse con buen éxito la estufa
de vapor y la marmita de Papín.

Las esterilizaciones en frío con el filtro Chamberland no
nos han dado resultados constantes. Frecuentemente deja pasar
cocos y bacterias que no tardan en corromper los caldos.

Preparado el caldo, se le tendrá en observación por cinco días
á la estufa: si al cabo de este tiempo no se altera á una tempera­
tura que exceda de 30°, puede sembrarse sin escrÚJ u]o.

Seglll1 el Dr. Ferrán, el caldo se hace mucho más nutritivo
añadiéndole bilis esterilizada. La bilis usada por nosotros es de
vaca y la adicionamos á los matraces mi.tes de haber éstos sufri­
do ]a esterilización final. La cantidad de bilis añadida no debe
exceder del 30 por 100. Es preciso que la bilis esté bien esterili­
zada á prevención, á fin de que no contenga m'croorganismos
que, aunque muertos por las sucesivas ebulliciones, ensuciarían
siempre los cultivos. Entre los micrófitos que la bilis ofrece, lla­
ma la atención una bacteria en cadeneta que adquiere gran lon­
gitud y dirección flexuosa.

t.-Siembra de los caldos. En realidad puede efectuarse por
medio de]a aguja de platino, apartando ligeramene el tapón de
algodón del tubo corto; pero este proceder es muy expuesto
á impurificaciones, por lo cual es más conveniente apelar á la pi­
peta.

Las pipetas preferibles son tubos de cristal de 15 á 20 centí­
metros de longitud, por medio de anchura: uno de sus extremos
está cerrado por un copo de algodón estéril, y el otro, sumamen­
te adelgazado, termina libremente en punta aguda. Cuando se
necesite practicar siembras con gran cantidad de semilla, será
conveniente que la pipeta ofrezca en su trayecto una dilatación
ampuliforme.

La semilla para la siembra en caldo puede tomarse indistinta­
mente de colonias de comas en placas de gelatina, de cultivos en
caldo ó de gelatina en tubos. Nosotros preferimos esta Última
semilla porque es la que más tácilmente se conserva pura, y se
nos ofrece con la suficiente abundancia para sembrar grandes
cantidades.
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Para ejecutar la operación de la siembra, se comienza por es·

terilizar la pipeta á la lámpara, se sumerge el pico en el líquido
semilla, y después, sin pérdida de tiempo, se insinlla en el ma­
traz á través del algodón del tubo corto. No resta ahora sino so­
plar por la extremidad superior de la pipeta, á fin de precipitar
la semilla que penetró en el tubo por capilaridad. Acto contl11uo,
se agita suavemente el líquido del matraz para diseminar los
gérmenes, y se traslada el cultivo á una estufa á 37", donde per­
manecerá 24 horas. Transcurrido este tiempo, se observará que
el líquido ha perdido su trasparencia, tomando un aspecto tur­
bio y lechoso. La presencia de micodermas y grumos irregulares
en el líquido acusa por lo común impurificaciones del cultivo,

Después de las 2+ horas de incubación conviene dejar reposar
el líquido en un paraje fresco, cuya temperatura no pase de 17°.
De otl'a suerte los comas agotarían muy pronto los recursos ali­
menticios del caldo, concluyendo por destruirse.

2.-Examen micrográfico de los cultivos en caldo ordi­
nario, sembrado con semilla de tubos de gelatina. Cuando
se observa una gota de un cultivo en caldo que haya sufrido 6 Ú
8 horas tan sólo de incu bación, se presentan al examen las for­
mas que ya conocemos. pero con algunas nuevas particularida­
des muy interesantes. (Fig. 6.", A.)

Los comas son abundantísimos y prc.:sentan una incuvación
muy aparente, sobre todo en aquellos micrófitos que. fijos sobre
el cubre-objetos, carecen de movimiento; pero se nota que son
más largos y gruesos que los de la gelatina. Los movimientos de
locomoción observado en estas condiciones son vivísimos, yest,ín
en relación con la proximidad de los comas al aire atmosférico.
En los alrededores de las burbujas, agítanse con gran actividad, y
se advierte que la dirección de] movimiento ofrece cierta regulari­
dad. pues cada coma ejecuta dos movimientos: uno de aproxima­
ción ,í la burbuja, en el cual muchas veces llega hasta ponerse en
contacto con el aire; otro de separación y sumersión en las capas
lejanas del oxígeno. En esta ruta el coma no marcha en línea
recta. sino trazando giros y revueltas, andando y desandando en
parte el camino, de un modo que recuerda el revolotear de los
mosquitos. No es raro percibir algunos comas que, fijos por una
extremidad al porta-objetos, dan vueltas por ia otra, á la mane­
ra de una honda, hasta que un choque violento de la corriente
los desprende de su posición.

Al lado de vírgulas normales ex isten vÍrgulas mucho más pe-
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queños, y algunos que son simples corpÚsculos ovóideos, sin se­
ñales de incubación. Estos comas embrionarios son abundantÍ­

simas en los cultivos de 6 y 10 horas de incu bación; m ucho más
raros en los que datan de dos á cuatro días. Adviértense además
séries de dos vírgula s pequeños, cuyo punto de unión se perci­
be con toda claridad. Si añadimos á esto el hecho de que se ven
muchas veces comas con estrangulaciones centrales, vendremos
¡í parar tácilmente á esta conclusión: al principio de los cultivos
en caldo, el vírgula en su actividad generativa no espera, para
segmentarse, á adquirir la [arma de S y la de espírilo, sino
que, desde luégo y apenas desarrollado, inicia la segmentación.
Depone en pró de este modo de ver la circunstancia de que,
en estos cultivos precoces, no existen ni espirilos, ni eses; al me­
nos, de existir, deben ser sumamente raros, cuya extremada ra­
reza, en unas formas que los bacteriólogos señalan como fases
intermedias de división, no puede explicamos satisfactoriamente
la rápida aparición de tantas miriadas de comas como pululan
en el caldo.

Fig,,,,,, G." Formas del mierohio colerígeno tales como aparecen en el caldo al'­
Jinario: Preparación tc¡-'ida por el violado de grnciana,-A, caldo examinadoá la~
ocho horas de incul)aciól1; a, comas arlultos~ b, comas cml)I'ionul'ios: e, en vías de
segmentación; d, coma segmcnlado -B, caldo examinado Ú los trcs días de efec­
tuada la siembra; a, eRe: b, transiciÚn entre la ese y espiriloj e, ('so invertida ó
forma en 3; d, espirilo.-C, caldo á los cinco días: los cSJlírilos son másahundantc:'i
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y se véell a, tino en segmentación central y otro en b, en división tel'minul.-D,
caldo a lo~ OG u .lía$ Jc $t'm1lfudo; a, comas que tudavía se tiñen por el dalia; b~
puntos l,nlitLs, IllcludublenlelJte restos de comas desintegrados.

De las 12 () 18 horas en adelante, pueden observarse ya muchas
eses y algunos aunque raros espirilos. Las formas en S presen­
tan con frecuencia señ.l-:s de partición, y no es raro el notar, tan
pronto coma ésta se inicia, una inversión de la forma: las corva­

duras en va de ser alternadas estár dispuestas en igual sentido,
seme;ando á un 3. Ent,'e la Sperfecta compuesta de dos comas

y el coma sencillo existen todas las transiciones, igualm~nte que
desde la locma S hasta el espírilo de tres ó cuatro vueltas, (Fi­
gure. 6.)

El espiri!o se revela como un hilo de bordes correctos. de su­

perficie krsa, c 'n curvas alternadas cóncavas y conv~xas en
número Vdr able desde 3 á 10 Y más. Cuando son mu f largos,
presentán también f1exion.::s más grandes, y no es raro hallal va­
rios enreja os unos con otros. Poseen también movimien:os, si
bien menos vive s que los de los vírgulas. Los espírilos J-kl ueños
son especialm~nte notables por sus movimientos de o'icilación

y torsión; InJrchan como los comas atravesando grande:) distan­
cias en bu~C.ldel o,íg.::no. Pero los espírilos grandes apen,ls tie­
nen otra mov.lidad que la de f1exión y encorvamiento de sus ex­
tremos.

La aparición del espirilo en los caldos se debe al retardo en
los fenJI1l..:nos de pa¡·t:ción del coma y de las eses. Este letar­
do es cau,ado por empobrecimiento del líquido en materia­
les nutr tivos. A,í que cuanto más tiempo lleva de fecha un
cultivo, más espírilos contiene, y cuanto más claro y po.bre el
caldo, méis precozmentc surgen los espirilos. Obstélculos de otra

naturaleza, que co :trarían la actividad generativa d~ los vírgu­
las, favorecen también la presentación de los espirilos; tales son

las bajas temperaturas, la escasez de oxígeno y la acidez ligera
de los cultivos.

Aunque el espirilo anuncia lentitud generativa no debe pen­
sarse que el fenómeno proliterativo esté abolido en absoluto.

El mismo esp:rilo se fragmenta dando lugar á csririlc¡; n-á, cor­
tos y comJS independientes. Los detalles de este proce,o no
dejan (le tener interés. Es frecuente ver que un largo e' icijo se
dobla hácia su mitad, ó cerca de un extremo; el segme¡ to má
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corto oscila entonces en todos sentidos, como forcejeando para
desasirse del resto; en breve se divisa en el codo una resquebra­
jadura, y, por último, tras un tirón más violento y ayudándose
á veces de los choques de los vírgulas traginantes por las cerca­
nías, el trozo de espirilo se hace libre, alejándose de su compa­
ñero. Nótase que los espirilos largos, por punto general, sólo se
dividen en otros más cortos; y que éstos dan lugar especialmen­
te á las formas en ese y á los comas. No es raro ver, en caldos de
24 horas de incubación, espirilos de cuatro á seis vueltas, que
presentan en su extremo un coma arrastrado á remolque, fen6·
meno que prueba indudablemente la posibilidad de que las vuel­
tas terminales de un espirilo puedan segmentarse, originando nue­
vos vírgulas.

El examen del caldo á los cuatro ó seis días después de la in­
cubación, demuestra mayor número de espirilos; pero comien­
za á notarse que los comas se tiñen menos intensamente por el
dalia, y que el líquido se llena de unas. granulaciones pálidas
irregulares, incolorables, vestigios probablemente de comas frag­
mentados.(Fig. 6.", D.)

Por Último, de los seis á los ocho días, segÚn la cantidad de
caldo, temperatura, etc., los vírgulas se destruyen, los espirilos
desaparecen, y, en lugar de los micrófitos, se ven sólo aquellos
grumos irregulares, poco refringentes, incolorables, anteriormen­
te señalados. Puede entonces darse el cultivo como muerto; al

menos las siembras no son ya fecundas en los medios ordinarios.
En resumen; la evolución del vírgula en el caldo se condensa

en las siguientes fases:
I."-Cuando el caldo es rico y la siembra es reciente, el coma

se alarga ligeramente y se fragmenta, dando origen <Í. dos comas
pequeños, á veces conformados á la manera de las bacterias. De
esta suerte se engendran esas miriadas de vírgulas que pueblan
un caldo en menos de ocho horas de incubación.

2."-Cuando el terreno es más pobre, la evolución se alarga
por causa del retardo en el acto generativo. Puede decirse que el
campo, medio esquilmado, da todavía pábulo para el entreteni­
miento de la vida nutritiva, pero muy escasos recursos para el
mantenimiento de la vida de generación. Por eso el coma se
alarga, creciendo sin segmentarse, y llega él la forma S, y luégo
pasa por la de espirilo largo, para venir después por una curva
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descendente á la de espirilo corto, ese y vírgula. No entendemos,
sin embargo, que siempre pasan las cosas de este modo: creemos
que al lado de la evolución larga que tiene lugar en los caldos
empobrecidos, se da también otra más abreviada, que es: coma"
ese y coma; modo generativo probablemente más común que el'
anterior.

3.-Cultivo del vírgul~en los caldos con bilis.-Cuerpos
muriformes. El Dr. Ferrán ha sido el primero en anunci,ar
que, cuando se cultiva el coma-bacilo en el caldo mezclado con
bilis, aparecen ciertas formas especiales, sobre cuya significación
y naturaleza se ha suscitado en estos últimos tiempos empeñada
controversia.

La técnica recomendada por este bacteriólogo es la siguiente:
A un caldo muy nutritivo y ligeramente alcalino se le añade bi­
lis humana ó de herbíboros en proporción de un 25 por 100. La
bilis debe ser cuidadosamente esterilizada, sin cuyo requisito
aparecerían en el cultivo multitud de impurezas. Preparado el
terreno, se siembran vírgulas procedentes de un cultivo puro en
caldo ó gelatina. Acto contínuo, se lleva el cultivo á la estufa á
37°, donde permanecerá el tiempo suficiente para enturbiarse,
conseguido lo cual se saca de la estufa, y abandona á la tem­
peratura ordinaria por dos ó tres días. Al cabo de este tiempo, se
añade al matraz cierta cantidad de caldo nuevo con bilis, á
fin de que no se agote el terreno, y para que se diluyan los pro­
ductos de desasimilación de los vírgulas que tanto dañan al ulte­
rior desarrollo de éstos, y se vuelve á abandonar el cultivo á sí
mismo, á la temperatura ordinaria, por 10 Ó 12 días,

Terminado este plazo, la exploración micrográfica revelará los
cuerpos muriformes.

Según el Dr. Ferrán puede suprimirse sin inconveniente de
esta técnica la operación cu yo fin es renovar el caldo del cul ti­
va; pero se necesita, para que esta simplificación no sea dañosa,
que un previo análisis de la semilla haya evidenciado unos co­
mas especiales, que se distinguen de los otros en que presentan
un grano ó esporo en cada extremidad.

Por este último proceder simplificado (siem bra una vez en cal­
do biliar que se deja reposar por 12 días) hemos confirmado re­
petidas veces en el laboratorio del Dr. Ferrán la existencia de los
cuerpos muriformes.
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Son los cuerpos muriformes glóbulos esféricos, de superficie

desigual. con mamelones y asperezas que dan á los más grandes
aspecto de fresas y á veces de cristales estelares. Su tamaño, ex­
tremadamente variable, oscila entre 2 y 30 milésimas. Su re­

fringencia es tan grande que son visibles sin previa coloración
hasta en el bálsamo del Canadá.

En los líquidos de cultivo aparecen con un contorno oscuro,
áspero, como en serreta. Vistos á medianas amplificaciones se
presentan con un cierto matiz verdoso amarillento, que no es
real sino debido á su misma refringencia, como lo prueba la des­

aparición del color en el bálsamo y en la glicerina. Los murifor­
mes más chicos semejan á protoplasmas libres, ligeramente gra­
nulosos de superficie; los m<\s grandes ofrecen más áspero con­
torno, y cierto aspecto irradiado que les da, al primer golpe de
vista, cierta semejanza con los cristales de margarina ó con los
del lacta to de cal.

Representan, según Ferrán, los murifo(mes un órgano repro­
ductor, algo así como el óvulo del coma-bacilo. Hé aquí, según
este microbiólogo, su orígen y evolución. El vírgula cultivado
en el caldo con bilis se alarga, y constituye eses y espírilos cuyas

vueltas se ensanchan perdiendo algo de su aspecto espiróideo.
En el interior del tallo de éstos surgen unos puntos brillantes: es­
tos son los esporos. A consecuencia de la dehiscencia del proto­
plasma envolvente, los esporas se hacen libres, nadando en ellí­
quido al lado de los vírgulas; y después, y en virtud de su
crecimiento y diferenciación, se transforman en cuerpos muri­
formes. Cuando éstos alcanzan todo su apogeo, por consecuencia
de ciertas contracciones de su protoplasma, emiten una proyec­
ción de su contenido que, al condensarse, forma los espirilos del­
gados y pálidos. Estos, caracterizados por no teñirse apenas por
los reactivos colorantes, crecen y engruesan, pasando á ser espi­
rilos ordinarios, y dando lugar, á favor de divisiones reiteradas,
á la forma de orígen ó coma-bacilo.

Tan singular modo generativo que, á decir verdad, desvía de
todos los procedimientos de reproducción conocidos en los schy­
'{omicetos, ha sido, según afirmación del Dr. Ferrán, repetidas
veces observado por él (de visu) en los cultivos puros del coma­
bacilo en el caldo biliar.

No cabe negar la existencia de los muriformes, ni la de espirjlos
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gruesos con apariencia de contener esporas. Repetidas veces los
hemos descubierto en los cultivos del Dr. Ferrán y en los nues­
tros; pero cabe discutir la significación de estas formas y averi­
guar hasta qué punto son admisibles las interpretaciones del i
bacteriólogo español.

Con el propósito de estudiar á fondo esta cuestión, sin partido
previamente tomado, y sin esos apasionamientos que tan mal
sientan en los hombres que sinceramente se dedican á la inquisi­
ción de la verdad, comenzamos nuestras experiencias sobre los
cuerpos muriformes. Los primeros trabajos (1) fueron practica­
dos en los mismos cultivos del Dr. Ferrán, cuya condescendencia
en esta parte facilitó singularmente nuestra tarea, y tuvieron por
fin conservar los citados cuerpos en preparación definitiva y es­
tudiar su comportamiento ante los reactivos.

Pura cumplir con nuestro primer propósito tuvimos que mo­
dificar algo la técnica corriente, porque los muriformes se tiñen
poco por las anilinas, se deforman por la desecación, y se despe­
gan del porta-objetos durante la coloración y el lavado. El méto­
do de preparación que mejores resultados nos dió consistió en tra­
tar una gota semi-desecada de caldo con muriformes, por el al­
cohol de 40°; teñir después la preparación (no desecada aun) por
la hematoxilina, y por Último, previa acción de una gota de
ácido acético, etectuar la conservación de la glicerina. El método
ordinario de impregnación de micrófitos, m,ls atrás expuesto, es
aplicable á los comas y espirilos que acompañan á los murifor­
mes, mas no á éstos, que sufren grandes deformaciones, pierden
su aspecto gran uloso, y apenas si adq uierenligero matiz en el con­
torno, y aun aquí la coloración es irregular y discontínua, y más
parece precipitación del color que efecto de verdadera selección.

Todas las materias colorantes tiñen ligeramente los murifor­
mes; mas ninguna tiene por ellos marcada afinidad. Los reacti­
vos del nÚcleo (verde metileno,ácidos, carmin,etc.) no revelan en
ellos la menor huella de nucleina, ni rastro de construcción es­

tratificada. El ácido acético les presta cierta trasparencia, robán­
doles el aspecto ásperamente granuloso que los caracteriza. El
ácido nítrico obra de igual manera, tiñéndoles muy ligeramente
de amarillo. El sulfÚrico los palidece también, y exagera notable-

(1) Estos ensayos tuvierolllugar en los ultimas días del mes de .lLmio último.
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mente aquella apariencia de cristalización irradiada que ofre­
cen los gruesos muriformes. El yodo los amarillea y, con el ácido
sulfLirico, los enfojece un tanto. La rotasa. al 40 por 1ea, apenas
los moditica: solamente los hace más diáfanos y t'n ocasiones

determina en la superficie de ellos ciertas rlegaduras y des­
igualdades nuevas: á menos proporc:ón no logra la i otasa disol­
vedas tampoco. El ácido clorhídrico y el nitrato ácido de mer­
curio les dan Imls trasparencia. El aAua. el éter y el alcohol
obran exagerando su oscuridad, mas sin modificar ~u naturaleza.
Algunas veces el alcohol determina en los muriformes una cris­
talización periférica en finas agujas, pero sin mod ficación del
cuerpo propiamente dicho. El ácdo ósm"co los fija y cons2rva sin
enm:grecedos, cuanJo más los enmorenece ligerís mamente.

Como se ve, los cuerr os muriform.s resisten eXtraordinaria­
mente á los reactivos, siendo comparables, bajo cqe pun o de
vis~a, con la mico-proteina, la elastina, la plastina y :~ sllstancia
cornea. Sin duda esta resistencia química, rropia hasta cier'o
pun o de los micrótltos, ha sido una de las circunstancias en que
más se ha fijado el Dr. Ferrán para estimar los mLritormes co­
mo fases e\"olutivas del micrótlto colerígeno.

Estas pro¡ iejadcs químicas no nos enseñan nada acerca de
la natu.aleza ,icl cuerpo muritorme. Para fallar respecto de su vi­
talidaJ es preciso acudir á informes más ciertos y eficaces, tales
son: los movimientos espontáneos, el crecimiento, la generación
y dem,ís actos característicos de la vida.

Así que, ,j fin de salir de dudas no disipadas por estas primeras
experienc as luímicas. nos propusimos estudiar de un modo más
comple:o los mencionados cuerpos, ·fijándonos especialmente en
las condic'on:::s de su aparición en los cultivos, y en las manifes­
taciones tisiológicds cons'gnadas y descritas por tl Dr. Ferrán.
La técnica s.:guida fué la misma preconizada F,or este bacte­
riólogo con 1geras modificaciones. Hicimos la ~iembra con cul­
tivos en gelatinJ, y, después de 24 horas de incubación, abando­
nábamos ,os vírgulas á la temperatura ordinaria. Por Funto ge­
neral, tanto cuando añadíamos caldo estéril á los tres días, como
cuan Jo dej,ib.lmos de cumplir este requisito, los muritormes apa­
recían en el cul L va á los 10 Ó 12 días de la siembra.

Hé a.juí la marcha observada en los cultivos. En los prime­
ros días ellLluiJo contenía casi exclusivamente comas: apenas



Pigttm 7.' ,\, cultivo del vírgula en caldo de pollo claro después de varías
Siembras de cal,lo á caldo; a, corras ligeramente incllrvadosó rectos; b, espirilos
largos, flexuosos, cuyas ondas están aprnas indicadas.-B, cultivo á la cuarta
genrración del coma en caldo flojo de carne; a, filamento provisto de oogono!
b, oo¡rono inserto rn un recodo de un espil'i1o; e, oogono situado en el trayecto de
un esp"'ilo; vénse además algunos comas y oogonos lihl'es.-C, cllllivú del cornil
en caldo c(,n bilis examinado en fresco al úctavo día de la siembra: en él se ven

<"omasy cSJlirilos palidos al lado de otros más refringentC's y que tienrn mas a}>­
titu(¡ por los colores de las anilinati; a, rspirilo gl'urso y colorahle; b, eSI ¡rilo del­
gado é incoloralJl,,; c, espirilo grueso y corto con puntos hrillantrH que Remejan
esporos; d, comas incolorables -D, cultivo del coma en caldo hiliar al dozavo día
de la siemhra; a, murifol'me incipiente; b, mUl'iforme mtis grande Con aspecto
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si era de notar alguna ese y espirilo corto. Del tercero al sexto,
ya se advertían más espírilos y de mayor longitud. Un examen

atento y continuado no permitió descubrir en ellos el menoI\
rastro de cuerpos brillantes. En los restantes días hasta el déci­

mo ninguna señal de esporulación; nada que revelara tampoco
la presencia de esporos libres en el líquido. Al décimo día el
campo aparecía plagado de corpúsculos de dimensión variable
entre I y 4- milésimas, y notables por la extrema oscuridad de
su contorno y su aspecto mamelonado. Entre ellos se veían al­

gunos con todas las apariencias de los muriformes descritos por
Ferrán. Por otra parte, los reactivos confirmaron nuestra sos
pecha, permitiéndonos identificarlos.

('

.\
'1

'l \' l,?'1 u

\ H

--01 -
tul)crus0~ e, mUl'ifornlt:' COll a~}1cct(\ tIc agrupado cl'il-;lalino; d, mllrifOl'rnc scmi­
desag"rgado; e, comas; f, espirilo pali(lo.-.Yvla. Los dvs C"uadl"ante, de la iZ'luier­
rla figul'a.n preparaciones tei1idas; los de ht dCl"rclw, f'rcl:icns.

Las preparaciones desecadas y teñidas de estos cultivos mos­
tI'aron: l.", comas fuertemente impregnados; 2.°, comas extre­
madamente pálidos, sólo visibles con buenos objetivos de in­
mersión; 3.", espirilos largos, delgados, pálidos, arremolinados.
pero siempre independientes de los muriformes; 4.°, espirilos
gruesos, más cortos é intensamente teñidos; 5.°, corpúsculos
redondos, homogéneos, de tamaño vario, contorneados irregu­
larmente por un limbo colorado, y sólo á trozos teñido. Estos
últimos eran los muriformes. Jam<ls pudimos observar un espi.
rilo continuado directamente con muriforme: en los casos en

que aparentemente se daba esta continuidad, un buen objetivo
de inmersión (1-18 Zeiss) nos hacía ver que el espirilo corres­
pondía á un plano distinto.

La observación de los muriformes en cámara húmeda por
largas horas no nos permitió percibir nunca la emergencia del
chorro protoplasmático, selíalado por Ferrán, ni advertir en la
masa del cuerpo susodicho el menor movimiento espontáneo.

Estos hechos negativos llamaron mucho nuestra atención, )'
suscitaron en nosotros dudas vehementes, relativamente á la na­
turaleza de estos cuerpos; así que no pudimos menos de pregun­
tamos, si no serían acaso los muriformes simples precipitacio­
nes, de principios orgánicos, que la gradual condensación del
caldo yel incesante acúmu]o de prodLII:tos de desasimilación de­
terminaban.

Nuevas experiencias y nuevos argumentos corroboraron nues­
tras dudas. Hé aquí algunos de los que 111«S contribuyeron á for
mar nuestro juicio.

l.-La refringencia de loslIlunformes.-Ningún cuerpo pro­
toplasmático la posee en tan alto grado. Esta no puede ser de­
bida á la presencia de cubierta, ni á la inclusión de partículas
grasientas, porque de nuestras experiencias se desprende que ca-·
rece de estas dos cosas. Bajo este punto de vista, el muriforme só­
lo es comparable con la mielina, la keratina, la elastina, la cu­
bierta celulósica de los corpúsculos vegetales, etc.

2.-Los 1I1uriformcs110tienen lamañodeterminC!do.-Es rasgo
peculiar de los s~res vivos la limitación en el espacio: toda célu-
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la crece y se desenvuelve, hasta un cierto punto prcstablecido
por las causas evolutivas; y el muriforme ofrece tal elasticidad de
dimension~s ciue sería muy difícil fijar su estatura media. En'
ciertos cultivos no pasan los mayores de 20 milésimas, y en otros
alcanzan 50 y más. í

3-Los murilormes grandes tienen aspecto de cristdes.-Esta
apariencia se cxa3era después del tratamiento por los ácidos. Así
el ácido acetico revela claramente, prévia coloración en hÚmedo
con la hemltoxilina, una cristalización estelar incolora en la masa
del muriforme, destacando sobre una ganga amorfa ligeramente
teñida. No es raro además observar muriformes rotos y desagre­
gados.

4.-EI muri/orme es duro, incompresible.-Cuando se aprie­
ta entre el porta y cubre-objeto, no se logra aplastarlo como
sucede con todas las células, sino que resbala y huye como los
cuerpos durcJs y elásticos.

S.-E/ muriforme no vieneprecedido siempre de la apariencia
esporulcr de los espirilos.-De ser cierta la función atribuida por
Ferrán á ¡os cuerpos muriformes, éstos deberían ser siempre pre­
cedidos de aquellos espirilos con puntos brillantes que este autor
considera como esporas. Ahora bien; en más de diez cultivos de
caldo con bili, observados diariamente hasta la aparición de los
muriformes, sólo una vez creimos ver los citados puntos brillan­
tes. Dada esta inconstancia en su presentación (declarada por el
mismo D·. Ferrán) no puede en rigor concluirse que los muri­
formes dimanan de esporas transformados.

Además, existen otras razones para negar la esporulación de
los vírgulas. Sabido es que los esporas resisten la desecación, y
que poseen Llna resistencia extrema á todos los agentes exteriores.
y sin embargo jamás se obtienen, en ningnn tiempo de su evolu­
ción, siembras fértiles de cultivos de comas desecados. Una pre­

paración desecada más no teñida, procedente de un cultivo con
espirilos esporularios, que debimos á la amabilidad del Dr. Fe­
rrán, fué humedecida con caldo estéril y sembrada en gelatina
sin éxito ninguno.

Los esporas terminales del coma que Ferrán ha anunciado y
que otros autores (Ceci) han confirmado y descrito, no nos pare­
cen esporas. Examinados estos comas con el objetivo 1-18 de Zeiss
de inmersión homogénea, previa coloración en fresco con el da-

t
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lia sobre el porta-objetos, se descubre que la apariencia susodicha
se debe á comas en segmentación (véase más atrás nuestra des­
cripción de las formas del caldo ordinario), cuya parte central,
por ser más delgada y pálida, semeja un coma con dos nódulos
terminales.

Si los vírgulas y espirilos con puntos brillantes poseyesen es­
poras verdaderos, deberían presentar en su seno en las prepara­
ciones teñidas por las anilinas, espacios claros, redondos, de igual
modo que los bacilos del antrax maligno, de la tuberculosis, etc.;
pero no sucede así, tiñéndose uniformemente toda la masa del
micrófito. Esta circunstancia la hemos podido demostrar en es­
pírilos de apariencia esporularia,facilitados por el mismo Dr. Fe­
rrán.

De esto se infiere que, ó no posee el coma generación esporu­
lar, ó de tenerla, SLlSesporas no gozan de las propiedades comu­
nes á estos gérmenes. Sea de esto lo que quiera, es indudable
que carece el coma de forma de resistencia; conclusión á que por
otra parte han llegado también distinguicfos bacteriólogos (Koch,
Van Ermergen, etc.)

6.-No existe relación entre el número de espirilos y muri­
formes.-Hemos hallado caldos muy ricos en muriformes y es­
casísimos de espirilos delgados, y al contrario. Este caso no se
daría probablemente si los espirilos delgados se debieran á la seg­
mentación parcial de los muriformes.

7.-EI cuerpo muriforme sembrado no da comas ni espirilos.
-Cuando un cultivo rico en muriformes se impurifica, desapa­
recen rápidamente los comas y espirilos, no pudiendo resistir la
concurrencia vital de otros micrófitos mejor adaptados al medio;
pero los mlll'iformes se conservan sin alteración por mucho
tiempo. Ahora bien, sembrada una parte de este cultivo, en pla­
ca gelatinosa, jamás da colonias de vírgula, ni menos espirilos.

8.-Los muriformes resisten á la putrefacción indefinidamen­
te.-Abiertos varios matraces con cultivos de muriformes, se les
abandonó á la descomposición por 20 días. Al cabo de este tiem­
po no sólo no habían desaparecido, sino que eran más grandes y
numerosos.

9·-LoS muriformes no cesan de crecer con la ebullición.-Un
cultivo al décimo día en que comenzaban á diseñarse estos cuer­
pos, fué sometido durante media hora á la ebullición, maniobra
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que se repitió al siguiente día. Parecía natural que, de ser los
muriformes protoplasmas jóvenes, cesasen bruscamente en su
desarrollo; pero todo lo contrario, crecieron y evolucionaron
como si se hubieran cultivado en ordinarias condiciones.

lo.-Los muriformes no son excl/lsiJlos de los caldos donde el i
coma se cultÍJ/a.- Tomóse caldo bien nutritivo y se mezcló con
bilis esterilizada; abrióse el matraz á fin de que penetrasen en é]

los microgérmenes de la atmósfera; se cerró después; se sometió
á 37.0 en ]a estufa, y se abandonó á sí mismo por 12 días en pa­
raje fresco.

El caldo, examinado en preparación hÚmeda, mostró inl1ll111e­
rabIes cocos y bacterias, y en especial un bacilo corto en cadena

de gran longitud: y se dejaron ver también unos corpÚsculos se­
mejantes á los muriformes en tamaño, refri ngencia, aspereza, etc.
El en5ayo reiterado de los reactivos puso en evidencia que se
trataba aquí de los verdaderos cuerpos muriformes descritos por
Ferrán.

N uevas experiencias pusieron de manifiesto que los menciona­
dos elementos no aparecen en la bilis con caldo simplemente es­
terilizado y conservado indefinidamente, ni se presentan tampo­
co en los cultivos del coma en otros terrenos. como el caldo

sencillo. la gelatina, el suero, etc.
Los corpÚsculos que algunas veces se descubren en el caldo

ordinario y la gelatina no nos parecen idénticos á aquéllos. Así
que no puede menos de pensarse si algÚn principio biliar se com­
bina con productos elaborados por los micrófitos, ó si ciertas
sustancias de desasimilación de éstos, hallando en el medio biliar
menos condiciones de solubi]idad que en el caldo ordinario, son

precipitadas bajo la forma mencionada; opinión que abona e] he­
cho harto significativo de aparecer los muriformes solamente tras
largos hospedajes de microbios en el terreno de cultivo, cuando
éste se ha concentrado por evaporación, y las ptomainas y

demás productos análogos se han acumulado en notable can­
tidad.

Por todas estas experiencias y razones, entendemos que los

cuerpos muriformes descritos por Fernin no son cuerpos vivos,
sino concreciones orgánicas de una materia dura, resistente á los
reactivos, amorfa unas veces, cristalina otras, y cuya naturaleza
química no es posible determinar en el estado actual de la cien-
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cia, aunque todas las semejanzas parecen co]ocarla entrc las ami­
das y dem,is productos dc desnutrición del protop]asma.

En cuanto ,i los esp ¡rilos delgados y p,ilidos, descritos por F e­
rrán en los caldos bi]iares, existen realmente; pero no nos pare­
ce justa la interpretación que este autor les da. Lejos de ser las
formas más jóvenes, nos parecen ser justamente las más viejas. Es
sabido que, cuando el terreno de cultivo se agota ,í. consecuencia
del largo mantenimiento de una especie, los microbios se achi­
can, se hacen menos colorab]es por los reactivos, menos refrin­
gentes, hasta que por fin se fragmentan, reduciéndose á granu­
laciones irregulares y pálidas. Esto es, á nuestro juicio, lo que su­
cede también en los cultivos viejos del coma, l1l1icos que ofrecen
los espiri]os pálidos. Un hecho que abona esta conclusión es que,
al ]ado del vÍrgula colorab]e, existen también en estos casos comas
incoJorables, á veces deformados y extremadamente pálidos.

Cultivo del coma en caldos claros. Si en vez del caldo

fuerte de carne se utiliza uno flojo de pollo como terreno de cul­
tivo, y se practica la siembra de caldo á caldo por varias gene­
raciones, al cabo de algÚn tiem po ]a descendencia del vírgula se
desvía un tanto de su forma originaria. Los comas poseen cor­
vadura menos pronunciada y son más grandes, y, sobre todo. los
espirilos alcanzan una abundancia y desarrollo extraordinarios,
siendo de notar lo poco pronunciado de sus ondas, circunstancia
que presta á estos filamentos notable <;emejanza con los lepto­
trix. (Fig.8, B.)

Modificando ligeramente el anterior procedimiento (siembra
de caldo ,1 caldo flojo de carncro durante cinco ó más generacio­
nes, incubación corta á 37", abandono después ~imenos de J 5
centígrados), el DI'. Ferrán ha logrado demostrar en las cultu­
ras ciertas formas muy notables, cuya significación no ha podido
aclararse toda vía.

Consisten éstas en unos abultamientos esféricos, ora libres,
ora prendidos del tallo de los espirilos. Los hay de dos clases.
homogéneos y con diferenciación. Los primeros son hialinos.
redondcados. visiblemente continuados con la masa protoplas­
m,itica del espirilo, del cual pareccn ser simples dilataciones.
Yacen, cn su mayor parte. en el trayecto de] espirilo, bien en su
parte media. bien al ni\"el y por fuera de una inflexión de éste.
,'01110 adheridos al 'lngu]o saliente; y se ,"cn también algunos
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insertos en los extremos, semejando á frutos pendientes de su
tallo. Los diferenciados están situados en un cabo del espirilo, y
ofrecen dos zonas: una hialina periférica de forma semilunar ó
hemiesferoidal, constituida por un líquido extremadamente diá- i
fano y limitada por delicadísima cubierta, tan delgada y diáfana
que apenas puede percibirse; y otra central más irregular, con­
tinuada directamente con el protoplasma del espirilo, de cuyas

propiedades ópticas y químicas participa.
La figura total se ha denominado oogono, la zona transpa­

rente periférica periplc.sma y oosfera el protoplasma retraido
del centro, designaciones con que el Dr. Ferrán ha bautizado
estas partes por su semejanza conlas que integran el ovulo de
las peronospóreas.

Tratada una preparación de oogonos por la desecación y la
coloración á las anilinas, la testura indicada desaparece, tiñéndo­
se solamente la oosfera y los oogonos no diferenciados, y su­
friendo graves deformaciones.

¿Qué son los oogonos? ¿Son formas monstruosas debidas á las
excepcionales condiciones de cultivo en que se coloca al coma­
bacilo para obtenerlas? ¿Son simples dilataciones accidentales del
protoplasma con ó sin desprendimiento de la cubierta, debidas
á fenómenos locales de involución? Realmente satisface poco
al entendimiento esta interpretación, pues las formas involutivas
que conocemos en algunos micrófitos (mnilobacter, bacterium
cyanogenum, etc.), no desvían tanto de la forma originaria, )',
sobre todo, no presentan una tan acabada diferenciación.

El Dr. Ferrán supuso en un principio que tales disposiciones
constituían el órgano generador de una peronospórea, pero
abandonó después la idea en vista de la imposibilidad de enlazar
etiológicamente estas formas con los cuerpos muriformes.

Por nuestra parte, consideramos muy lógico prescindir de toda
relación entre los oogonos y las formas con esporas, desde que
hemos observado que jamás se presentan aquéllos en los caldos
con bilis ni en los cultivos con muriformes.

¿Son los oogonos simples bosquejos de una evolución incapaz
de completarse en los terrenos artificiales de cultivo (caldo, ge­
latina, agar-agar, etc.), pero que en las naturales jnfusiones de las
aguas del delta del Ganges, pátria del vírgula, alcanzarían todo su
desarrollo dando margen quizá á nuevos procederes generativos?
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En el estado actual de la ciencia no es posible contestar satis­

factoriamente á estas cuestiones. Sólo un conocimiento perfecto
del estado natural del coma-bacilo podría resolver este problema,
hoy envuelto en las más espesas sombras.

CAPÍTULO IIl.

CONDICIONES DE VIDA DEL COMA-BACILO.-DESINFECTANTES.

t.-Influencia de la temperatura. El coma-bacilo sucum­
be de urdinario en los cultivos cuando la temperatura llega á
(iS centígrados.-Para demostrado, fué elev,indose gradualmen­
te la temperatura de una estul~l donde había depositado un culti­
vo puro en caldo del bacilo vírgula. Desde los 40" en adelante
se sembró sucesivamente en varios tubos de gelatina semilla del

matraz, y los vírgulas se mostraron fértiles hasta los 65 grados.
2.-Influencia de la desecación. La desecación reciente

no mata al vírgula.-Sembróse el coma en placa gelatinosa, y
una vez desarrolladas las colonias (48 horas) se abandonó el cris­

tal á una corriente de aire hasta la desecacion de la gelatina.
Transcurridos dos días, reblandeciéronse las colonias con una
gota de caldo tibio, )' sembróse el contenido de ellas en tubos
de gelatina: en ninguno apareció el cultivo característico de este
micrófito, por m,ís que en algunos germinasen otras bacterias.

Tnoculóse también, de igual manera, una colonia semidesecada,
todavía viscosa: las siembras resultaron fecundas.

Estas experiencias ejecutáronse del mismo modo con el caldo
seco de larga fecha y con el recientemente desecado: los resulta­

dos fueron idénticos. La go -a de caldo apenas evaporada, fué
avivada por la simple proyección sobre ella del alIento, como lo
probaron las siembras fértiles en gelatina; mas las inoculaciones
ejecutadas con vírgulas secos de una hora no fueron seguidas de
germinación. Estos resultados tienen especial importancia. Por
ellos se ve cuán de temer es el contacto con utensilios, ropas, etc ..
manchadas por deyecciones recien desecadas ó á medias eva pa­
radas; igualmente que fiar á la desecación, cuando las manos del

médico ó de los asistentes se manchan con productos coléricos,
una desinfección á que se opone la humedad natural del epi-dermis. -
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3.-Necesidad del aire para la vida del vírgula. Aunque

este micrófito pasa por aerobio, no es tan exigente como otras

especies por el oxígeno libre, pues en realidad vive y prospera
en medios muy poco ricos en aire. Un litro de caldo hervido y
no agitado, apenas encierra aire en su masa, y, sin embargo,
sembrado e] vírgula en ]a superficie del líquido y colocado e]
caldo en ]a estufa, al siguiente día de ]a siembra se encuentran
casi tantos vírgulas en las zonas profundas como en las super­
ficiales.

Cuando se inoculan profundamente en gelatina algunos pocos
vírgu]as, cada uno de éstos forma colonias aisladas, y todas, tan­
to las superficiales como las profundas más alejadas de] aire, se
ciesenvue]ven perfectamente; solamente se advierte que estas Ú]­
timas vejetan con más lentitud.

¿Puede con esto afirmarse que el coma es aerobio yanaerobio'
<lIa vez, segÚn las condiciones del terreno? Nosotros nos inclina­
mos <1pensarlo así, sobre todo considerando las débiles propor­
ciones de aire que encierra el contenido intestina], y ]a vida
próspera y fecunda que en este medio alcanza el coma-bacilo.

4.-Acción del agua común. Es bien sabido desde las no­

tables il~vestigaciones de Koch, que dieron por resultado e] ha­
llazgo del vírgula en un tenek indiano á donde iban á parar to­
das las excreciones de los coléricos de una aldea, que el coma­
bacilo no sucumbe, aL1l;que permanezca a]gll11 tiempo en con­
tacto con el agua, con tal de que ésta posea alguna cantidad de
materias orgánicas.

A ,lin de aseguramos de este hecho hemos sembrado varias
~otas de caldo con vírgulas en agua esterilizada. A los diez días
de hecha ]a siembra todavía contenía el líquido vírgu]as vivos.

como lo probó la inoculación seguida de buen resultado en las
placas de gelatina.

No posee tanta resistencia d vírgula cuando se siembra en un
medio sin materias orgánicas, el agua destilada por ejemplo; <1
las veinte y cuatro horas no es ya inol'u]able. En e] agua co­
mÚn hervida sembrada con aguj,\ de platino no viven más que
tres ó cuatro días.

Estas experiencias prueban que la vida del coma es muy cfí
mera en el agua poco aereada y pobre en materias org~ínicas;
pero esto no autoriza á suponer que sllceda lo propio en la~
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-aguas corrientes y estancadas, donde jamás puede ni agotarse el
oxígeno, ni faltar materias orgánicas continuamente renovadas.

Si el vírgula puede vivir en las aguas, ocurre naturalmente
preguntar: ¿se]e halla en los ríos, canales, estanques, etc., don­
de van ,í parar las deyecciones de los enfermos en época de epi­
demia? Las modernas observaciones acerca de la marcha de la

·epidemia colérica nos enseÍlan que si en muchos casos la propaga­
-ción se debe, de un modo directo, al hombre enfermo y]as cosas
manchadas por él, más frecuentemente es achacable á las aguas
contaminadas procedentes de puntos donde reside la epidemia.

La trasmisión del cólera en la provincia de Valencia y Zara­
goza ]0 prueba de un mOclo pcrentorio. En aquella provincia
inicióse el cólera en Játiva é inmediatamente después fueron in­
vadidas las poblaciones de Sueca, Cullera, que toman las aguas
del mismo rio, pero por debajo de Jeítiva. Carcagentc, que bebe
agua de manantial. ]ibróse por mucho tiempo de] azote colérico,
-á pesar de estar materialmente cercado por pueblos epidemiados.
En la provincia de Zaragoza, el cólera se ii1ició en Ricla y fué in­
vadiendo todos los pueblos de la ribera de] Ja]ón, pero solamen­
,te río abajo. Ca]atayud, que está por encima, fué atacado mucho
más tarde, Tajos los pueblos que no hacían uso de las aguas
de aquel río, aunc[ue próximos á parajes epidemiados. lograron
librarse por mucho tiempo del contagio. En Zaragoza comen­
zó el cólera poco después; pero cosa singular. las primeras inva­
siones recayeron en aquella parte de los alrededores que riegan
-con agua del Jalón. En Villanueva (Zaragoza) apareció cl có­
lera á consecue:lcia de su importación por unos segadores, y
1" acequia que arranca del G,í]]ego y riega el término de S. Juan
y del Arrabal de Zaragoza, fué, por consecuencia, contaminada.
y el cólera llegó á S. Juan y al Arrabal y á los numerosos case­
ríos de la huerta ('e] Gál]ego mucho antes de: que hiciera sentir
sus efec:os en e] casco de la población, que bebía agua del Canal
de] Ebro, tomada de este rio en Tudela, es deÓl', por encima de
la afluencia del Jalón. En el término de S. Juan, donde había­
mos instalado nuestro laboratario, era de ver cómo se libraban
-del cólera los habitantes de todos los caseríos que hacían uso de
agua de pozos que en esta zona alcanzan gran profundidad, en
tanto que eran atacados muchos de los que consumían agua de
la acequia del Arrabal.
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No cabe duda, pues, que el vírgula puede vivir en las aguas:

pero lo demuestra realmente el análisis micrográfico?
A decir vedad. hemos practicado repetidas veces el análisis

de aguas sosf)echosas, sin resultado alguno. No pudimos demos­
trar el v írgLJa ni en las del J úcar, ni en las del Turia, ni en la
de las acequias de Zaragoza, ni en el Ebro, etc., ete. Sólo en
dos ocasioncs obtuvimos éxito. Fué la primera en el agua de un
pozo de Valencia, perteneciente á una casa donde habían muer­
to algunos indivduos atacados del cólera; ([) y la otra en el agua
de la aceqllia del Arrabal de Zaragoza: en esta tíltima, no toda
el agua ofrecia vírgulas, sino solamente la de un pequeño reman­
so junto á la aldea de San Juan, donde recientemente se hahían

lavado ropas de coléricos. En estO'; dos casos, los vírgulas se pre­
sentaron abundantes en las preparacione~ por desecación, y se
hicieron evidentes por los cultivos en placa de gelatina.

En otros aná];sis, las aguas han presentado muchas veces for­
mas amllo ~asal ví"gula, pero nunca pudimos cerci,lrarnos de la
realidaJ d.; su prc~encia mediante el Único criLrio positivo. el
cultivo. Por lo demás, los resul'ados nc~pti\'os en el examen de
un agua s'lspec'10sa no autorizan la afirm.1ción de que no con­
tiene.com:1-bacilos; porque puede sucedér que habitcn en tan
corto mí méro ( " este debe ser el caso más general) que resulten
idemo~trab)es por los procederes analíticos de la bacteriología.

5.-Acd"n de los antisépticos. Como tales consideramos
á todos a'.¡uellos ag.;ntes que son susceptibles de matar los micro­
bios á dosi~ COl·tasy en poco tiempo: si prescindimos de estas dos
últimas condiciones no existe sustancia, incluso el agua, que no
pueda llevar l.,;·~ítimamente el título de antiséptica.

Es preciso distinguir, en lo que se refiere éí la acción de estos
agentes, la dosis que suspende de la que destruye en absoluto la
vida del microbio. La determinación de la primera tiene esca­
sísimo interés prÚctico; pues la desinfección de una materia con­
tumaz cualquiera de esta suerte ejecutada no puede evitar que
uno de estos gérmenes adormecidos reviva y prolifere. sin perder
su viruléncia al cam biar de terreno. En cambio el conocimiento de

la menoc dosis á que tal ó cual materia venenosa puede aniqui-

(1) I.as iJ~l!as de los I;uzo~ de Valencia son muy slll'crfirial('s, y, Ú consecuen­
cia <Ir la rust11IlIhre d,' utilizarlas para cllavado de 1'01 as drntr') de las ra~as, f'r

mezclan !Huchas Vt'('l'~ {"on lOHproductos de los l'nfcrmos.
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lar un micrót1to reviste inusitado interés por las fecundas apli­
.:aciones que resultan á la higiene y él la terapéutica.

Es indudable que determinada la localidad orgánica donde un
microbio patógeno reside, y la dosis del agente tóxico que le ma­
ta, hay mucho adelantado para la institución de un tratamiento
antisépti.:o racional; pero no ha y que hacerse ilusiones acerca de
la eficacia de los antisépticos en medicina. Malar el germen fue­
ra del organismo, es decir, en las cosas, es negocio fácil y llano;
destruirlo sobre el organismo lo es también, que al fin y al cabo
importa poco aquí matar con los microbios las células que los
sustentan; pero destruir los micrófitos en el interior del organis­
mo, llévando ,1 la sangre. al intestino, á los nervios, el tóxico
destructor, es lo mismo que si en una batalla entre dos ejércitos.
á pretexto de auxiliar á los lllélSdébiles, un tercero en discordia
acabase con los unos y con los otros. Porque no debe olvidarse
que los microbios son células, tan células como los elementos que
pueblan los organismos elevados que l~s sirven de hospedaje, y
están J- al' tanto sometidos á las mismas leyes generales anatómicas
y fisiológicas que rigen á a materia viviente. Y aun es más fácil
destru;r una célula que matar un microbio, como lo prueba la
práct:ca diaria de la esterilización bacteriológica. Existen miCl"ó­
fitos l.ue soportan impunemente la desecación, la privación de
aire, una temperatura de 70", etc., condiciones que serían fatale~
al protoplasma animal más resistente.

Con todo, no puede en absoluto negarse la rosibilidad de que
la tera~¡éutica reil1ice progresos en esta vía de la antisepsia intraor­
gánica, á despecho de tantas ¡¡mi aciones é inconvenientes. Conó­
cense agentes tóxicos para unos elementos, é inofensivos para otros.
y cabe suponer que algÚn día tropiece el terapeuta con sustan­
ciasque aniquilen tal especie de microbios sin dañar á las células.

Aunque este ideal de la medicina haya de esperarse mucho
tiempo. no por eso quedará esta ciencia indefensa en frente de
las afecciones parasitarias. Si no le es dable oponerse á la vida
del germen, puede atajar su proliferación y suspender quizás su
actividad secretaria; y, en t'¡]timo término, cabe lleyar al encuen­
tro de las ptomainas elaboradas por el parásito sustancias que las
neutralicen en el mismo obrador en que se fabrican, antes que él
la sangre lleguen y al organismo entero cOlltaminen.

Entre tanto que estos proJesan se realizan y hasta que la
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ciencia nos muestre la naturaleza de los venenos segregados por
la bacteria colérica, para oponer/es una medicación antidiastási­
ca ó antiptomáica, no deja de tener interés el conocimiento de

aquellos agentes m,is activamente destructores del vírgula; sil
quiera en la actualidad de estos estudios no puedan derivarse
más que aplicaciones puramente higiénicas: la desinfección de las

cosas, en vez de la desinfección intersticial de las personas ob­
jetivo de la patología de las infecciones.

El método que hemos empleado en estos trabajos, aun no con­
cluidos hoy, es el siguiente: En una copa graduada echamos la
solución antiséptica titulada y agregámosle una ó dos gotas de
un cultivo en caldo rico de vírgulas. De esta mezcla sembramos
con aguja de platino varios tubos de gelatina, si la siembra es fe­

cunda, esto nos prueba la insuficiencia de la dosis del agente tó­
xico; si la semilla no vegeta es síntoma seguro de la destrucción
del vírgula. A fin de no alterar las proporciones de las solucio­
nes antisépticas por la adición del caldo semilla, mezclamos cons­

tantemente 10 centímetros cllbicos del agente parasiticida y dos
gotas de aquél. El tiempo de impregnación tiene decisiva influen­
cia en la antisepsia. Nosotros dejamos obrar sólo un minuto el

lí'iuido antiparasitario; operamos así porque nos propusimos de­
terminar cu,iles son los antisépticos que más pronto obran y son
por consecuencia más ventajosos en esa desinfección rápida, única
aplica ble en ciertas telas y objetos delicados, y, sobre todo, en el
hombre, cuyas manos se ponen frecuentemente en contacto con
materias coléricas ó sus inmediatos cultivos.

H é aquí las dosis á que algunas sustancias destruyen la vida
de los vírgulas, según nuestras experiencias.

SUSTANCIA.

Acido clorhídrico ...
Acid.o sulf lrico
Acido fénico
Aci lO bórico .
Bicloruro de mercurio.
Acidu acético.

1c(,hol de 28".
Cloruro dr. zinc ..... ,"
Sulfato de hierro.
:';\]llalo de cobre
Nitrato .Ie l,lata .. ,
Cloro .
i\cido hiponÍtrico .
Acido tiulfuroso

TiellljJo de ace:ón.

1 minuto .· ...· o •••••

.......· .......· ..• o,.· .....· ·.......· ......· ..........·;¡ minutos ......2
.......

Posis míuima que mala.

] ]lar f>OO.

I por 200.
1 ] 01' 200
I por JOO •

1 por 200.000.
5 por ¡OO.

2 por 100.
20 ]lor 100.
] ]lor 600.
1 ]lor GOO.

(atmóRlcra á saturacIón) I
. ...

- T··_----_.~---'-"---'-'-
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El cuadro adjunto pone de manifiesto que los antisépticos más

enérgicos son también los que más rápidamente actúan; y bajo
este aspecto nuestras investigaciones confirman las experiencias
de Koch, Nicati y Rietsch, van Ermergen. Llama la atención
sobre todo el extraordinario poder microbicida del sublimado
í:orrosivo. A dósis de 1{200,000 y áun de 1[250,000 mata los
comas, sin más que un minuto de impregnación; y si se consi­
dera que parte del reactivo es precipitado por causa de sus com­
binac:ones con los albuminóides del caldo, todavía resulta mu­
cho menor la doxis tóxica útil en estas experiencias. Es, pues,
el sublimado, el antiséptico por excelencia, y su empleo preciosí­
sima para el médico, y todas aquellas personas que, por razón
de sus ocupaciones, se exponen al máximum del contagio, avalo­
rando más sus virtudes antisépticas, la rapidez de su acción muy
á propósito para las desinfecciones instantáneas, tales como las
que se ejecutan por medio de lociones, pulverizaciones, etc.

El ácido fénico nos ha dado resultados menos eficaces y com­
pletos. A rápida impregnación y con do~is de 1 por 300 ó por
500, no destruye el poder vegetativo de los comas. Solamente
puede confiarse en él cuando se le utiliza en proporciones mucho
más grandes, 2 á 4 por 100.

Ni el ácido bórico, ni el cloruro de zinc, ni menos el sul­

fato de hierro son recomendables en las antisépsias nípidas~ Este
último agente no destruye el vírgula aún bajo dosis de un 10
por 100, por lo cual su empleo sólo en casos muy especiales po­
dría ser de alguna utilidad.

En cambio se nos han revelado bastante enérgicos dos anti­
sépticos muy acreditados: el nitrato de plata y el sulfato de co­
bre. Después del sublimado corrosivo estimamos este Último
agente como el más provechoso para las desinfecciones rápidas.

De las sustancias gaseosas, el cloro es el que nos ha parecido
poseer la virtud antiséptica más rápida y poderosa. Después del
cloro debe figurar el ácido sulturoso, y el último de todos, por la
lentitud y debilidad de su acción, el ácido hiponítrico. Por lo de
más, las condiciones bajo las que estas experiencias se han lleva­
do á cabo, han sido las más favorables para el desenvolvimiento
de las virtudes tóxicas de estos agentes, procurando imitar en
.lo posible las circunstancias operatorias que concurren en la prác­
tica corriente de las fumigaciones. Producimos el gas en un ma-
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traz ,'errado con dos tubuladuras: una destinada á dar acceso á
los reactivos; otra continuada con un tubo de cr..outchouc, que
conduce el gas á una caja depósito, donde se pone en contacto
con el cultivo que se quiere esterilizar. En esta caja donde el gas
alcanza un grado vecino de .Ia saturación, se coloca un porta­
objetos con una gota de caldo de vírgulas, y después de un tiem­
po variable de acción de! antiséptico, se practican siem bras en
tubos de gelatina. El gas hiponítrico lo desprendemos por el pro­
ceder corriente (acción del ácido nítrico sobre e! cobre): el ácido
sulfuroso por la combustión del azufre, ó por la acción del ácido
sulft'¡rico sobre el sulrato de sosa; el cloro por la reacción del áci­
do clorhídrico sobre el peróxido de manganeso.

Estos ensayos evidencian la utilidad de las rumigaciones como
recursos destructores del parásito colérico, pero sólo cuando se
practican en buenas condiciones, es decir, cuando la atmósfera
puede saturarse del gas. y las materias sospechosas húmedas ya­
cen extendidas en capa delgada y en superticies libres; circuns­
tancia esta última difícil de llenar en la pní.ctica diaria de la fu­
migación, pues ,í menudo las materias infc:cciosas alcanzan ca­
pas espesas y se cobijan en la trama de ropas, colchones y mue­
bles. á cuyo interior no llegan sino tardía é incompleta mente los
vapores antisépticos (1).

También hemos ensayado otras materias no reputadas como
antisé}~ticas. El alcohol, el vino, el vinagre, la inlusión de aza­
fnin, las materias colorantes, la orina, etc., ete. El alcohol de
30" no mata por rápidas lociones los coma-bacilos, pero los
aniquila seguramente después de una maceración de la minutos.

Si una colonia de estos panisitos se tiñe por una solución
concentrada de dalia, fuchina, etc" en aceite de anilina, los ba­
cilos detienen su vegetación y parece que han perdido su vitali­
dad; mas si luego se los siembra en un medio apropiado, despier-

(lJ Una demostración decisi\"a ,le la ineficacia de las fumi¡raciúnes en presencia
de materias infecciú"as d;"pul'stas en espesa capn obtnvímo"la accidentalmente en
uno de nuest.os viajes. Al ('ntrar en la I,ro\"incia de (;astellón, procedente de Ya­
lencia, nne,tro el¡uipaje abierto ""frió la fumigación oficial por el ;\('ido $ulfuro­
so a sa.tul':lción ó puco Illl\no~; y aunque el gafo; acturj Illas de media hora sobre
varios cultivos en grlutiJla que yacían abicl'to~ ()1l1a maleta, 110 pudo destruidos
ni nUll rctanlal' su evulución en lo llIaS mín~ll1o. De estus gérml'I1t'S importados
uc la I"l'gión valenciana, frcogimos abundantes gCllcraciullr:-i de vírgulas vigoro­
sos, (lue aún hoy mbmo gozan de buen:! salud.
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tan de su letargo y proliferan abundantemente. En las mismas
colonias tel'íidas de uno ó dos días puede observarse esta especie
de resurrección, anunciaja por la aparició.l. en torno de la anti­
gua masa bacilaria teñida. de un limbo de vírgulas incoloro,
franjeado, que crece rápidamente, licuando la gelatina.

El vinagre fuerte, igualmente que el vino (10 por 100 de al­
cohol), aniquilan el vírgula en uno ó dos minutos de imbibición.
Las infusiones concentradas de azafrán, de car é y de té carecen
de acción germicida.

Elláudano puro destruye los vírgulas en un minuto; pero en
este mismo tiempo son inofensivas las dosis de un 10 y un 20
por 100.

La orina, el sudor y el jugo g,ístrico suspenden la vegetación
del coma-bacilo, pero no lo destruyen.

En resumen; de nuestras investigaciones resul'a: l." Que los
ácidos minerales suspenden y áun aniquilan los bacilos coleríge­
nos (clorhídrico al 1 por 500, sulfúrico a] 1 por 200, etc.), por lo
cual el empleo de estos agentes puede ser' beneficioso para este­
rilizar los alimentos y las aguas potables. 2.° Que el mejor y más
rápido desinfectante para hs cosas, igualmente que para las per­
sonas, es el sublimado corrosivo. 3.° Que el ácido fénico y el sul­
fato de cobre son mucho menos activos y es preciso aplicados
en las desinfecciones rápidas á dosis fuertes (2 ó 4 por 100 en el
ténico, 1 por 100 Ó por 200 en el sulfato). 4'° Que el mejor me­
dio de matar el coma-bacilo, en las cosas que pueden impune­
mente soportar el calor, es una temperatura de lOa", ora obte­
nida por la ebullición del agua, ora med ian te las estu l~lS de va­
por. 5.° Que la desecación es un recurso harto engañoso para
que pueda ser recomendado, atendido á que si es reciente no ani.
quila los microbios del cólera.
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SEGUNDA PART'E.

AOCIÓN PATÓGENA DE LOS CULTIVOS

DE CO~IAS.

CAPÍTULO PRIMERO.

INYECCIONES DE LOS Ct;r:nvos EN EL TEJIDO CELlLAH,

PERITOKEO, ETC.

Experiencia primera (29 de Junio). Tomóse un lote dlO
seis conejillos de Indias de tres á cuatro meses de edad, y por con­
siguiente, de escasa talla. Tres de ellos sufrieron bajo la piel del
dorso una inyección de un cultivo puro de vírgulas en caldo.
Uno recibió medio centímetro cúbico de cultivo, otro un centí­
metro cúbico y el tercero dos. A los otros tres conejillos se les
inyectó igual cantidad de caldo de cultivo, pero sin vírgulas.

A las pocas horas después de la operación, los conejillos ino­
culados con vírgulas parecieron más tristes y apáticos que los
otros: indiferentes al alimento buscaban un rincón donde repo­
sar tranquilamente. Los más gravemente afectados eran los que
habían recibido uno y dos centímetros cúbicos de cultivo: éstos
se mostraban con el pelo erizado, y cuando se les tocaba el sitio
de la inyección, que estaba ligeramente tumefacto, exhalaban
p}añi~eros chillidos. No se presentó en ninguno diarrea, ciano­
SIS, 111 calambres.

A las 16 horas aumentó la postración de los más enfermos,
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gelatina la sangre del bazo, corazón y venas aflu yentes de la re­
gión inoculada obtuviéronse cultivos característicos de! coma.

El hígr.do, el br.jo, el intestino delgr.do, etc., no presentaron le­
sión :linguna apreciable. El análisis micrográfico y bacteriológico
del líquido intestinal no mostró la presencia de comas: halláron­
se únicamente algunas cocos y bacilos rectos que parecen existir
normalmente en las heces del conejillo de Indias.

Conclusiones: 1.° Los efectos morbosos observados en estos

conejillos fueron verosimilmente debidos á la acción patógena del
bácilo-vírgula; pues en el tejido ce!ular subcutáneo y en la san­
gre ninguna otra especie de bacteria pudo encontrarse. 2.0 Una
dosis de medio centímetro cúbico es tolerada perfectamente por
los conejillos de pequeña talla. 3.° Una dosis de dos y áun de
uno puede ser mortal en 16 á 20 horas. 4.0 Los e ectos mecá­
nicos ocasionados por la inyección del caldo solo no desarrollan
fenómenos morbosos importantes.
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[o'igu"a 8." A s()l'osidad, del tejido celular subcutáneo de un conejillo de In,1ias
muerto accidentalmenll' de e<:lema maligno, cuatro <lías después de haber sufrido
una inyección subcutÚllea de 8 centímetros cúbicos de cultivo puro de comns; a,
bacilo corto; b, bacilos en cadena; e, bacilos en ángulo; d, glóbulo rojo empeque­
ñecido ;yesferoitlal; e, g-lóbulo rojo en serreta·- B, sl'rosidad sanguinolen1a tomada
del tejido celular subcutáneo de un conejillo de Indias muerto en diez y seis horas
á consecuencia ele una inyección hipodérmica de 10 centímetros cúbicos de culti­
vo puro de vírgulas en caldo; a, comas característicos; b, glóbulo rojo achicado y
esférico; e, corpúsculo emigrante cargado de granulaciones grasientas; d, cor­
púsculos pálidos, alguno de ellos estratificado, menos refringentes al pa recer que
el medio y procedentes ,Iel calcIo conque se ejecutó la inyección. (Estos corpúscu­
los parecon ser precipitaciones ,le productos orgáuicos, y acompañan ordinaria­
mente al caldo alcalino).

Por lo demás, debemos consignar que, en ninguna de las ex-
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palidecieron sus mucosas, y enfriaron de un modo visible. Un
termómetro de máxima insinuado en e! recto marcó 33" (la tem­
peratura normal del conejIllo en el recto es de 38° y 5 décimas
á 39"). Por fin, después de acostarse de lado, como si las piernas
atacadas de paralisis se negaran á sostenerlos, murieron sin pre- i
sentar diarrea ó flujo seroso en sus l¡ltimos instantes.

El conejillo que había recibido el medio centímetro de cultivo
solamente, transcurridas 8 ó 10 horas, recobró el apetito y no
presentó nada de particular.
. Los inyectados con solo caldo sin vírgulas no ofrecieron la más
mínima incomodidad ..

Autopsir..-Pract!cóse en los dos conejillos muertos, y las le­
siones halladas fueron tan semejantes que las reunlremos en una
sola descripción.

El tejido celulr.r subcutáneo de la región inoculada estaba
hinchado, conges ionado y como edematoso; al conade brotaba
abundante serosidad sanguinolent:l y turbia. El análisis micro­
gráfico reveló: l.", comas abundantísimos, en cultivo puro y do­
tados de gran movilidad, pero sin espirilos, ni esporas, ni cuer­
pos muriformes; 2.", algunos glóbulos rojos de forma esférica, á
veces mamelonada, I Ó 2 milésimas más peq ueños que los norma­
les, como sucede siempre que los hematíes pierden su configu­
ración discoídea; 3.", corpúsculos blancos granulosos, de contor­
no irregular, que albergaban ciertos gránulos gruesos, muy
refringentes, con apariencias de gotitas de grasa: estos nos pare­
cieron células emigrantes de esas que habitan en gran número
en los tejidos flogoseados; y 4.°, unos corpúsculos diáfanos, per­
fectamente esféricos, de contorno correcto y pálido, de contenido
homogéneo, á veces estratificado como los gránulos de almidón,
de diámetro variable, y escasa refJ'ingencia. Estos corpúsculos
son análogos á los que se hallan en e! caldo alcalino, y son, á
nuestro juicio, cristales de materias orgánicas.

De esta serosidad tomóse un poco con aguja de platino y sem­
bróse en tubo de gelatina; á las 48 horas apareció el cultivo
característico del coma y el análisis micrográfico demostró ser
completamente puro.

Examinóse tambi :n la sangre, y, además de las alteraciones glo­
bulares ya dichas, era de notar cierta coloración amarillenta del
plasma, debida á un principio de solución de la hemoglobina.
La sangre del bazo y del hígado presentó abundantes tetraedros
de materia colorante espont<ineamente cristalizada; prueba ine­
quívoca de la disolución de la hemoglobina en el suero.

El examen en fresco de estas sangres no permitió la percep­
ción de ningl'lI1 micrófito; pero la sangre desecada y teñida por
el violeta de genciana reveló alguno que otro coma en escaso
número, dificílmente encontrables en el corazón, algo más
abundantes en la de las venas de! territerio afecto. Sembrada en

\
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periencias de esta Índole practicadas después, hemos notado tan
grande virulencia en los cultivos puros de vírgulas. Quizás esto
se deba á lo reciente de la semilla; pues el cultivo utilizado esta­
ba á la tercera generación: es decir, que los vÍrgulas inyectad9s
procedían de una semilla tomada de placa. inoculada con deyec­
ciones frescas de un colérico. El cultivo en caldo databa de do~
días solamente.

Experiencia segunda (30 de Junio). Los conejillos inyecta­
dos con caldo inerte dias ántes, recibieron cada uno medio centí­
metro cÚbico de cultivo en caldo, á la 5."generación. Después de
sufrir ligera incomodidad recobraron su aspecto normal.

Transcurridos [O dias ([O de Julio), tanto á éstos como ,1aquel
otro conejillo que recibió en la anterior experiencia medio
centímetro cÚbico de cultivo, se los inoculó con dos centímetros:
resistiéronlos sin experimentar graves molestias; á las 48 horas
parecían completam;,:nte restablecidos. En cambio, dos conejillos
no vacunados de igual talla, que sufrieron una inyección de la
misma cantidad de cultivo, sucumbieron en 2-1- horas, despué~
de haber presentado los mismos síntomas que aquéllos de que
ya hicimos mención en la primera experiencia.

Resulta de este primer ensayo, como muy probable, la afir­
mación establecida por el Dr. Fernin de que, una inoculación
de un cultivo de comas, preserva al animal de los efectos tóxicos
de una nueva inoculación con una dosis doble, ordinariamentt

mortal para los conejillos no vacunados.
Experiencia tercera (18 de Julio.) Ocho conejillos de In­

dias de diversas tallas se inocularon con un cultivo puro de vÍr­
gulas en caldo á la quinta generación. Un adulto recibió 7 cen­
tímetros cl[bicos, otro 6 y otro 5. Los restantes. de menos talla.
fueron inoculados con 3 centÍms. cubs. de cultivo. La inyección
se verificó de una sola vez y bajo la piel movediza del ab¿iomen.

El primer día lo pasaron los conejillos un tanto apáticos é ina­
petentes, especialmente los de los 6 y 7 centímetros cÚbicos. El
sitio de la inyección apareció duro, tumebcto, caliente y dolo­
roso al tacto. Del segundo al tercer día recobraron todos su nor­
malidad. La piel de la región inoculada continuaba en algunos
dura, como infartada y de color violáceo; en uno formóse una es­
cara que se eliminó á poco; en otro quedó rOl' muchos días
una tuberosidad inflamatoria; ninguno presentó flemones, ni
otras complicaciones.

Trascurridos diez días, recibieron todos una segunda inyec­
ción que se hizo extensiva á seis conejillos no vacunados á fin de
que sirvieran de contra-prueba. Los coneji\lo~ de escasa talla
que habían sido inoculados COIl 3 centímetros lo fueron ahora
con 6. Los vacLlnados con 6, 7 Y 5, lo fueron entonces con lO.
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y recibieron 10 también, excepto dos más pequeños que se ino­
cularon con 8, los conejillos no vacunados anteriormente. Todos,
vacunados y no vacunados, sufrieron mucho el primer día; cosa
fácilmente explicable si recordamos la viva flegmasia y el notable
traumatismo que los tejidos y la piel distendida por tan enorme
cantidad de líquido han de sufrir forzosamente; pero los vacu­
nados pasáronlo mejor, tomaron alimento, restableciéndose casi
completamente al segundo día. No así los no vacunados; negá­
ron se desde luego á tomar alimento, agitábanlos ciertas ligeras
convulsiones, tuvieron el pelo erizado, las mucosas pálidas y cier­
ta algidez especialmente perceptible en las lUtimas dos horas de
su vida. Por último, tres de ellos sucum bieron antes de las 2-1­

horas. La autopsia denunció en el tejido celular violenta conges­
tión edematosa; el líquido sanguinolento que llenaba las al'eolas
del tumor ofrecía notable cantidad de comas: en la sangre del co­
razón no los evidenció el microscopio; pero se comprobaron por
el cultivo, sembrando con pipeta una gota de sangre en gelatina.

De los otros tres conejos, dos continuaron graves hasta el ter­
cer día en que murieron; y otro. después de permanecer inape­
tente y postrado varios días, recobró la salud y el apetito, á pe­
sar de la inyección de los 10 centÍmetrQS cúbicos de cultivo que
había recibido.

La autopsia de estos dos últimos conejos muertos reveló lesio­
nes especiales muy dignas de notarse. La piel de la región ino­
culada (abdomen) ofrecía una hinchazón edema tosa enorme y
un cierto despegamiento ya reconocible al tacto. Cuando el tu­
mor fué abierto, mostróse un vasto receptáculo situado entre los
músculos y la piel, que rodeaba gran parte del tronco, y en cuya
cavidad anfractuosa veíanse aquí y allá músculos desprendidos,
aislados, como disecados, y un líquido turbio sanguinolento.
Expansiones de esta cavidad penetraban entre los músculos del
pecho disecándolos, y como macerándolos. Las partes limítrofes
no disecadas estaban rojas, turgentes, edematosas.

Practicóse el análisis histológico del líquido turbio susodicho.
y reveló: 10, glóbulos rojos en corto número, redondos y con
puntas; 2.°, corpúsculos embrionarios; y 3.°, gran cantidad de
unos bacilos rectos, con extremos esquinados , de longitud varia
(no pasaba de 5 milésimas) más espesos que el coma y disemi­
nados en el líquido, ora sueltos, ora formando cadena de dos,
tres ó más (Fig. 8, A.; La serosidad contenía también hemo­
globina en solución, y gran cantidad de granulaciones incolora­
bles, quizás detritus de tejidos desorganizados.

La sangre de la región afecta, del hígado, del pulmón, del co­
razón, ete., reveló también profusión de estos bacilos; no obs­
tante, eran mucho m,ís abundantes en la sangre de las venas de
la región inoculada que en ninguna otra parte.

Contenía también estos bacilos la serosidad perjtoneal. Por lo
(j
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demás, ni el intestino, ni el hígado, bazo, etc., presentaban alte­
raciones dignas de notarse: Únicamente llamaba la atención una
ligera inyección rosácea de parte del tubo intestinal delgado, su
estado de vacuidad casi completa, pues solo en su extremo supe-'
rior albergaba alguna cantidad de gases y de bilis, y el volumen
considerable del estómago é intestinos gruesos distendidos porí
gran cantidad de materias. No pudo encontrarse el susodicho
bacilo recto en las heces ni entre las células epiteliales descarna­
das que contenían el intestino delgado.

U no de estos conejillos era hembra y estaba en gestación: sus
fetos hallarónse muertos, y analizada su sangre no pudo demos­
trarse el bacilo mencionado.

De la sangre, serosidad, etc., recogida en los citados conejos,
practicáronse siembras en gelatina. El bacilo prendió, formando
colonias infundibuliformes, con ligera depresión superficial: mas
sin burbuja. El cultivo fué tan nípido que á los dos días había
disuelto gran parte del terreno, presentándose un hueco sacular,
lleno de un líquido turbio, blanquecino, con precipitados en el
fondo. El microscopio reveló los mismos bacilos que en la san­
tre, pero algo más cortos y gruesos.

Lo más notable del caso fué que ni en la sangre, ni en el teji­
do conjuntiva subcutáneo donde tuvo lugar la inyección pudo
hallarse ningÚn vírgula; ni aun echando mano para su demos­
tración de las siembras en placa gelatinosa.

Comparando estas lesiones con las que Koch há descrito en la
afección conocida con el nombre de edema maligno del conejo,
y cotejando el bacilo hallado por aquel ilustre bacteriólogo con
el ya descrito, nos inclinamos á pensar que los conejillos atacados
fueron víctimas de esa afección bacteriana. Nuevas experiencias
de inoculación ejecutadas con tierra, agua, etc., en el conejo, nos
han confirmado en nuestras presunciones.

Por Último, en otras expenencias de inoculación con los vÍr­
gulas, hemos observado otros dos casos de muerte, en condicio­
nes idénticas, solamente que las lesiones eran menos extensas, los
mÚsculos no estaban tan disecados, ni desprendidos, la piel ofre­
da un aspecto más sanguinolento y edematoso, y la sangre del
corazón solo mostró, al contrario que en los anteriores casos,
escasÍsimo nÚmero de bacilos rectos.

De las expuestas experiencias resulta: r .", que los conejillos
adultos pueden sufrir impunemente una inyección de 5, 6 Y 7
centímetros cÚbicos de cultivo puro de vÍrgulas en caldo de tres
días sembrado con gérmenes á la quinta generación; 2.0, que en
ciertos casos y después de ofrecer graves trastornos pueden so­
portar una dósis todavía mayor (8 ó !O centímetros cÚbicos),
aunque esto es excepcional; 3.", que los conejillos inoculados con
5, 6 ó 7 centímetros cllbicos de cultivo de comas pueden tolerar
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después una inyección de IO centímetros cúbicos; 4'''' que algu­
nos de los conejillos inoculados por primera vez con una fuerte
dosis de vÍrgulas, en cultivo, puro, pueden ser accidentalmente
contaminados por el bacilo del edema maligno del conejo: en
este caso se establece entre el coma y el bacilo del edema una
concurrencia vital, de la cual sale vencedor este Último, gracias á
su aptitud superior de colonizar en el plasma interorgánico, des­
apareciendo, como consecuencia, el comadel1íquido inyectado,
y ocurriendo la muerte sin su concurso, ordinariamente más
tarde (tres días ó cuatro después de la inoculación).

Cosa singular, ningún conejo de los sometidos ~lsegunda ino­
culación con el coma nos ha presentado el edema maligno, á pe­
sar de haber ejecutado las inoculaciones en las mejores condi­
ciones para estas contaminaciones accidentales. ¿Será que la va­
cuna del coma determine cierta inmunidad para el edema ma­
ligno? En realidad, tienen ambos ciertos puntos de semejanza;
su poca aptitud para vivir en la sangre, su acción sobre el hema­
tie y hemoglobina, etc., etc.: pero faltan nuevas experiencias
para fallar aun definitivamente sobre este asunto.

Experiencia cuarta (r." de Agosto). Vacunáronse cuatro
conejillos pequeños (un mes de edad) con centímetro y medio
de caldo con vÍrgulas, dos (de dos meses) con 2 centímetros, y
dos grandes (adultos) con 8. De ellos, ninguno había sido ante­
riormente inoculado.

Uno de los medianos (vacunado con 2 centÍm. cúb.) murió
al signiente día, revelando la autopsia, en la región inoculada,
abundantes comas, algun diplococo, hematies esféricos, etc. No
había desprendimiento de la piel ni de los mÚsculos; solamente
se mostraba aquélla congestionada y edematosa. Los cultivos
de la sangre L1eron fecundos y se cosecharon comas en abundancia.

El intestino no mostró vírgulas, y estaba casi completamente
vacío. Ninguna otra lesión apreciable en las vísceras.

Uno de los que recibieron 8 centím. cÚb. estuvo abatido é ina­
petente hasta las 20 horas; después pareció comer y restablecerse;
pero llegado á las 30 horas rechazó el alimento, se enfrió, hin­
chándosele el vientre y murió. La autopsia reveló las lesiones
del edema maligno: glóbulos deformados; bacilos en la sangre,
en la serosidad peritoneal y en la que ocupaba el receptáculo de
la región inyectada; inyección rosácea del intestino delgado y
vacuidad casi completa del mismo.

El otro de los 8 centímetros cúbicos estuvo grave, pero se res­
tableció á los dos días.

Los demás conejillos recobraron en breve su normalidad.
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Esta experiencia demuestra cuán varia es la virulencia de los

cultivos del coma; conejos iguales en talla á los pequeños de
la primera inoculación, que, como ya hemos dicho, murieron á .
consecuencia de una inyección de J centímetro cÚbico de cul­
tivo puro, se los ve ahora resistir 2 centímetrós cÚbicos. De los í
dos conejos inoculados con 8 centímetros cÚbicos, uno se salvó
y el otro probablemente habría también sobrevivido si no hu­
biera sido contaminado accidentalmente por el bacilo del edema.

Esperiencia quinta. Dos conejos comunes fueron inyecta­
dos con 10 centímetros cúbicos de cultivo puro de vírgu]as en ca]­
do. ProdÚjose bajo la piel enorme hinchazón caliente y dolorosa.
Efecto de la flegmasía determinada, mostráronse un tanto abati­
dos; mas al siguiente día recobraron las fuerzas y el apetito. Gran
parte del líquido había desaparecido.

Repitióse esta misma experiencia con conejos de más pequelÍa
talla, los cuales resisitieron también la misma dosis sin mostrar
graves trastornos.

Dos gatos (de 15 días de edad) sufrieron una inyección de 3
centímetros de cultivo puro del vírgula. El primer día pasáronlo
aplanados con el pelo erizado y quejumbrosos, pero á poco se
resta blecieron.

Experiencias idénticas en perros, pollos, etc., nos han demos­
trado que el vírgula no encuentra condiciones de existencia en
el tejido celular subcutáneo de estos animales, y que no reprodu­
ciéndose sino limitadísimamente, sus efectos tóxicos se concretan
á poquísima cosa. En cuanto á los productos elaborados por los
comas y que con éstos penetran en el tejido conectivo, no pare­
cen ejercer una acción tóx iea determ inada.

INYECCIONES PERITONEALES.

Experiencia sexta (2 de Agosto). Tres conejillos vacuna­
dos con 5 centímetros cÚbicos de cultivo y revacunados con 10
centímetros cÚbicos, sufriéron la inyección peritoneal de otros 10
centímetros cÚbicos de una cultura pura de vírgulas en caldo.
Inmediatamente después de la operación experimentaron ciertos
tem blores y convulsiones parciales especialmente de los músculos
del cuello, cayendo inmediatamente en grandísima apatia. E] pelo
erizado, ]a mirada triste, la repulsión del alimento, ]a actitud de
reposo descansando sobre el vientre, con las patas separadas, y
más adelante, á las 24 horas de la inoculación, algidez marmórea,
respiración fría y ansiosa, orejas y mucosas pálidas, convulsio­
nes ligeras de las extremidades. fueron los síntomas m,ls salien­
tes que presentaron hasta su muerte ocurrida, en. uno, á las 23
horas de la operación, en los otros. ,1 las 3-+y 36. La tempcratu-
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1'a del recto en las últimas horas no pasó de 30°. No hubo dia­
rrea; pero sí vómitos biliosos en dos. Después de ]a muerte derra­
móse en la abertura uretral una orina cetrina, espesa, como
albuminoide.

Durante la vida habíase observado la sangre de la oreja. Los
hematíes eran normales: sólo se notaba cierta disolución de la
hemoglobina y algunos 'cristales aislados de esta materia.

La antopsia reveló en todos ellos el peritoneo inyectado y con­
teniendo en su cavidad un líquido seroso sanguinolento filante,
que contenía: 1.° Glóbulos rojos deformados en estrella. 2.° Co­
mas en abundancia. 3.° Bacilos cortos y rectos en corto nÚmero.
La sangre sólo los ofrecía en cortísima cantidad. El intestino

grueso estaba distendido por heces normales y gases; el del9adohiperemiado y con bilis en abundancia; en él no existían vlrgu­
las; el estómago repleto de materias medio digeridas.

Experiencia séptima. Cuatro conejillos de Indias adultos
sin vacunar y cuatro vacunados recibieron una inyección de un
cultivo puro de vírpulas en la cavidad peritoneaI. De los sin va­
cunar, uno la sufrio de 2 centímetros cubicos, dos de 5 y otro de
10. Antes de las 24 horas murió uno de lQs inocLllados con 5 y
el inoculado con 10. Este {dtimo apenas vivió 12 horas.

La autopsia comprobó en el peritoneo la existencia de una
gran cantidad de líquido turbio, filante, no coagulable, esparcido
por todo el abdomen. Examinado al microscopio este licor, se vió
que estaba literalmente lleno de vírgulas, que gozaban de gran
vivacidad: veíanse también eses y espirilos cortos, y algunos he­
maties esféricos y pequelÍos. La sangre del corazón, del hígado,
etcétera, reveló algunos comas, fácilmente demostrab]es por la co­
lOI'ación por el dalia. Sembróse sangre y serosidad peritoneal en
gelatina estéril y obtuviéronse excelentes cultivos de comas.

El intestino, completamente normal; su contenido sin vírgu­

las. Los demás órganos al parecer íntegros y fisiológicos; sola­mente los epi p]ones aparecían algo hinchados y edematosos.
Los vacunados fueron sucesivamente inoculados en ]a cavidad

abdominal con 6 centímetros cÚbicos. Uno de ellos lo fué con.!a
serosidad llena de vírgulas recientemente extraída del conejo
muerto, de que hemos hecho mención. Repusiéronse todos en
breve, excepto dos que sucumbieron antes de las 24 horas. Uno
de éstos era el inoculado con serosidad. La autopsia reveló vír­
gulas en uno, mas no en este Último, en el cual sólo pudieron
á duras penas hallarse algunos bacilos rectos en la serosidad pe­
ritoneal, y ninguno en la sangre. ¿Cómo se explica esto? Porque
es de advertir que este conejillo recibió en la cavidad peritoneal 6
centímetros de serosidad llena de vírgulas. ¿Murió exclusivamen­
te por los prod uctos tóxicos elaborados por el coma después de
haber desap_lrecido éste por desorganización? ¿sucumbió á la
epticemia? No es fácil decidido; solamente indicaré que el lí-



-86-
quido peritoneal era abundante y que el cortísimo número de ba­
cilos rectos que contenía no explica fácilmente una muerte, tan
rápidamente llegada; tanto más cuanto que no se pudo demos­
trar lesión visceral ninguna.

Aunque estas dos últimas experiencias no son terminantes,
prueban á nuestro juicio que el vírgula es más patógeno en el pe­
ritoneo' que bajo la piel, y que la inmunidad que la vacuna con­
cede á un conejillo, no parece hacerse extensiva á todas las re­
giones del cuerpo por donde el ataque del coma pueda venir;
puesto que ya hemos visto sucumbir dos conejillos con solos 5
centímetros cllbicos de cultivo, siendo así que inyectados por otra
vía pueden resistir 8 y 10 centímetros cÚbicos. De todos modos,
sólo experiencias repetidas y más concluyentes, podrán resolver
esta cuestión envuelta todavía en sombras y vaguedades.

INYECCiÓN DE CULTIVOS HEIlVIDOS.

Experiencia primera (10 de Julio). Comenzó por elevarse á
100°, en baIlO maría, un cultivo de comas en caldo al cuarto día
de la siembra. Tomáronseseis conejillos, tres de un mes de edad, y
otros tres de dos meses. Los primeros fueron inonulados con 3
centímetros cÚbicos del cultivo hervido; los segundos con 5 cen­
tímetros ct'ibicos. Pusiéronse en observación en un departamento
especial. El primer día pasáronlo tristes, abatidos, repugnando el
alImento, y quejándose cuando se les tactaba el sitio de la inyec­
ción. Pero, al finar las 24 horas, recuperaron el apetito y la mo­
vilidad natural, sin mostrar la menor alteración funcional. La
región inoculada de la piel, al principio fuertemente tensa y do­
101'osa, adquirió presto pastosidad y blandura, desapareciendo to­
da tumefacción al terminar el tercer día.

Ocho días después, recibieron estos conejos una inyección de
3 centímetros CLlbicosde cultivo de comas vivos á la tercera gene­
ración y á las 24 horas de siembra. Todos ellos soportaron per­
fectamente esta inoculación, aun los conejillos más pequeños de
un mes y días de edad, que en otros casos no resistieron á 2 cen­
tímetros cúbicos de cultivo puro de comas.

Conclusiones.-Parece probable que no es el vírgula precisa­
mente el que presta inmunidad al organismo de los conejos para
nuevas dosis más potentes de cultivos, sino ciertos productos
engendrados por él, no descomponibles á temperatura de 100°.
y es de notar también que estos animales de pequeña talla, que
sin previa vacuna no tolerarían una dosis de 5 centímetros cllbi­
cos de cultivo de vírgulas vivos, apenas sienten efectos morbo-
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sos cuando reciben hervida esta misma cantidad. Por lo cual no

es aceptable la opinión sostenida por el Dr. Ferrán y el Dr. Van
Enmergen que atribuyen los efectos tóxicos de las inyecciones
subcutáneas de grandes cantidades de cultivos en los conejillos
de Indias él la sola influencia de las ptomainas ingeridas: es pre­

ciso aceptar que el vírgula puede vivir y proliferar hasta ciertos
límites en el tejido conjuntiva del conejillo, segregando nuevas
materias tóxicas que se adicionan á la que ya llevaba el cultivo
inyectado; esto es evidentísimo en las inyecciones peritoneales
(en 24 horas hemos visto en un caso producirse 30 centímetros
cÚbicos de cultivo concentradÍsimo en la serosidad exudada), á lo

cual quizás sea debida su excepcional gravedad. Si sólo fuese el
veneno inyectado con el vírgula el responsable de los fenómenos
morbosos que sobrevienen, no se concibe como no los producen
también los caldos hervidos en igualdad de cantidades, los filtra­

dos por el filtro Chamberland, y las inoculaciones á dosis masivas
en el gato y conejo ordinario, cuya diferel)cia estructural con el
conejillo indiano no es tanta que autorice á pensar que un vene­
no mortal para éste sea absolutamente inofensivo para aquél (1).

Experiencia segunda (20 de Julio al I de Agosto). Inoculá­
ronse bajo la piel del dorso cinco conejillos, dos pequeñitos (de
mes y medio) con 5 centímetros cúbicos de caldo hervido, dos
grandes con 10 del mismo cultivo, y con 12 uno vacunado y re­
vacunado que había sufrido ya una inoculación duodenal 20
dias án tes.

Ninguno tuvo novedad digna de mentarse.
Transcurridos 10 días, se inocularon todos con un cultivo de

comas en caldo al segundo día de sembrado. La dosis para cada
cual fué la misma que en la anterior operación: el que había re­
cibido 5 de caldo hervido, inoculóse con 5 de cultivo de vírgulas
vivos. el que con 10, con 10, etc.

A fin de que la experiencia fuese más concluyente inyectóse á
d?s conejillos no vacu nadas 10 centímetros CLíbicos de cultura
viva.

Este experimento fué concluyente: ninguno sucumbió excepto
éstos dos últimos que no habían sido vacunados.

En la autopsia que se practicó evidenciáronse las mismas le­
siones ya descritas en otra ocasión. y de la sangre y serosidad.
obtuviéronse cultivos característicos de comas.

(1) El mismo Ferr:lI1 a~rgura hall,-r inyrcla.lo sin resullado algullo 12 centíme­
tros cúbico' el(' culli\'o de vírgula; Illlrado. :\0'011'08 hemos comprobado la exac­
titud de e,laeXIlPriellcia.
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Es de notar en esta experiencia: I.O Lo inofensivo de los culti­
vos hervidos que apenas produjeron trastornos á la dosis de
5 centímetros cÚbicos á conejillos de escasísimo volumen como

los de mes y medio de edad. 2.° Que estos mismos conejillos,
que hubiesen sucumbido seguramente á una dosis de cultivo vivo

de 2 centímetros cúbicos, soportasen perfectamente 5 y 3.
N uevas experiencias practicadas posteriormente y seguidas

de iguales resultados, ponen, á nuestro juicio, fuera de duda que
la sustancia ó sustancias que el caldo lleva, y no los vírgulas, son
la causa de la inmunidad que al conejo presta una primera in­
yección de comas vivos y que en todo caso puede sustituirse la

inyección de éstos por la de aquellas sustancias, con ventaja po­
sitiva para el conejo, que las soporta mejor y no corre tanto ries­

go de ser contaminacio accidentalmente por otros gérmenes pa­
tógenos.

Experiencia tercera (5 de Setiembre). Tomáronse deyec­
ciones frescas de colérico y abandonáronse 24 horas á cultivo
espontáneo. Hirviéronse después y se inyectaron á dos conejillos
él dosis de 6 centímetros cúbicos.

Parecieron algo molestos los animales en las primeras horas;
mas no tardaron en volver á su estado normal.

Ocho días después inyectamos 8 centímetros cÚbicos de un
cultivo puro de vírgulas sumamente rico. Aguantáronlo éstos
sin ofrecer síntoma alguno digno de mención.

Esta experiencia parece probar, que las deyecciones poseen co­
mo los caldos de vírgulas la rpisma sustancia que presta inmu­

nidad. Empero no habiendo podido repetir nuevamente la expe­
riencia (practicóse en Zaragoza al final de la epidemia), 110 osare­
mos deducir consecuencia ninguna importante. Con todo, ellos
demuestran que los venenos existentes en las deyecciones no son

bastante activos para matar á dosis considerables al conejillo de
Indias, á menos que no se suponga que la ebullición los ha des­
compuesto y desnaturalizado.

EXPERIENCIAS EN EL HOMBRE.

Las inyecciones subcutáneas del cultivo puro de vírgulas en
el organismo humano fueron por primera vez ejecutadas por el
Dr. Ferrán y su discípulo Pauli, en sí mismos, comenzando por
dosis ligeras y ascendiendo gradualmente hasta un centímetro

cllbico, y aun dos, cantidad que puede tolerarse impunemente.
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Los efectos de estas inoculaciones son harto conocidos para

que insistamos mucho en su descripción.
Expondremos los que en mí mismo he podido experimentar

en dos inoculaciones sufridas, una de mano del DI'. Ferrán con
uno de sus cultivos, y otra de propia mano, y con una cultura
en caldo perfectamente pura, de mis cosechas de comas, á la
tercera generación.

La inyección verificóse la primera vez en el tejido celular sub­
cutáneo del brazo en cantidad de 2 centímetros cÚbicos. Ex­

cepción hecha de la vaga sensación de quemadura que se expe­
rimenta al practitcar la inyección, nada anuncia durante las dos
ó tres horas subsiguientes la penetración en el organismo de una
sustancia tóxica y de un microbio patógeno. InÍcianse los sín­
tomas por el aumento del dolor en la región posterior del brazo,
y por el entorpecimiento en los movimientos de extensión. Exa­

cerba el dolor al menor roce ó contacto, y se buscan instintiva­
mente aquellas actitudes que ponen á la región más al abrigo de
toda violencia. Poco más tarde (4 ó 6 horas después de la inocu­
lación) que el dolor se exacerba, inícianse los fenómenos generales.
Consisten éstos en una ligera fiebre pocas veces precedida de es­
calofrío, acompañada de ligera cefalalgia, inapetencia, sensación
de malestar, inquietud y otros síntomas menos constantes,
como las náuseas, calambres, y en casos muy especiales y raros,
diarrea. El máximum de estos efectos corresponde 8 ó la horas
después de ocurrida la inyección. A las 24 horas ó antes comien­
za á disminuir la fiebre, la cefalalgia y el malestar, sobrevinien­
do un sudor más ó menos copioso que pone remate á los fenó­
menos geneniles.

Al siguiente día, el apetito se restablece, el quebrantamiento
general se disipa, y el dolor de los brazos, que molestaba en las
primeras 12 horas hasta el punto de hacer imposible el sueño,
cede también, recobrando el codo su flexibilidad y el brazo sus
funciones.

En la región inyectada existe ligero infarto rojizo, un tanto
doloroso á la presión, cuya existencia suele prolongarse tres ó
cuatro días.

Es indudable que gran parte de estos síntomas son debidos á
la enérgica flegmasia sobrevenida en el sitio de la inyección, por
efecto sin duda de la irritación causada por las ptomainas ó pro-
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ductos elaborados por el vírgula. Algunos otros, la ansiedad, el
malestar, las náuseas y en ciertos casos los calambres son efecto.
de la absorción de aquellos productos? Es probable, pero no es
cosa demostrada.

Hemos verificado el análisis micrográfico de la sangre en el
paraje de la picadura, y en el pulpejo de los dedos, la, 14 y 24
horas después de realizada la inoculación. En ningún caso he­
mos podido demostrar la existencia de vírgula s ni por el examen
directo ni por los cultivos. Creemos que la vida del vírgula en
el tejido celular es extremadamente fugaz, y que al contacto con
los elementos de los tejidos este parasito se fragmenta y reabsor­
be. Sin embargo, juzgamos muy probable que algunos vírgulas,
á la manera de 10 que sucede en el conejo de Indias, lleguen ac­
cidentalmente al torrente sanguíneo, y en él sucumban incapa­
citados de vivir en este terreno, pero deben ser escasísimos en
número, puesto que el cultivo no puede evidenciarlos. Una cosa
análoga acaece en el conejillo cuando se inocula con una dosis
pequeña y tolerable de cultivo. Los vírgulas tan numerosos en
el tejido conectivo de la región inyectada, no pueden descubrir­
se en la sangre; pero si se fuerza la dósis y resultan efectos tó­
xicos, el coma invade ó al menos llega pasivamente á la sangre,
donde no falta jamás en los casos graves.

Los análisis de la diarrea, que accidentalmente ha presentado
algún vacunado, no nos han permitido descubrir el bacilo vír­
gula, resultado negativo por otra parte previsto, pues no es de
pensar que un micrófito que no vive en la sangre pueda arribar
desde la piel al intestino y vegetar en él. .

Cuando un inoculado sufre, 5 ó 6 días después, otra segunda
inoculación con la misma cantidad de cultivo, los efectos locales
suelen ser los mismos, pero los generales son menos graduados,
y aun pueden faltar en absoluto. Sin embargo, sobre este parti­
cular se conocen excepciones, y sabemos de muchos, que todavía
han sufrido más á consecuencia de la segunda que de la prime­
ra inoculación. Estas irregularidades pueden depender de la des­
igual virulencia del cultivo de la primera y segunda vacuna.
Habrél ocurrido quiZ<is, en algunos casos, que la segunda vacuna,
por datar de 6 ú 8 días ó por otras condiciones, encierre tan gran
cantidad de comas y sus productos que la acción profi1cictica de
la primera resulte deficiente. También cabría explicar estas in-o

~¡
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constancias por 10 escaso de la dosis utilizada en las inoculacio~
nes, como sucede en el conejillo indiano cuando, en lugar de
inyectar una dosis preservativa de 2 Ó 3 centímetros cúbicos,
es vacunado con 1110 de centímetro cúbico, por ejemplo. Supo­
niendo que 2 centímetros cLlbicos sean el mínimum susceptible
de producir efectos preservativos, toda condición que tienda á re­
bajar esta dosis, bien absoluta, bien relativamente, aniquilará la
acción profiláctica. Así una cantidad dada podrá determinar
efectos profilácticos en un individuo de pequeña estatura y no en
otro de opuestas circunstancias. Un cultivo re cien sembrado y
pobre en comas, no determinará tampoco inmunidad en un su­
jeto de mediana estatura y regular volumen, etc. Hubiera sido
de desear que individuos recien curados áe un ataque colérico,
se hubieran sometido á las inoculaciones ferranianas. No tene­

mos noticia sino de un solo caso en que apenas se sintieron los
efectos de la vacuna; pero no es posible deducir de esto, sin más
ámplia experimentación, consecuencia ninguna positiva.

Conclusiones. l. a El microbio vírgula de Koch cuando es
inyectado en cantidad considerable en el peritoneo, en el tejido
celular sub-cutáneo del conejo de Indias, produce efectos tóxicos
especiales.-2.a Estos efectos, aunque mucho menos graduados,
han sido producidas en el hombre.-3.a La acción tóxica indi­
cada es debida al cultivo del vírgula en el tejido conjuntiva y en
los plasmas inter-órganicos; pues que ni los cultivos hervidos ni
los filtrados los producen .-4. a El vírgula vive mal en el tejido
conjuntiva donde, ingerido él pequeñas dosis, desaparece rápida­
mente, prospera algo más en el plasma peritoneal, y no tiene
aptitud para desenvolverse en la sangre. En este líquido sólo se
le halla forzando considerablemente las dosis; pero nunca se le
encuentra en él cuando la inoculación se realiza, como sucede en

el hombre, á dosis moderada.-5.a Si para producirse efectos tó­

xicos requiérense dosis masivas, el vírgula no es un microbio
propiamente patógeno del tejido conectivo, linfa, sangre, etc.
_6.a No pasando sino rara vez el vírgula á la sangre, menos
podrá alcanzar el intestino, y aparecer en las heces. Experien­
cias concluyentes 10 demuestran y ningunas tan demostrativas
como las inoculaciones intraperitoneales. En coneji11os cuya ca­
VIdad peritoneal contenía más de 50 centímetros cúbicos de se­
rosidad riquísima de vírgulas, y la sangre los encerraba tam~
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bién, el intestino estaba vacío, normal y sin el menor rastro de

estos parásitos'-7.a La ingestión de cierta cantidad algo im­
portante de cultivos de comas, presta al organismo tolerancia
para otras inoculaciones del mismo micrófito á dosis dobladas y
aun morta]es.-8.a Estos efectos profilácticos se dan, aunque me­
nos constantemente, en el hombre.-g.a No son los vírgulas los
que otorgan la inmunidad, sino alguno de los productos que los
acompañan. Esta inmunidad puede explicarse suponiendo que el
coma deja en el tejido conjuntivo y, en general, en los plasmas
interorgánicos, una materia, que soporta la ebullición sin des­
componerse, y nociva para el ulterior desenvolvimiento de otros

vírgulas.-ro. Es verosímil que no se haga extensiva á todo el
organismo esta acción profiláctica. Los conejillos vacunados con
dosis masivas que sucumbieron después á la acción de 5 y 10
centímetros cúbicos, inyectados en el peritoneo, inducen á pen­
sar así.-I l. No cabe deducir de estas experiencias que el vír­
gula ú otro padsito causante del cr,ílera sea incapaz de desen­
volverse en el intestino de los conejillos y de las personas vacu­
nadas y revacunadas; porque en realidad el tubo intestinal es
parte del mundo exterior y sobre él pueden no tener influencia
esas sustancias preservadoras elaboradas por el vírgula.

CAPÍTULO n.

ACCIÓN PATÓGENA DEL VínGULA EN EL TUBO INTESTINAL

DE LOS CONEJOS DE INDIAS.

Inmediatamente después de anunciado el descubrimiento de

Koch, que enlazaba la patogénia del cólera con la biología del
bacilo-vírgula, multitud de observadores se dieron á investi­

gar el poder co]erígeno de estos micrófitos, único punto sujeto á
controversia en los trabajos del ilustre microbiólogo. Aunque
parecía extremadamente probable que el coma-bacilo inyectado
ó ingerido en e] in testino de los animales había, en alguna espe­
cie por ]0 menos, de produdir un estado sintomatológico al có­
lera semejante, ello fué que las primeras tentativas fracasaron, y
el mismo Koch hubo de confesar con pena que ni en los cone-

-93-
jos, ni en los perros, ni en los monos, el coma podía desenvo]­
verse, ni determinar, por ende, el cólera experimental.

Ensayos más afortunados de Nicati y Rietsch de Marsella y de
Van Ermergen en Bélgica hicieron suponer que el problema ha­
bía sido resuelto, y que la virtud colerígena del coma-bacilo podía
darse como cosa demostrada. Inyectaban los primeros experimen­
tadores, bien en el coledoco de los perros, bien en el intestino
de los conejillos de Indias, cierta cantidad de un cultivo puro de
vírgulas. Al cabo de alglll1 tiempo los síntomas observados (dia­
rrea, algidez, anuria)anunciabanque el micrófito había arraigado
en el intestino, y proliferado en él, de manera idéntica que en el
hombre, y]a autopsia ponía en evidencia, ora por el examen di­
recto, ora por los cultivos, el bacilo co]erígeno, único responsable
de los accidentes ocasionados. El mismo Koch pudo ahora, repi­
tiendo estas experiencias, determinar el cólera en los conejillos de
Indias, inoculando en el duodeno una centésima parte de gota de
un cultivo puro de vírgulas.

Confieso que antes de comenzar mis experiencias sobre las in­
yecciones duodenales de comas, no abrigaba duda relativamente
á la naturaleza colérica de los accidentes determinados en los co­

nejos por hábiles experimentadores, y tanto que, al proponemos
repetirlas, no llevabámos más objeto que ver si los animales que
sufrían una vez el cólera experimental eran refractarios á un se­
gundo contagio, y si los inoculados por e] procedimiento Ferrán,
es decir por las inyecciones subcutáneas de cultivos puros, gueda­
ban realmente inmunes para el cólera ocasionado mediante las
inocu]aciones intraduodena]es.

Pero nuestros primeros ensayos de colerización en los coneji­
llos de Indias suscitaron en nosotros no pocas dudas relativa­
mente á la naturaleza de los accidenes ocasionados, y nos ad­

virtieron que pisábamos un terreno todavía poco firme, sobre el
cual nada sólido y completo podía edificarse.

Hé aquí un resumen de nuestras experiencias:
La técnica seguida en estas inoculaciones fué la siguiente: Co­

menzamos por sujetar perfectamente el conejil]o sobre una tela
metálica, fijando sus patas por ligaduras, é inmovilizando la ca­
beza á favor de un cordón que, abrazando los dos incisivos supe­
riores, se fija fuertemente á un alambre de la rejilla. Antes de
proceder á la operación, afeitamos la piel de la región epigástrica,
lavándola despues con una solución de sublimado corrosivo.
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La primera incisión la limitamos á la piel y tejido celular sub­

cutáneo: su extensión es de 2 centímetros ó algo más, y recae
sobre la línea media abdominal, medio través digital por debajo
del cartílago xifoídes. A favor de una segunda incisión, incíndese
la línea alba y se llega hasta el peritoneo. El Último tiempo con­
siste en cortar esta serosa, maniobra que se practica con ayuda
de la sonda acanalada. Es conveniente esperar algunos minutos
antes de proceder á la sección peritoneal; así se da lugar á que
espontáneamente se cohiba la ligera hemorragia ocasionada por
la incisión de ]a piel y mÚsculos rectos, evitándose el derrame
de sangre en el abdomen.

Abierta la cavidad peritoneal, preséntase entre los labios de la
herida el epiplón mayor y el estomago; menos frecuentemente
el hígado y el intestino delgado. Cuando aparece el estómago en
la herida (caso COmllJ1si la incisión se ha hecho suficientemente
elevada y está el conejillo en ayunas), para encontrar el duode­
no, no hay más que tirar delicadamente de aquél hácia fuera y
á la izquierda: no tarda en surgir ¡( nuestra vista e] piloro y el
arranque de] duodeno, que se da á conocer por una di]ata­
ción ampular donde descarga el coledoco, y de donde parte el
epiplón gastro-hepático. A veces, se consigue extraer el duodeno
tirando con un ganchito de cristal sin punta las asas intestinales
colocadas <Olladerecha y detrás del estómago. Si este pequeño
tour de main tiene éxito, la operación de la inyección se practica
camada mente y sin el menor traumatismo. Distinguiremos el
duodeno de las demás asas intestinales en su adherencia al pán­
creas y en su color sonrosado amarillento que contrasta con el
gris azulado de otras partes del intestino. Dispuesto e] cultivo en
la jeringuilla de Prabaz, se le inyecta suavemente en la dilatación
ampular del duodeno en dirección al intestino. Después se veri­
fica la táxis y se unen los labios de la herida con una sutura de
catgut.

No usamos apósito: Únicamente protegemos la herida con un
tafetán engomado ó con una capa de colodión norma].

Por lo denÚs, el traumatismo ocasionado, es inofensivo, y
la herida cicatriza perfectamente á los pocos días. La experien­
cia nos ha enseñado que es muy raro que ocurran accidentes y
complicaciones, aun sin echar mano durante el manual operato­
rio de precauciones antisépticas.

Experiencia primera. Cinco conejos de Indias adultos re­
cibieron, dos de ellos en el estómago y tres en el duodeno, un
centímetro cúbico de gelatina líquida, procedente de un cultivo
puro de vírgu]as. La operación se ejecutó sin novedad, excepto
en un caso en que, por consecuencia de los movimientos inusi­
tados de] animal, se hernió varias veces el intestino delgado, ha­
biendo sido preciso practicar tres veces succesivas la táxis.

1

-95-
Terminada la operación, los conejillos quedaron como apla­

nados, con la mirada apagada, el pelo erizado, apáticos é inape­
tentes; pero á las pocas horas recobraron su alegría y comenza­
ron á comer. Solamente aquel, cuyos intestinos sufrieron gran­
des zarandeas durante el manual operatorio, no mejoraba ni
comía, permaneciendo horas enteras arrinconado y triste.

Al siguiente día continuaban bien, menos este Último conejillo
que murió á poco. La autopsia demostró extensa peritonitis con
gran derrame, en el que hormigueabannumerosos bacilos y co­
cos. No existían lesiones intestinales ni alteraciones que hiciesen
sospechar la complicidad del coma en aquel funesto desenlace.

Lo demás conejillos continuaron bien. La herida abdominal,

después de supurar unos días, cicatrizó perfectamente.Esta primera experiencia, ejecutada en conejos adultos y no
vacunados, prueba que no siempre se determina el cólera en es­
tos animales por inyección duodenal, y que debe existir alguna
con~ición oculta, que impide obrar el vírgula en determinadas
ocaSlOnes.

Experiencia segunda. Esta vez se eligieron ocho conejos
de buena talla y en ayunas. Cuatro de ellos fueron inoculados
en el duodeno con un centímetro cÚbico de dilución acuosa de
un cultivo puro en gelatina, y otros cuatro con un centímetro
cúbico de cultivo en caldo con vírgulas á la tercera generación.

Pasado el choque operatorio, los conejos parecieron un tanto
apáticos, mas no gravemente enfermos. Al día siguiente, todos
estacan bien, excepto uno (inyectado con caldo) que, arrinconado
y quejumbroso, rechazaba el alimento y no se movía de su sitio
aunq ue se le tocase. La sim pie palpación demostraba en él cierta
frialdad; el termómetro marcó 32 grados en el recto á 4 cen­
tímetros de profund ¡dad.

A poco rato inicióse una diarrea serosa. Las heces eran ino­
doras, trasparentes, rosadas y coagulables. El vientre se mostra­
ba hinchado y doloroso él ]a presión. La resp,iración frecuente y
ansiosa, la orina sLlspendida, las mucosas palidas. Por fin, echa­
do sobre el vientre con las patas separadas, fué agitado de algu­
nas ligeras convulsiones, acostóse de lado y murió.

Autopsia.-La herida no ofrecía cosa de particular, pero la
cavidad peritoneal estaba llena de una serosidad sanguino]enta,
abundante y notablemente espesa. El intestino aparecía inyec­
tado y dilatado por una gran cantidad de líquido, á manera de
exudado, cuya transparencia comunicaba al intestino cierta tras­
lucidez. Puesto el líquido intestinal sobre un porta-objetos se vió
que era trasparente con ligero tinte rosáceo, y cosa notable, se
advirtió que se coagulaba espontáneamente como los exudados
fibrinosos.

Examinóse este líquido, así como el peritoneal, al microscopio,
primero en fresco y luégo en preparaciones secas, y pudieron
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comprobarse en ellos ciertos bacilos cortos, con extremidades re­

dondeadas, á manera de bacterias alargadas. Los vírgulas, caso
de existir, debían de estar en una notable minoría, pues no im­
presionaban á la vista, aun después de largas exploraciones ..

El análisis de la sangre dió iguales resultados. La del corazón:
del bazo, del hígado, de las venas superficiales, presentaba inva­
riablemente, además de los glóbulos deformados, los referidos
bacilos cortos en notabilísima cantidad y con exclusión de otras
formas bacilarias.

El contenido intestinal fué sembrado en esponja y en placa de
gelatina; en esta ltltima obtuvjéronse algunas colonias de comas
características, prueba inequívoca de que este microbio residía

en el intestino y formaba parte del líquido seroso coagulable.
En esta última experiencia, lmica en que el cuadro sintomato­

lógico ofreció gran analogía con el del cólera, ¿cuál de los dos
micrófitos hallados fué el responsable de los síntomas? ¿El bacilo
recto ó el coma-bacilo? Dos hipótesis caben aquí; ó el bacilo rec­
to penetrado accidentalmente en el intestino durante el manual
operatorio, es un microbio inofensivo que se limitó á utilizar un

terreno preparado por el vírgula, en cuyo caso toda la reponsabi­
lidad de los síntomas pertenece á éste, á pesar de su inferioridad
numérica en los materiales intestinales; ó el bacilo recto es una
especie patógena nueva, que puede vivir en el intestino, donde
desarrolla violenta f1egmasia, invadiendo la sangre, y desenvol­
viendo un cuadro fenomenal parecido al cólera; es decir, un
pseudo-cólera que algunos han tomado por cólera verdadero.
Yo me inclino á sospechar lo último más bien que lo primero,
sobre todo, tomando en consideración el carácter del exudado

intestinal que fué sero-fibrinoso, es decir, coagulable espont,i­
neamente; la ausencia del aspecto riciforme de las deyecciones,
y particularmente la diseminación del bacilo recto en la sangre,
en los líquidos serosos, en fin, en todas partes, circunstancia que
jamás se da en ningún microbio inofensivo. La misma incons­

tancia en la aparición del cuadro morboso señalado, se armoni­
za mucho mejor con la hipótesis de la contaminación accidental

por un microbio patógeno, que con la opinión que atribuye los
efectos al coma; pues de ser esto último valedero, no se concibe

bien cómo, inoculando este micrófito en cantidad suficiente y en
su natural terreno, no desarrolla el cólera experimental con esa
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-seguridad y fijeza con que el experimentador determina por
inoculación, el mal del bazo, el cólera de las gallinas, las septi­
cemias, etc., etc.

Además, no es nuevo el hecho de que, en casos reputados por
cóleras experimentales hayan predominado bacilos rectos. Hé
aquí lo que expone el mismo Van Ermergen describiendo las le­
siones halladas en conejillos de Indias muertos de cólera experi­
mental: « Los vírgulas han sido hallados en las diversas tlmicas
<iel intestino y, sobre todo, en las glándulas de Lieberklihn que
tapan literalmente. Se los encuentra hasta en la serosa. Pero al
lado de estos microbios se ven en las diversas túnicas y princi­
palmente en las vellosidades una cantidad increible de pequeños
bacilos rectos. El animal parece haber sucumbido á una ente­
ro-micosis bien caracterizada y extremadamente intensa, como
lo indica, no solamente la invasión de las túnicas intestinales,

sino la presencia de estos microbios en la mayor parte de los ór­
ganos. En efecto, estos mismos bacilos co~·tos y rectos existen
en el hígado, los riñones, en los líquidos de las pleuras, peritoneo
y hasta en la sangre.» Este mismo autor habla en otro pasaje
de la existencia en el intestino de un líquido sero-fibrinoso; con
lo que ya no puede dudarse de que los bacilos rectos y pe­
queños observados por nosotros en casos de supuesto cólera ex­
perimental, lo fueron también por él, así como todas las lesiones
concomitantes. Pero, cosa singular, en lugar de poner en tela
de juicio la naturaleza colérica de los accidentes desenvueltos
en estos casos, da á entender que los fenómenos coleriformes se
deben al coma inyectado, y no á los microbios rectos tan prepon­
derales.

Otros autores SO:1 más explícitos aún. Doyen y Chautemese
declaran que cuando se inoculan los conejillos de Indias por
la via duodenal no ofrecen nada de particular, á no ser que,
como consecuencia de la operación, son atacados de peritonitis.
Cornil y Babes han practicado estas experiencias con igual in­
-constancia que nosotros en cuanto á los resultados. De cinco co­
nejillos inoculados por la vía duodenal dos solamente fueron inva­
didos de síntomas coleriformes. Klein dice acerca de éstos acci­

dentes ocasionados por las inoculaciones duodenales de vírgulas,
que, ó son debidos al traumatismo, ó á un virus septicémico.

Experiencia tercera (29 de Agosto). Ocho conejillos, en­
7
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tre los que se contaban cuatro de pequeña y cua tro de regulac
talla, fueron inoculados por la vía duodenal con un centímetro
cúbico de cultura de vírgulas en caldo, á la cuarta generación y
sembrado de tres días.

Transcurrido el aplanamiento producido por la operación, lqs
conejillos se repusieron, y la herida cicatrizo perfectamente. No·
hubo síntoma ninguno que hiciera sospechar que el microbio.
colérico había proliferado y prosperado en el intestino.

Uno sólo de éstos conejillos se puso enfermo y murió; y fué
precisamente uno en que no pudo efectuarse la operación sino á
costa de muchas peripecias, y en el que no se cumplieron las
precauciones antisépticas más elementales. La autopsia manifes­
tó una violenta peritonitis. La serosa estaba inyectada y cubier­
ta á trechos de una masa puriforme. En el líquido turbio san­
guinolento que la llenaba pululaban infinidad de microbios, la
mayor parte de forma bacilaria.

Experiencia cuarta (30 de Agosto). Pensando si lo exce-­
sivo de las dosis pudiera perjudicar á los resultados, nos resolvi­
mos él usar cantidades mínimas de cultivos. Mezclóse al efecto
el líquido de un tubo de gelatina sembrada cuatro días antes,
con 20 centímetros cllbicos de caldo estéril; y se inocularon tres
conejillos indianos con un céntimo cúbico de esta mezcla. Los
conejillos no presentaron sino ligera molestia y recobraron rápi­
damente su estado fisiológico.

Experiencia quinta (5 de Setiembre). Tratando de ver si con
grandes dosis de cultivos seríamos más afortunados, cuatro co­
nejillos adultos recibieron en este día por inyección duodenal 5
centímetros cllbicos de caldo con vírgulas en cultivo puro. Ata-­
jando la posible incredulidad del lector, debo manifestar que ja­
más practicamos una inoculación sin aseguramos bien á favor de
la coloración en porta-objetos y bajo la amplificación de un buen
objetivo (1118 Zeiss, iluminador Abbe 1, de la absoluta pureza
del cultivo.

Pues bien, los conejillos inoculados esta vez tampoco presenta­
ron síntomas coléricos ni otrecieron sino ligera molestia en el pri­
mer día, á pesar de sus 5 centímetros Clíbicos de inyección, can­
tidad verdaderamente enorme que llenó casi todo el duodeno y
aún parte del estómago, por forzadura del piloro.

Experiencia sexta (20 de Setiembre). Sospechando alll1 si
la ausencia de resultados dimanaba del empleo de vírgulas ate­
nuados por cultivos sucesivos, preparamos una cultura en caldo,
sembrando directamente de una placa cuya semilla se tomó de de­
yecciones ti-escas de colérico. Un centímetro cúbico de este cul­
tivo, que databa de dos días y era riquísimo de comas, fué inocu­

ladoácuatro conejillosenlamisma amrolladuodenal. Uno sólo deestos enfermó á las pocas horas con e mismo cuadro observado
en el caso dela experiencia primera) es decir 1 apatía, mirada triste)

1,
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:algidez, respiración frecuente y ansiosa, diarrea de materias coa­
gulables y transparentes, anuria en las últimas horas, etc. Este
animal sucum bió á las 36 horas de inoculado, y la autopsia re­
veló violenta flegmasia del peritoneo y del intestino, exudación
fibrinosa en el interior de éste y bacilos cortos, peque,ños y con
extremos redondeados en la sangre y derrames patologicos. No
era apreciable el vírgula en el duodeno; pero el cultivo en lienzo
10 puso en evidencia.

Hemos realizado también algunas otras experiencias á fin de
cerciorarnos si, por otras vías, puede determinarse el cólera en
los conejillos; empero los resultados tampoco han sido satistac­
torios.

Cuatro conejillos en ayunas recibieron en el estómago !O cen­
tímetros cúbicos de una solución fuertemente alcalina de cal-bo­

nato de potasa; é incontinenti hicímosles tragar alimentos re­
gados por cultivos de vírgulas, bien en gelatina, bien en caldo.
La ligera incomodidad que el choque operatorio y la inyección
produjeron, disipóse en breve sin ocurrir nada de particular.

Sometiéronse también tres conejillos durante ocho días á una
alimentación humedecida diariamente con cultivos de comas en

caldo fuertemente alcalino; iguales resultados negativos.

Con el fin de averiguar si las inyecciones de otras sustancias
son capaces de suscitar un cuadro fenomenal que pudiera dar­
nos la clave de la naturaleza de los accidentes que rarísima vez se
presentan en los conejillos de Indias inoculados por la vía duodc­
nal, comenzamos una série de experiencias de contra-prueba,
cuyos resultados no fueron concluyentes: dos conejillos sufrie­
ron una inyección duodenal de 5 centímetros de caldo en putre­
facción, uno se inoculó con cultivo impuro de comas, otro con
agua simplemente, y dos con tierra diluida tomada de las calles.
Uno de estos últimos enfermó y murió, demostrando la autopsia
una peritonitis intensa y un bacilo recto y numerosos cocos en
la sangre y líquido peritoneal.

De todas estas experiencias resulta: 1.0 Que no puede determi­
narse el cólera experimental en el conejillo indiano mediante ino­
culaciones duodenales con cultivos puros de comas, aún inyec­
tando grandes cantidades. 2.0 Que los síntomas coleriformes
que en ciertos Casos se desenvuelven pueden ser simple resultado
de la contaminación accidental durante el manual operatorio, de

un microbio patógeno especial, capaz de engendrar una violenta
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entero-peritonitis. Hacen verosimilesta interpretación, la incons­
tancia de estos pseudo-cóleras, la naturaleza del exudado intes­

tinal que no es riciforme, sino serofibrinoso transparente, y la pre-­
ponderancia de los bacilos rectos sobre los vÍrgulas, tanto en la
cavidad intestinal como en la sangre y líquidos patológicos.

TERCERA PARTE

CAPÍTULO PRIMERO.

VACUNACIÓN ANTICOLÉRICA.

Partiendo de la suposición que el agente del cólera es el bacilo­
vírgula de Koch, ocurre naturalmente preguntar: ¿podría lograr­
se, por la atenuación de los cultivos de comas y por la ordinaria
vía del contagio, un cólera benigno, que preservase al organis­
mo de un nuevo ataque natural del cólera en su forma más vio­
lenta? ¿Las experiencias con las vacunas pasteurianas que tan bri­
llantes resultados han dado en el mal del bazo, en el cólera de las
gallinas, en la rabia, en el carbunco sintomático, podrían reali­
zarse con éxito en el cólera? Para resolver este interesante pro­
blema profiláctico era preciso hallar un animal capaz de adquirir
el cólera, en el cual pudiera ensayarse la acción de cultivos
de comas en distintos grados de atenuación, para determinar la
virulencia máxima compatible con la vida, y con las exigencias
prácticas de una vacuna eficaz. Este era el {mico camino llano
que recorrer para llegar á la solución del problema; ya que en el
hombre consideraciones morales muy atendibles han impedido
é impedirán siempre tales experimentos. Pero desgraciadamente
no ha podido hallarse un animal, próximo al hombre por su es­
tructura, donde el cólera genuino haya podido desarrollarse por
la ingestión de los vÍrgulas; y aun aquellos autores que descri-
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ben formalmente el cólera experimental, nada dicen de la ate­
nuación de los cultivos, y de si hay esperanza de resolver el pro­
blema; al contrario, desahucian al investigador, como Koch que
declara punto menos que ilusorio el hallazgo de una vacuna anti­
colérica, y Van Ermergen que afirma que en los conejos un ata­
que de cólera experimental no hace al organismo refractario, ni
aún por poco tiempo, para una nueva invasión. Y, sin embargo,
declarada la virtud colerígena del coma y la doctrina de la in­
munidad relativa que el' cólera proporciona al individuo que lo
sufrió, es forzosa consecuencia la admisión de una vacuna, y le­
gítima la esperanza de su descubrimiento. El calor, el cultivo

ante el oxígeno, el paso por el cuerpo de un animal de especie
diferente, la influencia misma de los terrenos de cultura, alguna,
en fin 1 de las condiciones que rebajan la virulencia de otros mi­
crMitos, deben atenuar también las actividades patógenas del
coma.

Que esto es posible, lo prueba la desigual intensidad de la afec­
ción colérica y su desaparición en las poblaciones intensamente
invadidas. Sabido es que la enfermedad tiene matices, gradacio­
nes de gravedad, desde la simple colerina hasta el ataque fulmi­
nante, y que al final de las epidemias como si el agente colérico
hubiese sido atenuado por alguna circunstancia cósmica, los
ataques son más benignos y las invasiones menos rápidas y fre­
cuentes.

Parécenos que imitando los procederes de la naturaleza, de­
terminando esas condiciones exteriores que regulan la marcha y
conservación de los cultivos naturales del coma-bacilo, podría
hallarse el secreto de la atenuación y con él, el descubrimiento
de una verdadera vacuna.

No habiendo marchado los investigadores por este camino, el
único fecundo quizás, pero también el más difícil, algunos bac­
teriólogos, llevados acaso de cierta justificada impaciencia, han
intentado resolver el problema por una vía indirecta.

Uno de estos investigadores ha sido el Dr. Ferrán. Experto en
la técnica bacteriológica, apasionado de las fecundas conquistas de
la ciencia de los gérmenes, y lleno de fé en cuanto á los resultados
prácticos de estas novaciones, habiendo observado que las inocu­
laciones subcutáneas de vírgulas preservaban á los conejillos de
Indias de los efectos tóxicos de una dosis mortal, creyó encontrar
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aquí una prueba del poder preservativo de las inyecciones locales
de vírgulas respecto del cólera verdadero. Llevado de su entusias­
mo, no advirtió que los efectos producidos en los conejillos y lué­
go en el hombre no eran el cólera atenuado, sino una infección
especial que el vírgula ocasiona cuando se le fuerza á vivir fuera
de su medio natural; en una palabra, el Dr. Ferrán no echó de
ver que había descubierto una enfermedad nueva, y que, sin for­
zar mucho las cosas, no le era lícito suponer que tal afección pre­
servase al organismo del hombre de los perniciosos efectos de un
ataque del cólera morbo. Un cólera sin diarrea, sin calambres,
sin anuria, sin cianosis, con sólo un síntoma del sindrome colé­
rico, la algidez, no puede reputarse como verdadero cólera, aún
cuando el agente determ inante de aquel estado morboso sea la mis­
ma causa del cólera. Porque lo que determina la acción patógena,
no es tanto el micrófito, como el sitio en que vive y desarrolla
sus efectos. Tal parásito inofensivo en la piel podrá quizás deter­
minar importantes lesiones en otros órganos. Y en general, puede
afirmarse que un microbio que no es cultivable á pequeñas
dosis en un medio orgánico, no es patógeno en él, y si á grandes
dosis desarrolla efectos tóxicos, éstos en gran parte deben atri­
buirse al traumatismo, y á los productos venenosos introduci­
dos en el organismo con el terreno de cultivo.

Con todo, no dejan de existir algunas razones teóricas en favor
de la vacunación subcutánea, y éstas reciben su apoyo de una
hipótesis no confirmada aún, pero bastante verosimil, acerca del
mecanismo de la preservación en las enfermedades infecciosas.

Que el microbio colerígeno no mata por sí, por acción de con­
tacto exclusivamente, sino por virtud de la influencia de ciertos
venenos elaborados por él y circulantes en la sangre, es cosa
extremadamente verosimil, y por casi todos admitida, como lo
es también que el vírgula no puede vivir más que en el intesti­
no, donde tiene sU fábrica y su centro de acción. Pero lo que no
está todavía dilucidado es la causa de esa inmunidad relativa que
el cólera presta al organismo, al igual de otros parásitos bacteria­
nos. Dos hipótesis principales se disputan la solución del proble­
ma. Hélas aquí:

Teoría del agotamiento del terreno.-Puede suponerse que el
vírgula al vegetar en el intestino y sus glándulas anejas, gasta cier­
ta materia necesaria para su VIda. La desaparición de este prin-
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cipio, que tarda algún tiempo en reponerse, no sólo limita ]a evo­
lución actual del parásito, sino que presta al tubo digestivo cierta
esterilidad temporal, comparable á la de los terrenos esquilma­
dos á fuerza de cultivos. Haciendo aplicación de esta opinión á .,
la vacunación ferraniana, podría decirse: Que el vírgula inyec- '
tado subcutáneamente consume aquel principio, abono de su es­
pecie, imposibilitando hasta en el intestino ulteriores vegetacio­
nes de vírgulas. Esta hipótesis resulta insostenible, entre otras ra­
zones: J." porque no pasando el germen del tejido conjuntiva, no
es probable que consuma aquel principio en todo el organismo
incluso el tubo intestinal; 2.° porque las siembras de vírgulas en
los líquidos patológicos y caldos de las carnes de conejillos muer­
tos á consecuencia de inoculaciones de cultivos de comas, van
siempre seguidas de abundante proliferación; 3.° porque en los
casos en que se muestra refractario el tejido conjuntiva, al culti­
vo no lo es la serosidad peritonea], etc.

Teoría del envenenamiento del terreno.-Enfrente de la ante­

rior hipótesis, afirman otros que los micrófitos, al cultivarse en
un medio orgánico, dejan en él un producto tóxico para ellos
que limita la proliferación del parásito é impide más adelante
el cultivo de otros de idéntica naturaleza. El tiempo que tal ve­
neno tarda en eliminarse marca la duración de la inmunidad. Si

no se expulsa nunca, la profiláxis es completa (sarampión, escar­
lata, ete.); si se elimina después de un período de tiempo más
ó menos largo, es transitoria (viruela, cólera, mal del bazo, cte.);
y si inmediatamente sale no hay profi]áxis, como sucede con
ciertas afecciones bacterianas (tuberculosis, erisipela, intermiten­
tes, blenorragia, etc.).

Esta hipótesis satisface más al entendimiento, se armoniza
mejor con las experiencias bacteriológicas y tiene en su apoyo
algunas razones de analogía. Es sabido, que cuando un germen
pulula en un terreno de cultura, sus mismos productos de excre­
ción lo ahogan y aniquilan,' así sucumbe el torula cerevisice
cuando el alcohol que es su obra alcanza cierta proporción en e]
terreno, esterilizándose el líquido para nuevos cultivos del mismo
fermento; y así se destruye también el vírgula en sus mismos
cultivos puros por falta de eliminación de los productos que se­
grega, Aplicando la hipótesis á ]a vacuna Ferrán, cabría decir
que el coma ingerido en el tejido conectivo deja cierta materia
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que esteriliza todo el organismo para las nuevas siembras que
pudieran ocurrir con los mismos gérmenes, tanto cuando éstos
penetran por la via intestinal como por la hipodérmica.

Por poco probable que parezca esta opinión, es preciso reco­
nacer, que era razonable y científico intentar una prueba expe­
rimental decisiva de la misma en los animales yen el hombre.

Por otra parte, tan científico y tan importante es un resultado

negativo como uno positivo. Ambos son hechos que sirven al
experimentador, el uno marcándole el derrotero que debe seguir,
señalándole el otro los falsos caminos y los escollos. Bajo este
punto de vista, nosotros hemos aconsejado la realización de las

experiencias ferranianas, pues de confirmarse la hipótesis de la
inmunidad anteriormente expuesta, resultaba un progreso positi~
va y se abrían para la ciencia nuevos horizontes.

Porque si lo que da la inmunidad es una sustancia tóxica para
el vírgula é inofensiva para el organismo, y la tal materia por
todo éste se extiende, esterilizándo]o químicamente, bastaría en
realidad, para que se diesen los efectos profilácticos en las enfer­
medades infecciosas, inocular aislado ese producto, y tanto más
de apreciar serían los resultados obtenidos, cuanto que la vía
de introduccion podría ser indiferente, y no habría apenas
efectos morbosos, desterrándose para siempre la práctica, un
tanto peligrosa, de las inoculaciones de bacterias vivas.

Desgraciadamente, este desideratum está todavía muy lejano.
La química bacteriológica no puede aislar el producto esterili­
zante de las materias tóxicas que los vírgulas segregan, y no
queda más recurso para ensayar la confirmación de la hipótesis,
que inocular el coma con sus productos, ó estos mismos pro­
ductos separados del microbio por filtración.

Nosotros hubiéramos preferido que el Dr. Ferrán, si es que
estos puntos de vista teóricos guiaban sus experiencias, hubiera
comenzado las inoculaciones con los productos de vírgulas y no
con los parásitos vivos, no tanto por el peligro, ciertamente i]u­

sorio, que podían envolver tales inoculaciones, sino para apagar
suspicacias y temores que tanto daño han hecho á la causa de
la profiláxis.

Estas eran las razones científicas que hacían recomendable la
vacuna Ferrán como experiencia ó ensayo profiláctico; en cuan­
to á las razones morales estaban todas de su parte desde que se
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probó que á cortas dosis y con las precauciones necesarias ma­
nejado, el bacilo coma resultaba inofensivo introducido en ]a
sangre.

Por nuestra parte, y en tanto que el Dr. Ferrán buscaba por
experiencias en el hombre confirmación de sus juicios, nosotros,
en otra más modesta esfera, sometíamos la hipótesis profiláctica á
la piedra de toque de la experimentación en los animales. Si es
'cierto, decíamos entonces, que el microbio vírgula es la causa del
cólera, y que una inoculación subcutánea de este microbio puede
otorgar inmunidad al organismo enfrente de los ataques del
mismo germen arribado por la vía intestinal, el conejillo de In­
dias inoculado del propio modo debe mostrarse refractario á los
efectos morbosos de las inyecciones duodenales.

Con este fin, sometimos á la inoculación duodenal (20 Agosto)
8 conejillos de Indias vacunados y revacunados fuertemente (lO

centímetros cÚbicos de cultivo puro de vírgu]as). Uno solo de los
"Ochofué atacado de aquellos síntomas co]eriformes anteriormen­
te anunciados y discutidos.

Reiteramos las experiencias, sometiendo á la inyección duode­
nal tres conejillos que la habían sufrido ya una vez y estaban
vacU11~dos y revacunados, y otros tres solo vacunados. Dos de és­
tos tuvieron síntomas coleriformes, pero solo uno murió y en"su
sangre encontróse aquel bastoncito corto ya otra vez descrito.

Estas experiencias no las reputamos concluyentes ni en pro ni
en contra de la cuestión; por eso no las anunciamos á su tiempo,
ni hicimos mérito de ellas, por más que se ejecutaron en el mes
de Agosto, mucho antes de las que más tarde fueron publicadas
por el Dr. Gibier y Van Ermergen.

Porque es evidente que, si no es el coléra experimental lo pro­
ducido por las inyecciones duodena]es, no es posible sacar conse­
cuencias ni en favor ni en contra de ]a profi]áxis Ferrán. Sólo
puede afirmarse que, si l'ealmente los fenómenos coleriformes des­
-critos por los bacteriólogos bajo el nombre de cólera experimen­
tal, son producidos por el coma, la inmunidad, que las inyeccio­
nes subcutáneas prestan al organismo, no parecen extenderse en
el conejo, hasta los órganos abdominales, atendido á que casi
iguales proporciones de pseudo-cóleras nos han presentado los
"Conejos vacunados que los no vacunados.

En último término, las experiencias en los animales no
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pueden generalizarse al hombre sin reservas y limitaciones, y
el problema ha de reso]verlo la experimentación en éste, y el
instrumento de la demostración no puede ser otro que la Esta­
dística. Aparte de esto, cualquiera que fuese la hipótesis patogé­
nica y profi]áctica que eligiésemos, nunca cabría evitar que re­
sultase cierta y evidenciada por hechos incontrovertibles una
opinión contraria.

Más extrañas que la preservación del cólera por las inyeccio­
nes subcut,ineas de un cultivo del agente colerígeno resultan las
inoculaciones de la vacuna preservativas de la viruela, á pesar de
ser afecciones distintas; las del virus septicémico del conejo, que
dan inmunidad contra e] cólera de las gallinas, y, no obstante,
son hoy conquistas positivas y hechos por todos reconocidos,

y los que dudan que los virus sin atenuar puedan ser usados
con buen éxito como vacunas, deben recordar la pn1ctica de la va­
riolización que fué un verdadero progreso antes del hallazgo de la

"vacuna, y lo que hoy mismo se ejecuta C~)11el virus no atenuado
de la perineumonía infecciosa de los animales, que preserva, por
inoculaciones locales, de ]a enfermedad más grave y virulenta.

No entraremos aquí en el examen de las estadísticas presenta­
das por Ferrán y sus discípulos. Estos documentos son todavía
incompletos y cualquier juicio que sobre ellas se pronunciase se­
ría aventurado. En general, las estadísticas están en favor del
procedimiento; pero para decidirse en materia tan ardua requié­
rense más hechos y de otro modo clasificados y organizados. POlo
otra parte, en algunas existe contradicción entre los datos oficiales
y los publicados por el Dr. Ferrán y sus ardientes partidarios,
y un dictamen serio y riguroso sólo podría hacerse en los pue­
blos epidemiados sometidos á ]a inoculación, compulsando datos,
recogiendo noticias, interpretando hechos sobre los que en las
estadísticas se pasa ordinariamente de ligero.

Quizás algún día emprendamos esta pesada labor, Única que
puede decidir de la eficacia de ]a colerización Ferrán; entre tanto
los argumentos sacados del terreno de la experimentación en que
nos hemos colocado, y donde exclusivamente hemos girado en
estos estudios, no favorecen gran cosa a] método del bacterió]ogo
tortosino; y aún autorizan á afirmar que puede habers e equivo­
cado en sus juicios, y haber sido defraudado en sus esperanzas,
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CONCLUSIONES.

1." Es muy probable que el bacilo-vírgula descubierto pC1j:­
Koch en las deyecciones é intestino de los coléricos sea la causa
específica del cólera morbo.

2.a El bacilo-vírgula de Koch debe considerarse todavía co­
mo una bacteriacea, perteneciente á la familia de los espirilos,
que carece de esporas ó de formas de resistencia y se reproduce
por fisiparidad. El complicado proceder genético descrito por el
Dr. Ferrán no ha sido comprobado por nosotros.

3.a La acción colerígena del vírgula no ha podido confirmar­
se completamente en los animales. Las experiencias de inyección
duodenal en el conejillo de Indias están todavía sujetas á varias

y encontradas interpretaciones.
4." Las'inoculaciones subcutáneas, á pequeñas dosis, de los

cultivos puros del coma son inofensivas en los animales y en el
hombre. A grandes dosis, producen una infección particular que
puede llegar hasta la muerte; pero no desarrollan el cuadro feno­
menal del cólera morbo.

S." Los animales inoculados por los comas en inyección sub­
cutánea son preservados de los efectos de dosis dobles de culti~
vos. Pero esta acción preservativa no parece ser gen.eral, ni está
probado que se extienda hasta el intestino, impidiendo el cultivo
de gérmenes coléricos arribados por esta vía natural de infección.


