LA TECNICA DE LA GELIFICACION DEL PLASMA * * *

Hector CoricudOn A; ENrIQUE Pavracios v Areranpro CoLicHON Y. *

En el presente trabajo se estudia un fendmeno al que designamos:
"Gelificacién”’ y que se produce cuando el plasma citratado es afiadi-
do en proporciones adecuadas a un caldo de cultivo que se prepara
en el laboratorio haciendo una digestién péptica de estémagos de cer-
do (1) a la que se afiade leche de vaca, con el objeto de agregar otros
productos complementiarios a la digestién. **

El caldo nutritivo (ML) que con esia digestién se obtiene, posee la
importante propiedad de producir en un tiempo no mayor de 18 horas
en la estufa o a temperatura ambiente la gelificacién del plasma hu-
mano, de conejo o de otros cmimales, siempre que la proporcidn de ci-
trato o de plasma citratado se mantenga en proporciones cdecuadas.

Como hay evidencia de que la fibrina es la gelificada, nos encontra-
mos frente a una técnica préctica y sencilla para estudiar la fibrinolisis
(2) o la accidén proteolitica de muchas bacterias, vy, sobre todo, los gro-
dos menores de actividad enzimdtica que algunas especies, tipos o mu-
iantes de estreptococos u otras bacterias pueden poseer.

Si con la mezcla de caldo plasma, antes de su gelificacién, se ha-
cen diluciones de cualquier producto patoldgico con el objeto de contar
las bacterias que contienen, al producirse el gel, las colonias quedan
circunscritas e individualizadas en éste, pudiéndoseles coniar y hacer

* Con la asistencia técnica de las Srtas. Corsina Velazco y Gladys Pachas.

El fenomeno de la gelificacién del plasma también se produce con pro-
ductos derivados de la digestion péptica del grano de soya, floracién azul,
o el hidrolizado péptico de pescado fresco (Engraulis ringes).

¥** Presentado en el Tercer Congreso Latinoamericano de Microbiologia.
Bogota. Colombia.
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determinadas evaluaciones o apreciaciones tales como la microcerofi-
lia y hasta la anacerobiosis, si el medio antes de su gelificocién se co-
loca en tubos apropiados para dar mucha profundidad en el fondo.

METODOS

Medio para gelificar el plasma (ML). Este medio se prepara a ba-
se de la antigua peptona de Martin (1) a la que se anade leche. Cuan-
do se encuentra en pleno proceso de digestién:

Estémagos de cerdo, molides o picados 1 ka.
Agua destilada o desmineralizada acidulada a! 1. p. 100 con HCI.

fumante 4 litros
Leche descremada (de vaca) 1.5 litros
HC1 fumante Q. P. adicional 15 ml

Los estdmagos deben ser frescos o se conservan congelados, des-
rués de quitarles la grasa, las fibras y limpiarles el contenido, se les
pica o muele por mdquina de moler carne. Se pesan cantidades de 1 ka.
en bolsas de pldstico y se les conserva en congeladora.

Procedimiento. Calentar los cuatro litros de agua, agregarles 40 ml.
de HCl. Q. P. fumante y cuando el calentamiento llegue a 609 C.
se le agrega el kilo de estdomagos molidos; la temperatura baja, pero
lueco se mantiene a 55°C. duronte una noche y en B. M.

b) Al siguiente dia, los fragmentos s2 han disueito completamen-
te. La reaccion del Biuret es positiva; entonces se agrega 1,500 ml. de
leche fresca descremada y a continuacién se anade 15 ml. de é&cido
clorhidrico fumonte Q. P. para acidular la leche afadida; vuelve en-
tonces al Bano Maria a 55° C. quedando nuevamente en proceso de di-
gestién una noche o mds.

La preparacién que debe hacerse en frasco de vidrio (Pirex) que-
da dos o ires dias en reposo en la nevera.

Se procede entences a sepdrar por sifonaje con tubo de vidrio uni-
do o otro de goma, .ambos de calibre adecuado, la parte ciara central.
El liquido trasvasado debe ser claro, casi trasparente, amarillento; la
grasa sobrenadante y el sedimento de mucus, grasa y otros materiaies
son filirados por lienzo, v como esto se hace con lentitud queda en la
nevera uno o dos dias cambiando lienzo una o dos veces.

El liquido claro sifonado o filirado, es calentado baje agitacién y
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cuando por este calentamiento el liquido se acerca a la ebullicidn, se
le agrega cinco gramos de cloruro de sodio Q. P. por lifro de medio y lue-
go después de agitar se neuiraliza con soda al 20%.

Cuando el PH. llega o 7.2 o 7.4, se suprime el calentamienio y se
reparte en frascos o recipientes de vidrio resistente al calor y se este-
riliza en qutoclave a 15 o 20 libras por 1S o 20 minutos.

El medio en frascos esterilizados queda en reposo y para su uso
hay que trasferir y decantar asepticamente la parte transparente elimi-
rado el sedimento.

Plasma Citratado. La sangre es obtenida en frascos o balones este-
riles en los que previamente se ha colocado una cantidad medida de
Citiato de Sodio, Merck * al 20 p. 100, para una cantidad determinada
de sangre, la que después de mezclarse se le centrifuga para separar el
plasma. La sangre debe tomarse de preferencia en ayunas. El plas-
ma se conserva en nevera, siendo Otil hasta por un mes.

Preparacién del Gel. A cantidades determinadas de caldo ML se
ogrega cantidades medidas de plasma en recipiente estéril en que la
mezcla se pueda hacer homogéneamente. La mezcla que no debe te-
ner burbujas se reparte en tubos y en cantidades determinadas para los
usos que se deseen. Quedan una noche a 37°C. en estufa para su ge-
lificacién y contrcl de esterilidad.

FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA GELIFICACION DEL PLASMA

Para que el fendmeno de la gelificacién del plasma pueda produ-
cirse, es necesario considerar algunos factores que, indudablemente, in-
tervienen. En primer lugar estd la cantidad de cilrato que se agrega
a la sangre para evitar su coagulacidn v obtener el plasma; en segun-
do lugar, la clase de ciirato que se emplea, su grado de pureza v so-
bretodo las moléculas de agua de cristalizacién que contiens; otro pun-
to es e] tiempo, un plasma citratado que a los pocos dias es excelenie
para la gelificaciédn, si se guarda en nevera por tiempo indefinido pier-
de su capacidad de gelificar; hay factores relacionados con el mami-
fero que provee el plasma y también, bajo toda evidencia, el proceso
patolégico que afecta al animal al que se sangra para cbtener o] plas-
ma citratado.

»*

Se ha usado el Pro analysis de 52 y 2 moléculas de agua de cristalizacién.



260 ANALES DE L A

Con el objeto de estudiar estos factores se han efectuado los expe-
rimentos que o continuacidén se relatan:

a) Efectos del tiempo y la Cantidad de Citrato empleado para
obiener el plasma.

Cuando distintas cantidades de un determinado plasma citratado
se mezclan a una contidad similar de medio, en aquellas mezclas
doride se agregd la mayor cantidad de plasma, la gelificacién puede
no ccurrir. En el Cuadro N2 | se ha llevado a cabo experimentos con
2 plasmas, uno citratado al 0.5 p. 100 y otro al 1. p. 100.*

Cuadro N¢ 1. Efectos de los factores tiempo y cantidad de Citrato
sobre la proporcion de plasma humano requerido para su
Gelificacion en Caldo “ML”

Porcentaje de Gelificacion del Plasma citratado
Tiempo
plasma 0.5 p. 100 1 p. 100
5 gelifica gelifica
24 hrs. 10 gelifica gelifica
15 gelifica No gelifica
20 No gelifica No gelifica
b}
5 dias 10 id. id.
15
20
5 gelifica
10 dias 10 gelifica id.
15 No gelifica
20 No gelifica

Se hicieron tres experimentos, uno a las 24 horas, otro a los 5 dias
y el tercero a los 10 dias de exiraidos los plasmas humeanos de tres per-
sonas normales diferentes. Cada experimento consta de cuairo mez-
clas diferentes por cantidad de plasma que cada una de ellas contiene.
En la mezcla 5 se agrega a 95 ml. de medio ML, § ml, de plasma, en

»  Se usé Citrato Merck. pro analysis, en sotucion al 20 p. 100, 2.5 ml. para
citratar la sangre en primer caso y 5ml. para el otro
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la 10 a 90 ml. de medio se agrega 10 ml. de plasma, en la 15 a 85 ml.
de medio 15 ml. de plasma; y la 20 consta de 80 ml. de medio y 20 ml.
de plasma.

Después de hacer bien las mezclas se reparien en tubos, luego que-
dar: a 37°C. duranie una noche para obiener su gelificacion.

Los resultados se registran en el Cuadro N° 1 en los que se pue-
de apreciar que siempre las mezclas de 20 p. de plasma humano no
gelificaron. Que el plasma citratado al ! p. 100 no gelifica al 15 p. 100
y que en el plasma cilratado al 8.5% a los 10 dias tampoco se produ-
jo gelificacion al 15 p. 100.

Cuadro N¢ 2. Efecto de los factores tiempo y citrato sobre Ia
proporcion de plasma de conejo requerido para su
Gelificacion en el Caldo “ML”

Porcentaje de Gelificacion de Plasma citratado
Tiempo
plasma 0.5 p. 100 1 p, 100
5 gelifica gelifica
24 hrs. 10 gelifica gelifica
15 gelifica gelifica
20 gelifica No gelifica
5
9 dias 10 id.
15 id.
20
5
17 dfas 10 id. id.
15
20
5 golifica
24 dias 10 id. gelifica
15 gelifica
20 gelifica

En el Cuadro N 2 se llevan a cabo experimentos similares en es-
tudios paralelos hasta 24 dias en dos plasmas de conejo.
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Para las mezzlas con plasma citratado al 0.5 p. 100 la gelificacion
se produjo desde 5 al 20 p. 100 y desde las 24 horas hasta los 24 dias
de obtenido el plasma. Para las mezclas con plasma citratado al 1 p.
100 las de 20 p. 100 dejaron de gelificar, excepio el experimento con
plasma de 24 dios en que todas, incluso la 20, gelificaron.

En los Cuadros 3, 4 v 5 se estudian nueve plasmas humanos citre-
tados en diversas concentraciones y en diversos tiempos transcurridos
degde la obtencién de la sangre.

Cuadro N¢ 3. Efecto del tiempo y el citrato en la gelificacion
del Plasma Humano

Porcentaje de Gelificacion de Plasma citratado
Tiempo plasma
0.5 p. 100 0.4 p. 100
5 gelifica gelifica
6 hrs. 10 gelifica gelifica
15 No gelifica gelifica
20 No gelifica gelifica
04 p. 100 0.8 p. 100
5 gelifica gelifica
6 dias 10 " »
15 1 »
20 ” ”
0.5 p. 100 1 p. 100
5 gelifica gelifica
31 dias 10 id. id.
15 id. id.
20 id. No gelifica
5 gelifica
38 dias 10 id. No gelifica
15 id.
20 id.

En este cuadro, el primer plasma es probado a las 6 hrs. de obte-
nido; fue citratado al 0.5 v 0.4 p. 100 respeciivamente. En el primer ca-
so todas las mezclas desde 5 hasta 20 gelificaron mientras que las del
plasma citratado a 0.4%, las mezclas 15 y 20 dejaron de gelificer.  El
segundo plasma probado a los 6 dias de obtenido y citratade al 0.4y
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0.8 p. 100 respectivamente, la geliticacién se produjo en todas las mez-
clas. El tercer plasma probado a los 31 y 38 dias, todas las mez-
clas del plasma citratado al 0.5 p. 100 gelifican; mientras que las del
citratado al 1 p. 100, el de 31 dias, sdlo dejoé de gelificar en la mezcla
20, las de 38 dias dejd de gelificar en las mezclas 10, 15 y 20.

Cuadro N° 4 Efecto del citrato y el tiempo en la gelificacién
del Plasma Humane
Niimero de | Porcentaje de Gelificacion del Plasma citratado
plasma y
tiempo plasma 0.5 p. 100 1.5 p. 100
5 gelifica gelifica
Ne 1 10 ” No gelifica
6 hrs. 15 " »”
20 » 19
0.5 p. 100 1.0 p. 100
5 gelifica gelifica
NQ 2 10 i3} bl
3 dias 15 ? "
20 Y No gelifica
5 gelifica
N¢ 3 10 ”
15 dfias 15 ”
20 No gelifiea

En este cuadro, una parte del plasma N? | fue citratado al 0.5 p.
100 y la otra a 1.5 p. 100. Al realizar las mezclas con el caldo ML, to-
das las del plasma citratado al 0.5 p. 100 gelificaron; en cambio en las
del plasma citratado al 1.5 p. 100 sélo gelificd la mezcla S.

Los plasmas N® 2 y N? 3 citratados ai 0.5 v 1.0 p. 100 y probados
a los 3 vy 15 dias respectivamente, Jlama la atencién el N° 3, el que ci-
tratado al 0.5 p. 100 dejo de gelificar en la mezcla 20.

En este cuadro se prueban tres plosmas citratados al 0.5 p. 100,
probades a los 2, 11 v 22 dias respectivamente, arrojon resultados iqua-
les a los plasmas del Cuadro N? 4.
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Cuadro N? 5. Gelificacién de plasmas humanos citratados al 0.5 p. 100

N de plasma Porcentaje de Gelificacién al:
y tiempo plasma
0.5 p. 100
5 gelifica
N° 4 10 ”
2 dias 15 »
20 »
5 gelifica
Ne § 10 ”
11 dfas 15 »
20 »
5 gelifica
Ne 6 10 »
22 dias 15 ”
20 No gelifica

Hasta aqui los plasmas humanos que se han probado, son de per-
sonas nermales; un décimo plasma cbtenido de un paciente de enfer-
medad de Hodkings, cuyo diagndstico histopatoldgico fue previamente
determinado, fue citratado una parte al 0.6 y otra al 1 p. 100. Las prue-
bas de gelificacién con ellos realizados, se registran en el cuadro N? 6.

Cuadro N° 6. La gelificaciéon del plasma citratado en un caso de
enfermedad de Hodkings

Porcentaje de Gelificacion del plasma citratado
plasma
06 p. 100* 1 p 100*
5 gelifica ** No gelifica
10 b1} ”» ”
15 1 9 "
20 No gelifica ” »

* El plasma es de 7 dias, después de la sangria.
** Resultado a las 24 horas a 379C.
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En este plasma ia gelificacion se efectuo en las mezclas 5, 10 y 15
del plasma citratado al 0.6 p. 100. Todas las del plasma citratado al
1 p. 100 dejoron de gelificar,

b) Efecto del cilrato empleado.

Estas pruebas se lievaron a cabo con citrato Merck, pro andlisis,
eligiéndose la concentracién de 0.6 g. para 100 ml. de sangre de cone-
jo. Dos citraios de esla marca, uno de 2 y ofro de 5¥2 moléculas, de
agua de cristalizocién se usaron para estas pruebas.

Cuadro N° 6 B. La gelificacién de dos plasmas de conejo citratade
al 0.6 p. 100 con Citrato Merck de 2 y 5% moléculas de agua
de cristalizacién respectivamente

Porcentaje de Plasma de conejo Plasma de conejo
plasma 100 Citrato con 5%2 H20 Citrato con 2 H20
5 gelifica gelifica

10 n »
15 » "
20 ” No gelifica

En estas pruebas realizadas con plasmas de dos conejos diferen-
tes, la mezcla 20 del plasma citratado con citrato de 2H20 d= crislali-
zacidén, dejé de gelificar. En base a esta diferencia, se realizaron en-
tonces las pruebas de un solo plasma citratado con las dos clases de
citrato.

En estas pruebas no se encuenira diferencia en cuanio a gelifica-
cién para el plasma citratado, para una u otra clase de citrato.

c) El empleo de otros medios y suero.

La gelificacion no ha sido posible producirla con suero ni con otro
medio de cultivo que no sea el medio “ML" va senialado. Con un me-
dio a base de digestién péptica del grano de soya o de pulpa de pescado
fresco pueden llegar a producir la gelificacién del plasma, pero hemos
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Cuadro N¢ 6 C. La gelificacion de un solo plasma de conejo
(citratado al 0.6 p. 100 con Citrato de 2 y 5%2 Moléculas
de agua de cristalizacion respectivamente

Porcentaje de Citrato con Citrato con
plasma 100 52 H20 * 2 H20*
5 gelifica gelifica
10 ” ”
15 » 1
20 ” »

preferido el de la peptona de Martin v la leche, por tratarse de medios
bacieriolégicos exiensamente empleados y experimentados.

LA LIQUEFACCION DEL GEL POR ACCION BACTERIANA

Empleando la técnica del Gel se comprueba la accidn proteolitica
o fibrinolitica particular de los cullivos de Estreptococcus, tanto en los
de! Grupo A ccmo en los del D de Lancentield; en ei Micrococcus pio-
genes, Bacillus Anthracis como en Pseudomonas aeruginosa. La nue-
va técnica, cuya simplicidad, facil y rdpida ejecucién tiene, ademds, la
ventaia de permitir revelar la existencia de actividades enziméticas de
modalidades menores en estas u otras bacterias, actualmente la apli-
camos a los Enterococos aislados de las infecciones urinarias.

La liquefaccién del Gel en Streptococcus pidgenes, (Gruro A.) con-
cuerda con lo establecido por Tillet y Garner en 1833 (2) y por Chris-
tensen, en 1945 (3). En el cuadro N? 7 se refieren los experimentos
realizados con una cepa de Streptocuccus pidgenes, (Grupo A) aisla-
do de un caso de Mastitis puerperal. La liquefaccién fue rdpida y com-
pleta (total) para el gel humano. (N° 1 y 2) mientras que el Gel de
conejo resiste a la liquefaccidn; en las mezclas 5, 10 y |5 el gel de co-
nejo sdlo se liquefactd en 1/8 a 1/10, siendo negativo en la mezcla 20.
En este experimento, como los cnteriores, se usaron cinco tubos de gel
para cada prueba.

Citrato Merck pro analysis.

-
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Cuadro N° 7. Liquefaecion del Gel producida por una cepa de
Estreptococcus Hemolitico aislado de Mastitis

Porcentaje de Liquefaccion del Gel (1) (2)
Tiempo Plasma
Conejo Humano N¢ 1 | Humane N° 2
5 1/8 Total Total
44 M. 10 1/10 Total Total
24 hrs. 15 1/10 Total Total

379C. 20 Negativo 6/1 Total

En la figura NY 11, los cuatro tubos de la derecha corresponden a
la total liquefaccién del Gel producido por esta cepa de estrepiococo,
los de la izquierda corresponden a ofra cepa de estreptoco que no li-
quefacta el Gel.

Las figuras N® 12 y N° 13 corresponden a lg liquetaccién que en
grado menor y en forma tubular que pueden presentar algunos Entero-
cocos (Grupo D). En ambas fotos se ha colocado la otra cepa de es-
.freptococo como control negativo.

En cuanio a los estafilococos (Micrococcus pidgenes) la liquefac-
cién del gel en general es parcial y tardia en aparecer. En el cuadro
N 8 se regisiran los resultados de la fibrinolisis en cinco cepas de es-
tafilococos coagulasa positiva aislados de casos de Mastitis puerperal,
~ en que se observa que la fibrinolisis puede llegar a ser iotal en el Gel
de plasma de conejo a los cuatro dias a 37°C., mientras que ante el
gel de plasma normal humano no se observéd la liquefaccién total. El
estudio se hizo en las cuatro proporciones, usémdoss cuatro tubos por
mezcla.

(1) El numerador indica la parte liquefactada y el denominador la parte
que no ha liquefactado.

(2) El plasma de conejo a los 42 dias de la extraccion, el plasma humano
N9 1 a los 5 dias y €l humano N? 2 a los 22 dias.
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Cuadro N? 8. Liquefaccion del Gel producido por cinco cepas de

Micrococeus Piogenes de igual nimero de Casos de Mastitis

Ntimero Porcentaje de Liguefaccion del Gel (1) (3)
Plasma humano (30 dias) Plasma conejo (17 dias)
Cepa Plasma
1 dia 3 dias 4 dias 1 dia 3 dias 4 dias
5 1/15 1/10 1/8 1/15 1/8 1/5
61 M. 10 1/15 1/10 1/8 1/15 1/8 1/5
Az 15 1/15 /10 1/1 1/15 1/8 4/1
Mastitis 20 11/5 1/8 1/2
5 1/10 1/8 1/6 1/10 1/6 1/5
62 M. 10 1/15 1/8 1/6 1/10 1/7 1/5
Az 15 1/15 1/8 1/1 1/10 1/8 1/5
Mastitis 20 1/10 1/8 4/1
5 1/6 1/6 1/5 1/10 1/6 1/1
63 M. 10 1/10 1/8 1/5 1/15 1/8 Total
Az. 15 1/10 1/6 3/1 1/15 1/8 1/6
Mastitis 20 : 1/15 1/8 1/6
5 1/10 1/10 1/8 1/15 1/6 3/2
64 M. 10 1/10 1/8 1/17 1/15 1/6 Total
Az, 15 1/10 1/6 3/1 1/15 1/8 1/6
Mastitis 20 1/15 1/10 1/6
5 1/15 1/8 1/8 1/15 1/6 3/2 -
59 M. 10 1/15 1/8 1/17 1/15 1/8 Total
Az, 15 1/15 1/10 3/1 1/15 1/8 1/6
Mastitis 20 - 1/15 1/10_,, __}/ﬁ

En el Cuadro N¢ 8B se estudia la fibrinolisis en dos cepas de esta-
filococo (75 MH y 75 MH2) uno dorado coagulasa positivos, y ofro al-
bus, coagulasa negativa, hemolitico; las dos fueron aisladas de un ca-
so pielonefritis crénica.

(1) Las cifras del numerador indica la parte del Gel que ha liquefactado.
(3) Plasma citratado al 0.5 p. 100 en caldo ML.
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En estos experimentos se comprueba que un estafilococo muy fibri-
nolitico como es la cepa 75 MH2 sdlo requirié 48 hrs. para liquefactar
totalmente el gel de plasma de conejo. Mientras que el plasma huma-
no resultdé negativo para la mezcla S y parcial entre 1/10 v 1/15 para
el gel de plasma humano en las cuairo mezclas estudiadas; debiendo
hacer notar que a las 24 hrs. sélo la mezcla 20 de Gel de conejo fue to-

Fig. 14

fal v que la mezcla 5 de este mismo Gel fue negativa. La fig. 14 co-
rresponde a la liquefaccion de esta cepa a las 48 hrs. a 379C. en la
mezcla 10; los dos tubos de la izquierda son del Gel de conejo, las dos
de la derecha son del Gel de plasma humamo. El estafilococo albo coa-
gulasa negativa, (75MH,) fue negativo en ambos.

Con respecto a la Pseudomonas aeruginosa, en el Cuadro N° 9 se
estudia sequn el mismo proceso, cuatro cepas en un gel de conejo cu-
yo plasma fue de 11 dias de obtenido y dos humanos de 10 v 5 dias,
respectivamente.
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Las colonias elegidas para estos experimentos y que se designan:
“IL"”, presentaban lesiones liticas debidas ai bacteriofago, pero los re-
sultados en cuanio a su accién proteolitica o de liquefaccidn del Gel
son similares a la de las no alteradas por el fago. A los 3 dias la li-
quefaccién del Gel humano fue total en la mayoria de las mezclas.

&
5

Fig. 148

En el Gel de conejo sélo la cepa 66 M., aisladas recientemente de
Mastitis liquefactd totalmente el Gel en las mezclas 15 y 20 a los 3 dias
de incubacion a 37°C. La fig. N°? 14B es una muestra de la proteolisis
en Pseudomonas a las 36 hs.

En el caso del Bacillus Anthracis en el Gel como en la gelating, se
produce el fenémeno de la arborizacidén partiendo del trazo de puntura
como si se tratara del tallo. Estas arborizaciones son mayores y mdas
numerosas en las colonias tipo "Cabeza de Medusa” de las cepas viru-
lentas; tal es el desarrollo que presentan estas variantes en la Fig. 15.
Tratdndose de una cepa avirulenta para conejos y aiin para cuyes como
es la cepa usada en la preparacion de la vacuna; esta puede presentar
colonias variantes como las que aparecen en la Fig. 18, en que, al la-
do de una colonia tipo "“Cabeza de Medusa”, aparece otra junto a ella
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que es lisa, de contornos continuos, que se acerca al tipo S usual, re-
picando por puncién ambos tipos de colonias en el Gel. Se obtiene
parg la “S” en el gel un desarrollo con solo vestigios de arborescen-
cias en la parte superior de] trazo, Fig. 17; la otra colonia de tipo R

Fig. 15

con tendencia a dar "Cabeza de Medusa” producen arborescencias en
todo el trazo, pudiendo ser como las presentadas en la Fig. 18 o mds
numerosas. En los lactobacilos también se pueden producir estas ar-
borizaciones en sl gel. En cuanio a la liquefaccidén, como se observa-
+& en esia Gliima figura, se inicla en la parte superficial desde las 24
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hrs. y avanza progresivamenie pudiendo ser total a los 7 dias a 37°C.

El gel de plasma humano parece ser algo mas sensible al B anthra-
cis que el de conejo; parece que la fibrinolisis no es mayor en las ce-
pas virulentas que las avirulentas.

Fig. 16

DISCUSION

Hay evidencia que la gelificacidn del piasma por el Medio “ML”
es producido en la fibrina; 1) perque el fenémeno ocurre con el plas-
ma y no con el suero; 2) de que su liquefaccién tiene para Eireptococ-
cus piégenes, Grupo A, un comportamiento similar al encontrado por
Tillet y Garner (2) y por Christensen (3); 3) porque los medios de
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gelificacién que hemos usado son productos ricos en sales de calcio or-
gdnico como la leche, la digestién total del pescado y la efectuada con
el grano de Soya, v 4) porque bajo clertas condiciones y el emplec de
ciertas bacterias, el Gel puede retraerse como lo hace el codgulo de
fibrina.

Fig. 17
Por tales consideraciones a las que se afiade su extremada simpli-
cidad de preparacién, la técnica del Gel es un método practico para es-
tudiar la fibrinolisis en la rutina del diagnéstico; tiene ventajas sobre la
gelatina nutritiva en que se le puede incubar a 37 y hasta 42°C. sin que
espontaneamente se licue; cunque o esta ultima temperatura la gelifi-
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cacion del plasma se inhibe porque las temperaturas para obtener el
Gel estan entre 12 y 37°C.

Las ventajas del Gel sobre la técnica de Tillet y Garner estdn, apar-
te de su simplicidad, en gue permite estudiar los grados menores de fi-
brinolisis como las encontradas en el Enterococo, Fig. 12 vy 13, o las

Fig. 18

que se pueden enconirar en el Estafilococo u otras bacterias, pudien-
do ser usadas en el estudio de la variacién microbiona en lo que atcdie
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-Cuadro N¢ 9B. Fibrinolisis del Bacillus Anthracis para el Gel de
plasma de conejo y humano (a los 7 dias a 37°C.)

Bacillus Proporeién Liquefaceion tiel Gel | °  Liquefacion del
de cenejo Gel humano
Anthracis de Plasma
0.5% 1% Plasma 1 Plasma 2
5 4/1 2/3 3/1 Total
Virulento 10 2/2 1/5 4/1 Total
15 2/2 2/2 2/2 3/2
20 3/2 1/3 3/2 3/2
5 2/3 2/2 Total Total
Avirulento 10 2/3 2/2 Total ’ 2/2
15 2/2 2/2 4/1 3/1
20 2/3 1/5 Total Total

a enzimas proteoliticas o a otros factores como los sefialados para el B.
anthracis.,

En cuanto al mecanismo de la digesiién misma no nos ha sido po-
sibie dedicarle estudios especiales, consideramos que si es la fibrina la
que se coagula o agelifica v que tanto la leche como la soya o el pes-
cado son producios que contienen aprecioble prooorcién de sales de
calcio y que para someterios a la digestion péptica, se requiere de un
grado de acidez de | p. 100 de &cido Clorhidrico Q. P. (1) en un tiem-
po de 48 horas y a una temperatura de 55°C. en que las sales de cal-
cio de dichos productos pueden solubilizarse o transformarse en sales
o compueétos solubles a PH 7.2 0 7.4 que es la reaccién del Medic "ML,
hipotéticamente consideramoes que la llamada Gelificacién es un fendme-
no similar al de la coagulacién del plasma citratado producido por el
C12Ca. (2) pero que en el caso del "ML" es transparente y lenta en
producirse.

SUMARIO Y CONCLUSIONES

1. Que el plasma se gelifica por la accion del Caldo “ML”, prepa-
rado a base de digestion péptica de estdmagos de cerdo y leche.
2. Que los factores tiempo, cantidad de citrato o plasma citrata-
do, tienen influencia en el fendmeno de la gelificacidn.
.3 Que también la especie y factores individuales y patoldgicos
pueden influir en la Gelificacidn del Plasma.
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4, Que el Slreplococcus pidgenes, qrupo A, liquefacta el Gel hu-
mano en forma répida y completa. El Gel de conejo es resistente a la
liquefaccidn.

5. Que el Micrococcus pidgenes y el Enterococo (Grupo D) lique-
factan el Gel lentamenie en forma parcial o tubular; habiendo cepas o
tipos que le hacen en forma completa y répida.

6. Que las Pseudomonas aeruginosa liquefactan el Gel.

7. Que el Bacillus anthracis liquefacian el gel v produce arbores:
cencias como en la gelating, estondo estas en estrecha relacion con 1
variccidn colonial.

8. Que existen cepas de Estalilococos de liquefaccién rdapida y
completa del Gel de conejo que no son tan activas para el Gel huma-
no. (Cuadro N° 8 B).
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