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de la sesion celebrada el 21 de Julio por la Exce-
lentisima Comision provincial de Zaragoza:

In el libro de actas de la Comision provincial, y
en la sesion celebrada en 21 de Julio witimo, apa-
rece, entre otros, el acuerdo que copiado da la letra
es como sigue:

«Primero. Pasar da D. Santiago Ramon un ofi-
cto de aplauso por la nolable conferencia que ante
la misma did en la maiiana del domingo 19 de Ju-
lio acreditando con su vasta erudicion que no en
vano goza de la fama de eminente micrigrafo.

«Segundo. Publicar por cuenta de la Dipula-
cion la Memoria que el mismo ha de presentar en
su dia sobre estudios micrigrafos del microbio del
colera.»

EL VICEPRESIDENTE,

j:AUSTINO }SANCHO Y F;:L.
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HABIE_\TDO tenido la honra de ser comisionado,
en union de mi ilustrado compaiero el Sr. Lite,
para que diésemos dictamen acerca de la enferme-
dad 4 la sazén reinante en Valencia (15 de Junio
del 85) y del valor cientifico de las inoculaciones
Ferrdn, hice la formal promesa de estudiar 4 fondo
la cuestion 4 nuestro examen sometida, y publicar
en una Memoria el resultado de mis observaciones
y trabajos experimentales.

El diagnostico de la enfermedad epidémica gue
azotaba la comarca valenciana fué facil y llano ne-
gocio. Tratdbase, segin nuestro humilde juicio, del
colera morho asidtico, y asi tuvimos el honor de ex-
ponerlo en tiempo oportuno 4 la Comisiéon provin-
clal de Zaragoza. Funddbamos este por entonces
atrevido dictamen (no habia sido declarado oficial-
mente el colera) en observaciones clinicas y traba-

Jos microgrificos practicados, ora en enfermos de

Valencia, ora en atacados de las poblaciones circun-
dantes. '

Y entendemos que no cabia en este punto la me-
nor vacilaciéon. El origen de la epidemia que arran-
caba del foco, oficialmente declarado colérico, que
se desenvolvio en Beniopa el invierno pasado; las
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invasiones que durante el resto de la misma esta
cion y de la primavera ocurrieron en la huerta de
Gandia y pueblos limitrofes; su importacion 4 Jativay
después; su trasmision posterior en Mayo y Junio
4 todos los pueblos de la ribera del Jicar; su apari-
cion ulterior en Valencia y propagacion 4 las pro-
vincias de Castellon y Murcia; los sintomas que los
mis de los enfermos revelaban: diarrea blanca se-
mejante al agua de arroz, vomitos de materias cla-
ras, calambres, ansiedad epigistrica, afonia, anu-
ria, algidez, cianosis de la cara, hundimiento de los
ojos, ete., ete.; y, por altimo, el cardcter contagio-
so de la dolencia, que se cebaba preferentemente en
los individuos de una misma familia y en los que
con ésta habian mantenido relaciones, todos estos
datos deponian con tanta fuerza en pro de nuestro
diagnostico que, ni por un momento, abrigamos la
menor incertidumbre.

Bien pronto (Julio del 85) habia de extenderse la
epidemia por las mas de las provincias espafiolas:
Mureia, Alicante, Madrid, Teruel, Zaragoza, Hues-
ca, Tarragona, Soria, Navarra, etc., etc., fueron
diezmadas por el azote.

Con la extension de la epidemia nuestro campo
de experiencias se ensanché considerablemente, y
asi pudimos estudiar y comprobar 4 orillas del

Ebro y del Gillego los mismos hechos que habia-

mos ohservado en las del Turia, y echamos de ver
que el bacilo virgula recogido en Valencia ofrecialas
mismas propiedades morfologicas y patogénicas que
el adjuirido en Zaragoza; prueba palmaria de su

i

R
identidad y de su constante existencia en el cuerpo
de los coléricos.

Si facil fué hacer el diagnostico de la enfermedad
reinante, no lo fué tanto cumplir con el otro extre-
mo que abrazaba el deseo de la Kxcma. Diputacion
aragonesa, 4 saber: emitir dictamen respecto al va-
lor profildctico de la vacuna Ferrdn.

Los liquidos de inoculacion utilizados por el mé-
dico tortosino son cultivos en caldo del bacilo vir-
gula hallado por Koch en las deyecciones coléricas.
Por lo tanto, el empleo de aquel microfico eomo
vacuna supone el hecho de que el expresado pardsi-
to es la causa del colera morbo, opinién no por to-
dos aceptada y por histologos y microbiologos dis-
tinguidos duramente combatida.

Era preciso, por consecuencia, a fin de que nues-
tro juicio alcanzara algan valor cientifico, comen-
zar por indagar si en las deyecciones caracteristi-
cas de los atacados del colera existe realmente el
mencionado miecrofito, acompafiando tnica y exclu-
sivamente 4 esta dolencia, y si aislado y conserva-
do vivo por los cultivos es susceptible, por inocu-
laciones practicadas en los animales, de ocasionar
siempre la afeccion colérica; para venir después 4
deducir, habida cuenta de las condiciones de vida
del microbio, la posibilidad de su atenuacion y de
la produccion de coleras experimentales inofensivos,
capaces de preservar al organismo de un ataque na-
tural de colera morbo; y aquilatar, por ultimo, ca-
so de ser posible la vacuna, hasta qué punto la des-
cubierta por el Dr. Ferrdn es racional y legitima, y
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se basa en hechos clinicos y experimentales suficien-
tes: estudios prolijos, dificiles, que exigen, 4 parte
de no menguadas condiciones materiales, un domi-
nio absoluto de los métodos de la moderna hacterio-f
logia, dominio que estaba bien lejos de poseer el
que esto escribe, atraido por antiguas é imperati-
vas aficiones al rico campo de la histologia.

Comenzamos, pues, por practicarnos en el ma-
nejo y esterilizacion de los caldos, por adquirir el
habito de los cosecheros de microbios, por hacer
pipetas, esterilizar matraces, construir estufas, pre-
parar y tefiir bacterias, por adquirir, en fin, esa
educacion téenica en todas las artes indispensable,
cuanto mas en el dificil arte del panspermicola,

El resultado de las modestas experiencias que du-
rante cuatro meses de asiduo trabajo de laboratorio
hemos practicado, con la exposicion clara y resu-
mida de los medios técnicos utilizados con tal ohje-
to, formardan la materia del presente optisculo.

En él hallardan los médicos practicos, que por las
apremiantes exigencias de su profesion no puedan
hacer un estudio profundo de los gérmenes patoge
nos, igualmente que los aficionados que dan los pri-
meros pasos por esta fecunda via, reglas seguras
y sencillas para diagnosticar el colera por medio de
la investigacion del microbio, y todos los detalles
operatorios principales de los métodos corrientes
de la bacteriologia. Daria por bien empleada mi
tarea si alcanzase 4 generalizar un tanto estos co-
nocimientos que, 4 no dudarlo, llevan el germen de
una revolucion grandiosa en medicina y de un
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progreso notable en la higiene y en la terapéutica.

No debo concluir sin expresar aqui piablicamente
el mas sincero agradecimiento 4 la Exema. Diputa-
cion de Zaragoza, que animada de un espiritu de
progreso poco comin, no tan sélo envié de las pri-
meras sus representantes cientificos al campo de
la epidemia colérica, sino que premié con creces
mi trabajo, con valer tan poco, y no escatimé me-
dio material ninguno para que éste fuese lo mas
completo posible. No serd, pues, culpa suya si, en
el desempeno de mi cometido, he incurrido en erro-
res v deficiencias; estos son naturales frutos de mi
inexperiencia, y del escaso tiempo de que he dis-
puesto para investigaciones que reclaman largos
meses de continua y empefiadisima labor, amén de
inteligentes y asiduas colaboraciones.




PRIMERA PARTE

ESTUDIO ANATOMICO Y FISIOLOGICO

DEL BACILO VIRGUDA.

CAPITULO PRIMERO.

INVESTIGACION DEL BACILO EN LAS DEYECCIONES DE LOS ENFERMOS.

Sabido es que, desde los notabilisimos trabajos de Koch y los
de sus principales discipulos, reptitase un pequeno bacilo incurva-
do, el bacilo virgula, como el agente especifico del colera. Supé-
nese que este micréfito 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 4 beneficio
de la alcalinidad del jugo intestinal halla un favorable terreno de
cultivo. En prueba de esto afirmase que el bacilo virgula no falta
jamds en las deyecciones blancas caracteristicas del célera, mos-
trdndose en estado de cultivo casi puro en el liquido intestinal
de los individuos muertos de la variedad fulminante.
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: De ser cierta esta asercién, el hallazgo del bacilo virgula en las
camaras sospechosas de un enfermo revestiria el valor de un
s1gno patognomonico del clera, pudiéndose excluir este diagnds-
tico en todos aquellos casos en que la exploracién bien conduci
da de las heces diera resultados negativos. .

Sobre este punto versaron nuestros primeros trabajos. Al em-
prel.‘lderlos, tratdbamos no sélo de fijar el valor diagnéstico del
bau:‘llo virgula, sino también obtener cultivos puros de este mi-
crofito, con dnimo de estudiar 4 fondo sus propiedades fisiologi-
cas y patogénicas.

Las primeras deyecciones examinadas procedfan de una enfer-
ma de la calle de Entenza (Valencia), muerta con todos los sin-
tomas del colera morbo.

Las deyecciones, recogidas en un tubo de ensayo cuidadosa-
mente cerrado, eran de aspecto seroso, turbias, inodoras, de un
@]0}' ligeramente rosdceo, por causa quizds de alguna hemorra-
gla intestinal ligera, y tenfan en suspensién unos copos blanque-
€IN0S y esponjosos.

Dc;:eironse reposar estas deyecciones en posicién 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 liquida. Esta dltima zona, aunque didfana, presentaba
clerta turbidez indecisa, que no desaparecia por el reposo, antes
bien acrecia, sobre todo cerca de la superficie libre donde se
mostraba una tenuisima pelicula grisdcea. Semejante turbidez,
que recordaba la que es caracterfstica de los caldos en fermenta-
cion, nos hacfa presumir ya la existencia de algtin schizomiceto.

F?mose entonces con la punta de una aguja de platino una
particula de Ia casi invisible cuticula flotante, y extendidse rdpi-
damente sobre un porta-objetos: agitdse éste después para acele-
rar la desecacién del preparado y, una vez seco, impregndse con
una gota de solucién de violeta de ddlia en agua de anilina. Te-

nida la preparacién (lo que se consigue en menos de un minu-
tff}, sumergidse bruscamente el porta-objetos en agua comtin, agi-
tandole por algunos instantes 4 fin de arrastrar el exceso de ma-
teria tintérea. Volvidse & secar la preparacién, también espontd-
heamente, y montdse en una solucién de mastic v goma copal
en la bencina. e

N
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Examinadas las preparaciones de esta suerte cjecutadas bajo
un buen objetivo de inmersion, pudieron descubrirse multitud
de bacilos resaltantes por su color violeta oscuro sobre el fondo
incoloro del cristal y bien separados entre si. (Fig. 1.")

Su forma era en todos andloga: rectos, pero con una ligera in-
curvacién por un lado, corvadura variable entre un semicirculo
y menos del arco de un cuadrante. Aunque esta forma arqueada
6 de comilla dominaba realmente en el campo de la preparacion,
existian otras también: la rectilinea, la en &, la de gancho, las
cadenetas 6 trenes de comas, y mds rara vez el espirilo.

La rectilinea es simple apariencia debida 4 la posicién de la
bacteria sobre el cristal: es claro que si el virgula yace acostado,
bien por el lado de su convexidad, bien por su concavidad, serd
imposible percibir la figura arqueada, en tanto que la flexion se-
rd muy perceptible si, como en general ocurre, el bacilo descan-
sa de perfil. ]

La forma en S representa en realidad un virgula doble en vias
de particién 6 de desarrollo espirilario.

Los puntos tefiidos redondos 6 levemente alargados, parecen
ser virgulas de punta ¢ quizds también comas enanos en vias
de evolucidn.

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

Existen espirilos en que no es posible observar los puntos de
unién de los virgulas, es decir, que no presentan sefial alguna de
segmentacion. Pero no es raro ver algunos en donde los extre-
mos de cada bacilo se marcan por trazos incoloros. Estos son las
cadenetas de virgulas frecuentisimas en los cultivos en gelatina
y representantes de la transicion evolutiva del espirilo al vir-
gula.

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

. : . e . | "
agitador de cristal, y bajo grandes amplificaciones ;—S—Zczss con
1

Oc. 4) desciibrense en ellas finisimas pestanas, semejantes d la
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cola de un zoospermo, destinadas indudablemente 4 serv
remos al microbio en sus rdpidos movimientos de traslacidn.

F:'m_-r-ra 1.* Bacilosvirgulas procedentes de las deyecciones de un colérico.—Pre-
]rfil’:lt‘.l(}]‘] tef'ﬁda por el violeta de dilia y conservada en el barniz damar & 1:1 ben-
cina.—A, virgulas caracteristicos; B, hacilos aparentemente rectos por ru?z‘:;1 de s
posicién; C, bacilos arrugados; D, doble coma & bacilo en S : s

i : ! . E.; cadenetas de
virgulas; F, espirilo corto; @, e8] 5 :

4 irilos pilidos normales en las deyecciones; T
bacilo alargado; H, rosario de hacterias gruesas.—Aumento: 1.100 di

ametros. :

_Aunque lo mds comtin es que los virgulas estén dispersos y
alslado.s en el porta-objetos, muéstranse 4 veces acumulados en
masas irregulares, que la coloracién convierte en espesasmanchas
violdceas granugientas. Son estas manchas pedazos del micoder\—
ma que los bacilos constituyen en las superficie de las deyeccio-
nes, y f?n:nan en la preparacidn islotes de varia extensidn.

Por 1iltimo, descubrianse también en el preparado
aunque pocos, bacilos rectos, de varia lon -
muy pdlidos y de anchas vueltas, idénticos, al parecer, 4 los que
h‘abxtan en la boca, rosarios de gruesos y cortisimos bacilos, y
ciertos cocos y bacterias que normalmente viven en las hcc‘cs.
Estas formas son muy abundantes en las deye

algunos.
gitud, unos espirilos

cciones que han

ir de

4 —— I:} m—

sido abandonadas al aire por uno 6 dos dias, y han sufrido un
comienzo de descomposicion.

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

Ademds de este proceder, que ulteriores experiencias nos han
demostrado ser el mds til de todos, hemos aplicado también
otros métodos mds expeditos y sencillos.

Uno de ellos es el examen de una gota de las deyecciones en
la cdmara hiimeda y caliente. Hé aqui como se procedié: sobre
una cimara hiimeda porta-objetos, se depuso una gota de deyec-
ciones frescas, cubriése con una laminilla, y se insinué después
el preparado en la camara caliente de Ranvier 4 fin de obtener
una temperatura de 37°.

Al examinar la preparacion bajo un aumento de 8oo didmetros
y a la luz artificial, pudimos observar el bacilo virgula vivo, con
los mismos caracteres morfélogicos que acusan las preparaciones
secas y tefidas, solo que nos parecieron algo mayores, y menos
acentuada la corvadura. 5

Llaman la atencién sobre todo en estas preparaciones los mo-
vimientos espontdneos de los bacilos, movimiento por cuya vir-
tud se trasladan de un punto 4 otro del campo del microscopio,
y se desfocan continuamente. pasando de un plano 4 otro del 1i-
quido. La posicion vertical que algunos toman les da la aparien-
cia de puntos oscuros 6 brillantes, que pudieran confundirse en
un ligero examen con cocos 6 bacterias.

Es de notar, que no todos los virgulas que en el campo se des-
cubren gozan de espontanea movilidad; los procedentes de la
parte liquida de las deyecciones, situada por debajo del micoder-
ma, muestran vivacidad notable, en tanto que los virgulas del
mismo micoderma, como si una sustancia gelatinosa los prendie-
ra, 6 hubieran sufrido por el contacto del aire un principio de
desecacion, permanecen absolutamente inméviles.

En una preparacién hecha de esta suerte, pudimos observar
durante dos 6 tres dias los movimientos de los comas, y asisti-
mos al espectdculo de la excisién de algunos bastoncitos en S, y
disociacion de cadenetas. Mas no pudimos en todo este tiempo
sorprender la formacién de espirilos, ni menos advertir la presen-
cia de formas nuevas con tendencia 4 la produccién de esporos.

Otro de los procederes utilizados para evidenciar la presencia
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de los virgulas en las deyecciones consisti6 en el empleo de la fu-

china, violeta de metilo, violado de anilina, etc., disueltos sim-
plemente en agua comun.

El modus operandi se reduce 4 agregar al borde de una prepa-
racién fresca, con virgulas vivos, una gota de cualquiera de las
soluciones precedentes. El liquido, penetrando por capilaridad
entre las dos ldminas, invade el campo de la preparacion, tifien-
do instantdneamente con gran intensidad todos los microfitos
que encierran las deyecciones sin que cesen por ello sus movi-
mientos espontdneos.

Con este proceder se descubre mejor la forma arqueada de los
comas y se comprueba que el pardsito en cuestion es un bacilo
homdgeneo, 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 mas rica
que ninguna en coma-bacilos. Como el Dr. Ferrdn ha hecho no-
tar por primera vez, si en lugar de practicar inmediatamente el
examen de las heces, se las conserva d temperatura conveniente
por algunas horas, el bacilo virgula que es aerobio prolifera
abundantemente en la superficie en contacto del oxigeno del aire,
en tanto que arrastra una vida ldnguida y miserable en las
capas profundas, donde no puede soportar la concurrencia vital
de otras especies anaerobias que encuentran alli su mejor cam-
po de cultura. Hé aqui porqué nosotros tomamos siempre la
semilla del coma de la superficie del liquido 6 de las capas in-
mediatas. En las capas profundas la hemos obtenido también,
igualmente que en los grumos mucosos y epiteliales en suspen-
sion, 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 quizds 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 camaras coléricas de distintos enfermos y de diversas
localidades. A este fin fueron exploradas mds de treinta deyec-
ciones de varias procedencias, unas de enfermos de Valencia,
otrasde Alcira y Algemesi, otras de coléricos de Zaragoza, y en to-
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das partes, con una constancia admirable, acertamos 4 compro-
bar la existencia del coma-bacilo de Koch, revelandosenos siem-
pre con iguales propiedades en los cultivos y en las experiencias
de inoculacién.

Sin embargo, en varias deyecciones indudablemente coléricas
no nos fué posible tropezar con el virgula. Pero aun en estos ca-
sos los resultados estuvieron en armonia con los anunciados por
el bacteridlogo alemdn.

El primer caso en que no nos fué¢ dado hallar los virgulas, 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. Tratd-
base de unas cdmaras blancas, caracteristicas, recogidas de dos
enfermos atacados de célera confirmado. El aspecto macroscopi-
co no dejaba lugar d duda alguna: apariencia de agua de arroz,
grumos blancos acumulados en el fondo, semitrasparencia de
la parte liquida. Pero cuando fueron examinadas al microscopio
no revelaron sino una cantidad notable de bacterias (quizd el
bacterium termo/ y muchos bacilos y diplococos. El cultivo en
las placas de la gelatina fué completamente infructuoso. Mas
tarde averigtié que aquellas deyecciones tenian dos dias de fecha,
y colegi que estaban en descomposicion, cosa por otra parte facil
de sospechar por el olor 4 putrefaccién que desprendian. Sabido
es que cuando un caldo que contiene virgulas, entra en descom-
posicién, numerosas bacterias invaden el terreno, y el coma, que
ve mermadas las sustancias nutritivas de que se alimenta, muere

y se destruye, probablemente 4 causa de un envenenamiento por
las ptomainas de la putrefaccion.

En tres ocasiones mds no fueron hallados tampoco al micros-
copio, pero fueron denunciados por los cultivos: procedian estas
deyecciones de enfermos con sefiales de reaccién. Y por tltimo,
en un caso de San Juan y en dos de Zaragoza, unas deyecciones
ligeramente tefidas por la bilis tomadas de coléricos con sinto-
mas incipientes, no dieron, ni por los cultivos, ni por la explora-
racién microgrdfica directa, el menor vestigio de virgulas.

Resulta, pues, de mis experiencias que el bacilo virgula de
Koch acompana ordinariamente 4 las deyecciones blancas de los
coléricos; pero que falta con frecuencia en las cdmaras del perio-
do de reaccidn, en las heces caracteristicas expuestas algunos dias

2
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al aire, y en las primeras deyecciones todavia biliosas de la dia-
rrea premonitoria,

A guisa de contraprueba, hemos buscado el virgula en las cd-
maras de enfermos afectados de diarrea crénica, de enteritis cg-
tarrales, disenterfas, etc., y jamds nos ha sido dado obtener una
forma bacilaria que se comportara en los cultivos del mismo
modo que el pardsito descubierto por Koch. Brillé igualmente
por su ausencia en un caso confirmado de cdlera nostras, en
donde no me fué posible encontrar tampoco el pretendido ba-
cilo especifico de esta dolencia, descrito por Finckler y Prior.

Por el contrario, es facilisimo de hallar en las deyecciones pro-
cedentes de enfermos atacados del cdlera fulminante. En un ca-
so en que el enfermo muri6 4 las cuatro horas de atacado, des-
pués de haber tenido una deyeccion serosa copiosisima, encon-
trose el coma tan abundante que semejaba un cultivo puro. Sin
embargo, no resulté el virgula en estado de absoluta pureza, co-
mo lo acreditaron siembras en caldos v 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; al lado de estos baci-
los se desarrollan siempre otras formas, que, aunque escasas al
principio, concluyen por invadir el terreno y destruir el vir-
gula (1).

Cuando se siembran estas deyecciones en la gelatina en tubo,
férmase al principio el embudo caracteristico, pero la fugacidad
de la burbuja, la turbidez del liquido y la pronta liquidacién de
la gelatina, anuncian claramente la presencia de otras bacterias.
Un cultivo en serie sobre tubos de gelatina, da por resultado la
desaparicion del virgula antes de la cuarta generacion. Mas ade-
lante insistiremos sobre estos hechos, y daremos las reglas necesa-
rias para obtener los cultivos puros del virgula. Baste por ahora
esta nuestra afirmacién de que jamds en las deyecciones habita
una sola forma; cosa por otra parte muy ficil de comprender

(1) No sin extrafieza, hemos leido en la Memoria presentada por el ilustrado
Dr. Garefa Sold 4 1n Diputacién granadina, que habia obtenido cultivos puros de
las mismas deyecciones, Sin negar el hecho, s6lo diremos que en nuestras manos
y después de probar este proceder de siembra muchas veces, jamés hemos 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 preparacién y montaje de los micréfitos de las
cdmaras 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
solo por impregnaciones prolongadas, son defectuosos. Estas ma-
ceraciones tan largas concluyen por desprender la capa de mi-
créfitos que estd ténuemente adherida al porta-objetos. Son tam-
bién indtiles y engorrosas las materias decolorantes y fijadoras -
que ciertos bacteridlogos recomiendan, como el bicloruro de
mercurio, el agua yodada, el dcido nitrico diluido, el clorhidrato
de alcohol, etc.

El proceder que nosotros aplicamos es extremadamente rdpido
y sencillo. Descansa en el hecho de que, si se emplean sustancias
colorantes muy concentradas y afines de los micréfitos, la tinc-
cién tiene lugar instantdneamente, y el agua comtin, que en otras
ocasiones decoloraria demasiado, obra en estos casos descartan-
do no mds el exceso de materia tintdrea, y reservando el color en
el protoplasma de los micréfitos.

Aunque ya hemos descrito d grandes rasgos nuestro modus
operandi, no sera quizds inoportuno detallar aqui un tanto mds
el manual operatorio, reduciéndolo 4 un corto nimero de reglas.
Asi podrdn los debutantes en estos estudios, entrar en posesién
de un método sencillo y prdctico para denunciar el virgula en
las deyecciones y preparar toda clase de microbios en suspensién
en los liquidos.

1.” Recbjanse deyecciones coléricas frescas, con aspecto de

agua de arroz, en un ancho tubo de ensayo, 6 mejor en un pe-
quefio y amplio matraz herméticamente cerrado con un tapén
de caoutchouc écon un copo de algodén esterilizado. Conviene, si
se emplea un tubo de ensayo, dejarle reposar en posicién oblicua
d fin de.que la capa de micoderma sea mds extensa. Las deyec-
ciones permanecerdn en quietud durante doce horas bajo una
temperatura de veinte grados 6 mds. En invierno serd precisa
una estufa 6 incubadora; en el verano basta la temperatura ordi-
naria.

Teniendo cuidado de recoger las deyecciones muy frescas y de
no remover el tubo continente, el micoderma de virgulas se con-
servara en buen estado para extraer semilla durante ocho dfas.

o 4 - ,
2." Tomese con una aguja una ténue particula de la capa
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micodérmica, igualmente que del liquido subyacente, y extién-
dase rdpidamente sobre el porta-objetos.

3.° Seca espontineamente la preparacion, tratese por una
gota de un liquido resultante de la mezcla de estos otros dos:

Solucién 1.* Agua comin, 3o.—Aceite de anilina (d safu-
racion). {

Solucién 2.* Alcohol, 8.—Violeta de dalia (d saturacion).

4.° Decoldrese por agitacién del porta-objetos en el agua pu-
ra: esta maniobra no debe prolongarse mas de 4 4 6 segundos.

5.° Nueva desecacion espontdnea lograda colocando el cris-
tal oblicuamente junto al muro con la preparacién hdcia abajo,
para evitar que se ensucie el porta-objetos con el polvo.

6. Montaje en el barniz siguiente:

Bencing anhidia .ciovinavimssma: o)
Mastic en JAgrimas................ S i Dy
Gomaicopals i s tommara CATE I S 25

Este barniz debe prepararse con a;ltici un.‘i(_in) juntando las re-
sinas pulverizadas d la bencina y agitando de tiempo en tiempo.
A los pocos dfas habrd obtenido el barniz toda su transparencia;
y se decantard en un frasco limpio y seco. Su consistencia debe
ser siruposa.

Este barniz tiene la preciosa propiedad de respetar los colores
de las anilinas usados para tefiir los microbios; al contrario del
bdlsamo del Canadd tierno ¢ en solucién cloroférmica que 4 la
larga concluye por decolorar las preparaciones. Posee ademds
la ventaja de secar con lnajs facilidad que los anteriores, y ser
muy cémoda su aplicacién. Puede usarse también el bdlsamo
del Canadd seco (es decir, privado de su aceite esencial por el
calor), pero su aplicacion es mis dificil y engorrosa. (1}

CAPITULO 1I.

RECONOCIMIENTO DEL BACILO VIRGULA POR MEDIO DE LOS CULTIVOS.

Cuando un bacilo prepondera en un liquido patoldgico, el exa-
men de su forma, dato principal que el microscopio nos suminis-
tra, puede bastarnos para fijar la especie bacteridlogica; mas tal
examen es poco 6 nada demostrativo si el microbio se halla en
minorifa respecto de otras bacterias concurrentes en el mismo te-
rreno; tal sucede con los virgulas de las deyecciones del periodo
de la reaccién, y con estos mismos pardsitos cuando pululan en

(1) Véase mi Manual de Histologia y Técnica, pig. 121.
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las aguas estancadas. La dificultad del diagnéstico morfolégico
nace en estos casos de que un micréfito cualquiera puede, por
virtud de la desecacién & por azares operatorios, adquirir acci-
dentalmente la forma y tamano de la especie que inquirimos;

‘asi en las aguas y en las mismas deyeccionesnormales se encuen-

tran accidentalmente formas en virgula que podrian confundirse
con el microbio colerigeno.

Aparte de esto, la configuracion arqueada no es privativa del
microbio descubierto por Koch; existen bacilos normalmente en-
corvados pertenccientes 4 otras familias, por ejemplo: el de la
saliva de Lewis, los del queso, los que pululan en las aguas es-
tancandas, el pretendido pardsito del célera nostras de Finckler
y Prior, y, en general, todos los espirochetos fragmentados.

Es preciso, pues, para evitar bochornosas equivocaciones, acu-
dir d caracteres mds fijos, d rasgos mds especificos que los que
nacen de la consideracién anatémica de la forma: estos nuevos y
mas valiosos datos nos los suministra la ‘evolucion de los micrd-
fitos y especialmente su comportamiento en los cultivos.

Cada especie de microbio ama un campo de cultivo y muere
6 languidece en otros: unos colonizan rdpida, y otros se instalan
lenta y modestamente dentro de un mismo terreno: los hay que
pululan y medran 4 bajas, casi glaciales, temperaturas, y exis-
ten especies de invernadero que sélo se desarrollan bajo un ca-
lor superior 4 30” centigrados. Varfa también la forma de las
colonias en los terrenos sélidos de cultivo, segin las distintas
especies, asi como la manera de comportarse el huésped con el
material quimico que le sirve de albergue y alimento: quienes
derriten la materia semisélida del medio para digerirla después,
quienes se¢ limitan 4 explotarla sin destruirla. Este conjunto de
caracteres es de la mayor importancia en la determinacién espe-

-cifica de los microficos, y en €l se basan de preferencia los bac-

teridlogos para deslindar las familias mds afines.

A——CurTivo pEL BACILO VIRGULA EN LAS PLACAS DE GELATINA.—OBTENCION

DE CULTIVOS PUROS.

Entre todos los recursos analiticos con que en estos tltimos
afos se ha enriquecido la técnica bacterioldgica, ninguno tan in-
teresante y principal como el que tiene por fin la obtencién
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de cultivos puros de cualquiera de las formas vivas existentes en
los liquidos patoldgicos. Esta purificacién de una especie de pa-
rdsitos es de todo punto precisa, tanto para el estudio del de-
sarrollo ulterior de los mismos, como para la investigacion, 4 fad
vor de inoculaciones en los animales, de las virtudes patdgenas
que poseen.

Como es sabido, el principio de la purificacion de los cultivos
consiste en la dilucién de una particula de sustancia sospechosa
en abundante cantidad de liquido inerte, 4 fin de que cada gota
de éste no contenga aproximadamente mas que un solo micrd-
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 vegetacidn, podremos esperar fundadamente la obten-
cién de una cosecha pura, 6, 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 liquido, y
entonces se procede de suerte que llegue un solo germen al
campo de cultura (método de Pasteur); pero puede ser asi
mismo de consistencia sélida 6 semiliquida, en cuyo caso no
importa que germinen muchas semillas sobre el terreno, pues

» cada una de ellas constituird una colonia particular distinta de
las otras, impid'endo la fijeza del soporte nutritivo la confusién
y mezcla de las formas (método de Koch).

Este tltimo método es el que exclusivamente hemos usado.
Lleva al de Pasteur la ventaja, cuando se trata de formas capa-
ces de vivir en las sustancias orgdnicas semisdlidas, de ser de
mads expedita aplicacién y de proporcionar en la distincidn de las
especies mayor suma de caracteres, por ejemplo: la forma de la
colonia, su estructura, el tiempo de su aparicion, modificaciones
quimicas del medio, etc., etc.; rasgos que no puede darnos el
cultivo en los terrenos liquidos.

Hé aqui de qué suerte hemos procedido en la aplicacién del
método de Koch:

Comenzamos por impregnar una aguja fina de platino recien
llameada en la pelicula micodérmicade unas devecciones ricasen
Vfl'gtllaij, y diluimos rdpidamente los gérmenes tomados en quin-
ce centimetros ctibicos de agua esterilizada encerrada en tubo de
ensayo. Momentos después, y prévia agitacién del liquido para
diseminar los gérmenes por igual, tomamos con la misma aguja
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caldeada otra pequena parte de esta mezcla, sumergiéndola
incontinenti en diez centimetros cubicos de gelatinaesteril, tam-
bién conservada en otro tubo tapado con algoddén (véase mas
adelante la preparacién de la gelatina y su conservacion en tu-
bos), y vertemos después el licor gelatinoso, en cuyo seno estin
dispersos los gérmenes, sobre un cristal esterilizado puesto sobre
hielo, 4 fin de que la coagulacién de la gelatina tenga lugar in-
mediatamente. El espesor de la capa no pasa de dos d tres mili-
metros. Coagulada la gelatina, se guarda la placa, con la cara
vuelta arriba, dentro de una cdmara himeda'y bajo una tempe-
ratura que no baje de 18, ni exceda de 25°. La gelatina puede
también depositarse en un pequenio matraz de fondo plano y de
ancha boca perfectamente esterilizado y tapado: operando asi se
simplifica la maniobra, pues no son necesarios ni el hielo para
coagular la gelatina, ni el nivel para el cristal, ni la misma ca-
mara humeda, consiguiéndose ademds otra no despreciable ven-
taja, y es la de poder ser eliminados por completo los gérmenes
del aire dentro del recipiente en que la gelatina se deja coagular.
Para conseguir esto ultimo, basta someter el matraz con la gela-
tina antes de la siembra 4 una temperatura de 100° sostenida
por algin tiempo. :

Suponiendo que todas las operaciones precedentes se hayan
conducido bien, 4 las 36 horas de reposo apareceran 4 la sim-
ple vista las colonias del coma-bacilo, suficientemente aisladas y
puras para obtener semilla. Pero sucede, a veces, que la placa se
cubre prontamente de infinito niimero de colonias de especies
diversas, fundiéndose el terreno y confluyendo las excavaciones
gelatinosas en largos canales sinuosos. Tan grave defecto imposi-
bilita la obtencién de semillas puras y nace, bien del exceso de
gérmenes sembrados, bien de la insuficiente esterilizacion del
agua y tubo donde las siembras tuvieron lugar y, algunas veces
también, de la descomposicion de la gelatina por defecto de anti-
sepsia. El aire que rodea a 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 hquidar la gelatina, correspondiendo los mds d los mohos vul-
gares, cuyo desenvolvimiento es lento y apenas dana 4 la integri-
dad y desarrollo de las colonias del coma-bacilo. El defecto de
esterilizacién del agua es una causa perturbadora mucho mds te-
mible; se anuncia por la aparicién precoz de multitud de colonias
de bacterias y cocos que liquidan Itx gelatina de una vasta exten-
sion, agotando el terreno en menos de 36 horas. La falta deesteri-
lizacion de la gelatina se da 4 conocer por la aparicion, antes de
las 24 horas (de 20" 4 28"), de infinidad de burbujas y manchas
que prestan al todo un aspecto sucio y granuloso, y, ademas, por
un olor bastante pronunciado d putrefaccion. En prevision de
este fracaso, nosotros solamente utilizamos para la siembra en
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placas aquellos tubos de gelatina que, tras 1o dias de reposo, per-
manecen sin la menor alteracion.

Caracteres de las colonias del coma-bacilo.

1.—Aparicién Comienzan 4 ser visibles al microscopio 4
las 20 horas de efectuada la siembra. Para observarlas, no es pre-
cisa preparacién preliminar; basta colocarla placa en la plati-
na del microscopio, y explorar la superficie de la gelatina con un
aumento que no exceda de 100 didmetros.

El cardcter 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
4 la simple vista: entonces producen la impresién de pequenisi-
mas depresiones brillantes. Pero sélo 4 las 30 horas es cuando
se advierten claramente: alcanzan 4 la sazén un milimetro de
didmetro. (Fig. 2, A.)

Figura 2,* Tamafio macroscdpico eomparado de diversas colonias de mierdfitos
susceptibles de liquidar la gelatina, observado 4 1as 36 horas de la siembra.—A, co-
lonias del coma-bacilo; B, colonias de una bacteria de lento desarrcllo que se pa-
rece al virgula en la disposicion de su burbuja; C, colonia de cocos; DD, colonia de
cocos gque segregan un pigmento rosa y producen una burbuja muy aparente;
E, bacteria que derrite rapidamente la gelatina; F, colonias de bacilos muy inva-
soras y transparentes.,

El crecimiento de la colonia marcha con parsimonia relativa-
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mente 4 la rapidez con que otros microbios evolucionan en el
mismo medio; su didmetro escasamente llega d dos milimetros
4 las 36 horas y 4 cuatro 4 las 48. En este grado de evolucion es
cuando todos los caracteres macroscdpicos se ostentan con clari-
dad y resultan igualmente ficiles, tanto el reconocimiento de la
colonia del coma, como la obtencién de semillas para las siem-
bras.

Esta lentitud en el desarrollo del virgula es uno de los signos
diagnésticos mds importantes de su especie. En general, foda co-
lonia que sea visible con evidencia antes de las 24 horas no per-
tenece al coma-bacilo Casi todos los microfitos de las aguas, ¥y
deyecciones que comparten con el virgula la virtud de liquidar
la gelatina y constituir excavaciones en ella, se separan de €l 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 razén es preciso, cuando
surge en la placa una de estas especies invasoras, aniquilarla con
un liquido antiséptico 6 arrancar la gelatina 4 su alrededor.

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

Examinada la colonia propiamente dicha a débiles aumentos
y en el momento en que se inicia (de las 20 4 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 caracteristica, tanto mds cuanto que casi
todas las colonias que presenta la gelatina son perfectamente re-
dondeadas. A mayores aumentos (500 didmetros), notase fre-
cuentemente un aspecto irradiado en el centro, y una zona pd-
lida y dentellada en la periferia. /Fig. 3., 4.)

No es posible distinguir en la colonia los virgulas que la for-
man, niaun por medio de los agentes tintéreos, al menos cuando
el examen se efectua sin previa disociacion.

Para apreciar la composicién de estas colonias incipientes y la
ordenacion de sus elementos, nosotros operamos de este mo-
do: Comenzamos por arrastrar la gelatina por el agua caliente,
con lo que las colonias integras se depositan sobre el porta-obje=
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tos; practicamos despuds la disociacion de aquéllas por medio de
las agujas, y hacemos obrar sobre ellas, todavia hiimedas, el viole- |
ta de dalia dcido & el verde metileno (1). En estos preparados se
advierte que todo el bloque formado por la colonia estd com- {
puesto de virgulas apinadisimos, y de una materia viscosa que
los traba y asocia, menos apta que éstos para tefirse por el dalia.
Sé¢ observa, ademds, que el aspecto estriado é irradiado de la co-
lonia es debido 4 largas cadenetas de virgulas que, arrancando
del centro, se terminan en los dentellones de la periferia. (Figu-
ra 4, a)

El método corriente de tenir las preparaciones del coma-baci-

lo en otra ocasion expuesto, conviene igualmente para esta de-
mostracion; tiene solo el defecto de tenir demasiado las colonias,
borrando aquel aspecto estriado ya dicho: en cambio, revela cla-
risimamente la forma de los comas disociados v los .que emer-
gen de los bordes de las colonias. -
r Todo cuanto acabamos de exponer refiérese d las colonias mds
jévenes. Las que son examinadas mds tardiamente, 4 las 36 horas
por ejemplo, revelan nuevos aspectos. Ademds de alcanzar ma-
yor extensién y opacidad, dejan ver dos capas 6zonas claramen-
te limitadas: una periférica mds transparente y palida, de aspec-
to granuloso, terminada por fuera 4 favor de dentellones irre-
gu]ar‘cs 4 modo de vegetaciones, y menos colorable por los agen-
tes tintoreos (dalia, fuchina, verde metileno, etc.); y otra central
amarilla y oscura, de apariencia finamente granulosa, fuertemen-
te colorable por el violeta de dilia, etc.. y correctamente limitada
hdcia fuera por una franja 6 linea granulosa brillante que la se-
para de la zona periférica. (Fig.3.*, F.)

Algunas veces, la linea de la separacion 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 dspero, puede mostrar en su interior
un nticleo mis claro, como desgarrado, disposicion que se advier-
te especialmeute al afocar el plano mads inferior de la colonia.

Todavia se ven, aunque menos frecuentemente. otras formas:

(1) Kstas sustancias se disuelven en agua mezelada solamente con algunas go-
tag dedcido acético, La eleceion no es tan viva por los virgulas, como la que poseen
las solueiones en agua de anilina, pero dejan ver, en enmbio, mejor la estructura
de las colonias.

.
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existen colonias indudablemente de virgulas, que ostentan una
superficie excesivamente desigual, de aspecto muriforme, dmejor
como una cabeza cubierta de mechones aislados y divergentes.
Estas prolongaciones adquieren gran desarrollo en el contorno,
tomando aspectos sumamente extranos. No es raro que tales
proyecciones lleguen @ formar verdaderos lobulos, y aun que se
disponga con cierta ordenacion concéntrica que hace recordar,
aunque lejanamente, los pétalos de una flor. (Fig. 3.*, D.)

Colonias del coma-bacilo, examinadas i 35 diimetros.—A, colonias

Figwra 3.
vistas @ las 20 horas después de la siembra; B, colonias 4 las 24 horas; C, colonias
4 1as 28 horas; D, colonia 4 las 32 horas, en 1a cual se descubre un aspecto irra-

diado, asi como un comienzo de diferenciacion en estratos; B, colonia vista 4
1as 40 horas, ¥ en la cual, a, representa la zona superficial, y b, la central mis
opaca y amarilla; F, colonia 4 las 48 horas, en la cual, a, indica el nodulo een-
tral amarillo, b, la cubierta de éste, ¥ ¢, la zona palida periférica y como des-
garrada y formada por bucles; (&, colonia vista con solo 10 diametros de amplifica-
cion 4 las 48 horas de la siembra, ¥ en la cual se deseubre en b, la colonia propia-
mente dicha, ¥ en a, la zona transparente de liguidacion de la melatina. Esta zona
1o ha sido representada en las demds figuras 4 causa de su gran extension.

La zona central, ordinariamente mds oscura y amarilla, pue-
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de revelarse bajo un color mds claro y brillante que la periféri
ca, no siendo raro el que presente huecos 4 manera de vacuolas.

Por ltimo, entre las dos zonas concéntricas descritas ocurre,
4 veces que se forma una nueva capa menos pdlida y mds ama-
rilla que la periférica, especie de transicidn entre ambas; y aun
puede acontecer que falte por completo toda diferenciacién, y no
exista mds que una masa homogénea irregular que sucesiva y
gradualmente se oscurece y amarillea de la periferia al centro.

En resumen, 4 las 20 horas no existe diferenciacion de estratos;
la colonia es una masa amarillenta granulosa de contorno irre-
gular; después de las 24 4 las 48 horas, la zona periférica apare-
ce y con ella la complicacién estructural indicada. Esta zona es
la que en adelante crecerd casi exclusivamente, adquiriendo 4 los
cuatro dfas un didmetro dos § tres veces mayor que el nédulo
central, al parecer estacionario. Ahora bien, esta disposicion es-
tratificada es caracteristica del virgula, por lo cual el examen de
las colonias serd de mucho mds provecho 4 las 36 horas de la
siembra que antes, cuando todavia no han surgido sefiales de
diferenciacion. Porque, en realidad, el solo hecho del contorno
irregular de la colonia observado en época en que no ha comen-
zado 4 liquidarse la gelatina ambiente, no puede servir para
formar un diagnéstico bacterioldgico, toda vez que muchisimas
colonias de cocos y bacterias que derriten 6 no la gelatina. pre-
sentan igualmente en sus comienzos ciertas irregularidades. Se-
falaré tan solo una bacteria aerobia que constituyt mds tarde
colonias en forma de nubes, las cuales, en sus comicnzos, solo se
distinguen de las del virgula en que son mds palidas de contorno
y aparecen algo mds tempranamente.

3.—Zona de liquidacion de la gelatina. Por fuera de la
colonia propiamente dicha, y en un tiempo que varia de las 24 4
las 30 horas, aparece una franja blanca brillante con toques iri-
sados. Esta es la primera senal que denuncia el derretimiento de
la gelatina en las inmediaciones de la colonia. Mds adelante el li-
quido aumenta en cantidad, y el limbo brillante se extiende y en-
sancha, contornedndose por su circunferencia externa cada vez
con mas vigor y distincion.

Este liquido es absolutamente transparente, 7asgo este suma-
mente imporltante para el reconocimiento de las colonias de vir-
gulas. pues casi todas las de cocos y bacterias que derriten la

s

e

et
gelatina prestan al liquido resultante un aspecto turbio mds 6
menos lechoso. Examinado el liquido al microscopio, jamds
ofrece bacilos en suspensién; bien al contrario del engendrado
por otras especies que contienc siempre nadando individuos
disociados de la colonia.

El liquido se produce desde el principio; mas ¢l examen de
las placas al microscopio y sin reactivos, no permite denunciar
su presencia mds que de las 28 4 36 horas. Sin embargo, utili-
zando un proceder que nosotros hemos aplicado 4 la conserva-
cién de las placas en preparacién definitiva, lograse facilmente
demostrar que la liquidacién de la gelatina tiene lugar ab initio.
Consiste ¢l modus operandi en someter una placa delgada, 20
horas después de sembrada, d una brusca desecacion, que puede
lograrse, bien por evaporacién espontdnea, bien por la accion del
alcohol fuerte repetidas veces aplicado. Seca la gelatina, se tine
el todo por cualquiera color de las anilinas, fuchina, violado
de anilina, de dalia, etc., disueltos en el agua de anilina.

Tras muy pocos segundos de accion, la preparacion, que serd
lavada como en el procedimiento corriente, volverd 4 desecarse
espontdneamente y s¢ montard en el balsamo. 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
mds 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 6 menos tefiida marca la pérdida de sustancia
ocurrida alli por causa de la evaporacién de la gelatina liquida
durante el manual operatorio, y no falta jamds en ninguna co-
lonia del virgula por diminuta que sea; sélo que, como es de su-
poner, las colonias antiguas (36 horas en adelante) ofrecen un
espacio de gran extension y absolutamente incoloro, y las mds
jovenes (18 d 24 horas) solamente un anillo mds pdlido de color
que el resto de la tinta adquirida por la gelatina. (Fig. 4.%, ¢.J

Por lo demds, estas preparaciones demuestran que la colonia
del virgula estd perfectamente limitada; que el espacio claro co-
rrespondiente 4 la zona liquidada del terreno no encierra bacilo
ninguno; y revelan, ademds, con claridad la disposicién del con-
torno externo de la excavacién frecuentemente tefiido y festo-
neado.

El estudio de estas preparaciones arroja algunos datos intere-
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santes que pueden servir para la diferenciacion de las distintas
colonias de bacteridceas. Es de notar que ninguna adquiere por
este proceder de impregnacién tanta intensidad de color como la
del virgula, y ninguna ofrece tampoco en tan alto grado como
éstas ese aspecto de homogeneidad y apretamiento propio de las
colonias formadas de elementos excesivamente apifiados; bien al
contrario de ciertas tribus de cocos y de bacterias que, formando
colonias algo semejantes d las del virgula, consienten siempre,
gracias d la incoherencia y laxitud de sus elementos, la percep-
cién distinta de los mismos.

Figwra 4. Colonias desecadas y teiiidas por 1a fuchina.--A, colonias del virgula
6 la simple vista y examinadas por transparencia (4 lag 48 horas de la siembra);
B, colonias de 30 horas examinadas con ligera amplificacion; C, colonia de 20 ho-
ras vista con mayor aumento, y en la cual la zona gelatinosa a, mis palida que el
resto, muestra un principio de liguidacion de la gelatina; Dy colonias disociadas,
desecadas y tenidas; en a, se demuestra que la disposicioén irradiada de la colonia
s¢ debe 4 las cadenetas de virgulas.

La liquidacién de la gelatina es debida 4 la secrecién de una
diastasa que el coma-bacilo deposita en sus inmediaciones.
El tanto de transformacion de la gelatina estd en relacién con
la extension de la superficie secretante. Y como la colonia del
virgula es aplanada, la gelatina se liquida con mds intensidad
por debajo de ésta que no en las zonas periféricas, 4 las que no
opone sino la escasa superficie de un estrecho borde.
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4.—Aparicion de la burbuja. Este fenémeno es consecuen-
cia precisa del anterior. El liquido formado en torno de la colo-
nia carece de viscosidad y se evapora rdpidamente. Esta evapo-
racién da lugar d la produccion de un canal alrededor de la co-
lonia, y, mas adelante, cuando ésta ha descendido profundamen-
te, 4 la formacién de un hoyo 6 espacio lleno de aire, de forma
semiesférica algo prolongada, con todas las apariencias de una
media burbuja; aspecto que se presenta lo mismo 4 la simple
vista que al examen microscopico, después de las 30 horas.

Esta particularidad es uno de los rasgos mds importantes de
las colonias del virgula y uno de los que mds vivamente impresio-
nan al observador. Con todo, no puede estimdrsela como fend-
meno exclusivo del coma-bacilo. Mds adelante veremos que exis-
ten bacteridceas capaces de desenvolver en la gelatina verdaderas
burbujas y mas perfectas todavia que las que el coma determina.
Por lo densas, la profundidad del susodicho espacio aereo
asi como su forma varfan un tanto segin la mayor 6 menor den-
sidad de la gelatina y el grado higrométrico del aire. Asi, cuando
se expone d un aire seco una placa con colonias de bacilos vir-
gulas de 30 horas de edad, las burbujas surgen bruscamente, ga-
nando rdpidamente todo el 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 evaporacién es lenta, la burbuja es menos
perceptible, ofrece mds amplitud y la colonia, que estd envuelta
en cierta cantidad de liquido no evaporado, es de mds facil afoca-
miento.

5.—Aspecto macroscopico de las colonias. Hemos dicho
ya que & las 24 horas aparece la colonia del bacilo virgula co-
mo una depresién imperceptible de la superficie de la gelatina.
Pero sélo 4 las 36 es cuando puede juzgarse bien de su forma y
disposicién; se da d conocer entonces por una excavacién de for-
ma cénica, perfectamente didfana, en cuyo centro yace una man-
cha grisdcea, redonda y pilida que llena apenas la tercera parte
de la fosa. En el fondo de ésta apenas puede descubrise una pe-
queiia cantidad de liquido transparente.

Cuando la gelatina tiene suficiente consistencia y la evapora-
cién del liquido es rdpida, la totalidad de la colonia ofrece al exa~
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men macroscopico el aspecto de una burbuja, sobre todo si la ob-
servacion se verifica 4 cierta distancia y por el dorso de la placa.

En las colonias confluentes conserva cada masa de virgulas su
individualidad, trabajando ensu esfera de accion en la liquidacién
de la gelatina con completa independencia.

En suma: el aspecto de la burbuja, la trasparencia de la ex-
cavacion, la escasez del liquido contenido, la pequenez de la co-
lonia relativamente 4 la amplitud del cono hueco, el color gris
trasparente de ésta, son los caracteres macroscépicos por los cua-
les se distingue en casi todos los casos una colonia de virgulas
colerigenos de otra cualquiera que se le asemeje.

El diagnéstico de las colonias del virgula es facilisimo cuando
se examinan placas procedentes de las deyecciones, por la razén
de que en éstas no existe comunmente ninguna cspecie bacterio-
logica que tenga la propiedad de excavar la gelatina, dando d la
excavacion el aspecto de burbuja. Pero cuando las placas han
sido sembradas con cultivos impuros de caldo y gelatina, 6 tam-
bién con aguas potables sospechosas de contener coma-bacilos,
pueden presentarse colonias tan parecidas bajo el aspecto macros-
cépico d las del bacilo-colerigeno, que s6lo un conocimiento per-
fecto de todas ellas podria impedir bochornosas equivocaciones.

Hé aqui algunas especies que nosotros hemos estudiado parti-
cularmente, con el fin de distinguir bien sus colonias de las pro-
pias del microbio colerigeno: todas ellas derriten la gelatina, pro-
duciendo excavaciones mds 6 menos profundas.

1. Una bacteria prolongada, recta de dos d tres milési-
mas de larga, por media de gruesa, habitante en las deyecciones
y en las aguas. Sus colonias son muy precoces: a las 12 horas y
d la temperatura de 20" inician su desenvolvimiento, adquiriendo
a las 20 horas un diametro de dos d cuatro milimetros.

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 mas tardio 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 liquido que contiene es muy abundante, y en-
cierra multitud de bacterias en suspensidn.
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No forma burbuja, y la excavacién que determina es poca, pro-
funda y cupuliforme.

2.* Un diplococo, que también suele presentarse en cadenetas
y cocos independientes.

Sus colonias comienzan a distinguirse antes de las 24 horas
bajo la forma de manchas redondas, opacas y coposas constitui-
das por los micréfitos 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 excavacion es poco profunda y no existe burbuja.

La extension de la zona liquida, que llega 4 tres 6 cuatro mili-
metros d las 36 horas, laopacidad intensa de la colonia, y la estre-
chez del limbo de licuacién del terreno, son los rasgos que nos
servirdn perfectamente para distinguir siempre, d la simple vista,
estas colonias de las del microbio colerigeno.

3."  Cocos gruesos de dos 4 tres milésimas de didmetro, fuer-
temente refringentes y visibles hasta con-aumentos de 120.

Sus colonias aparecen de las 16 d las 20 horas, adquiriendo 4
las 24 cerca de dos milimetros de anchura. Tan pronto como se
hacen visibles toman el aspecto de burbujas trasparentes entera-
mente idénticas d las descritas en las colonias del virgula.

El aciimulo de micréfitos 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, cardcter distintivo de importancia
suma, pues ya hemos dicho que uno de los rasgos mads tipicos
de las colonias del coma es la ausencia de elementos en la zona
de licuacion.

De las 24 d las 36 horas surge una particularidad que disipa
toda incertidumbre. La colonia adquiere un bello tinte rosdceo,
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 4 la gelatina y en el aire atmosférico.

4." Un bacilo muy corto a manera de bacteria, de una y
media 4 dos milésimas de longitud por algo mds de media de
grueso.
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Sus colonias, que se hacen visibles d las 24 hor‘as bajc:a la forma
de pequenisimas burbujas, son las que mds semejanza tienen con
las del coma-bacilo. .

Desde las 24 horas son denunciables al microscopio; pero eg
tal la pequefiez y profundidad de la burbuja que no es posible
afocar la colonia propiamente dicha. ¢

Solo 4 las 34 horas, en que la burbuja alcanza un dlametr? de
dos milimetros, se evidencia al microscopio en el centro de ésta,
una colonia redondeada, ligeramente pajiza y compuesta de dos
zonas: una exterior mas palida, limitada hdcia afuera por un con-
torno festoneado; y una central mds amarilla y opaca. A ve-
ces, el punto central es mds claro y suele encerrar una pequefia
burbuja. 2

Estas colonias se distinguen de las del coma-bacilo, d la
simple vista, en que no es posible percibir el actimulo bacilar del
centro de la burbuja, aun en época (4 las 36 horas) en la que han
alcanzado notable desarrollo. Dirfase que son simples pérdidas
de sustancia abiertas en la gelatina por un sacabocados. Las
materias colorantes tifien menos intensamente estas colonias que
las del coma-bacilo.

Son de notar en tales colonias la escasez de liquido del fondo;
la precocidad de aparicién de la burbujft; la diﬁculta-:{ .de distin-
guir la masa de microbios 4 la simple vista, y la cortisima exten-
sién de esta con relacién 4 la zona licuada.

5% Un bacilo de 10 4 20 milésimas de largo por dos y media
de grueso.

Forma colonias excesivamente trasparentes, que brotan de las
18 4 las 20 horas. El crecimiento de éstas es tan rdpido que d las
24 horas alcanzan ya tres 6 cuatro milimetros d.e’di:imetro. )

Examinada la colonia 4 un aumento de 100 didmetros, permi-
te observar todo el fondo de la excavacién recubierto de una es-
pecie de tela delicada, didfana y como reticulada, constituida por
bacilos laxamente asociados y entretejidos. La linea formada en
las fronteras de la colonia por éstos alcanza hasta el mismo limi-

te de la zona licuada, y ofrece un aspecto que recuerda, por la
disposicién paralela de los bacilos, la capa de los bastones y conos
de la retina. )

Cuando las colonias son mds crecidas pierden diafanidad y
presentan un punto mds turbio en el centro.
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Por lo demds, la excavacion de la gelatina es superficial, cupu-
liforme, y jamds muestra burbuja.

La precocidad de su aparicion; su rapida extension (4 las 36
horas puede tener 8 6 10 milimitros de didmetro); su extrema
trasparencia, que es tal al principio que no deja ver mds que
una simple y suave depresion llena de liquido cristalino, nos
permitirdn diferenciar en todo caso ésta de las demds colonias
de la gelatina.

6." Unleptotrix, de longitud notable, que a las 24 horas se
presenta asociado en colonias redondas 6 irregulares de tres 6
cuatro milimetros de didmetro, con un fondo cubierto de una
red desigual, formada por haces de filamentos terminados perifé-
ricamente por prolongaciones paralelas que semejan 4 una esta-
cada.

Difiere este leptotrix del anteriormente descrito en que es mu-
chisimo mads 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 4 la zona de liquidacién gran
extension y contornos muy irregulares; bien que domina la for-
ma triangular en casi todas las colonias.

La excavacidn engendrada en la gelatina es superficial, sin bur-
buja y muy abundante en liquido.

5.—Obtencion de la semilla en las colonias de la placa.
—Transcurridas 40 horas después de la siembra del coma-bacilo
en las placas gelatinosas, las colonias habrin adquirido el de-
sarrollo necesario para que sea posible tomar la semilla. Debe
elegirse, d este fin, una colonia bien aislada de las demads y
exenta de todo microfito extrano. Jamds debe procederse 4 la
siembra sin asegurarse bien, 4 virtud del examen micrografico,
de que la colonia pertenece realmente al coma-bacilo, para cuyo
diagndstico convendrd tener presente los datos especificos ante-
riormente apuntados.

La siembra se ejecuta con una aguja fina de platino recien es-
terilizada a la lampara. Con ella se toca el fondo de la excava-
cidn, es decir, el paraje donde yace la colonia propiamente di-
cha, y se hunde después rdpidamente en el espesor de cierta
cantidad de gelatina esterilizada, conservada en un tubo de en-
sayo y preparada con algunos dias de antelacion. La maniobra
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de quitar y poner el tape de algodén del tubo ha de ejecutarse
con viveza para que no se intrusen en éste gérmenes atmos-
fericos.

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

6.—Conservacion indefinida de la semilla pura.-Cuando se
ha obtenido una semilla pura, es preciso conservarla en el mismo
estado durante mucho tiempo. Con este objeto hemos estudiado
los procedimientos de siembra y de cultivo que prestan al virgula
mayor permanencia y vitalidad. Entre los medios apropiados
merecen citarse la inoculacién en el agar-agar: 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 mads precozmente: es raro que a los 12
dfas sean inoculables todavia los virgulas sembrados en aquélla.

El proceder con que la dificultad de la conservacion de la se-
milla se resuclve, consiste en la prdctica de las siembras ser ales.
Se inoculan, por ¢jemplo, con una semilla pura 106 12 tubos de
gelatina: nacidas las nuevas colonias, se elige la mds tipica y se
siembra con ella otra nueva docena, y asi sucesivamente.

Nosotros extraemos la semilla valiéndonos exclusivamente de
la aguja de platino; la poca cantidad de gérmenes sembrados,
operando asi, 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 4 ocho dias. A fin de evitar la equivocacion de tomar
virgulas caducos por jovenes y vigorosos, convendrd elegir tubos
cuya gelatina liquidada ofrezca cierta turbidez: una diafanidad
absoluta de ésta es senal de que no contiene virgulas en suspen-
sion: en estos casos el fondo de la colonia presenta un precipita-
do blanquecino formado de caddveres de virgulas desintegrados.

En general, los tubos inoculados muy profundamente y los
que se abandonan en posicion oblicua, ¢ se agitan de cuando en
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cuando, conservan mds tiempo los virgulas vivos que aquellos en
que concurren opuestas condiciones.

Procediendo con sujecion 4 estas reglas, hemos logrado con-
servar durante cuatro meses semilla pura procedente de un colé-
rico de Valencia. Esta semilla estd hoy todavia 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 mads 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 6
pérdida de virulencia de las semillas viejas.

Puede ocurrir que, por cualquier accidente imprevisto, los cul-
tivos se impurifijuen, y el virgula, en concurrencia con otras for-
mas mejor adaptadas al medio, tienda 4 desaparecer. Echese
mano entonces de la siembra en placa y hdgase la seleccién co-
'mo mas atras hemos expuesto al tratar del medo de obtener se-
milla pura de las deyecciones. .

En resumen: la conservacion del microbio virgula en estado
de pureza 4 través de muchas generaciones exige proceder por
siembras en série de unos d otros tubos de gelctina, ¢ de unos d
otros tubos de ager-agar, teniendo la precaucion de multiplicer
las inoculaciones todo lo posible.

Las siembras de caldo a gelatina, ¢ de caldo 4 caldo, conclu-
yen por impurificar el cultivo casi siempre antes de la quinta
inoculacién. Esta dificultad de conservar puros los virgulas por
siembras repetidas de los caldos, dimana de las excepcionales
condiciones de fertilidad que concurren en éstos. Todo micro-
bio que llegue accidentalmente 4 un caldo alcalino, hallara en €l
seguramente un buen terreno; pero son pocos los gérmenes (re-
lativamente) que habiéndose insinuado accidentalmente en la
gelatina encuentran en ésta un terreno ajustado d sus necesi-
dades.

B‘--C'L'L‘I‘l?[) DEL BACILO-COMA EN LOS TUBOS DE GELATINA.

Expongamos primeramente el modo como nosotros prepara-
mos la gelatina, lo que no dejard de tener interés para los debu-
tantes en estos estudios.
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Escogemos una gelatina blanca conocida en el comercio con ef
nombre de marca } lata (de que se hace mucho uso en fotografia):

la gelatina Nelson., cxcelentepara otros usos, no nes ha dado sino

muy mediocres resultados. Esta gelatina tiene el grave defecto de
no coagular d 25." en disoluciones al 10 por 100, jor lo cual no
uede aprovecha.se mds que en el invierno. En geneial. debe pre-
erirse una gelatina que, disuelta al 8 por 100 y des; ués de varias
ebulliciones, no haya perdido la virtud de coagular 4 temperatu-
rade 26 4 28 grados.

Para proceder 4 la preparacién de la gelatina, se pendrdn, en
un matraz y en bano marfa, 10 gramos de gelat'na <eca, 100 de
caldo dcido recien c'aborado d beneficio de la coccidn prolon-
%Efida de carne ¢n ¢l doble de su peso de agua. y 2 de peptona.

sta mezcla se calienta hasta 100° agitandola cortinuamente,
¥y, cuando la ge'atina estd bien disuelta, se la aii~de, gora 4 gota,
una solucién concentrada de carbonato de potasa. hasta que la
mezcla adcuiera ligera alcalinidad. Sabido ‘es que ¢l caldo co-
mitin es dcido, y queen los medios de reaccién dcida no se de-
sarrolla bien el bac.lo colerigeno, ni la mayor parte de las bac-
teridceas.

Alcalinizada la solucién, se trasladard 4 un baro marfa 4 100°
y permanecerd en ¢l hasta que se produzca una abundante pre-
cipitacion de coj os blanquecinos, y el liquido sc tori ¢ didfano en
las capas mds altas. Llegados d este momento, sc filtia la gela-
tina por un jap:l de filiro muy delgado, y se recoge el liquido
en un vaso bicn limyio. :

Ahora no res @ mds que verter la gelatina en tubos. y hacerla
sufrir en ellos una prolongada esterilizacién. Al efccto, se ha-
bran caldealo previamente en el hornillo de gas de Pasteur al-
gunos tubos de ensayo, hasta que el algodén ¢n rama que les
sirve de tape haya adquirido un color amarillo mcreno. Tam-
bién puedc efec varse esta operacion, aunque mids imperfecta-
mente, sobre la lampara de alcohol 6 en las brasas de un horni-
llo comiin. En estos tubos se repartird la gelatina filtrada,
poniendo en cada uno de 6 4 10 centimetros ctibicos de ésta.
Com‘lujda la mamio‘bra, es preciso proceder 4 la estedilizacion de
la gelatina. A este fin, se trasladan los tubos 4 una es ufa de
vapor que marcue 100" y en ella permaneceran una hora. En
defecto de una bucna estufa, se podrd conseguir también la an-
tisersia de Ja gelatina sometiendo los tubos por hora y media 4
la tem| eratura de ebullicién en bafio marfa. Algurocs aconsejan
hacer sufrir 4 la gclatina, por tres ¢ cuatro dias seguidos, la tem-
peratura de rco” durante 15 minutos: de esta suerte procedia-
mos al princij io de nuestras experiencias; perc la observacién
nos ha ensefado después que bastasélo, para una bucna esterili-
zacién de la gelatina, someterla una sola vez, por hora y media,

al calor de la ebullicién en bafio maria: evitanse de este modo
los inconvenientes de las ebulliciones repetidas, uno de los cuales
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es robar 4 la gelatina su coagulabilidad d un calor superior a 20
rados. : eyl 2

Sucede, 4 veces, que la gelatina, durante esta CST.'CI“IIIZ‘{ECIUII fi-
nal, se enturbia ligeramente. Semejante turbidez, debidaa la con-
centracion que sufren las sales contenidas en el liquido, no recla-
ma nueva filtracién. Por lo comtin, antes de transcurrido el tiem-
po de la esterilizacién se han precipitado en el fondo de los tubos
los nuevos copos en suspension, y la gelatina vuelve 4 adquirir
su transparencia. Para favorecer este resultado, conviene mante-
ner los tubos recien salidos del bafio marfa en una estufa a 40
por algunas horas. De todas maneras, una ligera opalinidad de
la gelatina no dana en modo alguno al resultado.

“oncluida la preparacién de los tubos, se guardan en observa-
cién por ocho 6 diez dias en un paraje fresco, solo ’a\'|1lcllt_)s
que, transcurrido este plazo, se conserven sin alteracion, seran
aprovechados para los cultivos. it it

Para la preparacion de la gelatina hemos utilizado también
la férmula de la gelatina-peptona, aconsejada por Koch; pero no
hemos hallado en ella ventajas positivas sobre la descrita ante-
riormente. Prepdrase haciendo macerar en el doble de su peso
de agua. durante 24 horas y 4 o’ cierta cantidad de carne pica-
da. Al liquido resultante filtrado se anaden: 1 por 100 de pep-
tona, medio de sal comtn, y 10 de gelatina. i

De la férmula que hoy usamos, que no es otra que la primera-
mente descr'ta, hemos suprimido la peptona, sobre cuya utilidad
en los cultivos del coma abrigamos muchas dudas. En realidad
dista mucho el microbio colerigeno 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 comiin exclusivamente.

1.—Cu'tivo en gelatina 2lcalina al 10 por 100. Cuando
se siembra un tubo de gelatina densa al g 6 al 10 por 100 por
medio de una picadura profunda con la aguja de platino impreg-
nada en una colonia de virgulas, los fenémenos que se observan
son semejantes 4 los descritos en las colonias de la placa, pero
con algunas variantes que dependen del niimero considerable de
comas sembrados, y del modo de efectuar la siembra misma.

Hé aqui la marcha del cultivo.

a.— Transcurridas las primeras seis it ocho horas después de
ejecutada la inoculacién, comienza d senalarse un rastro rurbiP
apenas perceptible, extendido 4 lo largo de la picadura‘.y termi-
nado hdcia arriba, en la superficie de la gelatina, por ligerisima
depresién. A veces se produce en el trayecto € inmediaciones de
la picadura una fila de cristales que marca claramente la ruta
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recorrida por el hilo de platino. Este fendmeno, que algunos bac-

teridlogos dan como general, no lo hemos observado sino con .

gelatinas ricas, hechas con caldo muy nutritivo.

Figura 5. Fases evolutivas del cultivo en tubo de gelatina.—Série A: cultive
en gelatina al 7 por 100. —Série B: cultivo en gelatina al 12 por 100.—Série C: cul-
tivo en gelatina al 10 por 100 —'Los nimeros colocados al lado de cada tuho expre-
zan los dias que el cultivo tiene de fecha).

b.—A las 24 horas, el rastro de la aguja se ha hecho mas tur-
bio y opaco. Observado un fragmento de la gelatina en dicho
paraje, desciibrese que la opacidad estd formada de una serie
apretada de colonias correspondientes d cada una de las semillas

s

sembradas. En la extremidad superior del trayecto se percibe ya
un pequefio hoyo transparente. Es de notar que las colonias
opacidades del trayecto situadas en lo mads alto, adquieren ma-
yor espesor que las inferiores; y se advierte también que en ese
mismo paraje se inaugura la liquidacion de la gelatina. Esto nos
ensefa cudnta es la necesidad que el virgula tiene por el oxigeno
del aire, y cudn grande es la influencia de éste en su evolucidn y
funciones secretorias. /Fig. 5.*, C, 1./ '

¢.—A las 48 6 50 horas, hay que considerar en el cultivo tres
cosas: el trayecto de las colonias, el embudo 6 ensanchamiento
cdnico en que éste remata por arriba, y la burbuja de aire. El
trayecto es mucho mds ancho y opaco: presenta frecuentemente
interrupciones por materia trasparente, pierde su direccién recti-
linea para hacerse flexuoso y aun espirdideo, y se termina por
abajo en un cabo redondeado mds amarillo y oscuro que el resto.

El embudo es todavia pequeno y lo forman, un hoyo cdnico
continuado por abajo con el trayecto colonial, y un liquido casi
transparente que lo llena. Casi siempre la superficie del liquido
expresado contiene sobrenadan !o una comomancha turbia, cons-
tituida de una 6 varias colonias superficiales de comas que respi-
ran poco menos que en plena atmdsfera. En este estadio evolu-
tivo puede afirmarse que el tubo de gelatina contiene dos forma-
ciones microbianas: una superior, en la base del embudo; y otra
inferior cilindrica y estrecha, en el trayecto 6 parte estrecha de
aqueél.

La burbu/a es debida 4 la rdpida evaporacién del liquido en la
base del embudo. Su forma y dimensiones son muy variables y
dependen de multitud de circunstancias: la higrometricidad del
aire, densidad del medio, reaccién de la gelatina, etc. En general,
en la soluciones gelatinosas al 10 por 100, se presenta de forma
esferoidal 6 ligeramente ovdidea, y se halla como nadando en el

~ liquido del infundibulo.

A los cuctro dias, el trayecto se ha ensanchado mucho mds, y
asi mismo el embudo. el cual encierra ahora mucha mds cantidad
de liquido. En torno del cilindro constituido por las colonias in-
feriores, se ha llegado también d liquidar la gelatina, de lo cual
resulta que, perdiendo aquél su natural apoyo, comienza d arru-
garse y descender, concluyendo por precipitarse y formar en la
parte mds honda de la picadura un montén irregular de copos
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opacos, tanto mds espesos y amarillos cuanto mds inferiores. El
liquido del embudo se muestra trasparente, cuando mids con-
tiene algtin pequefio copo grisdceo, y la colonia alta atmosférica
ya mencionada mds atrds se engruesa aunque ligeramente. La
burbuja crece en extension, y se aplana de arriba d abajo, hasta
convertirse en una cavidad aérea, semiesferoidal de gran ampli-
tud, bien que sin llegar 4 las paredes del tubo cuando éste no es
muy delgado.

E.—Por wiltimo, de los seis d los doce dics, segin la tempe-
ratura ambiente, la burbuja desaparece por haber alcanzado la
zona de liquidacidn todo el espesor de la gelatina, y el liquido del
embudo ha bajado considerablemente de nivel. Muéstrase tam-
bi¢n este liquido algo mds turbio, y la colonia superior, que for-
maba un micoderma delgado situado por debajo de la burbuja,
ha caido en el fondo, donde aparece un detritus turbio ¢ irregu-
lar. No hay ya distincidn entre el trayecto y el embudo: todas
las partes ahuecadas de la gelatina se han refundido en una vasta
excavacion de forma cénica. Y por fin, hasta la misma gelatina
que rodea la extremidad inferior del cono se funde, y el todo se
reduce 4 un trozo de cilindro liquido, rematado por abajo en una
superficie casi plana, cubierta por un precipitado blanquecino.
Cuando esto sucede puede darse por muerta la colonia: el liqui-
do adquiere la trasparencia del cristal, y cuando mds se forman
en ¢l cabo alto de ¢l 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 ge'atina al 6 por 100. Como d priori
puede ya sospecharse, el bacilo virgula 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 virgula obra en la unidad de tiempo
en una mayor extension; de lo que resulta que la evaporacién no
puede en las condiciones ordinarias robar todo el liquido forma-
do De aqui una importante variacion: los cultivos del virgula
en las gelatinas al 6 y 8 por 100 carecen de burbuja; pero como
la liquidacién es mads rdpida, el cono se forma mucho antes, y la
zona derretida d las 48 horas es casi cuatro veces mis grande que
la observada en la gelatina al 10 por 100. La rdpida liquidacién
de la gelatina pone d disposicion del bacilo grandes cantidades
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de materias alimenticias, que aprovecha el virgula acrecentando
sus virtudes proliferativas. Por esto, sin duda, todo el liquido del
embudo es turbio, en vez de trasparente, asemejandose 4 un cul-
tivo concentrado de comas en el caldo.

Véase la figura 5.* donde estdn representadas las fases que re-
corre la colonia del virgula en gelatina de distintas densidades.
En ella se advierte que cuando apenas se ha formado la colonia
caracteristica en los tubos de gelatina al 10 y 12 por 100, ya casi
ha terminado el virgula su evolucién en los med os al 6 por 100.

3.—Cultivo en gelatina al 12 por 100. (Fig. 5. B) Tanto
en las gelatinas densificadas exprofeso por aumento del tanto de
materia coagulable, como en aquellas que, pcr virtud de larga
evaporacién, han adquirido mucha consistencia, nétase que el
desarrollo de la colonia marcha con mas lentitud que la ordina-
ria, y que ciertos fenémenos normales del cultivo se exageran
notablemente.

Durante el primer dia, nada se observa de jarticular, sino es
el rastro turbio en otra ocasién descrito; pero al comienzo del
segundo se revcla ya en el extremo superior del trayecto una
depresién honla y transparente con apariencias de burbuja.

A veces, esta pequefa burbuja es tan larga y tan estrecha que
no parece sino que todo el tiinel abierto en la gelatina por la
aguja se ha llenado de aire. En estos casos, el derretimiento
no tarda en colmar en parte el hueco abierto por la penetracién
del aire. reduciendo la burbuja & mds limitadas proporciones.

Al tercer dfa, la burbuja adquiere mds desarrollo, y. sobre to-
do, mds profundidad: su extremo superior es estrecho y su fondo
ancho, aspecto que recuerda el de una botella: & veces, existen
lobulaciones en la superficie de la cavidad aérea que dan al todo
un aspecto extraiio. El infundibulo es sumamente pequeriio con
relacién 4 la burbuja, y se prolonga insensiblemente con el tra-
yecto colonial que apenas ha variado de espesor.

Al cuarto dia, la base del infundibulo se ensancha y el liquido
turbio que la llenaba se torna transparente. La burbuja crece
en espesor y disminuye en altura. El trayecto colonial se amplia,
se retuerce, s¢ oscurece por su extremo inferior, y se llena de
precipitados oj acos.

“n adelante, la evolucién no ofrece nada de particular; sola
mente es de notar el extremo retardo de las tltimas fases; asi, por
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¢jemplo, sdlo del décimo al duodécimo dia llega 4 derretirse todo
el espesor de la gelatina inoculada.

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

If_?fte retardo general de la evolucidn, igualmente que la exage-
racion de la burbuja, se explican del mismo modo que el acelera-
miento observado en los medios de cultivos mencs ricos en gela-
tina. Habiendo en igual volumen mds cantidad de materia que
trar.]sfo’rma‘r’. el virgula necesita mucho mds tiempo para efectuar
la liquidaci¢n, mas como el liquido elaborado es escaso, y se
acumula con lentitud, la evaporacién de éste tiene lugar casi en
la misma proporcién en que se engendra; de ahi ¢l gran desarro-
llo de la burbuja, la escasez del liquido del infundfbulo y el re-
tardo general de la evolucién.

4. —Cultivo en gelatinas acidas. Aunque en estos medios
el vfrgula no vive sino precaria y raquiticamente, no deja de ser
curioso observar su evolucién en ellos.

Al primer dfa, apenas existe senal de la inoculacién; al segun-
do, nétase un ligero rastro apenas perceptible; al tercero, sur-
8¢ un comienzo de burbuja, y, al cuarto, adquiere ésta mayor
desarrollo y una forma semi-ovdidea & hemiesférica: pero del
quinto en adelante los cultivos quedan estacionarios, no pasan-
do, digdmoslo asi, de sus fases embrionarias.

5.—Colonizs producidzs en la gelatina sembrarndo gran
numero de gérmenes. Si, en vez de la aguja de platino, se
utiliza para la siembra una pipeta esterilizada cargada con una ¢
dos gotas de cultivo puro, los fenémenos de coloaizacion se de-

senvuelven de la propia manera ya descrita, sélo que se aceleran
notablemente todas las fases evolutivas del cultivo, y disminuye
notablemente el tamafio y duracién de la burbuja. Para usar
dela pipeta, se comienza por esterilizarla 4 la ldmpara. se sumer-
ge en la gelatina liquidada de un cultivo puro, y se ingiere 4 tra-
vés del algoddn del tubo en que se quiere practicar la inocula-
cién. 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 liquido portador de la semilla. En esta si-
tuacidn, se pica rdpidamente la gelatina. Si, durante la anterior

maniobra, salpicaran algunos gérmenes la superficie del terreno
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de cultivo, se obtendrian infinidad de colonias superficiales que.
confluyendo luégo entre si, liquidarian todo el extremo superior
de la gelatina, impidiendo el desarrollo tipico de la colonia prin-
cipal.

6.—Cultivo en la gelatina sembrando un solo germen &
pogquisimos gérmenes. In los procederes de siembra descri-
tos llegan siempre al campo de cultivo infinitos gérmenes, que,
esparcidos por la aguja 6 la pipeta, 4 su trdnsito por el espesor
de la gelatina, dan origen d otras tantas colonias, las cuales for-
man apretadas un cilindro vertical. De esta riqueza de la semilla
depende la rdpida liquidacién de la gelatina, y la misma disposi-
cion del trayecto colonial. Pero si comenzamos por diluir el li-
quido de la siembra en 20 6 50 partes de agua hervida, y en él
empapamos la aguja de platino, serd probable que sélamente
hayan llegado al terreno uno, 6 dos gérmenes.

En estos cultivos, llama la atencién desde luégo la lentitud con
que se desarrollan; al tercer dia apenas hay senales de germina-
cion: se inicia ¢sta por la aparicion d 7lo largo del trayecto,
invisible entonces, de uno, dos 6 mds nédulos grises, separados
entre si por intervalos transparentes. Al mismo tiempo se forma
un hoyo en la superficie gelatinosa. Del cuarto al quinto dia los
nédulos (que no son otra cosa que colonias aisladas dependien-
tes de la vegetacion 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 tipicos des-
critos en otra ocasion. Este proceder no es sélamente un modo
de retardar el desarrollo del virgula, d fin de conservar mds tiem-
po la semilla, sino que es un exceiente medio de purificacion de
los cultivos. Diluyendo convenientemente en agua una gota de
caldo con virgulas mezclados 4 otros gérmenes, y sembrando
este liquido 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 temperatura en los cultivos. Cuando
el calor excede de 27 grados, los fenémenos de la colonizacion del
virgula adquieren gran intensidad y rapidez. A las 24 horas suele
haber una burbuja bien perceptible y un cono bastante extenso.
La liquidacién es tan rdpida en los dias siguientes que al sexto
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dia puede haberse agotado ya todo el terreno del cultivo. Una
temperatura mas alta reblandece la gelatina, y el cultivo se ex-
tiende, y las virgulas se diseminan, constituyéndose un liquido
turbio, andlogo al caldo en fermentacién. Estos cultivos en nada
se distinguen de los en caldo y en suero liquido. :

Al contrario. una temperatura de 10° paraliza el cultivo por
completo; d los 15° marcha, aunque lentamente, marcindose muy
poco ciertos fenémenos como, por ejemplo, la aparicién de la
burbuja. A esta temperatura se necesitan 15 6 20 dias para que
ocurra la liquidacion total de la gelatina de un tubo (1).

La temperatura mejor, aquella bajo la cual las colonias se des-
envuelven bien, pero con cierta provechosa parsimonia, es la de
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8.—Examen microscépico de los cultivos de gelatina en
tubo. Cuando sc examina una gota del liquido ligeramente opa-
lino que llena el embudo de la colonia, descibrense dos érdenes
de cuerpos. Percibense, en primer término, multitud de comas
de tamafio normal y forma caracteristica. La densidad del medio
gelatinoso les presta cierta palidez de contorno, por la cual cues-
ta trabajo de ordinario distinguirlos. Ofrecen también movi-
mientos espontdneos: éstos son muy lentos y premiosos en las
gelatinas concentradas, mds 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. Vénse también algunos
pocos espirilos muy cortos, y séries de virgulas formando cade-
neta; mas no son perceptibles ninguna de las formas moderna-
mente descritas en el bacilo colerigeno.

Ademds, mezclados con los virgulas, se descubren ciertos
corpusculos apenas colorables por los reactivos derivados de la
anilina, de forma irregular, de tamafio variable, sin movilidad
espontdnea, ni rasgo ninguno que nos autorice a considerarlos
como formas vivas: son estos cuerpos probablemente detritus
6 precipitaciones de materias orgdnicas, ocasionados por la accién
quimica de las diastasas segregadas por el virgula.

(1) No hemos podido confirmar la aseveracion del Dr. Garcia Sola de que el ha-
cilo virgula obtenido de los coléricos de Valencia coloniza en la gelatina mas
perezosamente que el descubierto por Koch en Egiptoy enla India: cabalmente nos
parecid que sucedia lo contrario, circunstancia nada extrana dada la alta tempe-
ratura que reinaba en aquella ciudad durante nuestras experiencias.
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Cuando el examen s¢ practica en aquellos grumos blancos,
precipitados en el tondo del trayecto 6 parte estrech.a del em-
budo, adviértense también los virgulas y 1os.cuerpos irregulares
incolorables, pero se nota ademads la pr'csencm_(}c otras 'formas,
al parecer constituidas por virgulas en ll‘l\'OIUCIOI'I. Son éstas, en
primer término, virgulas hipertréficos, de doble 6 mayor tamaro
que los normales, espirilos gruesos y cortos de vu?ltas anchas,
terminados unas veces en maza, otras por un corptisculo red'on-
deado probablemente de la misma naturaleza que los descritos
por Ferrdan con el nombre de oogonos; y, por tltimo, cadenetas
de comas irregulares de anillos desiguales, y" eses monstruosas
con 6 sin corptisculo terminal. Estas formas sélo se descul.:)rcn en
los tltimos dias de la vida de los virgulas, cuando el cultivo co-
mienza 4 agotarse y el liquido se hace didfano.

c.-—CUDTlVIT DEL VIRGULA EN EL AGAR—-AGAR.

La preparacién de los tubos al agar-agar se efe’ctlia chl'll‘l. }u
técnica general expuesta con relacion 4 los de gelatm‘a, excepcion
de la férmula del terreno que es: caldo 100, gelatina 1, agar-
agifal jalea obtenida con el agar-agar goza de dos pmpie(’iadis
preciosas: es la una el no liquidarse d temperatura de 40 4 45°,
por lo cual es utilisima en nuestros climas; y es la otra Ifl de
conservar mucho mds tiempo (tres 6 cuatro sematnas) la vitalidad
de los virgulas. Podriamos agregar que los cultivos en esta sus-
tancia se impurifican menos frecuentemente que los de la gelati-
na, sin duda por causa de que, una vez cubne:rto el terrreno de
una capa de virgulas. esta misma sirve de obstdculo al arraigo de
gérmenes extranos. ‘ . .

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

Hé aqui los fendmenos de vegetacion del virgula observados
por nosotros en la citada materia: =

Del primero al segundo dia, solo se descubre‘ un rastro tU{ bio
en el trayecto de la picadura; no existe depresion ni ensamh'fl-
miento en el extremo superior de €sta. Al tercer dia, la materia
pulposa que llena el conducto‘ co lonial parece rffbf)sa.r por su
extremo atmostérico, derramdndose por la superficie libre de la
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geIaFina, y constituyendo una pequena mancha gris amarillenta
semitrasparente, 4 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 virgulas se engruesa
tomando un matiz un tanto pardusco; en cuanto al truycL‘to de
la picadura permanece lo mismo, sin indicios de extenderse.
No existe ni derretimiento del terreno, ni hundimiento superfi-
cial, ni burbuja. :

Al llegar 4 este estado, el cultivo se conserva casi lo mismo
algunas semanas; Gnicamente se nota mds gruesa y oscura la ca-
pa colonial, y un cierto despegamiento de los bordes de ésta con
hundimiento de la gelatina, alteracién debida probablemente
la condensacion del terreno por evaporacion.

Cuando se examina al microscopio una pequena parte de la
colonia grisdcea que cubre el agar-agar, desctibrense los virgulas
ca_racrcrt'sticos, con todas las particularidades morfoldgicas des-
critas; tinicamente se advierte que son menos colorables por los
reactivos tintdreos, y quizds algo mds pequefios que los cultiva-
dos‘ en la gelatina. Por lo demds, pueden entre ellos percibirse
espirilos cortos, eses y cadenetas de virgulas; pero nunca espiri-
los largos, ni formas engruesadas por sus extremos.

[)‘_CUI.TIVU DEL VIRGULA EN LAS MATERIAS POROBAS, ESPONJA, LIENZO

HUMRDO, ETC., ETC.

Consiste este proceder en sembrar, sobre un lienzo mojado y
débilmente plegado, una gota de deyecciones 6 de materiales pr(;-
cedentes de cultivos impuros. Si el lienzo esta bien esterilizado.
y el cultivo se efecttia en cdmara himeda y bajo un calor de mds
de 20", el examen microgréfico revelard, 24 horas después de efec-
tuada la siembra, un cultivo natural casi puro de virgulas en el
liquido que impregna los intersticios del tejido. Este método
puede utilizarse para purificar 6 al menos hacer predominar el
coma-bacilo entre otros microbios sembrados en el lienzo; resul-
tado utilisimo si se considera que puede ponerse en practica con
deyecciones coléricas poco ricas en virgulas, y muy abundantes
de otros micrdfitos.

La explicacion que se da (van Ermergen) de esta seleccién na-
tural del coma es la siguiente: Cuando se siembran varios mi-

A el
crobios en un mismo terreno, igualmente adaptado 4 cada espe-
cie, los que gozan de una multiplicacién rdpida y activa se so-
breponen 4 los que, aunque mds numerosos, se reproducen mas
lentamente, y aun pueden quedar aquéllos en tan notable mayo-
ria que aparezea, d un examen superficial, el cultivo como abso-
lutamente puro. En el caso actual, existe una circunstancia que
contribuye ademds 4 dar la victoria al coma en la lucha por
la existencia. Este pardsito es aerobio y su multiplicacion acrece
en razon directa de la cantidad de oxigeno de que dispone; aho-
ra bien, no es posible dar al terreno una disposicion mads apro-
piada que la del lienzo hiimedo y laxamente plegado para que
el oxigeno abunde y el virgula 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
ntimero, contenian virgulas (pues lo demostré asi el cultivo en
placas), no sélo no pudimos hacer prevalecer el coma, pero ni
siquiera demostrar su existencia. Es mds, el virgula dista mu-
cho de ser la especie bacteriana que mds se reproduce en las ci-
tadas condiciones: hemos visto muchas veces una bacteria de
dos milésimas de longitud cubrir en menos de 16 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 4 este recurso para denunciar los virgulas en
los casos de diagndstico dudoso. Nuestra opinion es que el coma-
bacilo prevalece solamente en el cultivo en lienzo mojado, siem-
pre que no existan especies aerobias en los liquidos sembrados,
y cuando prepondera realmente en un cultivo cualquiera y se
desea que domine todavia mads.

En lugar del lienzo, nosotros hemos empleado, con mejor éxi-
to todavia, la esponja esterilizada. Para usarla, se comienza por
hervir la esponja en agua por una hora; fria del todo, se expri-
me ligeramente, se vierte en uno de sus conductos principales
una gota de la deyeccidn 6 cultivo impuro que se pretenda mejo-
rar, y se encierra el todo en cdmara hiimeday en la estufa d 25°.
A las 24 horas, se toma una particula periférica de la esponja y
se exprime en un porta-objetos; el liquido revela infinidad de
virgulas caracteristicos.
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Estos cultivos son mucho mads ricos si, en lugar de humedecer
la esponja con agua, se la humedece con un caldo claro prévia-
mente esterilizado. -

Por lo demis, no sélo el lienzo y la esponja sino casi todas las
sustancias porosas pueden utilizarse con éxito. El papel bubardl,
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‘—-CULTI\"O DEL COMA EN EL CALDO.

Preparacion del caldo.—En dos litros de agua comtn se hier-
ve un kilogramo de carne de vaca 6 carnero, partida en pequefios
trozos. La coccion debe prolongarse hasta que el liquido se haya
reducido 4 la mitad de su volumen. Se deja enfriar después; se
quita la grasa por filtracion, y se alcaliniza ligeramente con una
solucién de carbonato de sosa ¢ de potasa. Acto continuo, se so-
mete el liquido 4 una primera ebullicién, que no tiene mds obje-
to que precipitar las impurezas ocasionadas por la adicion del al-
cali, y, una vez frio, se filtra segunda vez. El caldo después de ta-
les tratamientos debe tener un color amarillo rojizo y ser abso-
lutamente didfano. Se encierrra ahora en unos matraces especia-
les donde sufrird la esterilizacion final.

Estos matraces son de fondo chato y de cuello corto, cerra-
do por un tapon de caoutchouc con dos aberturas que reciben
dos tubos. Uno es corto, recto ¢ ligeramente acodado; su extre-
mo superior estd tapado con algoddn estéril; el inferior termi-
nado libremente en \Ia parte mas alta del matraz 4 distancia del
nivel del caldo. El otro tubo es mds 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 estd bien esterilizado, no sufre
la menor alteracion (como es bien sabido desde las memorables
experiencias de Pasteur), porque los gérmenes del aire no acier-
tan ni 4 penetrar por el tubo afilado, ni menos 4 pasar 4 través
del algoddn de la otra tubuladora.

Depositado el caldo en los expresados matraces (que no deben
estar completamente llenos), es hora de efectuar la esterilizacion.
Para cllo se somete el matraz 4 la temperatura de ebullicién
durante un cuarto de hora, y se repite después esta operacion dos
veces diarias durante cinco ‘dias. Este proceder da en general
buenos resultados. Conviene advertir que no es conveniente la
prdctica seguida por algunos de hacer actuar directamente el
foco calorifico (llama de gas) sobre el matraz que contiene el
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caldo destinado d esterilizarse; pues en este caso acontece con
frecuencia que el ]ic}uido hierve tumultuosamente, el vapor de
agua moja las tubuladoras y tape de algodén, Y. al enfriarse del
todo, se precipita el aire exterior por el tubo afilado, arrastrando
4 su paso el agua detenida en éste cargada con microgérmenes del
aire. Por esta razén, nosotros no calentamos los matraces 4 la
llama de gas directamente, sino que los dejamos sumergidos en
bafio maria hirviendo durante una hora. Repetimos la operacién
tres veces en los tres siguientes dias. Con este modo de aplicar el
calor nollega 4 hervir tumultuosamente el caldo, y no se acumula
liquido en las tubuladoras, ni hay, por tanto, refluencia de éste
al enfriarse. Podrd también cmpfc:.arse con buen éxito la estufa
de vapor y la marmita de Papin.

Las esterilizaciones en frio 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 tendrd en observacidn por cinco dfas
4 la estufa: si al cabo de este tiempo no se altera & una tempera-
tura que exceda de 30", puede sembrarse sin escriij ulo.

Segun el Dr. Ferrdn, el caldo se hace mucho mds nutritivo
anadiéndole bilis esterilizada. La bilis usada por nosotros es de
vaca y la adicionamos d los matraces antes de haber éstos sufri-
do la esterilizacién final. La cantidad de bilis afiadida no debe
exceder del 30 por 100. Es preciso que la bilis esté bien esterili-
zada d prevencidn, 4 fin de que no contenga m’croorganismos
que, aunque muertos por las sucesivas ebulliciones, ensuciarfan
siempre los cultivos. Entre los micréfitos que la bilis ofrece, lla-
ma la atencién una bacteria en cadeneta que adquiere gran lon-
gitud y direccion flexuosa.

1.—Siembradelos caldos. [En realidad puede efectuarse por
medio de la aguja de platino, apartando ligeramen'e el tapdn de
algodon del tubo corto; pero este proceder es muy expuesto
a impurificaciones, por lo cual es mds conveniente apelar 4 la pi-
peta.

Las pipetas preferibles son tubos de cristal de 15 4 20 centi-
metros de longitud, por medio de anchura: uno de sus extremos
estd cerrado por un copo de algodén estéril, y el otro, sumamen-
te adelgazado, termina libremente en punta aguda. Cuando se
necesite practicar siembras con gran cantidad de semilla, serd
conveniente que la pipeta ofrezca en su trayecto una dilatacién
ampuliforme.

La semilla para la siembra en caldo puede tomarse indistinta-
mente de colonias de comas en placas de gelatina, de cultivos en
caldo 6 de gelatina en tubos. Nosotros preferimos esta tiltima
semilla porque es la que mds tacilmente se conserva pura, y se
nos ofrece con la suficiente abundancia para sembrar grandes
cantidades.
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Para cjecutar la operacion de la siembra, se comienza por es-
terilizar la pipeta d la ldmpara, se sumerge el pico en el liquido

semilla, y después, sin pérdida de tiempo, se insintia en el ma-

traz 4 través del algoddn del tubo corto. No resta ahora sino so-
olar por la extremidad superior de la pipeta, d fin de precipitar
a semilla que penetro en el tubo por capilaridad. Acto continuo,
se agita suavemente el liquido del matraz para diseminar los
gérmenes, y se traslada el cultivo d una estufa 4 37°, donde per-
manecera 24 horas. Transcurrido este tiempo, se observard que
el liquido ha perdido su trasparencia, tomando un aspecto tur-
bio y lechoso. La presencia de micodermas y grumos irregulares
en el liquido acusa por lo comun impurificaciones del cultivo.

Después de las 24 horas de incubacion conviene dejar reposar
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el liquido en un paraje fresco, cuya temperatura no pase de 17",
De otra suerte los comas agotarian muy pronto los recursos ali-
menticios del caldo, concluyendo por destruirse.

2.—Examen micrografico 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 u
8 horas tan sélo de incubacidn, se presentan al examen las for-
mas que ya conocemos, pero con algunas nuevas particularida-
des muy interesantes. /Fig. 6., 4./

Los comas son abundantisimos y presentan una incuvacién
muy aparente, sobre todo en aquellos micréfitos que, fijos sobre
el cubre-objetos, carecen de movimiento; pero se nota que son
mds largos y gruesos que los de la gelatina. Los movimientos de
locomocién observado en estas condiciones son vivisimos, y estan
en relacion con la proximidad de los comas al aire atmosférico.
En los alrededores de las burbujas, agitanse con gran actividad, y
se advierte que la direccion del movimiento ofrece cierta regulari-
dad, pues cada coma ejecuta dos movimientos: uno de aproxima-
cién 4 la burbuja, en el cual muchas veces llega hasta ponerse en
contacto con el aire; otro de separacién y sumersion en las capas
lejanas del oxigeno. En esta ruta el coma no marcha en linea
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, 4 la mane-
ra de una honda, hasta que un choque violento de la corriente
los desprende de su posicion.

Al lado de virgulas normales existen virgulas mucho mds pe-
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quefios, y algunos que son simples corpuisculos ovdideos, sin se-
fiales de incubacién. Estos comas embrionarios son abundanti-
simos en los cultivos de 6 y 10 horas de incubacién; mucho mds
raros en los que datan de dos 4 cuatro dias. Adviértense ademds
séries de dos virgulas pequefios, cuyo punto de unioén se perci-
be con toda claridad. Si anadimos 4 esto el hecho de que se ven
muchas veces comas con estrangulaciones centrales, vendremos
4 parar fdcilmente 4 esta conclusién: al principio de los cultivos
en caldo, el virgula en su actividad generativa no espera, para
segmentarse, 4 adquirir la forma de S y la de espirilo, sino
que, desde luégo y apenas desarrollado, inicia la segmentacion.
Depone en pré 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 bacteridlogos senalan como fases
intermedias de division, no puede explicarnos satisfactoriamente
la rdpida aparicién de tantas miriadas de comas como pululan
en el caldo.
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Figura 6.* Formas del microbio colerigeno tales como aparecen en el caldo or-
dinario: Preparacion tefiida por el violado de genciana.—A, caldo examinado 4 las
ocho horas de incubacion; a, comas adultos; b, comas embrionarios; e, en vias de
segmentacion; d, coma segmentado —B, caldo examinado i los tres dias de efec-
tuada la siembra; a, ese; b, transicion entre la ese y espirilo; ¢, ese invertida 6
forma en 3; d, espirilo.—C, caldo 4 los cinco dias: los egpirilos son masabundantes
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¥ se véen a, uno en segmentacion central y otroen b, en divisitn terminal.—D,
caldo a los oc v las de sembrado; a, comas que todavia se tifien por el dalia; b,
puntus palidus, mdudablemente 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 sef. lis de particidn, y no es raro el notar, tan
pronto como ésta se inicia, una inversién de la forma: las corva-
duras en vez de ser alternadas estdr dispuestas en igual sentido,
semejando 4 un 3. Entee la S perfecta compuesta de dos comas
y el coma sencillo existen todas las transiciones, igualmente que
desde la forma S hasta el espirilo de tres 6 cuatro vueltas. (Fi-
gurc 6.)

El espirilo se revela como un hilo de bordes correctos. de su-
perficie tersa, ¢'n curvas alternadas céncavas y convexas en
nlimero var able desde 3 4 10 y mds. Cuando son muy largos,
presentan también flexiones mds grandes, y no es raro hallay va-
ri'os enreda os unos con otros. Poseen también movimienros, si
bien menos vives que los de los virgulas. Los espirilos pe uefios
son especialmente notables por sus movimientos de oscilacidn
¥ torsion: marchan como los comas atravesando grandes distan-
cias en busca del otig:no. Pero los espirilos grandes apenas tie-
nen otra mov lidad que la de flexién y encorvamiento de sus ex-
tremos.

La aparicién del espirilo en los caldos se debe al retardo en
los fendmenos de particidn del coma y de las eses. Este ictar-
do es causado por empobrecimiento del liquido en materia-
les nutr tivos. As{ que cuanto mds tiempo lleva de fecha un
cultivo, mds espirilos contiene, y cuanto mds claro y pobre el
caldo, mds precozmente surgen los espirilos. Obstdculos de otra
naturaleza, que co :trarian la actividad generativa dz los virgu-
las, favorecen también la presentacion de los espirilos; rales ;.on
las bajas temperaturas, la escasez de oxigeno y la acidez ligera
de los cultivos.

Aunque el espirilo anuncia lentitud generativa no debe pen-
sarse que ¢l fenémeno proliferativo esté abolido en absoluto.
EI mismo espirilo se fragmenta dando lugar 4 espiriles mas cor-
tos y comas independientes. Los detalles de este proceso no
dejan de tener interés. Es frecuente ver que un largo es irilo se
dobla hdcia su mitad, 6 cerca de un extremo: el segme: to mds
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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 ultimo, tras un tirén mds violento y ayuddndose
4 veces de los choques de los virgulas traginantes por las cerca-
nias, el trozo de espirilo se hace libre, alejandose de su compa-
fiero. Ndtase que los espirilos largos, por punto general, sélo se
dividen en otros mds cortos; y que éstos dan lugar especialmen-
te 4 las formas en ese y 4 los comas. No es raro ver, en caldos de
24 horas de incubacidn, espirilos de cuatro 4 seis vueltas, que
presentan en su extremo un coma arrastrado d remolque, fené-
meno que prueba indudablemente la posibilidad de que las vuel-
tas terminales de un espirilo puedan segmentarse, originando nue-
vos virgulas.

El examen del caldo 4 los cuatro 6 seis dias después de la in-
cubacién, demuestra mayor nimero de espirilos; pero comien-
za 4 notarse que los comas se tifien menos intensamente por el
dalia, y que el liquido se llena de unas_granulaciones pdlidas
irregulares, incolorables, vestigios probablemente de comas frag-
mentados./Fig. 6.*, D.)

Por tltimo, de los seis d los ocho dias, segin la cantidad de
caldo, temperatura, etc., los virgulas se destruyen, los espirilos
desaparecen, y, en lugar de los micréfitos, se ven sélo aquellos
grumos irregulares, poco refringentes, incolorables, anteriormen-
te senalados. Puede entonces darse ¢l cultivo como muerto; al
menos las siembras no son ya fecundas en los medios ordinarios.

En resumen; la evolucion del virgula en el caldo se condensa
en las siguientes fases:

1."—Cuando el caldo es rico y la siembra es reciente, el coma
se alarga ligeramente y se fragmenta, dando origen 4 dos comas
pequenos, a veces conformados a la manera de las bacterias. De
esta suerte se engendran esas miriadas de virgulas que pueblan
un caldo en menos de ocho horas de incubacién.

2."—Cuando el terreno es mas pobre, la evolucién se alarga
por causa del retardo en el acto generativo. Puede decirse que el
campo, medio esquilmado, da todavia pabulo para el entreteni-
miento de la vida nutritiva, pero muy escasos recursos para el
mantenimiento de la vida de generacién. Por eso el coma se
alarga, creciendo sin segmentarse, y llega 4 la forma S, y luégo
pasa por la de espirilo largo, para venir después por una curva



<
descendente 4 la de espirilo corto, ese y virgula. No entendemos,
sin embargo, que siempre pasan las cosas de este modo: creemos
que al lado de la evolucidn larga que tiene lugar en los caldos
empobrecidos, se da también otra mads abreviada, que es: coma,
ese y coma; modo generativo probablemente mds comtn que el
anterior.

3.—Cultivo del virgula en los caldos con bilis.—Cuerpos
muriformes. El Dr. Ferrdn ha sido el primero en anunciar
que, cuando se cultiva el coma-bacilo en el caldo mezclado con
bilis, aparecen ciertas formas especiales, sobre cuya significacién
y naturaleza se ha suscitado en estos ultimos tiempos empenada
controversia.

La técnica recomendada por este bacteridlogo es la siguiente:
A un caldo muy nutritivo y ligeramente alcalino se le anade bi-
lis humana 6 de herbiboros en proporcién de un 25 por 10o. La
bilis debe ser cuidadosamente esterilizada, sin cuyo requisito
aparecerian en el cultivo multitud de impurezas. Preparado el
terreno, se siembran virgulas procedentes de un cultivo puro en
caldo 6 gelatina. Acto continuo, se lleva el cultivo 4 la estufa 4
37°, donde permanecerd el tiempo suficiente para enturbiarse,
conseguido lo cual se saca de la estufa, y abandona d la tem-
peratura ordinaria por dos 6 tres dias. Al cabo de este tiempo, se
anade al matraz cierta cantidad de caldo nuevo con bilis, 4
fin de que no se agote el terreno, y para que se diluyan los pro-
ductos de desasimilacién de los virgulas que tanto dafian al ulte-
rior desarrollo de éstos, y se vuelve 4 abandonar el cultivo 4 si
mismo, 4 la temperatura ordinaria, por 10 6 12 dias.

Terminado este plazo, la exploracion microgrdfica revelard los
cuerpos muriformes.

Segtin el Dr. Ferrdn puede suprimirse sin inconveniente de
esta técnica la operacién cuyo fin es renovar el caldo del culti-
VO; pero se necesita, para que esta simplificacién no sea danosa,
que un previo andlisis de la semilla haya evidenciado unos co-
mas especiales, que se distinguen de los otros en que presentan
un grano 6 esporo en cada extremidad.

Por este ultimo proceder simplificado (siembra una vez en cal-
do biliar que se deja reposar por 12 dias) hemos confirmado re-
petidas veces en el laboratorio del Dr. Ferran la existencia de los
cuerpos muriformes.
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Son los cuerpos muriformes glébulos esféricos, de superficie
desigual, con mamelones y asperezas que dan d los mds grandes
aspecto de fresas y 4 veces de cristales estelares. Su tamano, ex-
tremadamente variable, oscila entre 2 y 30 milésimas. Su re-
fringencia es tan grande que son visibles sin previa coloracion
hasta en el balsamo del Canadd.

En los liquidos de cultivo aparecen con un contorno oscuro,
dspero, como en serreta. Vistos 4 medianas amplificaciones se
presentan con un cierto matiz verdoso amarillento, que no es
real sino debido 4 su misma refringencia, como lo prucba la des-
aparicién del color en el bdlsamo y en la glicerina. Los murifor-
mes mds chicos semejan d protoplasmas libres, ligeramente gra-
nulosos de superficie; los mds grandes ofrecen mads dspero con-
torno, y cierto aspecto irradiado que les da, al primer golpe de
vista, cierta semejanza con los cristales de margarina 6 con los
del lactato de cal.

Representan, segtin Ferrdn, los muriformes un érgano repro-
ductor, algo asi como el 6vulo del coma-bacilo. Hé aqui, segin
este microbidlogo, su origen y evolucién. El virgula cultivado
en el caldo con bilis se alarga, y constituye eses y espirilos cuyas
vueltas se ensanchan perdiendo algo de su aspecto espirdideo.
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 esporos se hacen libres, nadando en el li-
quido al lado de los virgulas; y después, y en virtud de su
crecimiento y diferenciacion, se transforman en cuerpos muri-
formes. Cuando éstos alcanzan todo su apogeo, por consecuencia
de ciertas contracciones de su protoplasma, emiten una proyec-
cién de su contenido que, al condensarse, forma los espirilos del-
gados y palidos. Estos, caracterizados por no tefirse apenas por
los reactivos colorantes, crecen y engruesan, pasando d ser espi-
rilos ordinarios, y dando lugar, 4 favor de divisiones reiteradas,
4 la forma de origen ¢ coma-bacilo.

Tan singular modo generativo que, a decir verdad, desvia de
todos los procedimientos de reproduccion conocidos en los schy-
zomicetos, ha sido, segtin afirmacién del Dr. Ferrdn, repetidas
veces observado por €l /de visu) en los cultivos puros del coma-
bacilo en el caldo biliar.

No cabe negar la existencia de los muriformes, ni la de espirilos
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gruesos con apariencia de contener esporos. Repetidas veces los
hemos descubierto en los cultivos del Dr. Ferrdn y en los nues-
tros; pero cabe discutir la significacion de estas formas y averi-
guar hasta qué punto son admisibles las inlerpretaciones del
bacteridlogo espanol.

Con el propésito de estudiar 4 fondo esta cuestidn, sin partido
previamente tomado, y sin esos apasionamientos que tan mal
sientan en los hombres que sinceramente se dedican 4 la inquisi-
cidén de la verdad, comenzamos nuestras experiencias sobre los
cuerpos muriformes. Los primeros trabajos (1) fueron practica-
dos en los mismos cultivos del Dr. Ferrdn, cuya condescendencia
en esta parte facilité singularmente nuestra tarea, y tuvicron por
fin conservar los citados cuerpos en preparacion definitiva y es-
tudiar su comportamiento ante los reactivos.

Para cumplir con nuestro primer propdsito tuvimos que mo-
dificar algo la técnica corriente, porque los muriformes se tifien
poco por las anilinas, se deforman por la desecacion, y se despe-
gan del porta-objetos durante la coloracion y el lavado. El méto-
do de preparacidn que mejores resultados nos did consistié en tra-
tar una gota semi-desecada de caldo con muriformes, por el al-
cohol de 40°; tefir despuds la preparacién (no desecada aun) por
la hematoxilina, y por tltimo, previa accién de una gota de
dcido acético, efectuar la conservacion de la glicerina. El método
ordinario de impregnacién de micrdfitos, mds atrds expuesto, es
aplicable 4 los comas y espirilos que acompanan 4 los murifor-
mes, mas 1o a ¢stos, que sufren grandes deformaciones, pierden
su aspecto granuloso, y apenas siadquierenligero matiz en el con-
torno, y aun aquf la coloracion es irregular y discontinua, y mds
parece precipitacién del color que efecto de verdadera seleccién.

Todas las materias colorantes tifien ligeramente los murifor-
mes; mas ninguna tiene por ellos marcada afinidad. Los reacti-
vos del nticleo (verde metileno, dcidos, carmin, etc.) no revelan en
ellos la menor huella de nucleina, ni rastro de construccidn es-
tratificada. El dcido acético les presta cierta trasparencia, robdn-
doles el aspecto dsperamente granuloso que los caracteriza. El
dcido nitrico obra de igual manera, tinéndoles muy ligeramente
de amarillo. El sulfiirico los palidece también, y exagera notable-

(1) Estos ensayus tuvieron lugar en los tltimos dias del mes de Junio tltimo.

g
mente aquella apariencia de cristalizacién irradiada que ofre-
cen los gruesos muriformes. El yodo Jos amarillea y. con el dcido
sulfiirico, los enrojece un tanto. La fpotasa, al 40 por 1co, apenas
los modifica: solamente los hace mds didfanos y en ocasiones
determina en la superficie de ellos ciertas plegaduras y des-
igualdades nuevas: 4 menos proporc.én no logra la j otasa disol-
verlos tampoco. El dcido clorhidrico y el nitrato acido de mer-
curio les dan mds trasparencia. El ajua. el éter y ¢l alcohol
obran exagerando su oscuridad, mas sin modificar su naturaleza.
Algunas veces ¢l alcohol determina en los muritormes una cris-
talizacidn periférica en finas agujas, pero sin mod ficacién del
cuerpo propiamente dicho. El dcido ésm'ce los fija y conserva sin
enncgrecerlos, cuando mads los enmorenece ligeris mamente.

Como se ve, los cuer, os muriform.s resisten exicaordinaria-
mente 4 los reactivos, siendo comparables, bajo cste pun o de
vista, con la mico-proteina, la elastina, la plastina y ‘¢ sustancia
cornea. Sin duda esta resistencia quimica, propia hasta cier'o
pun o de los micréfitos, ha sido una de las circunstancias en que
mds se ha fijado el Dr. Ferrdn para estimar los murilormes co-
mo fases evolutivas del micrdfito colerigeno.

Estas pro; iedades quimicas no nos ensefian nada acerca de
la natu:aleza del cuerpo muriforme. Para fallar respecto de su vi-
talidad es preciso acudir 4 informes mds ciertos y eficaces, tales
son: los movimientos ¢spontdneos, el crecimiento, la generacion
y demds actos caracteristicos de la vida.

Asi que, d fin de salir de dudas no disipadas por estas primeras
experienc as Juimicas. nos propusimos estudiar de un modo mds
compleo los mencionados cuerpos, ijandonos especialmente en
las condiciones de su aparicion en los cultivos, y en las manifes-
taciones fisiol¢gicas cons'gnadas y descritas por ¢l Dr. Ferrdn.
La técnica seguida tué la misma preconizada yor este bacte-
ridlogo con l.geras modificaciones. Hicimos la siembra con cul-
tivos en gelating, y, después de 24 horas de incubacién, abando-
ndbamos :0s virgulas 4 la temperatura ordinaria. Por punto ge-
neral, tanto cuando afiadfamos caldo estéril 4 los tres dias, como
cuan 1o dejabamos de cumplir este requisito, los muriformes apa-
recian en el cultivo a4 los 10 6 12 dias de la siembra.

H¢ ajui la marcha observada en los cultivos. En los prime-
ros difas el lijuido contenra casi exclusivamente comas: apenas
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si era de notar alguna ese y espirilo corto. Del tercero al sexto,
ya se advertian mds espirilos y de mayor longitud. Un examen
atento y continuado no permitié descubrir en ellos ¢l meno
rastro de cuerpos brillantes. En los restantes dias hasta el déci-
mo ninguna senal de esporulacién: nada que revelara tampoco
la presencia de esporos libres en el liquido. Al décimo dfa el
campo aparecia plagado de corpuisculos de dimensién variable
entre 1y 4 milésimas, y notables por la extrema oscuridad de
Su contorno y su aspecto mamelonado. Entre ellos se vefan al-
gunos con todas las apariencias de los muriformes descritos por
Ferran. Por otra parte, los reactivos confirmaron nuestra sos
pecha, permitiéndonos identificarlos.

Ill

‘.Pfym'a 7.5 A, cultivo del virgula en caldo de pollo elaro después de varias
siembras de caldo 4 caldo; a, comas ligeramente incurvados 6 rectos; b, espirilos
largos, {_‘Jexuoms‘ cuyas ondas estAn apenas indicadas.—B, cultive a ’la cuarta
genomcmn. del coma en caldo flojo de carne; a, fllamento provisto de oozonot
b, on.g'ptlw Inserto en un recodo de un espirilo; ¢, oogono situado en el 1|~avm?to de
un espirilo; vénse ademas algunos comas y oogonos libres.—C, eultive (i{‘-| coma
en caldo con bilis examinado en freseo al vetavo dia de la sicn;.‘i‘}ra: en él se ven
comas y espirilos palidos al lado de otros mas refringentes y que tienen mas {l.]'
titud por los colores de las anilinas; a, espirilo grueso ¥ colorable; b, espirilo deil-
Zado ¢ incolorable; e, espirilo grueso y corto con puntos hrilluu!:rs ’quu semejan
eaporos; d, comas ineolorables. —D, cultivo del coma en caldo biliar al dozavo dia

de la siembra; a, muriforme incipiente; b, muriforme mas grande con aspecto
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tuberoscs e, muriforme con aspecte de agrupado cristalino; d, muriforme semi-
desagregado; e, comas; f, espirilo palido.—Nota. Los dos cuadrantes de la izquier-
da figuran preparaciones teiiidas; los de la derecha, frescas.

Las preparaciones desecadas y tenidas de estos cultivos mos-
traron: 1.", comas fuertemente impregnados; 2.”, comas extre-
madamente palidos, sélo visibles con buencs objetivos de in-
mersion; 3.°, espirilos largos, delgados, palidos, arremolinados.
pero siempre independientes de los muriformes; 4., espirilos
gruesos, mads cortos € intensamente teiidos; 5.°, corpusculos
redondos, homogéneos, de tamano vario, contorneados irregu-
larmente por un limbo colorado, y sélo 4 trozos tefido. Estos
ultimos eran los muriformes. Jamds pudimos observar un espi-
rilo continuado directamente con muriforme: en los casos en
que aparentemente se daba esta continuidad, un buen objetivo
de inmersion (1-18 Zeiss) nos hacifa ver que el espirilo corres-
pondia & un plano distinto.

La observacion de los muriformes en cimara himeda por
largas horas no nos permitié percibir nunca la emergencia del
chorro protoplasmitico, sefialado por Ferrdn, ni advertir en la
masa del cuerpo susodicho el menor movimiento espontdneo.

Estos hechos negativos llamaron mucho nuestra atencion, vy
suscitaron en nosotros dudas vehementes, relativamente a la na-
turaleza de estos cuerpos; asi que no pudimos menos de pregun-
tarnos, si no serian acaso los muriformes simples precipitacio-
nes, de principios organicos, que la gradual condensacion del
caldo y el incesante actimulo de productos de desasimilacion de-
terminaban.

Nuevas experiencias y nuevos argumentos corroboraron nues-
tras dudas. H¢ aqui algunos de los que mas contribuyeron 4 for
mar nuestro juicio.

1.—La refringencia de los muri formes.—Ninguin cuerpo pro-
toplasmadtico la posee en tan alto grado. Esta no puede ser de-
bida 4 la presencia de cubierta, nid la inclusién de particulas
grasientas, porque de nuestras experiencias se desprende que ca-
rece de estas dos cosas. Bajo este punto de vista, el muriforme sé-
lo es comparable con la mielina, la keratina, la elastina, la cu-
bierta celuldsica de los corptisculos vegetales, etc.

2.—Los muriformes no tienen tamano determinado.—Es rasgo
peculiar de los séres vivos la limitacidn en el espacio: toda célu-
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la crece y se desenvuelve, hasta un cierto punto prestablecido
por las causas evolutivas; y el muriforme ofrece tal elasticidad de

dimensionss que seria muy dificil fijar su estatura media. En’
ciertos cultivos no pasan los mayores de 20 milésimas, y en otros{

alcanzan 50 y mds. _

3—Los muriformes grandes tienen aspecto de cristcles. —Esta
apariencia se cxagera después del tratamiento por los dcidos. Asi
el dcido acético revela claramente, prévia coloracién en hiimedo
con la hemaroxilina, una cristalizacion estelar incolora en la masa
del muriforme, destacando sobre una ganga amorfa ligeramente
tenida. No es raro ademds observar muriformes rotos y desagre-
gados.

4.—El muri ‘orme es duro, incompresible.—Cuando se aprie-
ta entre ¢l porta y cubre-objeto, no se logra aplastarlo como
sucede con todas las células, sino que resbala y huye como los
cuerpos durcs y eldsticos.

5.—FEl muriforme no viene precedido siempre de la apariencia
esporulcr de los espirilos.—De ser cierta la funcién atribuida por
Ferrdn 4 los cuerpos muriformes, éstos deberfan ser siempre pre-
cedidos de ajuellos espirilos con puntos brillantes que este autor
considera como esporos. Ahora bien; en mds de diez cultivos de
caldo con bilis observados diariamente hasta la aparicién de los
muriformes, sélo una vez creimos ver los citados puntos brillan-
tes. Dada esta inconstancia en su presentacion (declarada por el
mismo D . Ferrdn) no puede en rigor concluirse que los muri-
formes dimanan de esporos transformados.

Ademds, existen otras razones para negar la esporulacién de
los virgulas. Sabido es que los esporos resisten la desecacion, y
que poseen una resistencia extrema d todos los agentes exteriores.
Y sin embargo jamds se obtienen, en ningnn tiempo de su evolu-
cidén, siembras fértiles de cultivos de comas desecados. Una pre-
paracién desecada mds no tefida, procedente de un cultivo con
espirilos esporularios, que debimos 4 la amabilidad del Dr. Fe-
rrdn, fué humedecida con caldo estéril y sembrada en gelatina
sin éxito ninguno.

Los esporos terminales del coma que Ferrdn ha anunciado y
que otros autores (Ceci) han confirmado y descrito, no nos pare-
cen esporos. Examinados estos comas con el objetivo 1-18 de Zeiss
de inmersién homogénea, previa coloracién en fresco con el da-
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lia sobre el porta-objetos, se descubre que la apariencia susodicha
se debe 4 comas en segmentacién (véase mds atrds nuestra des-
cripcién de las formas del caldo ordinario), cuya parte central,
por ser mds delgada y pdlida, semeja un coma con dos nédulos
terminales.

Si los virgulas y espirilos con puntos brillantes poseyesen es-
poros verdaderos, deberian presentar en su seno en las prepara-
ciones tenidas por las anilinas, espacios claros, redondos, de igual
modo que los bacilos del antrax maligno, de la tuberculosis, etc.;
pero no sucede asi, tifiéndose uniformemente toda la masa del
microfito. Esta circunstancia la hemos podido demostrar en es-
pirilos de apariencia esporularia, facilitados por el mismo Dr. Fe-
rrdn.

De esto se infiere que, 6 no posee el coma generacion esporu-
lar, 6 de tenerla, sus esporos no gozan de las propiedades comu-
nes 4 estos gérmenes. Sea de esto lo que quiera, es indudable
que carece ¢l coma de forma de resistencia; conclusién & que por
otra parte han llegado también distinguidos bacteridlogos (Koch,
Van Ermergen, etc.)

6.—No existe relacion entre el miimero de espirilos y muri-
Jformes.—Hemos hallado caldos muy ricos en muriformes y es-
casfsimos de espirilos delgados, y al contrario. Este caso no se
darfa probablemente si los espirilos delgados se debieran 4 la seg-
mentacion parcial de los muriformes.

7.—El cuerpo muriforme sembrado no da comas ni espirilos.
—Cuando un cultivo rico en muriformes se impurifica, desapa-
recen rapidamente los comas y espirilos, no pudiendo resistir la
concurrencia vital de otros micréfitos mejor adaptados al medio;
pero los muriformes se conservan sin alteraciéon por mucho
tiempo. Ahora bicn, sembrada una parte de este cultivo, en pla-
ca gelatinosa, jamds da colonias de virgula, ni menos espirilos.

8.—Los muriformes resisten d la putre faccion indefinidamen-
te.—Abiertos varios matraces con cultivos de muriformes, se les
abandond 4 la descomposicién por 20 dias. Al cabo de este tiem-
po no sélo no habfan desaparecido, sino que eran mds grandes y
numerosos.

9.—Los muri formes no cesan de crecer con la ebullicion.—Un
cultivo al décimo dia en que comenzaban d disenarse estos cuer-
pos, fué sometido durante media hora 4 la ebullicién, maniobra
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que se repitié al siguiente dia. Parecia natural que, de ser los
muriformes protoplasmas jovenes, cesasen bruscamente en su
desarrollo; pero todo lo contrario, crecieron y evolucionaron
como si se hubieran cultivado en ordinarias condiciones.

10.—Los muriformes no son exclusiyos de los caldos donde el §

coma se cultiva.—Tomése caldo bien nutritivo y se mezclé con
bilis esterilizada; abridse el matraz 4 fin de que penetrasen en ¢l
los microgérmenes de la atmdsfera; se cerré después; se sometio
4 37.° en la estuta, y se abandond d si mismo por 12 dias en pa-
raje fresco.

El caldo. examinado en preparacién hiimeda, mostré innume-
rables cocos y bacterias, y en especial un bacilo corto en cadena
de gran longitud; y se dejaron ver también unos corpusculos se-
mejantes 4 los muriformes en tamarfio, refringencia, aspereza, etc.
El ensayo reiterado de los reactivos puso en evidencia que se
trataba aqui de los verdaderos cuerpos muriformes descritos por
Ferrdn.

Nuevas 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-
coen los cultivos del coma en otros terrenos, como el caldo
sencillo, la gelatina, el suero, etc.

Los corpusculos que algunas veces se descubren en el caldo
ordinario y la gelatina no nos parecen idénticos & aquéllos. Asi
que no puede menos de pensarse si algiin principio biliar se com-
bina con productos elaborados por los microfitos, ¢ si ciertas
sustancias de desasimilacion de éstos, hallando en el medio biliar
menos condiciones de solubilidad que en el caldo ordinario, son
precipitadas bajo la forma mencionada; opinién que abona el he-
cho harto significativo de aparecer los muriformes solamente tras
largos hospedajes de microbios en el terreno de cultivo, cuando
édste se ha concentrado por evapor acion, y las ptomainas y
demds productos andlogos se han acumulado en notable can-
tidad.

Por todas estas experiencias y razones, entendemos que los
cuerpos muriformes descritos por Ferrdn no son cuerpos vivos,
sino concreciones orgdnicas de una materia dura, resistente 4 los
reactivos, amorfa unas veces, cristalina otras, y cuya naturaleza
quimica no es posible determinar en el estado actual de la cien-
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cia, aunque todas las semejanzas parecen colocarla entre las ami-
das y demds productos de desnutricién del protoplasma.

En cuanto d los espirilos delgados y palidos, descritos por Fe-
rrdn en los caldos biliares, existen realmente; pero no nos pare-
ce justa la interpretacién que este autor les da. Lejos de ser las
formas mds jovenes, nos parecen ser justamente las mds viejas. Es
sabido que, cuando el terreno de cultivo se agota 4 consecuencia
del largo mantenimiento de una especie, los microbios se achi-
can, se hacen menos colorables por los reactivos, menos refrin-
gentes, hasta que por fin se fragmentan, reduciéndose d granu-
laciones irregulares y palidas. Esto es, d nuestro juicio, lo que su-
cede también en los cultivos viejos del coma, tinicos que ofrecen
los espirilos pilidos. Un hecho que abona esta conclusion es que,
al lado del virgula colorable, existen también en estos casos comas
incolorables, d veces deformados y extremadamente pdlidos.

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 4 caldo por varias gene-
raciones, al cabo de algtin tiempo la descendencia del virgula se
desvia un tanto de su forma originaria. Los comas poseen cor-
vadura menos pronunciada y son mas grandes, v, sobre todo, los
espirilos alcanzan una abundancia y desarrollo extraordinarios,
siendo de notar lo poco pronunciado de sus ondas, circunstancia
que presta d estos filamentos notable semejanza con los lepto-
trix. (Fig.8, B.)

Modificando ligeramente ¢l anterior procedimiento (siembra
de caldo 4 caldo flojo de carnero durante cinco 6 mds generacio-
nes, incubacion corta a 37°, abandono después d menos de 15
centigrados), el Dr. Ferrdn ha logrado demostrar en las cultu-
ras ciertas formas muy notables, cuya significacion no ha podido
aclararse todavia.

Consisten éstas en unos abultamientos esféricos, ora libres,
ora prendidos del tallo de los espirilos. Los hay de dos clases.
homogéneos y con diferenciacion. Los primeros son hialinos,
redondeados. visiblemente continuados con la masa protoplas-
madtica del espirilo, del cual parecen ser simples dilataciones.
Yacen. en su mayor parte, en el trayecto del espirilo, bien en su
parte media, bien al nivel y por fuera de una inflexion de éste.
como adheridos al dngulo saliente; y se ven también algunos
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insertos en los extremos, semejando 4 frutos pcndien‘teﬁ f']]e su
tallo. Los diferenciados estan situa@(_)‘s en un c_alao del.csll)lm ?, ¥
ofrecen dos zonas: una hialina }101‘1{',(:1‘](..‘21 de forma semi unjro .-
hemiesferoidal, constituida por un Iu‘]l_udo e){trcmadamfy:n{t.(.’f ;1—.
fano y limitada por delicadisima cubierta, tan fie]:zgada )l did ‘imai
que apenas puede percibirse; y otra central mds 1_r1:;:gudar, c s
tinuada directamente con el }arott)p']zl.sma del espirilo, de cuy
propiedades Gpticas y qufmicas.partmpa. e

La figura total se ha denominado oogon‘o, al‘zf) mm.lido
rente periférica periplasma y oosfera el protop dsmab‘ i
del centro, designaciones con que el Dr. .F§1'1'e1‘|1 ha’1 MTU]M({C
estas partes por su semejanza con las que integran el ovulo ¢
as pe sporeas. N
ldsr[{i;:zﬁ?ﬁna preparacién de 0ogonos. por la dcsea:acuf{l.ydla
coloracion d las anilinas, la testura indicada c.fesaparf:w, ‘tmen o-
se solamente la oosfera y los oogonos no diferenciados, y su-

ie sraves deformaciones. .
m:glj;; i":)‘:lv;:s oogonos? ;Son formas monstruosas debidlas a ]'tls
excepcionales condiciones de (.?Llll'lVO en que se ‘c’olo(ﬁ a[. lc{ln;ii
bacilo para obtenerlas? ;Son Slm.pi(:’s dllarauong.s, ac‘c):' ,en (‘;Uj)“daq
protoplasma con 6 sin dcsprendn_nlien[{) de la cubier ?d: : ebi .
a fendmenos locales de involuc?(?n? Realmente Sah-ﬂd.“]: p.ofo
al entendimiento esta interprctum’()\n, pues las formas m\-o' L’ltl‘\ as
que conocemos en algunos microfitos /mm‘fubccter‘,‘ f.?a‘cr'c“mmrn
cyanogenum, etc.), no desvian tanto de la f_o}"ma ‘fn!i_.;‘maua., Y,
sobre todo, no presentan una tan acabada dliCl‘CI'lLlilLIIOII. o :

El Dr. Ferrdan supuso en un principio que tales d1s’p{)s1uol?<‘3§
constitufan el o6rgano gencrador de una p.tjr(.m.ro.s‘pcur‘ca,1 lpf_‘m‘m
abandond despuds la 1dea en vista de la nnpomh;]]da‘d de enlazar
etioldgicamente estas formas con los cuerpos mLIrlf(?} nzl:?s.d g

Por nuestra parte, consideramos muy logico prescindir de to 8
relacién entre los oogonos y las formas con esporos, dcsdfe lquc‘
hemos observado que jamds se presentan aquéllos en lqs caldos
con bilis ni en los cultivos con muriformes. Sl

:Son los oogonos simples bosqu‘eios‘: de una ev(.)luu:)? 111Ldp:12,
de completarse en los terrenos artificiales de cuI'FwF) ‘}Lal‘d‘(; ;?el:;
latina, agar-agar, etc.), pero qua:z en las’natura]cs 111%11131’(‘)11(.:, [c w
aguas del delta del Ganges, pdtria del virgula, r’.l](.‘(l]"ld‘dl"ldn Foc‘(? -
desarrollo dando margen quizd d nuevos procederes generativos:

e
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En el estado actual de la ciencia no es posible contestar satis-
factoriamente 4 estas cuestiones. S6lo un conocimiento perfecto
del estado natural del coma-bacilo podria resolver este problema,
hoy envuelto en las mds espesas sombras.

CAPITULO 1II.

CONDICIONES DE VIDA DEL COM,-‘-BACII.O<-—DES[NFI-JCTANTE&

1.—Influencia de la temperatura. E/ coma-bacilo sucum-
be de ordinario en los cultivos cuendo la temperatura llega d
05 centigrados.—Para demostrarlo, fué elevindose gradualmen-
te la temperatura de una estufa donde habfa depositado un culti-
vo puro cn caldo del bacilo virgula. Desde los 40" en adelante
se sembrd sucesivamente en varios tubos de gelatina semilla del
matraz, y los virgulas se mostraron fértiles hasta los 65 grados.

2.—Influencia de la desecacion. Ja desecacion reciente
1o mala al yirgula.—Sembrése el coma en placa gelatinosa, y
una vez desarrolladas las colonias (48 horas) se abandond el cris-
tal 4 una corriente de aire hasta la desecacion de la gelatina.
Transcurridos dos dias, reblandeciéronse las colonias con una
gota de caldo tibio, y sembrdse el contenido de ellas en tubos
de gelatina: en ninguno aparecié el cultivo caracteristico de este
micréfito, por mds que en algunos germinasen otras bacterias.
Inoculése también, de igual manera, una colonia semidesecada,
todavia viscosa: las siembras resultaron fecundas.

Estas experiencias ejecutdronse del mismo modo con el caldo
seco de larga fecha y con el recientemente desecado: los resulta-
dos fucron idénticos. La go-a de caldo apenas evaporada, fud
avivada por la simple proyeccién sobre ella del aliento, como lo
probaron las siembras fértiles en gelatina; mas las inoculaciones
¢jecutadas con virgulas secos de una hora no tueron seguidas de
germinacién. Estos resultados tienen especial importancia. Por
ellos se ve cudn de temer es el contacto con utensilios, ropas, ctc..
manchadas por deyecciones recien desecadas & 4 medias evapo-
radas; igualmente que fiar 4 la desecacién, cuando las manos del
médico 6 de los asistentes se manchan con productos coléricos.
una desinfeccién 4 que se opone la humedad natural del epi-
dermis.
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3.—Necesidad del aire para la vida del virgula. Aunque
este micréfito pasa por aerobio, no es tan exigente como otras
especies por el oxigeno 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 ¢l virgula en la superficie del liquido y colocado el
caldo en la estufa, al siguiente dia de la siembra se encuentran
casi tantos virgulas en las zonas profundas como en las super-
ficiales.

Cuando se inoculan profundamente en gelatina algunos pocos
virgulas, cada uno de éstos forma colonias aisladas, y todas, tan-
to las superficiales como las profundas mas alejadas del aire, se
desenvuelven perfectamente; solamente se advierte que estas l-
timas vejetan con mads lentitud.

;Puede con esto afirmarse que el coma es aerobio y anacerobio
da la vez, seatin las condiciones del terreno? Nosotros nos inclina-
mos 4 pcns;ir]o asi, sobre todo considerando las débiles propor-
ciones de aire que encierra el contenido intestinal, y la vida
préspera y fecunda que en este medio alcanza el coma-bacilo.

4 —Accion del agua comin. s bien sabido desde las no-
tables investigaciones de Koch, que dieron por resultado el ha-
llazgo del virgula en un tenck indiano d donde iban 4 parar to-
das las excreciones de los coléricos de una aldea, que el coma-
bacilo no sucumbe, aunque permanezca alglin tiempo en con-
tacto con el agua, con tal de que ésta posea alguna cantidad de
materias organicas.

A fin de asegurarnos de este hecho hemos sembrado varias
gotas de caldo con virgulas en agua esterilizada. A los dicz dfas
de hecha la siembra todavia contenia el liquido virgulas vivos.
como lo probd la inoculacion seguida de buen resultado en las
placas de gelatina.

No posee tanta resistencia ¢l virgula cuando se siembra en un
medio sin materias orgdnicas, ¢l agua destilada por ejemplo; a
las veinte y cuatro horas no es ya inoculable. En el agua co-
mun hervida sembrada con aguja de platino no viven mas que
tres 0 cuatro dias.

Estas experiencias prueban que la vida del coma es muy efi
mera en ¢l agua poco aercada y pobre en materias orgdnicas;
pero esto no autoriza @ suponer que suceda lo propio en las
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aguas corrientes y estancadas, donde jamds puede ni agotarse el
oxigeno, ni faltar materias orgdnicas continuamente renovadas.

Si el virgula puede vivir en las aguas, ocurre naturalmente
preguntar: ;se le halla en los rios, canales, estanques, etc., don-
de van 4 parar las deyecciones de los enfermos en época de epi-
demia? Las modernas observaciones acerca de la marcha de la
epidemia colérica nos ensenan que si en muchos casos la propaga-
<i6n se debe, de un modo directo, al hombre enfermo y las cosas
manchadas por él, mds frecuentemente es achacable 4 las aguas
contaminadas procedentes de puntos donde reside la epidemia.

La trasmision del cdlera en la provincia de Valencia y Zara-
goza lo prueba de un modo perentorio. En aquella provincia
inicidse el cdlera en Jdtiva é inmediatamente después fueron in-
vadidas las poblaciones de Sueca, Cullera, que toman las aguas
del mismo rio, pero por debajo de Jativa., Carcagente, que bebe
agua de manantial. librése por mucho tiempo del azote colérico,
4 pesar de estar materialmente cercado por pueblos epidemiados.
En la provincia de Zaragoza, el célera se inicié en Ricla y fué in-
vadiendo todos los pueblos de la ribera del Jalén, pero solamen-
te rio abajo. Calatayud, que estd por encima, fué atacado mucho
mads tarde. Todos los pueblos que no hacfan uso de las aguas
de aquel rio, aunjue proximos 4 parajes epidemiados. lograron
librarse por mucho tiempo del contagio. En Zaragoza comen-
z6 el cdlera poco después; pero cosa singular. las primeras inva-
siones recayeron en aquella parte de los alrededores que riegan
con agua del Jalén. En Villanueva (Zaragoza) aparecié ¢l c6-
lera 4 consecuencia de su importacién por unos segadores, y
la acequia que arranca del Gallego y riega el término de S. Juan
y del Arrabal de Zaragoza, fué, por consecucncia, contaminada.
Y el célera llegd @ S. Juan y al Arrabal y 4 los numerosos case-
rios de la huerta cel Gdllego mucho antes dc que hiciera sentir

sus efectos en el casco de la poblacidn, que bebia agua del Canal
+ g g

del Ebro. tomada de este rio en Tudela, es decir, por encima de
la afluencia del Jalén. En el término de S. Juan, donde habia-
mos instalado nuestro laboratario, era de ver c¢émo se libraban
del cdlera los habitantes de todos los caserios que hacfan uso de
agua de pozos que en esta zona alcanzan gran profundidad, en
tanto que eran atacados muchos de los que consumian agua de
la acequia del Arrabal.
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No cabe duda, pues, que ¢l virgula puede vivir en las aguas:
pero lo demuestra realmente el andlisis micrografico?

A decir verdad. hemos practicado repetidas veces el analisis
de aguas sospechosas, sin resultado alguno. No pudimos demos-
trar el virgula ni en las del Jucar, ni en las del Turia, nien la
de las acequias de Zaragoza, nien el Ebro, etc., etc. Sdlo en
dos ocasiones obtuvimos éxito. Fué la primera en el agua de un
pozo de Valencia, perteneciente d una casa donde habian muer-
to algunos individuos atacados del cdlera: (1) y la otra en el agua
de la acequia del Arrabal de Zaragoza: en esta Ultima, no toda
el agua ofrecia virgulas, sino solamente la de un pequefio reman-
so junto a la aldea de San Juan, donde recientemente se habian
lavado ropas de coléricos. En estos dos casos. los virgulas se pre-
sentaron abundantes en las preparaciones por desecacion, y se
hicieron evidentes por los cultivos en placa de gelatina.

En otros andlisis, las aguas han presentado muchas veces for-
mas andlo sas al vicgula, pero nunca pudimos cerciorarnos de la
realidad d: su presencia mediante ¢l tinico critzrio positivo, el
cultivo. Por lo demuds, los resul:ados nezativos en el examen de
un agua shspechosa no autorizan la afirmacion de que no con-
tienc-coma-bacilos: porque puede suceder que habiten en tan
corto niimero (y este debe ser el caso mads general) que resulten
idemostrables por los procederes analiticos de la bacteriologia.

5.—Accisn de los antisépticos. Como tales consideramos
4 todos ajucllos agentes que son susceptibles de matar los micro-
bios 4 dosis cortas y en poco tiempo: si prescindimos de estas dos
tltimas condiciones no existe sustancia, incluso el agua, que no
pueda llevar lesitimamente el titulo de antiséptica.

Es preciso distinguir, en lo que se refiere d la accién de estos
agentes, la dosis que suspende de la que destruye en absoluto la
vida del microbio. La determinacion de la primera tiene esca-
sisimo interds practico; pues la desinfeccién de una materia con-
tumaz cualjuiera de esta suerte ejecutada no puede evitar que
uno de estos gérmenes adormecidos reviva y prolifere, sin perder
su virulencia al cambiar de terreno. En cambio el conocimiento de
la menor dosis @ que tal 6 cual materia venenosa puede aniqui-

(1) Las aruas de los pozos de Valencia son muy superficiales, y, 4 consecuen-
cia de la costumbre de utilizarlas para el lavado de rojas dentro de las casas, se
mezelan muchas veees con los productos de los enfermos.
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lar un micréfito reviste inusitado interés por las fecundas apli-
caciones que resultan d la higiene y d la terapéutica.

Es indudable que determinada la localidad orgdnica donde un
microbio patdgeno reside, y la dosis del agente téxico que le ma-
ta, hay mucho adelantado para la institucién de un tratamiento
antiséptico racional; pero no hay que hacerse ilusiones acerca de
la eficacia de los antisépticos en medicina. Matar el germen fue-
ra del organismo, es decir, en las cosas, es negocio facil y llano:
destruirlo sobre el organismo lo es también, que al fin y al cabo
importa poco aqui matar con los microbios las células que los
sustentan; pero destruir los micréfitos en el interior del organis-
mo, llevando a la sangre. al intestino, a los nervios, el tdxico
destructor, es lo mismo que st en una batalla entre dos ejércitos.
d pretexto de auxiliar d los mds débiles, un tercero en discordia
acabase con los unos y con los otros. Porque no debe olvidarse
que los microbios son cclulas, tan células como los elementos que
pueblan los organismos elevados que les sirven de hospedaje, y
estan por tanto sometidos a las mismas leyes generalesanatémicas
y fisioldgicas que rigen & a materia viviente. Y aun es mas ficil
destruir una célula que matar un microbio, como lo prueba la
prict.ca diaria de la esterilizacion bacterioldgica. Existen micrd-
fitos que soportan impunemente la desecacion, la privacién de
aire, una temperatura de 70", etc., condiciones que serfan fatales
al protoplasma animal mds resistente.

Con todo, no puede en absoluto negarse la posibilidad de que
la terapeutica realice progresos en esta via de la antisepsia intraor-
ganica, a despecho de tantas limi aciones ¢ inconvenientes. Cond-
cense agentes toxicos para unosclementos, éinofensivos paraotros.
y cabe suponer que algin dia tropiece el terapeuta con sustan-
cias que aniquilen tal especie de microbios sin danar a las células.

Aunque este ideal de la medicina haya de esperarse mucho
tiempo. no por eso quedard esta ciencia indefensa en frente de
las atecciones parasitarias. Sino le es dable oponerse d la vida
del germen, puede atajar su proliferacion v suspender quizds su
actividad secretoria; y, en ultimo término, cabe llevar al encuen-
tro de las ptomainas elaboradas por el parasito sustancias que las
neutralicen en el mismo obrador en que se fabrican, antes que d
la sangre lleguen y al organismo entero contaminen.

Entre tanto que estos prosresan se realizan y hasta que la



el

ciencia nos muestre la naturaleza de los venenos segregados por
la bacteria colérica, para oponerles una medicacién antidiastdsi-
ca 6 antiptomdica, no deja de tener interés ¢l conocimiento de
aquellos agentes mds activamente destructores del virgula; si
quiera en la actualidad de estos estudios no puedan derivarse
mads que aplicaciones puramente higiénicas: la desinfeccién de las
cosas, en vez de la desinfeccién intersticial de las personas ob-
jetivo de la patologia 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
solucién antiséptica titulada y agregdmosle una 6 dos gotas de
un cultivo en caldo rico de virgulas. De esta mezcla sembramos
con aguja de platino varios tubos de gelatina, sila siembra es fe-
cunda, esto nos prueba la insuficiencia de la dosis del agente to-
xico; si la semilla no vegeta es sintoma seguro de la destruccidn
del virgula. A fin de no alterar las proporciones de las solucio-
nes antisépticas por la adicién del caldo semilla, mezclamos cons-
tantemente 10 centimetros ctibicos del agente parasiticida y dos
gotas de aquél. El tiempo de impregnacidn tiene decisiva influen-
cia en la antisepsia. Nosotros dejamos obrar sélo un minuto el
lijuido antiparasitario; operamos asi porque nos propusimos de-
terminar cudles son los antisépticos que mds pronto obran y son
por consecuencia mds ventajosos en esa desinfeccidn rdpida, tinica
aplicable en ciertas telas y objetos delicados, ¥, sobre todo, en el
hombre, cuyas manos se¢ ponen frecuentemente en contacto con
materias coléricas ¢ sus inmediatos cultivos.

H¢é aqui las dosis 4 que algunas sustancias destruyen la vida
de los virgulas, segtin nuestras experiencias.

SUSTANCIA. Tiempo de acc.in, Posis minima que wata. |

Acido clorhidrico . .. . . {1 1 por 5H00.
Acldo auifarico . . vl bR 1 por 200.
Arvldu fenico-s Ln DG » . 1 por 200
ALIHIERATICD W e R ey e 1 por 100
Bicloruro de mercurio. . . . ] * e 1 por 200,000,
Atido acétieo, .. .70, . » PRl Bopon THI.

Iechal A pionel R » e
Clorurode 2ineic o0 00 ] » B 2 por 100.
Sulfato de hierro. . . ... | ¢ * e | 20 por 100.
Sultutodecobre . ., .. .. » » v o |1 por 800,
Nitrato de plata . . .,... | » 2 eew| o pOT E00:
Clorg: 00 oy SR » * ... .| {atmoésfera 4 saturacion),
Acido hiponitrico. . . ... | 5 minutos...... > »
Acido sulfureso . ... ... |2 255 o » »

!
{
|

-
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El cuadro adjunto pone de manifiesto que los antisépticos m:‘is
enérgicos son también los que mds rdpidamente actian; i ba}]r_)
este aspecto nuestras investigaciones confirman las experiencias
de Koch, Nicati y Rietsch, van Ermergen. Llama la atencion
sobre todo el extraordinario poder microbicida del sublimado
corrosivo. A ddsis de 1[200,000 y dun de 17250,000 mata ]qs
comas, sin mds que un minuto de impregnacién; y si se consi-
dera que parte del reactivo es precipitado por causa de sus com-
binaciones con los albumindides del caldo, todavia resulta mu-
cho menor la doxis toxica til en estas experiencias. Es, pues,
el sublimado, el antiséptico por excelencia, y su empleo prcci()fi-
simo para el medico, y todas aquellas personas que, por razon
de sus ocupaciones, se exponen al mdximum del ct)ntagio: avalo-
rando mads sus virtudes antisépticas, la rapidez de su accién muy
a propdsito para las desinfecciones insrant;in_cas,. tales como las
que se ejecutan por medio de lociones, pu[vcnzacu‘mcs, gtc.

El dcido fénico nos ha dado resultados menos eficaces y com-
pletos. A rapida impregnacién y con dosis de 1 por 300 ¢ por
500, no destruye el poder vegetativo de los comas. Solamente
puede confiarse en €l cuando se le utiliza en proporciones mucho
mds grandes, 2 d 4 por 100.

Ni el dcido bérico, ni el cloruro de zine, ni menos el sul-
fato de hierro son recomendables en las antisépsias rdpidas. Fste
ultimo agente no destruye el virgula atin bajo dosis d_c un 10
por 100, por lo cual su empleo sélo en casos muy especiales po-
dria ser de alguna utilidad.

En cambio se nos han revelado bastante endrgicos dos anti-
sépticos muy acreditados: el nitrato de plata y el sulfato dc‘co-
bre. Después del sublimado corrosivo estimamos este ultimo
agente como el mds provechoso para las desinfecciones rdpidas.

De las sustancias gaseosas, el cloro es el que nos ha parecido
poseer la virtud antiséptica mds rdapida y poderosa. Después del
cloro debe figurar el dcido sulturoso, y el tltimo de todos. por la
lentitud y debilidad de su accidn, el dcido hiponftrico. Por lo de
mds, las condiciones bajo las que estas experiencias se han Heva-
do 4 cabo, han sido las mds favorables para el desenvolvimiento
de las virtudes toxicas de estos agentes, procurando imitar en
lo posible las circunstancias operatorias que concurren en la prdc-
tica corriente de las fumigaciones. Producimos el gas en un ma-
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traz cerrado con dos tubuladuras: una destinada d dar acceso 4
los reactivos; otra continuada con un tubo de caoutchouc, que
conduce el gas 4 una caja depdsito, donde se pone en contacto
con el cultivo que se quiere esterilizar. En esta caja donde el gas
alcanza un grado vecino de .la saturacion, se coloca un porta-
objetos con una gota de caldo de virgulas, y después de un tiem-
po variable de accién del antiséptico, se practican siembras en
tubos de gelatina. El gas hiponitrico lo desprendemos por el pro-
ceder corriente (accién del dcido nitrico sobre el cobre): el dcido
sulfuroso por la combustién del azufre, 6 por la accién del dcido
sulftirico sobre el sulfato de sosa; el cloro por la reaccién del dci-
do clorhidrico sobre el perdxido de manganeso.

Estos ensayos evidencian la utilidad de las fumigaciones como
recursos destructores del pardsito colérico, pero sélo cuando se
practican en buenas condiciones, es decir, cuando la atmdsfera
puede saturarse del gas. y las materias sospechosas hiimedas ya-
cen extendidas en capa delgada y en superficies libres; circuns-
tancia esta tltima dificil de llenar en la prictica diaria de la fu-
migacion, pues 4 menudo las materias infecciosas alcanzan ca-
pas espesas y se cobijan en la trama de ropas, colchones y mue-
bles. d cuyo interior no llegan sino tardia ¢ incompletamente los
vapores antisépticos (1).

También hemos ensayado otras materias no reputadas como
antisc¢pticas. El alcohol, el vino, el vinagre, la infusion de aza-
fran, las materias colorantes, la orina, etc., etc. El alcohol de
30" no mata por rdpidas lociones los coma-bacilos, pero los
aniquila seguramente después de una maceracidén de 10 minutos.

Si una colonia de estos pardsitos se tifie por una solucion
concentrada de dalia, fuchina, etc., en aceite de anilina, los ba-
cilos detienen su vegetacion y parece que han perdido su vitali-
dad; mas si luego se los siembra en un medio apropiado, despier-

(1) Una demostracion decisiva de la ineficacia de las fumigaciones en presencia
de materias infecciosas dispuestas en espesa capa obtuvimosla accidentalmente en
uno de nuest. o8 viajes. Al entrar en la provineia de Castellén, procedente de Va-
lencia, nuestro equipaje abierto sufrio la fumigacion oficial por el acido sulfuro-
50 4 saturacién 6 poco menos; ¥y aunque el gas actud mas de media hora sobre
varios eultivos en gelatina (ue yacian abiertos en la maleta, no pudo destruirlos
ni aun retardar su evolucion en lo mas minimo. De estos gérmenes importados
de la region valeneiana, recogimos abundantes generaciones de virgulas vigoro-
B80S, que ain hoy mismo gozan de buena salud.
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tan de su letargo y proliferan abundantemente. En las mismas
colonias tefiidas de uno 6 dos dias puede observarse esta especie
de resurreccion, anunciada por la apariciéa, en torno de la anti-
gua masa bacilaria tenida. de un limbo de virgulas incoloro,
franjeado, que crece rdpidamente, licuando la gelatina.

El vinagre fuerte, igualmente que el vino (10 por 100 de al-
cohol), aniquilan el virgula en uno 6 dos minutos de imbibicion.
Las infusiones concentradas de azafrdn, de café y de té carecen
de accion germicida.

El ldudano puro destruye los virgulas en un minuto; pero en
este mismo tiempo son inofensivas las dosis de un 1o y un 20
por 100.

La orina, el sudor y el jugo gdstrico suspenden la vegetacion
del coma-bacilo, pero no lo destruyen.

En resumen; de nuestras investigaciones resul-a: 1.” Que los
dcidos minerales suspenden y dun aniquilan los bacilos colerige-
nos (clorhidrico al 1 por 500, sulftirico al 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 mds
rdpido desinfectante para ls cosas, igualmente que para las per-
sonas, es el sublimado corrosivo. 3.° Que el acido fénico y el sul-
fato de cobre son mucho menos activos y es preciso aplicarlos
en las desinfecciones rdpidas 4 dosis fuertes (2 6 4 por 100 en el
ténico, 1 por 100 6 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 100", ora obte-
nida por la ebullicién del agua, ora mediante las estufas de va-
por. 5.° Que la desecacién es un recurso harto enganoso para
que pueda ser recomendado, atendido d que si ¢s reciente no ani-
quila los microbios del célera.
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ACCION PATOGENA DE LOS CULTIVOS

DE COMAS.

CAPITULO PRIMERO.

INYECCIONES DE LOS CULTIVOS EN EL TEJIDO CELULAR,

PERITONEQ, ETC.

Experiencia primera (29 de Junio). Tomdse un lote de
seis conejillos de Indias de tres d cuatro meses de edad, y por con-
siguiente, de escasa talla. Tres de ellos sufrieron bajo la piel del
dorso una inyeccion de un cultivo puro de virgulas en caldo.
Uno recibidé medio centimetro cubico de cultivo, otro un centi-
metro ctibico y el tercero dos. A los otros tres conejillos se les
inyectd igual cantidad de caldo de cultivo, pero sin virgulas.

A las pocas horas después de la operacién, los conejillos ino-
culados con virgulas parecieron mads tristes y apdticos que los
otros: indiferentes al alimento buscaban un rincén donde repo-
sar tranquilamente. Los mds gravemente afectados eran los que
habfan recibido uno y dos centimetros ctibicos de cultivo: éstos
se mostraban con el pelo erizado, y cuando se les tocaba el sitio
de la inyeccidn, que estaba ligeramente tumefacto, exhalaban
planideros chillidos. No se presenté en ninguno diarrea, ciano-
sis, ni calambres.

A las 16 horas aumentd la postracién de los mds enfermos,
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palidecieron sus mucosas, y enfriaron de un modo visible. Un

termémetro de mdxima insinuado en el recto marcé 33" (la tem-

peratura normal del conejillo en el recto es de 38° y 5 décimas

d 39°). Por fin, después de acostarse de lado, como si las piernas

atacadas de paralisis se negaran d sostenerlos, murieron sin pre-

sentar diarrea ¢ flujo seroso en sus Gltimos instantes.

El conejillo que habia recibido el medio centimetro de cultivo
solamente, transcurridas 8 6 1o horas, recobrd el apetito y no
presenté nada de particular.

Los inyectados con solo caldo sin virgulas no ofrecieron la mds
minima incomodidad.. '

Autopsic.—Practicése en los dos conejillos muertos, y las le-
siones halladas fueron tan semejantes que las reuniremos en una
sola descripcion.

El tejido celulcr subcutdneo de la regién inoculada estaba
hinchado, conges ionado y como edematoso; al cortarle brotaba
abundante scrosidad sanguinolentr y turbia. El andlisis micro-
grafico reveld: 1.”, comas abundantisimos, en cultivo puro y do-
tados de_gran movilidad, pero sin espirilos, ni esporos, ni cuer-
pos muriformes; 2., algunos glébulos rojos de forma esférica, 4
veces mamelonada, 16 2 milésimas mds pequefios que los norma-
les, como sucede siempre que los hematies pierden su configu-
racion discoidea; 3.°, corpusculos blancos granulosos, de contor-
no irregular. que albergaban ciertos granulos gruesos, muy
refringentes, con apariencias de gotitas de grasa: estos nos pare-
cieron células emigrantes de esas que habitan en gran niimero
en los tejidos flogoseados; y 4.°. unos corpusculos didfanos, per-
fectamente esféricos, de contorno correcto y palido, de contenido
homogénco, 4 veces estratificado como los granulos de almiddn,
de diametro variable, y escasa refringencia. Estos corptisculos
son andlogos 4 los que se hallan en el caldo alcalino, y son, 4
nuestro juicio, cristales de materias orgdnicas.

De esta serosidad tomdse un poco con aguja de platino y sem-
brése en tubo de gelatina; 4 las 48 horas aparecid el cultivo
caracteristico del coma y el andlisis microgrdfico demostré ser
completamente puro.

Examindse tambi ‘n la sangre, y, ademds de las alteraciones glo-
bulares ya dichas, era de notar cierta coloracién amarillenta del
Elusma._ debida 4 un principio de solucién de la hemoglobina.

a sangre del bazo y del higado presenté abundantes tetraedros
de materia colorante espontaneamente cristalizada; prueba ine-
quivoca de la disolucién de la hemoglobina en el suero.

_ El examen en fresco de estas sangres no permitié la percep-
cion de ningtin micréfito; pero la sangre desecada y tenida por
el violeta de genciana revelé alguno que otro coma en escaso
nimero, dificilmente encontrables en el corazén, algo mds
abundantes en la de las venas del territerio afecto. Sembrada en
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gelatina la sangre del bazo, corazén y venas afluyentes de la re-
gion inoculada obtuviéronse cultivos caracteristicos del coma.

El higado. el bago,el intestino delgado, etc., no presentaron le-
sion ninguna apreciable. Elandlisis microgréfico y bacterioldgico
del liguido intestinal no mostrd la presencia de comas: halldron-
se unicamente 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 4 la accion patdgena del
bdcilo-virgula; pues en el tejido celular subcutdneo y en la san-
gre ninguna otra especie de bacteria pudo encontrarse. 2.° Una
dosis de medio centimetro cibico es tolerada perfectamente por
los congjillos de pequena talla. 3.° Una dosis de dos y dun de
uno puede ser mortal en 16 d 20 horas. 4.° Los e ectos meca-
nicos ocasionados por la inyeccion del caldo solo no desarrollan
fendmenos morbosos importantes.

i,

Figurae 8* A serosidad, del tejido celular subeutineo de un conejillo de Indias
muerto aceidentalmente de edema maligno, cuatro dias después de haber sufrido
una inyeccion subeutinea de 8 centimetros cibicos de eultive puro de comas; a,
bacilo corto; b, bacilos en cadena; e, bacilos en dngulo; d, globulo rojo empeque-
fiecido y esferoidal; e, globulo rojo en serreta -- B, serosidad sanguinolenta tomada
del tejido celular subcutineo de un conejillo de Indias muerto en diez y seis horas
i consecuencia de una inyeccion hipodérmica de 10 centimetros ciibicos de culti-
vo puro de virgulas en ealdo; a, comas caracteristicos; b, glébulo rojo achicado y
esférico; e, corpisculo emigrante cargado de granulaciones grasientas; d, cor-
priisculos palidos, alpuno de ellos estratificado, menos refringentes al parecer que
el medio y procedentes del caldo con que se sjecutd la inyeccion, (Estos corpiscu-
los parecen ser precipitaciones de productos orgénicos,y acompaiian ordinaria-
mente al caldo alealino).

Por lo demds, debemos consignar que, en ninguna de las ex-
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periencias de esta indole practicadas después, hemos notado tan
grande virulencia en los cultivos puros de virgulas. Quizds esto
se deba 4 lo reciente de la semilla; pues el cultivo utilizado esta-
ba 4 la tercera generacién: es decir, que los virgulas inyc::tad?s
procedfan de una semilla tomada de placa, inoculada con deyec-
ciones frescas de un colérico. El cultivo en caldo databa de dos
dfas solamente. ) Jenne

Experiencia segunda (30 de Junio). Los conejillos inyecta-
dos con caldo inerte dias dntes, recibieron cada uno medio centi-
metro ctibico de cultivo en caldo, 4 la 5.°generacion. Después de
sufrir ligera incomodidad recobraron su aspecto normal.

Transcurridos 10 dias (10 de Julio), tanto 4 éstos como a aquel
otro conejillo que recibié en la anterior experiencia medio
centimetro ctbico de cultivo, se los inoculo con dqs centimetros:
resistiéronlos sin experimentar graves molestias; a las 48 horas
parecfan completamente restablecidos. En cambio, dos conejillos
no vacunados de igual talla, que sufrieron una inyeccion de la
misma cantidad de cultivo, sucumbieron en 24 horas, después
de haber presentado los mismos sintomas que aquéllos de que
ya hicimos mencion en la primera experiencia. :

Resulta de este primer ensayo, como muy probable, la afir-
macién establecida por el Dr. Ferrdn de que, una inoculacién
de un cultivo de comas, preserva al animal de los efectos toxicos
de una nueva inoculacién con una dosis doble, ordinariamente
mortal para los conejillos no vacunados.

Experiencia tercera (18 de Julio.) Ocho congjillos de In-
dias de diversas tallas se inocularon con un cultivo puro de vir-
gulas en caldo 4 la quinta generacion. Un adulto recibio 7 cen-
timelros cubicos, otro 6 y otro 5. Los restantes, de menos t'd].ljl,
fueron inoculados con 3 centims. cubs. de cultivo. La inyeccion
se verific de una sola vez y bajo la piel movediza del abdomen.

El primer dia lo pasaron los congjillos un tanto apaticos € ina-
petentes, especialmente los de los 6 y 7 centimetros ctibicos. El
sitio de la inyeccién aparecié duro, tumefacto, caliente y dolo-
roso al tacto. Del segundo al tercer dia recobraron todos su nor-
malidad. La piel de la regidn inoculada continuaba en algunos
dura, como infartada y de color violdceo; en uno formose una es-
cara que se elimind a4 poco; en otro quedo por muchos dias
una tuberosidad inflamatoria; ninguno presento flemones. m
otras complicaciones. X

Trascurridos diez difas, recibieron todos una segunda inyec-
cién que se hizo extensiva d seis congjillos no vacunados a fin de
que sirvieran de contra-prueba. Los congjillos de escasa talla
que habian sido inoculados con 3 centimetros lo fueron ahora
con 6. Los vacunados con 6, 7 y 35, lo fueron ¢ntonces con 10.
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Y recibieron 1o también, excepto dos mds pequefios que se ino-
cularon con 8, los conejillos no vacunados anteriormente. Todos,
vacunados y no vacunados, sufrieron mucho el primer dia; cosa
fdcilmente explicable si recordamos la viva flegmasia y el notable
traumatismo que los tejidos y la piel distendida por tan enorme
cantidad de liquido han de sufrir forzosamente; pero los vacu-
nados pasdronlo mejor, tomaron alimento, restableciéndose casi
completamente al segundo dia. No asf los no vacunados; negd-
ronse desde luego 4 tomar alimento, agitabanlos ciertas ligeras
convulsiones, tuvieron el pelo erizado, las mucosas palidas y cier-
ta algidez especialmente perceptible en las dltimas dos horas de
su vida. Por ultimo, tres de ellos sucumbieron antes de las 24
horas. La autopsia denuncié en el tejido celular violenta conges-
tién edematosa; el liquido sanguinofcnto que llenaba las areolas
del tumor ofrecfa notable cantidad de comas: en la sangre del co-
razon no los evidencié 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 dia en que murieron; y otro, después de permanecer inape-
tente y postrado varios dfas, recobrd la salud y el apetito, 4 pe-
sar de la inyeccién de los 10 centimetres ctibicos de cultivo que
habia recibido.

La autopsia de estos dos ultimos conejos muertos reveld lesio-
nes especiales muy dignas de notarse. La piel de la region ino-
culada (abdomen) ofrecia una hinchazén edematosa enorme y
un cierto despegamiento ya reconocible al tacto. Cuando el tu-
mor fué abierto, mostrése un vasto receptaculo situado entre los
musculos y la piel, que rodeaba gran |l)artc del tronco, y en cuya
cavidad anfractuosa veilanse aqui y alld musculos desprendidos,
aislados, como disecados, un liquido turbio sanguinolento.
Expansiones de esta cavidac{ penetraban entre los muisculos del
pecho disecdndolos, y como macerdndolos. Las partes limitrofes
no disecadas estaban rojas, turgentes, edematosas.

Practicése el andlisis histoldgico del liquido turbio susodicho.
y reveld: 1.°, glébulos rojos en corto ntimero, redondos y con
puntas; 2.°, corpusculos embrionarios; y 3., gran cantidad de
unos bacilos rectos, con extremos esquinados , de longitud varia
(no pasaba de 5 milésimas) mds espesos que el coma y disemi-
nados en el liquido, ora sueltos, ora formando cadena de dos.
tres 6 mds (Fig. 8, A./ La serosidad contenfa también hemo-
globina en 'solucion, y gran cantidad de granulaciones incolora-
bles, quizds detritus de tejidos desorganizados.

La sangre de la region afecta, del higado. del pulmén, del co-
razon, etc., revelé también profusién de estos bacilos; no obs-
tante, eran mucho mds abundantes en la sangre de las venas de
la regidn inoculada que en ninguna otra parte.

Contenia también estos bacilos la serosidad peritoneal. Por lo
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demads, ni el intestino, ni el higado, bazo, etc., presentaban alte-
raciones dignas de notarse: unicamente llamaba la atencién una
ligera inyeccion rosicea 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 estémago ¢ intestinos gruesos distendidos por{
gran cantidad de materias. No lpudo encontrarse el susodicho
bacilo recto en las heces ni entre las células epiteliales descama-
das que contenian el intestino delgado.

Uno de estos conejillos era hembra y estaba en gestacién: sus
fetos hallarénse muertos, y analizada su sangre no pudo demos-
trarse el bacilo mencionado.

De la sangre, serosidad, etc., recogida en los citados conejos,
practicaronse siembras en gelatina. El bacilo prendid, formando
colonias infundibuliformes, con ligera depresion superficial: mas
sin burbuja. El cultivo fué tan rdpido que 4 los dos dias habia
disuelto gran parte del terreno, presentandose un hueco sacular,
lleno de un liquido turbio, blanquecino, con precipitados en el
fondo. El microscopio revel6 los mismos bacilos que en la san-
gre, pero algo mds cortos y gruesos.

Lo mds notable del caso fué que ni en la sangre, ni en el teji-
do conjuntivo subcutdneo donde tuvo lugar la inyeccién pudo
hallarse ningtin virgula; ni aun echando mano para su demos-
tracién de las siembras en placa gelatinosa.

Comparando estas lesiones con las que Koch ha descrito enla
afeccion conocida con el nombre de edema maligno del conejo,
y cotejando el bacilo hallado por aquel ilustre bacteridlogo con
el ya descrito, nos inclinamos a pensar que los conejillos atacados
fueron victimas de esa afeccion bacteriana. Nuevas experiencias
de inoculacion ejecutadas con tierra, agua, etc., en el conejo, nos
han confirmado en nuestras presunciones.

Por dltimo, en otras experiencias de inoculacion con los vir-
gulas, hemos observado otros dos casos de muerte, en condicio-
nes idénticas, solamente que las lesiones eran menos extensas, los
musculos no estaban tan disecados, ni desprendidos, la piel ofre-
cia un aspecto mds sanguinolento y edematoso, y la sangre del
corazén solo mostrd, al contrario que en los anteriores casos,
escasisimo nimero de bacilos rectos.

De las expuestas experiencias resulta: 1.°, que los conejillos
adultos pueden sufrir impunemente una inyeccién de 5, 6 y 7
centimetros cubicos de cultivo puro de virgulas en caldo de tres
dias sembrado con gérmenes 4 la quinta generacidn: 2.°, que en
ciertos casos y después de ofrecer graves trastornos pueden so-
portar una ddsis todavia mayor (8 ¢ 10 centimetros ctibicos),
aunque esto es excepcional; 3.°, que los conejillos inoculados con
5, 6 6 7 centimetros cubicos de cultivo de comas pueden tolerar
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después una inyeccién de 10 centimetros ctibicos; 4.°, que algu-
nos de los conejillos inoculados por primera vez con una fuerte
dosis de virgulas, 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 tltimo, gracias 4
su aptitud superior de colonizar en el plasma interorgdnico, des-
apareciendo, como consecuencia, el comadel liquido inyectado,
y ocurriendo la muerte sin su concurso, ordinariamente mds
tarde (tres dfas 6 cuatro después de la inoculacién).

Cosa singular, ningtn conejo de los sometidos d segunda ino-
culacién con el coma nos ha presentado el edema maligno, 4 pe-
sar de haber ejecutado las inoculaciones en las mejores condi-
ciones para estas contaminaciones accidentales. ;Serd 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 accién sobre el hema-
tie y hemoglobina, etc., ete.: pero faltan nuevas experiencias
para fallar aun definitivamente sobre este asunto.

Experiencia cuarta (1.° de Agosto). Vacundronse cuatro
conejillos pequenios (un mes de edad) con centimetro y medio
de caldo con virgulas, dos (de dos meses) con 2 centimetros, y
dos grandes (adultos) con 8. De ellos, ninguno habfa sido ante-
riormente inoculado.

Uno de los medianos (vacunado con 2 centim. ctib.) murié
al signiente dia, revelando la autopsia, en la regién inoculada,
abundantes comas, algun diplococo, hematies esféricos, etc. No
habia desprendimiento de la piel ni de los musculos: solamente
se mostraba aquélla congestionada y edematosa. Los cultivos
de lasangre faeron fecundos y se cosecharon comasen abundancia.

El intestino no mostrd virgulas, y estaba casi completamente

racio. Ninguna otra lesion apreciable en las visceras.

Uno de los que recibieron 8 centim. ctib. estuvo abatido € ina-
petente hasta las 20 horas; después parecié comer y restablecerse;
pero llegado 4 las 30 horas rechazé el alimento, se enfrié, hin-
chdndosele el vientre y murid. La autopsia revel las lesiones
del edema maligno: glébulos deformados; bacilos en la sangre,
en la serosidad peritoneal y en la que ocupaba el recepticulo de
la regidn inyectada; inyeccidn rosdcea del intestino delgado y
vacuidad casi completa del mismo.

El otro de los 8 centimetros ctibicos estuvo grave, pero se res-
tablecid 4 los dos dias.

Los demds conejillos recobraron en breve su normalidad.
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Esta experiencia demuestra cudn varia es la virulencia de los
cultivos del coma; conejos iguales en talla 4 los pequerios de

la primera inoculacion, que, como ya hemos dicho, murieron 4 .

consecuencia de una inyeccion de 1 centimetro ctibico de cul-
tivo puro, se los ve ahora resistir 2 centimetros cubicos. De los
dos conejos inoculados con 8 centimetros cubicos, uno se salvd
y el otro probablemente habria también sobrevivido si no hu-
biera sido contaminado accidentalmente por el bacilo del edema.

Esperiencia quinta. Dos conejos comunes fueron inyecta-
dos con ro centimetros ctibicos de cultivo puro de virgulas en cal-
do. Produjose bajo la piel enorme hinchazdén caliente y dolorosa.
Efecto de la flegmasia determinada, mostraronse un tanto abati-
dos; mas al siguiente dia recobraron las fuerzas y el apetito. Gran
parte del liquido habia desaparecido.

Repitidse esta misma experiencia con conejos de mds pequena
talla, los cuales resisitieron también la misma dosis sin mostrar
graves trastornos.

Dos gatos (de 15 dias de edad) sufrieron una inyeccion de 3
centimetros de cultivo puro del virgula. El primer dia pasironlo
aplanados con el pelo erizado y quejumbrosos, pero 4 poco se
restablecieron.

Experiencias idénticas en perros, pollos, etc., nos han demos-
trado que el virgula no encuentra condiciones de existencia en
el tejido celular subcutdneo de estos animales, y que no reprodu-
ciéndose sino limitadisimamente, sus efectos tdxicos se concretan
d poquisima cosa. En cuanto d los productos elaborados por los
comas y que con estos penetran en el tejido conectivo, no pare-
cen ejercer una accion toxica determinada.

INYECCIONES PERITONEALES.

Experiencia sexta (2 de Agosto). Tres congjillos vacuna-
dos con 5 centimetros ctibicos de cultivo y revacunados con 1o
centimetros ctibicos, sufriéron la inyeccién peritoneal de otros 10
centimetros ctibicos de una cultura pura de virgulas en caldo.
Inmediatamente después de la operacién experimentaron ciertos
temblores y convulsiones parciales especialmente de los musculos
del cuello, cayendo inmediatamente en grandisima apatia. El pelo
erizado, la mirada triste, la repulsion del alimento, la actitud de
reposo descansando sobre el vientre, con las patas separadas, v
mads adelante, d las 24 horas de la inoculacién, algidez marmdrea,
respiracion fria y ansiosa, orejas y mucosas palidas, convulsio-
nes ligeras de las extremidades, fueron los sintomas mds salien-
tes que presentaron hasta su muerte ocurrida, en.uno, 4 las 23
horas de la operacion, en los otros. d las 34 y 36. La temperatu-

=

e e

ra del recto en las tltimas horas no pasé de 30”. No hubo dia-
* ’ . L3 L4
rrea; pero si vomitos biliosos en dos. Después de la muerte derra-
r - .
mose en la abertura uretral una orina cetrina, espesa, como

albuminoide.

Durante la vida habiase observado la sangre de la oreja. Los
hematies eran normales; sélo se notaba cierta disolucién de la
hemoglobina y algunos cristales aislados de esta materia.

La autopsia revel6 en todos ellos el peritoneo inyectadoﬁy con-
teniendo en su cavidad un liquido seroso sanguinolento filante,
que contenfa: 1.° Glébulos rojos deformados en estrella. 2.” Co-
mas en abundancia. 3.” Bacilos cortos y rectos en corto niimero.
La sangre solo los ofrecfa en cortisima cantidad. El intestino
ﬁrueso estaba distendido por heces normales y gases; el delgado

iperemiado y con bilis en abundancia; en él no existian virgu-
las; el estomago repleto de materias medio digeridas.

Experiencia séptima. Cuatro congjillos de Indias adultos
sin vacunar y cuatro vacunados recibieron una inyeccién de un
cultivo puro de virgulas en la cavidad peritoneal. De los sin va-
cunar, uno la sufrio de 2 centimetros cubicos, dos de 5 y otro de
10. Antes de las 24 horas murié uno de los inoculados con 5 y
el inoculado con 10. Este tltimo apenas vivio 12 horas.

La autopsia comprobd en el peritoneo la existencia de una
gran cantidad de liquido turbio, filante, no coagulable, esparcido
por todo el abdomen. Examinado al microscopio este licor, se vi6
que estaba literalmente lleno de virgulas, que gozaban de gran
vivacidad: velanse también eses y espirilos cortos, y algunos he-
maties esféricos y pequenos. La sangre del corazén, del higado,
eteétera, reveldalgunos comas, facilmente demostrables porla co-
loracién por el dalia. Sembrdse sangre y serosidad peritoneal en
gelatina estéril y obtuviéronse excelentes cultivos de comas.

El intestino, completamente normal; su contenido sin virgu-
las. Los demds 6rganos al parecer integros y fisiologicos; sola-
mente los epiplones aparecian algo hinchados y edematosos.

Los vacunados fueron sucesivamente inoculados en la cavidad
abdominal con 6 centimetros cubicos. Uno de ellos lo fué con la
serosidad llena de virgulas recientemente extraida del conejo
muerto, de que hemos hecho mencién. Repusiéronse todos en
breve, excepto dos que sucumbieron antes de las 24 horas. Uno
de éstos era el inoculado con serosidad. La autopsia reveld vir-
gulas en uno, mas no en este ultimo, en el cual sélo pudieron
4 duras penas hallarse algunos bacilos rectos en la serosidad pe-
ritoneal, y ninguno en la sangre. ;:Como se explica esto? Porque
es de advertir que este conejillo recibié en la cavidad peritoneal 6
centimetros de serosidad llena de virgulas. ;Murié exclusivamen-
te por los productos téxicos elaborados por el coma después de
haber desaparecido éste por desorganizacién? jsucumbié d la
septicemia? No es fdcil decidirlo; solamente indicaré que el li-
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quido peritoneal era abundante y que el cortisimo niimero de ba-
cilos rectos que contenia no explica fdacilmente una muerte, tan
rap;damf:nte_ llegada; tanto mds cuanto que no se pudo demos-
trar lesion visceral ninguna.

Aunque estas dos ultimas experiencias no son terminantes,
prueban d nuestro juicio que el virgula es mds patégeno en el pe=
ritoneo que bajo la piel, y que la inmunidad que la vacuna con-
cede 4 un conejillo, no parece hacerse extensiva 4 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
centimetros ctibicos de cultivo, siendo asi que inyectados por otra
via pueden resistir 8 y 10 centimetros ctibicos. De todos modos, <
s6lo experiencias repetidas y mds concluyentes, podrdn resolver '
esta cuestion envuelta todavia en sombras y vaguedades.

INYECCION DE CULTIVOS HERVIDOS.

Experiencia primera (10 de Julio). Comenzd por elevarse 4
100°, en bafno maria, un cultivo de comas en caldo al cuarto dia
de la siembra. Tomdronse seis conejillos, tres de un mesde edad, y
otros tres de dos meses. Los primeros fueron inonulados con 2 ¥
centimetros ctibicos del cultivo hervido; los segundos con 5 cen-
timetros ctibicos. Pusi¢ronse en observacion en un departamento
especml. El primer dfa pasdaronlo tristes, abatidos, repugnando el
alimento, y quejandose cuando se les tactaba el sitio de la inyec-
cion. Pero, al finar las 24 horas, recuperaron el apetito y la mo-
vilidad natural, sin mostrar la menor alteracién funcional. La
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region inoculada de la piel, al principio fuertemente tensay do-
lorosa, adquirid presto pastosidad y blandura, desapareciendo to-
da tumefaccion al terminar el tercer dia. T

Ocho dias después, recibieron estos conejos una inyeccién de
3 centimetros ctibicos de cultivo de comas vivos 4 la tercera gene-
racion y 4 las 24 horas de siembra. Todos ellos soportaron per-
fectamente esta inoculacién, aun los conejillos mds pequenios de
un mes y dias de edad, que en otros casos no resistieron d 2 cen-
timetros ctibicos de cultivo puro de comas,

Conclusiones.—Parece probable que no es el virgula precisa-
mente el que presta inmunidad al organismo de los conejos para
nuevas dosis mds potentes de cultivos, sino ciertos productos
engendrados por ¢él, no descomponibles 4 temperatura de 100°.
Y es de notar también que estos animales de pequena talla, que
sin previa vacuna no tolerarian una dosis de 5 centimetros ctibi-
cos de cultivo de virgulas vivos, apenas sienten efectos morbo-
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sos cuando reciben hervida esta misma cantidad. Por lo cual no
es aceptable la opinién sostenida por el Dr. Ferrdn y el Dr. Van
Enmergen que atribuyen los efectos t6xicos de las inyecciones
subcutdneas de grandes cantidades de cultivos en los conejillos
de Indias 4 la sola influencia de las ptomainas ingeridas: es pre-
ciso aceptar que el virgula puede vivir y proliferar hasta ciertos
limites en el tejido conjuntivo del conejillo, segregando nuevas
materias téxicas que se adicionan 4 la que ya llevaba el cultivo
inyectado; esto es evidentisimo en las inyecciones peritoneales
(en 24 horas hemos visto en un caso producirse 30 centimetros
ctibicos de cultivo concentradisimo en la serosidad exudada),d lo
cual quizds sea debida su excepcional gravedad. Si sdlo fuese el
veneno inyectado con el virgula el responsable de los fendmenos
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 a dosis masivas
en ¢l gato y conejo ordinario, cuya diferencia estructural con el
congjillo indiano no es tanta que autorice d pensar que un vene-
no mortal para éste sea absolutamente inofensivo para aquél (1).

Experiencia segunda (20 de Julio al 1 de Agosto). In oculd-
ronse bajo la piel del dorso cinco a:on_ell]los, dos pequenitos (de
mes vy medio) con 5 centimetros cubicos de caldo hervido, dos
grandes con 10 del mismo cultivo, y con 12 uno vacunado y re-
vacunado que habfa sufrido ya una inoculacion duodenal 20
dias dntes.

Ninguno tuvo novedad digna de mentarse. "

Transcurridos 10 dias, se inocularon todos con un cultivo de
comas en caldo al segundo dia de sembrado. La dosis para cada
cual fué la misma que en la anterior operacion: el que habia re-
cibido 5 de caldo hervido, inoculése con 5 de cultivo de virgulas
vivos, ¢l que con 10, con 10, etc. : i S

A fin de que la experiencia fuese mds concluyente inyectose a
dos conejillos no vacunados 10 centimetros cubicos de cultura
viva. o

Este experimento fué concluyente: ninguno sucumbio excepto
éstos dos ultimos que no habian sido vacunados. _

En la autopsia que se practicé evidencidronse las mismas le-
siones ya descritas en otra ocasién, y de la sangre y serosidad,
obtuvicronse cultivos caracteristicos de comas.

(1) El mismo Ferrin asegura haber inyectado sin resultado alguno 12 centime-
tros edbicos de cultivo de virgulas fllitrado. Nosotros hemos comprobado la exac-
titud de estaexperiencia.
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Es de notar en esta experiencia: 1.° Lo inofensivo de los culti-
vos hervidos que apenas produjeron trastornos 4 la dosis de
5 centimetros clbicos 4 conejillos de escasisimo volumen como
los de mes y medio de edad. 2.° Que estos mismos conejillos,
que hubiesen sucumbido seguramente 4 una dosis de cultivo vivo
de 2 centimetros ctibicos, soportasen perfectamente 5 y 3.

Nuevas experiencias practicadas posteriormente y seguidas
de iguales resultados, ponen, 4 nuestro juicio, fuera de duda que
la sustancia 6 sustancias que el caldo lleva, y no los virgulas, son
la causa de la inmunidad que al conejo presta una primera in-
yeccién de comas vivos y que en todo caso puede sustituirse la
inyeccion de éstos por la de aquellas sustancias, con ventaja po-
sitiva para el conejo, que las soporta mejor y no corre tanto ries-
g0 de ser contaminado accidentalmente por otros gérmenes pa-
togenos.

Experiencia tercera (5 de Setiembre). Tomdronse deyec-
ciones frescas de colérico y abandondronse 24 horas 4 cultivo
espontdneo. Hirviéronse después y se inyectaron 4 dos conejillos
d dosis de 6 centimetros ctibicos.

Parecieron algo molestos los animales en las primeras horas;
mas no tardaron en volver 4 su estado normal.

Ocho dias después inyectamos 8 centimetros cibicos de un
cultivo puro de virgulas sumamente rico. Aguantdronlo éstos
sin ofrecer sintoma alguno digno de mencién.

Esta experiencia parece probar, que las deyecciones poseen co-
mo los caldos de virgulas la misma sustancia que presta inmu-
nidad. Empero no habiendo podido repetir nuevamente la expe-
riencia (practicdse en Zaragoza al final de la epidemia), no osare-
mos deducir consecuencia ninguna importante. Con todo. ellos
demuestran que los venenos existentes en las deyecciones no son
bastante activos para matar 4 dosis considerables al congejillo de
Indias, & menos que no se suponga que la ebullicién los ha des-
compuesto y desnaturalizado.

EXPERIENCIAS EN EL HOMEBRE.

Las inyecciones subcutdneas del cultivo puro de virgulas en
el organismo humano fueron por primera vez ejecutadas por el
Dr. Ferrdn y su discipulo Pauli, en s mismos, comenzando por
dosis ligeras y ascendiendo gradualmente hasta un centimetro
ctibico, 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 descripcién. .

Expondremos los que en mi{ mismo he podido experimentar
en dos inoculaciones sufridas, una de mano del Dr. Ferrdn con
uno de sus cultivos, y otra de propia mano, y con una cult’ura
en caldo perfectamente pura, de mis cosechas de comas, 4 la
tercera generacion.

La inyeccién verificése la primera vez en el tejido celular sub-
cutdneo del brazo en cantidad de 2 centimetros ctibicos. Ex-
cepcidn hecha de la vaga sensacién de quemadura que se expe-
rimenta al practitcar la inyeccién, nada anuncia dm:;mtc las dos
6 tres horas subsiguientes la penetracién en el organismo de una
sustancia téxica y de un microbio patégeno. Inicianse los sin-
tomas por ¢l aumento del dolor en la regién posterior dL:] br;fzo,
y por el entorpecimiento en los movimientos de cxtcnsl;ion.. }*Txa-
cerba el dolor al menor roce é contacto, y se buscan 1nst1.nt1\-'a-
mente aquellas actitudes que ponen 4 la regién mads al abr.lgo.de
toda violencia. Poco mds tarde (4 6 6 horas después de la inocu-
lacién)que el dolor seexacerba, inicianse los fenémenos generales.
Consisten éstos en una ligera fiebre pocas veces precedida de es-
calofrio, acompanada de ligera cefalalgia, inapetencia, sensacién
de malestar, inquietud y otros sintomas menos constantes,
como las nduseas, calambres, y en casos muy especiales y raros.
diarrea. EI maximum de estos efectos corresponde 8 6 10 horas
después de ocurrida la inyeccion. A las 24 horas ¢ antes L‘o‘m.ien-
za 4 disminuir la fiebre, la cefalalgia y el malestar, sobrevinien-
do un sudor mds & menos copioso que pone remate d los fend-
menos generales. ‘

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

En la regién inyectada existe ligero infarto rojizo, un tanto
doloroso 4 la presion, cuya existencia suele prolongarse tres 6
cuatro dias.

Es indudable que gran parte de estos sintomas son de.tiidos d
la enérgica flegmasia sobrevenida en el sitio de la in}-'c‘ccwl}, por
efecto sin duda de la irritacion causada por las ptomainas § pro-
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ductos elaborados por el virgula. Algunos otros, la ansiedad, el

malestar, las nduseas y en ciertos casos los calambres son efecto

de la absorcion de aquellos productos? Es probable, pero no es
cosa demostrada.

Hemos verificado el analisis micrografico de la sangre en el
paraje de la picadura, y en el pulpejo de los dedos, 10, 14y 24
horas después de realizada la inoculacién. En ningtin caso he-
mos podido demostrar la existencia de virgulas ni por el examen
directo ni por los cultivos. Creemos que la vida del virgula 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 virgulas,
4 la manera de lo que sucede en el conejo de Indias, lleguen ac-
cidentalmente al torrente sanguineo, y en ¢l sucumban incapa-
citados de vivir en este terreno, pero deben ser escasisimos en
nimero, puesto que el cultivo no puede evidenciarlos. Una cosa
analoga acaece en el congjillo cuando se inocula con una dosis
pequena y tolerable de cultivo. Los virgulas tan numerosos en
el tejido conectivo de la region inyectada, no pueden descubrir-
se en la sangre; pero si se fuerza la ddsis y resultan efectos 1t6-
xicos, el coma invade ¢ al menos llega pasivamente a4 la sangre,
donde no falta jamds en los casos graves.

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

Cuando un inoculado sufre, 5 6 6 dias despucs , otra segunda
11"]0LL11dC101'l 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 todavia
han sufrido mds 4 consecuencia de la segunda que de la prime-
ra inoculacion. Estas irregularidades pueden depender de la des-
igual virulencia del cultivo de la primera y segunda vacuna.
Habrd ocurrido quizds, en algunos casos, que la segunda vacuna,
por datar de 6 U 8 dias o por otras condiciones, encierre tan gran
cantidad de comas y sus productos que la accidn profildctica de
la primera resulte deficiente. También cabria explicar estas in-
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constancias por lo 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 ¢ 3 centimetros cubicos,
es vacunado con 1j10 de centimetro ctibico, por ejemplo. Supo-
niendo que 2 centimetros ctibicos sean el minimum susceptible
de producir efectos preservativos, toda condicién que tienda 4 re-
bajar esta dosis, bien absoluta, bien relativamente, aniquilard la
accién profildctica. Asi una cantidad dada podrd determinar
efectos profildcticos en un individuo de pequefa estatura y no en
otro de opuestas circunstancias. Un cultivo recien sembrado y
pobre en comas, no determinard tampoco inmunidad en un su-
jeto de mediana estatura y regular volumen, etc. Hubiera sido
de desear que individuos recien curados de un ataque colérico,
se hubieran sometido 4 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 mds
dmplia experimentacidn, consecuencia ninguna positiva.

Conclusiones. 1." El microbio virgula de Koch cuando es
inyectado en cantidad considerable en ¢l peritoneo, en el tejido
celular sub-cutdneo del conejo de Indias, produce efectos téxicos
especiales.—2." Estos efectos, aunque mucho menos graduados,
han sido producidos en el hombre.—3." La accién téxica indi-
cada es debida al cultivo del virgula en el tejido conjuntivo y en
los plasmas inter-6rganicos; puct; que ni los cultivos hervidos ni
los filtrados los pmduu,n‘—:} El virgula vive mal en ¢l tejido
conjuntivo donde, ingerido 4 pequenas dosis, desaparece rapida-
mente, prospera algo mds en el plasma peritoneal, y no tiene
aptitud para desenvolverse en la sangre. En este liquido sélo se
le halla forzando considerablemente las dosis; pero nunca se le
encuentra en €l cuando la inoculacion se realiza, como sucede en
el hombre, 4 dosis moderada.—5.* Si para producirse efectos t6-
xicos requiérense dosis masivas, el virgula no es un microbio
propiamente patégeno del tejido conectivo, linfa, sangre, etc.
—6." No pasando sino rara vez el virgula 4 la sangre, menos
podm alcanzar el intestino, y aparecer en las heces. Experien-
cias concluyentes lo demuestran y ningunas tan demostrativas
como las inoculaciones int ‘lp{.rltoneaks En conejillos cuya ca-
vidad peritoneal contenfa mds de 50 centimetros cubicos de se-
rosidad riquisima de virgulas, y la sangre los encerraba tam-
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bién, el intestino estaba vacio, normal y sin el menor rastro de
estos pardsitos.—7." La ingestién de cierta cantidad algo im-
portante de cultivos de comas, presta al organismo tolerancia
para otras inoculaciones del mismo micréfito 4 dosis dobladas y
aun mortales.—8." Estos efectos profildcticos se dan, aunque me-
nos constantemente, en el hombre.—g." No son los virgulas los
que otorgan la inmunidad, sino alguno de los productos que los
acompanan. Esta inmunidad puede explicarse suponiendo que el
coma deja en el tejido conjuntivo y, en general, en los plasmas
interorgdnicos, una materia, que soporta la ebullicién sin des-
componerse, y nociva para el ulterior desenvolvimiento de otros
virgulas.—10. Es verosimil que no se haga extensiva 4 todo el
organismo esta accion profildctica. Los conejillos vacunados con
dosis masivas que sucumbieron despuds 4 la accién de 5 y 10
centimetros ctibicos, inyectados en el peritoneo, inducen 4 ;ucn-
sar asi.—r11. No cabe deducir de estas experiencias que el vir-
gula U otro pardsito causante del clera 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 virgula.

CAPITULO II.

ACCION PATOGENA DEL \-’iItGUI,‘\ EN EL TUBO INTESTINAL

DE LOS CONEJOS DE INDIAS,

Inmediatamente después de anunciado el descubrimiento de
Koch, que enlazaba la patogénia del célera con la biologia del
bacilo-virgula, multitud de observadores se dieron 4 investi-
gar el poder colerigeno de estos micréfitos, tinico punto sujeto 4
contr?versia en los trabajos del ilustre microbidlogo. Aunque
parecia extremadamente probable que el coma-bacilo inyectado
ovmgcrldo en el intestino de los animales habfa, en a]g_gur;a espe-
cie por lo menos, de produdir un estado sintomatolfﬁgico al co-
lera ?;cmcjamr:., ello fué que las primeras tentativas fracasaron, y
¢l mismo Koch hubo de confesar con pena que ni en los cone-
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jos, ni en los perros, ni en los monos, ¢l coma podia desenvol-
verse, ni determinar, por ende, el colera experimental.

Ensayos mds afortunados de Nicati y Rietsch de Marsella y de
Van Ermergen en Bélgica hicieron suponer que el problema ha-
bia sido resuelto, y que la virtud colerigena del coma-bacilo podia
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
virgulas. Al cabo de algtin tiempo los sintomas observados (dia-
rrea, algidez, anuria)anunciaban que el micréfito habia arraigado
en el intestino, y proliferado en él, de manera idéntica que en el
hombre, y la autopsia ponia en evidencia, ora por el examen di-
recto, ora por los cultivos, el bacilo colerigeno, tinico responsable
de los accidentes ocasionados. El mismo Koch pudo ahora, repi-
tiendo estas experiencias, determinar el colera en los conejillos de
Indias, inoculando en el duodeno una centésima parte de gota de
un cultivo puro de virgulas.

Confieso que antes de comenzar mis experiencias sobre las in-
yecciones duodenales de comas, no abrigaba duda relativamente
4 la naturaleza colérica de los accidentes determinados en los co-
nejos por hdbiles experimentadores, y tanto que, al proponernos
repetirlas, no llevabdmos mds objeto que ver si los animales que
sufrian una vez el cdlera experimental eran refractarios 4 un se-
gundo contagio, y si los inoculados por el procedimiento Ferrdn,
es decir por las inyecciones subcutdneas de cultivos puros, queda-
ban realmente inmunes para el cdlera ocasionado mediante las
inoculaciones intraduodenales.

Pero nuestros primeros ensayos de colerizacion en los coneji-
llos de Indias suscitaron en nosotros no pocas dudas relativa-
mente 4 la naturaleza de los accidertes ocasionados, y nos ad-
virtieron que pisdébamos un terreno todavia poco firme, sobre ¢l
cual nada sélido y completo podia edificarse.

H¢é aqui un resumen de nuestras experiencias:

La técnica seguida en estas inoculaciones fué la siguiente: Co-
menzamos por sujetar perfectamente el congjillo sobre una tela

metalica, fijando sus patas por ligaduras, ¢ inmovilizando la ca-

beza d favor de un corddn que, abrazando los dos incisivos supe-
riores, se fija fuertemente a un alambre de la rejilla. Antes de
proceder d la operacién, afeitamos la piel de la regién epigdstrica,
lavdndola despues con una solucién de sublimado corrosivo.
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La primera incision la limitamos 4 la piel y tejido celular sub-
cutdneo: su extensién es de 2 centimetros 6 algo mds, y recae
sobre la linea media abdominal, medio través digital por debajo
del cartilago xifoides. A favor de una segunda incisién, incindese
la linea alba y se llega hasta el peritoneo. El tltimo 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 d la seccién peritoneal; asi se da lugar 4 que
espontdneamente se cohiba la ligera hemorragia ocasionada por
la incision de la piel y musculos rectos, evitindose el derrame
de sangre en el abdomen.

Abierta la cavidad peritoneal, preséntase entre los labios de la
herida el epiplén mayor y el estobmago; menos frecuentemente
el higado y ¢l intestino delgado. Cuando aparece el estdmago en
la herida (caso comtn si la incisién se ha hecho suficientemente
elevada y estd el conejillo en ayunas), para encontrar el duode-
no, no hay mis que tirar delicadamente de aquél hdcia fuera y
d la izquierda: no tarda en surgir 4 nuestra vista el piloro y el
arranque del duodeno, que se da a conocer por una dil)ata-
cién ampular donde descarga el coledoco, y de donde parte el
epiplon gastro-hepdtico. A veces, se consigue extraer el duodeno
tirando con un ganchito de cristal sin punta las asas intestinales
colocadas d la derecha y detrds del estémago. Si este pequefio
tour de main tiene é€xito, la operacién de la inyeccion se practica
comodamente y sin el menor traumatismo. Distinguiremos el
duodeno de las demds asas intestinales en su adherencia al pdn-
creas y en su color sonrosado amarillento que contrasta con el

ris azulado de otras partes del intestino. Dispuesto el cultivo en
a jeringuilla de Prabaz, se le inyecta suavemente en la dilatacion
ampular del duodeno en direccidn al intestino. Después se veri-
fica la taxis y se unen los labios de la herida con una sutura de
catgut.

No usamos apdsito: tnicamente protegemos la herida con un
tafetdn engomado 6 con una capa de colodidén normal.

Por lo demds, el traumatismo ocasionado, es inofensivo, y
la herida cicatriza perfectamente d los pocos dias. La experien-
cia nos ha ensenado 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 estomago y tres en el duodeno, un
centimetro cibico de gelatina liquida, procedente de un cultivo
puro de virgulas. La operacion se ejecutd sin novedad, excepto
en un caso en que, por consecuencia de los movimientos inusi-
tados del animal, se hernid varias veces el intestino delgado, ha-
biendo sido preciso practicar tres veces succesivas la taxis.
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Terminada la operacién, los conejillos quedaron como apla-
nados, con la mirada apagada, el pelo erizado, apaticos ¢ inape-
tentes; pero & las pocas horas recobraron su alegria y comenza-
ron & comer. Solamente aquel, cuyos intestinos sufrieron gran-
des zarandeos durante el manual operatorio, no mejoraba ni
comia, permaneciendo horas enteras arrinconado y triste.

Al siguiente dia continuaban bien, menos este ultimo conejillo
que murié 4 poco. La autopsia demostro extensa perionitis con
gran derrame, en el que hormigueaban numerosos bacilos y co-
cos. No existfan lesiones intestinales ni alteraciones que hiciesen
sospechar la complicidad del coma en aquel funesto desenlace.

Iljo demds conejillos continuaron bien. La herida abdominal,
después de supurar unos dfas, cicatrizé perfectamente.

Esta primera experiencia, ejecutada en conejos adultos y no
vacunados, prueba que no siempre se determina el cOlera en es-
tos animales por inyeccién duodenal, y que debe existir alguna
condicién oculta, que impide obrar el virgula en determinadas
ocasiones. _ £ _

Experiencia segunda. FEsta vez se eligieron ocho conejos
de buena talla y en ayunas. Cuatro de ellos fueron inoculados
en el duodeno con un centimetro cibico de dilucién acuosa de
un cultivo puro en gelatina, y otros cuatro con un centimetro
ctbico de cultivo en caldo con virgulas d la tercera generacion.

Pasado ¢l choque operatorio, los conejos parecieron un tanto
apdticos, mas no gravemente enfermos. Al dia siguiente, todos
estaban bien, excepto uno (inyectado con caldo) que, arrinconado
y quejumbroso, rechazaba el alimento y no se movia de su sitio
aunque se le tocase. La simple palpacion demostraba en ¢l cierta
frialdad; el termémetro marco 32 grados en el recto a 4 cen-
timetros de profundidad. :

A poco rato inicidse una diarrea serosa. Las heces eran ino-
doras, trasparentes, rosadas y coagulables. El vientre s¢ mostra-
ba hinchado y doloroso & la presion. La respiracion frecuente y
ansiosa, la orina suspendida, las mucosas palidas. Por fin, echa-
do sobre el vientre con las patas separadas, fué a_gltudo de algu-
nas ligeras convulsiones, acostése de lado y murio.

Autopsia.—La herida no ofrecia cosa de particular, pero la
cavidad peritoneal estaba llena de una serosidad sanguinolenta,
abundante y notablemente espesa. El intestino aparecia inyec-
tado y dilatado por una gran cantidad de liquido, a manera de
exudado, cuya transparencia comunicaba al intestino cierta tras;
lucidez. Puésto el liquido intestinal sobre un porta-objetos se vio
que era trasparente con ligero tinte rosdceo, y cosa notable, se
advirtié que se coagulaba espontineamente como los exudados

fibrinosos. _ :

Examindse este liquido, asi 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, & manera de bacterias alargadas. Los virgulas, caso
de existir, debian de estar en una notable minoria, pues no im-
presionaban 4 la vista, aun después de largas exploraciones.

El andlisis de la sangre dié iguales resultados. La del corazén)
del bazo, del higado, de las venas superficiales, presentaba inva-
riablemente, ademds de los glébulos deformados, los referidos
bacilos cortos en notabilisima cantidad y con exclusién de otras
formas bacilarias. _

El contenido intestinal fué sembrado en esponja y en placa de
gelatina; en esta tltima obtuviéronse algunas colonias de comas
caracteristicas, pruecba inequivoca de que este microbio residfa
en el intestino y formaba parte del liquido seroso coagulable.

En esta tiltima experiencia, tinica en que el cuadro sintomato-
16gico ofrecid gran analogia con el del colera, scudl de los dos
micrdfitos hallados fué el responsable de los sintomas? ¢El bacilo
recto ¢ el coma-bacilo? Dos hipdtesis caben aqui; 6 el bacilo rec-
to penetrado accidentalmente en el intestino durante el manual
operatorio, es un microbio inofensivo que se limité 4 utilizar un
terreno preparado por el virgula, en cuyo caso toda la reponsabi-
lidad de los sintomas pertenece 4 éste, 4 pesar de su inferioridad
numeérica en los materiales intestinales; 6 el bacilo recto es una
especie patogena nueva, que puede vivir en el intestino, donde
desarrolla violenta flegmasia, invadiendo la sangre, y desenvol-
viendo un cuadro fenomenal parecido al cdlera; es decir, un
pseudo-clera que algunos han tomado por célera verdadero.
Yo me inclino d sospechar lo tltimo mds bien que lo primero,
sobre todo, tomando en consideracién el cardcter del exudado
intestinal que fué sero-fibrinoso, es decir, coagulable espontd-
neamente; la ausencia del aspecto riciforme de las deyecciones,
y particularmente la diseminacién del bacilo recto en la sangre,
en los liquidos serosos, en fin, en todas partes, circunstancia que
jamds se da en ningtin microbio inofensivo. La misma incons-
tancia en la aparicién del cuadro morboso sefialado, se armoni-
za mucho mejor con la hipétesis de la contaminacién accidental
por un microbio patdgeno, que con la opinién que atribuye los
efectos al coma; pues de ser esto tltimo valedero, no se concibe
bien cémo, inoculando este micrdfito en cantidad su ficiente v en
su natural terreno, no desarrolla el cdlera experimental con esa
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seguridad y fijeza con que el experimentador determina por
inoculacién, el mal del bazo, el cdlera de las gallinas, las septi-
cemias, etc., etc.

Ademds, no es nuevo el hecho de que, en casos reputados por
cOleras experimentales hayan predominado bacilos rectos. Hé
aqui lo que expone el mismo Van Ermergen describiendo las le-
siones halladas en conejillos de Indias muertos de cdlera experi-
mental: «Los virgulas han sido hallados en las diversas ttnicas
del intestino y, sobre todo, en las glindulas de Lieberkiithn que
tapan literalmente. Se los encuentra hasta en la serosa. Pero al
lado de estos microbios se ven en las diversas tunicas y princi-
palmente en las vellosidades una cantidad increible de pequenos
bacilos rectos. El animal parece haber sucumbido 4 una ente-
ro-micosis bien caracterizada y extremadamente intensa, como
lo indica, no solamente la invasién de las tinicas intestinales,
sino la presencia de estos microbios en la mayor parte de los 6r-
ganos. En efecto, estos mismos bacilos cortos y rectos existen
en el higado, los rifiones, en los liquidos de las pleuras, peritoneo
y hasta en la sangre.» Este mismo autor habla en otro pasaje
de la existencia en el intestino de un liquido sero-fibrinoso; con
lo que ya no puede dudarse de que los bacilos rectos y pe-
quefos observados por nosotros en casos de supuesto célera ex-
perimental, lo fueron también por ¢él, asi 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 4 entender que los fendmenos coleriformes se
deben al coma inyectado, y no d los microbios rectos tan prepon-
derales.

Otros autores son mads explicitos atn. Doyen y Chautemese
declaran que cuando se inoculan los conejillos de Indias por
la via duodenal no ofrecen nada de particular, 4 no ser que,
como consecuencia de la operacién, son atacados de peritonitis.
Cornil y Babes han practicado estas experiencias con igual in-
constancia que nosotros en cuanto d los resultados. De cinco co-
nejillos inoculados por la via duodenal dos solamente fueron inva-
didos de sintomas coleriformes. Klein dice acerca de éstos acci-
dentes ocasionados por las inoculaciones duodenales de virgulas,
que, 6 son debidos al traumatismo, ¢ d un yirus septicémico.

Experiencia tercera (29 de Agosto). Ocho congjillos, en-
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tre los que se contaban cuatro de pequena y cuatro de regular
talla, fueron inoculados por la via duodenal con un ccntlmetlo
ctibico de cultura de virgulas en caldo, 4 la cuarta generacion y
sembrado de tres dias.

Transcurrido el aplanamiento producido por la operacién, las
concjillos se repusieron, y la herida cicatrizo perfectamente. No.
hubo sintoma ninguno que hiciera sospechar que el microbio.
colérico habia proliferado y prosperado en el intestino.

Uno sélo de éstos conejillos se puso enfermo y murlo' i fue
precisamente uno en que no pudo efectuarse la operacién sino 4
costa de muchas peripecias, y en el que no se cumplieron_las
precauciones antisépticas mds elementales. La autopsia manifes-
10 una violenta peritonitis. La serosa estaba inyectada y cubier-
ta d trechos de una masa puriforme. En el liquido turbio san-
guinolento que la llenaba pululaban infinidad de microbios, la

mayor parte de forma bacilaria.

Experiencia cuarta (3o de Agosto]. Pensando si lo exce—
sivo de las dosis pudiera perjudicar a los resultados, nos resolvi-
mos a usar cantidades minimas de cultivos. Mezcldse al efecto
el liquido de un tubo de gelatina sembrada cuatro dias antes,
con 20 centimetros ctibicos de caldo estéril; y se inocularon tres
conejillos indianos con un céntimo ctibico de esta mezcla. Los
conejillos no presentaron sino ligera molestia y recobraron rdpi-
damente su estado fisioldgico.

Experiencia quinta (5 de Setiembre). Tratando de ver si con
grandes dosis de cultivos serfamos mds afortunados, cuatro co-
n(,}lllo% adultos recibieron en este dia por inyeccién duodenal 5
centimetros ctibicos de caldo con virgulas en cultivo puro. Ata-
jando la posible incredulidad del lector, debo manifestar que ja-
mds practicamos una inoculacién sin asegurarnos bien 4 favor de
la coloracion en porta-objetos y bajo la .nnpllﬁaas.mn de un buen
objetivo (1118 Zeiss, iluminador Abbe), de la absoluta pureza
del cultivo.

Pues bien, los conejillos inoculados esta vez tampoco presenta-
ron sintomas coléricos ni otrecieron sino ligera molestia en el pri-
mer dia, 4 pesar de sus 5 centimetros Lubn.o‘. de inyeccion, can-
tidad verdademmente enorme que llend casi todo el duodeno y
adn parte del estémago, por forzadura del piloro.

Experiencia sexta (20 de Setiembre). Sospechando atin si
la ausencia de resultados dimanaba del empleo de virgulas ate-
nuados por cultivos sucesivos, preparamos una cultura en caldo,
sembrandodirectamente de una placa cuya semilla se tomd de de-
yecciones frescas de colérico. Un centimetro ctibico de este cul-
tivo, que databa de dos dias y era riquisimo de comas, fué inocu-
ladod cuatro congjillosenlamisma ampolla duodenal. Uno sdlo de
estos enfermd 4 las pocas horas con (_[ mismo cuadro obser vado
en elcaso dela experiencia primera, es decir, apatia, mirada triste,
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algidez, respiracion frecuente y ansiosa, diarrea de materias coa-

gulables y transparentes, anuria en las ultmha horas, etc. Este
animal sucumbié 4 las 36 horas de inoculado, y la autopsia re-
velé violenta flegmasia del peritoneo y del intestino, exudacién
fibrinosa en el interior de éste y bacilos cortos, pequefos y con
extremos redondeados en la sangre y derrames. patoldgicos. No
era apreciable el virgula en el duodeno; pero el cultivo en lienzo
lo puso en evidencia.

Hemos realizado también algunas otras experiencias 4 fin de
cerciorarnos si, por otras vias, puede determinarse el célera en
los conejillos; empero los resultados tampoco han sido satisfac-
torios.

Cuatro conejillos en ayunas recibieron en el estémago 10 cen-
timetros ctbicos de una solucién fuertemente alcalina de carbo-
nato de potasa; & incontinenti hicimosles tragar alimentos re-
gados por cultivos de virgulas, bien en gelatina, bien en caldo.
La ligera incomodidad que el choque operatorio y la inyeccidn
produjeron, disipdse en breve sin ocurrir nada de particular.

Sometiéronse tambiéntres conejillos durante ocho dfas d una
alimentacién 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 rarisima vez se
presentan en los conejillos de Indias inoculados por la via duode-
nal, comenzamos una série de experiencias de contra-prucba,
cuyos resultados no fueron concluyentes: dos conejillos sufrie-
ron una inyeccién duodenal de 5 centimetros de caldo en putre-
faccién, uno se inoculé con cultivo impuro de comas, otro con
agua simplemente, y dos con tierra diluida tomada de las calles.
Uno de estos ultimos enfermd y murid, demostrando la autopsia
una peritonitis intensa y un bacilo recto y numerosos cocos en
la sangre y liquido peritoneal.

De todas estas experiencias resulta: 1.” Que no puede determi-
narse el cdlera experimental en el conejillo indiano mediante ino-
culaciones duodenales con cultivos puros de comas, atin inyec-
tando grandes cantidades. 2.° Que los sintomas coleriformes
que en ciertos casos se desenvuelven pueden ser simple resultado
de la contaminacion accidental durante el manual operatorio, de
un microbio patégeno especial, capaz de engendrar una violenta
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entero-peritonitis. Hacen verosimilesta interpretacién, la incons-

tancia de estos pseudo-cdleras, la naturaleza del exudado intes-
tinal que no es riciforme, sino serofibrinoso tra nsparente, y lapre-
ponderancia de los bacilos rectos sobre los virgulas, tanto en la
cavidad intestinal como en la sangre y liquidos patoldgicos.

TERCERA PARTE

CAPITULO PRIMERO.

VACUNACION ANTICOLERICA.

Partiendo de la suposicién que el agente del cSlera es el bacilo-
virgula de Koch, ocurre naturalmente preguntar: ;podria lograr-
se, por la atenuacion de los cultivos de comas y por la ordinaria
via del contagio, un célera benigno, que preservase al organis-
mo de un nuevo ataque natural del cdlera en su forma mds vio-
lenta? ;Las experiencias con las vacunas pasteurianas que tan bri-
llantes resultados han dado en el mal delbazo, en el cdlera de las
gallinas, en la rabia, en el carbunco sintomatico, podrian reali-
zarse con éxito en el colera? Para resolver este interesante pro-
blema profildctico era preciso hallar un animal capaz de adquirir
el colera, en el cual pudiera ensayarse la accion de cultivos
de comas en distintos grados de atenuacién, para determinar la
virulencia maxima compatible con la vida, y con las exigencias
practicas de una vacuna eficaz. Este era el tinico camino llano
que recorrer para llegar 4 la solucién del problema; ya que en el
hombre consideraciones morales muy atendibles han impedido
¢ impedirdn siempre tales experimentos. Pero desgraciadamente
no ha podido hallarse un animal, préximo al hombre por su es-
tructura, donde el colera genuino haya podido desarrollarse por
la ingestién de los virgulas; y aun aquellos autores que descri-
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‘ben formalmente el célera experimental, nada dicen de la ate-

nuacion 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 cdlera experimental no hace al organismo refractario, ni
aun por poco tiempo, para una nueva invasién. Y, sin embargo,
declarada la virtud colerigena del coma y la doctrina de la in-
munidad relativa que el cSlera proporciona al individuo que lo
sufrid, es forzosa consecuencia la admisién de una vacuna, y le-
gitima la esperanza de su descubrimiento. El calor, el cultivo
ante el oxigeno, el paso por el cuerpo de un animal de especie
diferente, la influencia misma de los terrenos de cultura, alguna,
en fin, de las condiciones que rebajan la virulencia de otros mi-
créfitos, deben atenuar también las actividades patdgenas del
coma.

Que esto es posible, lo prueba la desigual intensidad de la afec-
cion colérica y su desaparicién 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 cdsmica, los
ataques son mds benignos y las invasiones menos rdpidas y fre-
cuentes.

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

No habiendo marchado los investigadores por este camino, el
tnico fecundo quizds, pero también el mds dificil, algunos bac-
teridlogos, llevados acaso de cierta justificada impaciencia. han
intentado resolver el problema por una via indirecta.

Uno de estos investigadores ha sido el Dr. Ferrdn. Experto en
la técnica bacterioldgica, apasionado de las fecundas conquistas de
la ciencia de los gérmenes, y lleno de fé en cuanto 4 los resultados
practicos de estas novaciones, habiendo observado que las inocu-
laciones subcutdneas de virgulas preservaban 4 los conejillos de
Indias de los efectos toxicos de una dosis mortal, creyd encontrar
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aqui una prueba del poder preservativo de las inyecciones locales
de virgulas respecto del célera verdadero. Llevado de su entusias-
mo, no advirtié que los efectos producidos en los conejillos y Iué-
go en el hombre no eran el célera atenuado, sino una infeccion
especial que el virgula ocasiona cuando se le fuerza d vivir fuera
de su medio natural; en una palabra, el Dr. Ferrdn no eché de
ver que habfa descubierto una enfermedad nueva, y que, sin for-
zar mucho las cosas, no le era licito suponer que tal afeccion pre-
servase al organismo del hombre de los perniciosos efectos de un
ataque del cdlera morbo. Un célera sin diarrea, sin calambres,
sin anuria, sin cianosis, con sélo un sintoma del sindrome colé-
rico, la algidez, no puede reputarse como verdadero colera, aln
cuando el agente determinante de aquel estado morboso sea la mis-
ma causa del colera. Porque lo que determina la accion patégena,
no es tanto el microfito, como el sitio en que vive y desarrolla
sus efectos. Tal pardsito inofensivo en la piel podrd quizds deter-
minar importantes lesiones en otros érganos. Y en general, puede
afirmarse que un microbio que no es cultivable & pequefas
dosis en un medio orgdnico, no es patogeno en ¢€l, y si d grandes
dosis desarrolla efectos téxicos, éstos en gran parte deben atri-
buirse al traumatismo, y 4 los productos venenosos introduci-
dos en el organismo con el terreno de cultivo.

Con todo, no dejan de existir algunas razones tedricas en favor
de la vacunacion subcutdnea, y éstas reciben su apoyo de una
hip(’)tesis no confirmada atn, pero bastante verosimil, acerca del
mecanismo de la preservacion en las enfermedades infecciosas.

Que el microbio colerigeno no mata por si, por accién de con-
tacto exclusivamente, sino por virtud de la influencia de ciertos
venenos elaborados por €l y circulantes en la sangre, es cosa
extremadamente verosimil, y por casi todos admitida, como lo
es también que el virgula no puede vivir mds que en €l intesti-
no, donde tiene su fdbrica y su centro de accion. Pero lo que no
estd todavia dilucidado es la causa de esa inmunidad relativa que
el cdlera presta al organismo, al igual de otros pardsitos bacteria-
nos. Dos hipdtesis principales se disputan la solucion del proble-
ma. Hélas aqui:

Teoria del agotamiento del terreno.—Puede suponerse que el
virgula al vegetar en el intestino y sus glindulas anejas, gasta cier-
ta materia necesaria parasu vida. La desaparicién de este prin-
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cipio, que tarda alglin tiempo en reponerse, no sélo limita la evo-

lucién actual del pardsito, sino que presta al tubo digestivo cierta

esterilidad temporal, comparable d la de los terrenos esquilma-
dos 4 fuerza de cultivos. Haciendo aplicacién de esta opinién d
la vacunacién ferraniana, podria decirse: Que el virgula inyec-
tado subcutdneamente consume aquel principio, abono de su es-

pecie, imposibilitando hasta en el intestino ulteriores vegetacio-

nes de virgulas. Esta hipétesis resulta insostenible, entre otras ra-

zones: 1.” porque no pasando el germen del tejido conjuntivo, no

es probable que consuma aquel principio en todo el organismo

incluso el tubo intestinal; 2.° porque las siembras de virgulas en

los liquidos patoldgicos y caldos de las carnes de conejillos muer-

tos 4 consecuencia de inoculaciones de cultivos de comas, van

siempre seguidas de abundante proliferaciéon; 3.” porque en los

casos en que se muestra refractario el tejido conjuntivo, al culti-

vo no lo es la serosidad peritoneal, etc.

Teorta del envenenamiento del terreno.—Enfrente de la ante-
rior hipdtesis, afirman otros que los micréfitos, al cultivarse en
un medio orgdnico, dejan en €l un producto tdxico para ellos
que limita la proliferacién del pardsito é impide mds adelante
el cultivo de otros de idéntica naturaleza. El tiempo que tal ve-
neno tarda en eliminarse marca la duracién de la inmunidad. Si
no se expulsa nunca, la profildxis es completa (sarampidn, escar-
lata, etc.); si se elimina después de un periodo de tiempo mds
6 menos largo, es transitoria (viruela, cdlera, mal del bazo, etc.);
y si inmediatamente sale no hay profildxis, como sucede con
ciertas afecciones bacterianas (tuberculosis, erisipela, intermiten-
tes, blenorragia, etc.).

Esta hipdtesis satisface mds al entendimiento, se armoniza
mejor con las experiencias bacterioldgicas y tiene en su apoyo
algunas razones de analogia. Es sabido, que cuando un germen
pulula en un terreno de cultura, sus mismos productos de excre-
cién lo ahogan y aniquilan; asi sucumbe el torula cerevisice
cuando el alcohol que es su obra alcanza cierta proporcion en el
terreno, esterilizandose el liquido para nuevos cultivos del mismo
fermento; y asi se destruye también el virgula en sus mismos
cultivos puros por falta de eliminacién de los productos que se-
grega. Aplicando la hipétesis d la vacuna Ferrdn, cabria 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 opinién, es preciso reco-
nocer, que era razonable y cientifico intentar una prueba expe-
rimental decisiva de la misma en los animales y en el hombre.

Pm: otra parte, tan cientifico y tan importante es un resultado
Negativo como uno positivo. Ambos son hechos que sirven al
experimentador, el uno marcdndole el derrotero que debe seguir,
sefialdndole el otro los falsos caminos y los escollos. Bajo este
punto de vista, nosotros hemos aconsejado la realizacién de las
experiencias ferranianas, pues de confirmarse la hipétesis de la
inmunidad anteriormente expuesta, resultaba un progreso positi-
Vo y se abrfan para la ciencia nuevos horizontes.

Pf)rL]Lle si lo que da la inmunidad es una sustancia téxica para
el virgula ¢ inofensiva para el organismo, y la tal materia por
todo éste se extiende, esterilizandolo quimicamente, bastaria en
realidad, para que se diesen los efectos profildcticos en las enfer-
medades infecciosas, inocular aislado ese producto, y tanto mas
de :Tprecialr serfan los resultados obtenidos, cuanto que la via
de introduccion podria ser indiferente, y no habria apenas
efectos morbosos, desterrdndose para siempre la prdctica, un
tanto peligrosa, de las inoculaciones de bacterias vivas.

Desgraciadamente, este desideratum estd todavia mu y lejano.
La quimica bacteriolégica no puede aislar el producto esterili-
zante de las materias téxicas que los virgulas segregan, y no
queda mds recurso para ensayar la confirmacién de la hipétesis,
que inocular el coma con sus productos, 6 estos mismos pro-
ductos separados del microbio por filtracidn.

Nosotros hubiéramos preferido que el Dr. Ferrdn, si es que
estos puntos de vista tedricos guiaban sus experiencias, hubiera
comenzado las inoculaciones con los productos de virgulas y no
con los pardsitos vivos, no tanto por el peligro, ciertamente ilu-
soriol, que podian envolver tales inoculaciones, sino para apagar
suspicacias y temores que tanto dano han hecho 4 la causa de
la profilaxis.

Estas eran las razones cientificas que hacfan recomendable la
vacuna Ferrdn como experiencia é ensayo profildctico; en cuan-
to 4 las razones morales estaban todas de su parte desde que se
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probd que d cortas dosis y con las precauciones necesarias ma-
nejado, el bacilo coma resultaba inofensivo introducido en la
sangre.

Por nuestra parte, y en tanto que el Dr. Ferrdn buscaba por
experiencias en el hombre confirmacién de sus juicios, nosotros,
en otra mds modesta esfera, sometfamos la hipétesis profildctica 4
la piedra de toque de la experimentacién en los animales. Si es
cierto, deciamos entonces, que el microbio virgula es la causa del
colera, y que una inoculacién subcutdnea de este microbio puede
otorgar inmunidad al organismo enfrente de los ataques del
mismo germen arribado por la via intestinal, el conejillo de In-
dias inoculado del propio modo debe mostrarse refractario 4 los
efectos morbosos de las inyecciones duodenales.

Con este fin, sometimos d la inoculacién duodenal (20 Agosto)
8 conejillos de Indias vacunados y revacunados fuertemente (10
centimetros ctibicos de cultivo puro de virgulas). Uno solo de los
ocho fu¢ atacado de aquellos sintomas coleriformes anteriormen-
te anunciados y discutidos.

Reiteramos las experiencias, sometiendo 4 la inyeccién duode-
nal tres congjillos que la habian sufrido ya una vez y estaban
vacurfados y revacunados, y otros tres solo vacunados. Dos de és-
tos tuvieron sintomas coleriformes, pero solo uno murié y en su
sangre encontrose aquel bastoncito corto ya otra vez descrito.

Estas experiencias no las reputamos concluyentes ni en pro ni
en contra de la cuestion; por eso no las anunciamos 4 su tiempo,
ni hicimos mérito de ellas, por mds que se ejecutaron en el mes
de Agosto, mucho antes de las que mds tarde fueron publicadas
por el Dr. Gibier y Van Ermergen.

Porque es evidente que, sino es el coléra experimental lo pro-
ducido por las inyecciones duodenales, no es posible sacar conse-
cuencias ni en favor ni en contra de la profilixis Ferrdn. Sélo
puede afirmarse que, si realmente los fenémenos coleriformes des-
<ritos por los bacteridlogos bajo el nombre de cdlera experimen-
tal, son producidos por el coma, la inmunidad, que las inyeccio-
nes subcutdneas prestan al organismo, no parecen extenderse en
el conejo, hasta los 6rganos abdominales, atendido 4 que casi
iguales proporciones de pseudo-céleras nos han presentado los
<onejos vacunados que los no vacunados.

En dltimo término, las experiencias en los animales no
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pueden generalizarse al hombre sin reservas y limitaciones, y
el problema ha de resolverlo la experimentacién en éste, y el
instrumento de la demostracion no puede ser otro que la Esta-
distica. Aparte de esto, cualquiera que fuese la hipétesis patogé-
nica y profildctica que eligi¢semos, nunca cabria evitar que re-
sultase cierta y evidenciada por hechos incontrovertibles una
opinién contraria.

Mds extrafas que la preservacién del célera por las inyeccio-
nes subcutdneas de un cultivo del agente colerigeno resultan las
inoculaciones de la vacuna preservativas de la viruela, 4 pesar de
ser afecciones distintas; las del virus septicémico del conejo, que
dan inmunidad contra el cdlera 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 prictica de la va-
riolizacién que fué un verdadero progreso antes del hallazgo de la
vacuna, y lo que hoy mismo se ejecuta con el virus no atenuado
de la perineumonia infecciosa de los animales, que preserva, por
inoculaciones locales, de la enfermedad mds grave y virulenta.

No entraremos aqui en el examen de las estadisticas presenta~
das por Ferran y sus discipulos. Estos documentos son todavia
incompletos y cualquier juicio que sobre ellas se pronunciase se-
ria aventurado. En general, las estadisticas estdn en favor del
procedimiento; pero para decidirse en materia tan ardua requié-
rense mas hechos y de otro modo clasificados y organizados. Por
otra parte, en algunas existe contradiccion entre los datos oficiales
y los publicados por el Dr. Ferrdn y sus ardientes partidarios,
y un dictamen serio y riguroso sélo podria hacerse en los pue-
blos epidemiados sometidos d la inoculacién, compulsando datos,
recogiendo noticias, interpretando hechos sobre los que en las
estadisticas se pasa ordinariamente de ligero.

Quizds algtin dia emprendamos esta pesada labor, tnica que
puede decidir de la eficacia de la colerizacion Ferrdn; entre tanto
los argumentos sacados del terreno de la experimentacion en que
nos hemos colocado, y donde exclusivamente hemos girado en
estos estudios, no favorecen gran cosa al método del bacteriélogo
tortosino; y alin autorizan 4 afirmar que puede haberse equivo-
cado en sus juicios, y haber sido defraudado en sus esperanzas.
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CONCLUSIONES.

1. Es muy probable que el bacilo-virgula descubierto pof
Koch en las deyecciones é intestino de los coléricos sea la causa
especifica del célera morbo.

2.* El bacilo-virgula de Koch debe considerarse todavia co-
mo una bacteriacea, perteneciente 4 la familia de los espirilos,
que carece de esporos 6 de formas de resistencia y se reproduce
por fisiparidad. El complicado proceder genético descrito por el
Dr. Ferrdan no ha sido comprobado por nosotros.

3.* La accidn colerigena del virgula no ha podido confirmar-
se completamente en los animales. Las experiencias de inyeccidn
duodenal en el conejillo de Indias estdn todavia sujetas 4 varias
y encontradas interpretaciones.

4* Las'inoculaciones subcutdneas, a pequenas dosis, de los
cultivos puros del coma son inofensivas en los animales y en el
hombre. A grandes dosis, producen una infeccion particular que
puede llegar hasta la muerte; pero no desarrollan el cuadro feno-
menal del cdlera morbo.

5.* Los animales inoculados por los comas en inyeccién sub-
cutdnea son preservados de los efectos de dosis dobles de culti-
vos. Pero esta accidon preservativa no parece ser general, ni esta
probado que se extienda hasta el intestino. impidiendo el cultivo
de gérmenes coléricos arribados por esta via natural de infeccion.
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