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[. - ORBJETO DE LA COMUNICACION

'[ A presente comunicacion tiene por objeto dar a conocer el

" resultado obtenido en el Instituto Municipal de Clinica Uro-
logica, de las primeras 89 investigaciones del bacilo de Koch en Ia
orina, mediante el procedimiento de la microscopia fluorescente o
luminiscente.

El ensayo de este método, se origind en el afan de encontrar
un procedimiento mias rapido y seguro, que los usados hasta el
momento actual en nuestro laboratorio, (métodos de enriqueci-
miento diverso en la preparacion de los frotis, coloreados por las téc-
nicas de Ziehl Neelsen, Gabbet, Konrich, Dahms, Fontes, etc.). que
permiticra mayor nitidez y rapidez e¢n la pesquisa, del bacilo, elimi-
nando al mismo tiempo las causas de error tan comunes, derivadas
del empleo de porta-objetos usados, en los cuales aparecen imagenes
bacilares por la tmpregnacién de sus grietas por la fucsina.

II. — "QUE ES LA MICROSCOPIA FLLUORESCENTE
O LUMINISCENTE?

Tn contra de lo que sucede con la microscopia normal, que
emplea la luz visible para la iluminacion del preparado microsco-



pico, la microscopia fluorescente trabaja solamente con la luz ultra-
violeta. Esta radiacion invisible para el ojo humano, produce iluo-
rescencia visible er ia preparacidn que se observa con un microscpio
comun, cuando el preparado se tifie con fluoruros de Cromo.

La luz ultravioleta se produce mediante la filtracidon de la luz
emanada de una lampara de cuarzo-azogue o carbéon y no sirve para
la reproduccidn, como ocurre en la microfotografia ultravioleta neta,
sino solamente para la excitacion de la luz visible en la preparacion.
Convierte por este motivo a la preparacion, en substancia autolu-
minosa, sirviendo la luz producida por ella. para la reproduccidén
de su i1magen.

No hay que confundir microscopia fluorescente y campo obs-
curo. En este altimo sélo son visibles las particulos del preparado
que provocan refraccidén de la luz. porque difieren del medio que las
circunda, en sus diferentes constantes Opticas. Las particulas dpticas
sin tenir, del mismo indice refractivo y de la misma permeabilidad
que las del liquido circundante, quedan invisibles en ¢l campo obscu-
ro, pudiendo percibirse microscopicamente, solo, en el caso de poseer
capacidad de emitir fluorescencia, y para el caso es sin importancia
que el condensador sea de campo claro u obscuro.,

El método que nos ocupa, debe su aplicacién practica en la
clinica, gracias por una parte a las investigaciones de Paul Hageman.
que consiguid observar con ¢l. bacterias, protozoarios y corpusculos
de virus y también a Strugger, por sus fundamentales trabajos en el
dominio de la fisiologia de la célula vegetal.

Como dijimos anteriormente, para que las particulas adquieran
la propiedad de emitir fluorescencia, es necesario colorear previamen-
te la frotis. con flucruros de Cromo, habiendo usado nosotros para
ese fin, el compuesto llamado Auramina, en solucién al 1/00.

[II. — PROCEDIMIENTO EMPLEADO

a)  Reuctivos:

1) Solucidn acuosa de Auramina al 1/00

2}  Alcohol clorhidrico (alcohol 70" con 5 % de acido
clorhidrico) -

3) Solucidén acuosa de permanganato de potasio al 4/00.
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1) Frous de escaso espesor del sedimento urinario, {ijados al
calor.

2)  Colorear con la solucién de Auramina, 5 minutos en ca-
liente, como en ¢l Ziehl-N.

3) Lavar con agua

4y Decolorar con el alcoho! clorhidrico, hasta desaparicion
de toda traza de color amarillo.

5) Lavar con agua.

6) Tratar con sclucidon de permanganato 5 segundos.

7) Lavar con agua.

8)  Sccar

¢)  Fuenie luminosa:

Una lampara ultravioleta del modelo mas simple Zeiss, que
viene equipada con dos filtros para radiacion ultravioleta, de 1,5 y
3.5 mm. de espesor y un espejo plano que proyecta la luz bacia el
cendensador, todo de cuarzo. La ldmpara posce una camara de cristal
especial, que no retiene la radiacién U, V. con solucion de sulfato de
cobre al 4 %. que absorbe todo el rojo e infrarrojo y al mismo
tiempo evita el calentamiento considerable de los filtros y de la
preparacién. En nuestra practica hemos usado siempre el filtro de
1.5 mm. por permitir mayor luminosidad.

d) El microscopio:

Cualquier estativo de tipo normal, con aparato de tluminacion
de Abbe. desplazable en altura, con objetivos y oculares de tipo
normal, aunque no todos los objetivos se prestan con igual ventaja.
debido a que el espato fluor empleado en los sistemas de fluorita y
en los apocromaticos provoca fluorescencia, con lo que la imagen
microscopica de la preparacion resulta perjudicada. Sin embargo este
inconveniente se puede subsanar mediante el empleo de un cubre-
objetos de vidrio Euphos

Con el fin de que la radiacion U. V. no penetre en el ojo, se
puede usar el porta objetos de vidrio Euphos, sobre el preparado u
otro "‘ad hoc¢”’, sobre el ocular.



El aceite de inmersidn debe estar exento de fluorescencta, de
lo contrario la preparacion queda totalmente invisible.

Para obtener mayor luminosidad debe usarse siempre ¢l micros-
copto monocular, realizindose la observacién con objetivo seco del
mayor aumento u objetivo de inmersidn,

IV. — OBSERVACION

Comenzamos el examen de la preparacidon con el objetivo seco
y ampliamos los detalles con inmersién.

Los bacilos 4cido resistentes tienen coloracion amarillo canario,
y son fluorescentes, destacindose nitidamente sobre el fondo violeta.
En algunos, puede notarse la granulacién intra-protoplasmaticas de
substancia nucleica (Much, Fontes) y también como un velo muy
tenue que las recubre. una membrana, que interpretamos como la
membrana propia del bacilo constituida por substancias cerosas y
grasosas.

Cuando la coloraciéon con Auramina se ha retardado mucho
mas de los 5 minutos estipulados, suelen impregnarse también otros
geérmenes distintos de los acido resistentes. pero ellos son facilmente
diferenciados, por la carencia de fluorescencia, su coloracion verdosa
palida y su morfologia

L os bacilos dcido resistentes se presentan con gran luminosidad,
cvando aparecen agrupados o envueltos en acumulos de substancias
mucosas.

En los preparados en donde son abundantes los bacilos Koch,
hemos encontrado abundante cantidad de puntos muy luminosos, del
tamano de las granulaciones de Much, que consideramos a la luz
de los trabajos de Fontes sobre reproduccidén de los gérmenes, como
brotes de substancia nucleica escapada del cuerpo del bacilo en vias
de reproduccidn, que después de pasar por las etapas de imbibicion.
solvatacidon y floculacion, darian origen al nuevo germen. De manera
que la presencia de tales cuerpos luminosos. puede considerarse como
signo de presuncidon de tuberculosis y obligard a agotar los recursos
de investigacidn para afirmar o descartar definitivamente una tuber-
culosis renal.

En los preparados. las células se ven de color verde obscuro, lo
mismo que los leucocitos,
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No. Registra Digngstico el A ppaming MU O
26 2577 Epid. The D, negativa 16 negativa 9 Vejiga
27 2672 Aden. prost. negativa 15 negativa 10
28 1700 Hemat. The positiva 15 positiva 4
20 2607 Tbe R. doble positiva 15 positiva 10
30 2874 Cistitis cr. negativa 12 negativa 4 Rimndn der.
31 2874 Cistitis cr. negativa 16 negativa 10 Vejiga
32 2866 Cistitis cr. negativa 12 negativa 15
33 2739 Tbe R, 1. negativa 18 negativa <k
34 2342 Epid. gono.  negativa 10 negativa 6
30 2905 Thbe R. negativa 16 negativa 8
36 2797 Aden. prost. negativa 12 negativa 8
37 2924 Lit.uret. D, negativa 22 negativa 6
38 2936 Neo R.D vver negativa 9 negativa 4
39 2923 The. R. D. negativae 16 negativa 6
40 984 Epid. aguda negativa 12 negativa 8
41 2542 Cistitis negativa 8 negauva 10
42 2517 Lit. R. D. negativa 20 positiva 12
13 2697 Hipernefr. Do negativa 5 negativa 6
44 2985 Litiasis R. negativae 10 negativa 8
45 2922 Hipert. prost. negativa 1353 negativa 6
46 2082 Hematuria negativae 8 negativa 10
47 2808 Pionf. Ptos. negativa 10 negativa 15
48 2947 Aden. prost. mnegativa 8 negativa 6
49 2919 The R. 1. positiva 19 negativae 9 [lematuria
50 2874 The R. doble positiva 3 posiiva 6 R. DL 22 catet
51 2874 The R. doble positiva 30 positiva 2 R. 1. idem
52 2765 Cistitis negativa 15 negativa 10
53 2979 Divert. vesic. negativa 13 negativa 8
54 3030 Cistitis negativa 15 negativa 10 Mal de Pott
55 3007 Uronefrosis negativa 7 negativa 6
56 2679 Cistitis negativa 8 negativa §
57 3042 Litiasts R, negativa 12 negativa 10
58 1700 Tbe R. negativa 18 positiva 15 Ab. punt. flnor
59 2957 Ptos. R. dob. negativa 11 negativa 18
60 3029 Hidron. dob. negativa 14 positiva 16 Ab. punt. fluor
61 3059 Cistitis negativa 10 positiva 3
62 3028 Tbhe R. D. negativa 8 positiva 3
63 2878 The L. Cist. negativa 13 positiva 10
64 2138 Tbe R. D. negativa 12 positiva 5
65 3100 The R. negativa 15 positiva 4
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Regisiro
general
3028
2079
1914
3019
3085

969
3161
3161
3174
3162
3174
2919
3208
3085
2316
2637
3044
3270
33149
2637
1190
2878
1042

Iliagndstico
clinico

Thbe R.
Cistitis
Lit. 1zq. piof.
Pionefrosis
The. R,
[Estrechez
Thbe. R. dob.
The. R. dob.
Cistitis cr.
Tbe R.
Cistitis
Neo vejiga
Neo testicul.
The R. D.
The R.
Cistitis
Pionefr. lit.
Cistitis The
The. R. L.
Cistitis
Cistitis
Cistitis The
Epid. aguda

Ziehl
Neelsen

negativa
negativa
negativa
negativa
positiva

negativa
negativa
positiva

negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
positiva

positiva

negativa
negativa
negativa
positiva

negativa
negativa
negativa
negativi

Minu
tos

18
12
10

0

)

9
15

3
10
15
12
15
12
14
10
15

9
10
20
10
20

13

Aurantina

positiva
negativa
negativa
negativa
negativa
negativa
positiva
positiva
negativa
positiva
negativa
negativa
negativa
positiva
positiva
negativa
negativa
negativa
positiva
negativa
negativi
negativa
negativa

Minu-
tos

30
15
16
10
6
7
3
1
10
3
6
S
10

Observa-
ciones

R. der. cateter

Vejiga
Rinon izq.

Rindn der.

Divert. vesical

Resumiendo: 22 casos positivos, a los cuales corresponde un

05,45 9 de positividad para la fluoroscopia y un 45,45 Y%, para

el Ziehl-Neelsen. con un término medio de 4 minutos 27" para la

primera coloraciéon y 18 minutos 87, para la segunda.

1)

VII. — VENTAJAS DEL METODO

Facilidad para descubrir bacifos alcohol acido resistentes,

por tratarse del inico germen fluorescente.

2"

Rapidez para recorrer el campo de observacidén, por el

doble aumento obtenido debido al uso del objetivo seco.

3)

Evita el cansancio de la vista por la falta de claridad del



campo propia de la observacion comin, ya que en el presente proce-
dimiento del fondo es de color violeta muy obscuro.

Maias adelante daremos a conocer nuestra futura experiencia
sobre el particular.

NOTA: Agradecemos a la casa Carl Zeiss toda la colaboracién prestada en

la realizacion de nuestra tarea.



