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Klebsiella sp. incert. aislada de ratas grises

por Enrigue Savino y Néstor Morales Villazén

Este relato contiene las observaciones relacionadas con el es-
tudio de dos cepas de Klebsiella aisladas de ratas grises. El interés
del hallazgo radica, en parte, en la semejanza tintorial que tienen
estas bacterias con la Pasteurelia pestis.

I. ANTECEDENTES

Tas bacterias del género Klebsiella han sido aisladas de diver-
sas muestras de materiales de origen humano y animal, como tam-
bién del aire, agua, polvo suelo, etc. (Bamforth 1928; Edwards,
1929; Hay, 1932; Julianelle, 1930 y 1937 y Ostermann y Rettger,

1041).

JI. MATERIAL Y METODO

1. Material: Consistid en el bazo de las ratas grises que son
remitidas al Pabellon Pasteur del Instituto Bacterioldgico “Dr. Car-
los G. Malbrian” con el objeto de la fiscalizacidén de la peste en
nuestro pais.

2. Método. a): Examen bacterioscdpico del bazo de la rata gris,
previa fijacién de la impresién del citado 6rgano mediante la mez-
cla de alcohol y éter —en partes iguales— con bicloruro de mercu-
rio al 0,1 %. Una vez fijado el material, lavamos con agua y tefii-
mos con tna solucién hidroalcohdlica de azul de metileno. b). Ino-
culacién al cavia de la suspension, en solucidn salina, del bazo del
roedor o de los desarrollos de las bacterias capsuladas. c). Siembra,
en agar nutritivo, del material de bazo, médula ésea y de sangre
obtenida por puncién cardiaca de las cavias muertas por inoculacion
de los materiales arriba citados. d). Estudio de los caracteres cultu-
rales de las cepas aisladas de acuerdo a la téenica ya descrita (Savi-

no, Aldao y Anchezar, 1039).

Presentado en la reunién de comunicaciones del 18 de setiembre de 1945,
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IIT. REsuLTADOS

Mediante el método descrito, en el parrafo anterior, aislamos
dos cepas de bacterias capsuladas que denominamos 899 vy 940. La
primera cepa proviene de una rata gris cazada, el 15 de septiembre
de 1942, en el Elevador Dock Sud del puerto de Buenos Aires. Fl
origen de la segunda cepa fué también, de una rata gris, atrapada el
23 de noviembre de 1042, en el Elevador del dique 2 (puerto de Bue-
00s Aires).

El examen bacterioscopico del bazo de los roedores citados,
demostrd la existencia de bacterias de coloracién bipolar, semejante
a la Pasteurella pestis. Sin embargo, otros microorganismos aparecian
rodeados de una capsula.

La inoculacién al cavia de la suspension de los citados bazos
provoco la muerte de los animales en 24 horas. Los cavias presen-
taron el signe de Straus y congestidon generalizada de sus visceras.
Ademas, el examen bacterioscopico del higado, bazo y de los exudados
peritoneales, pericardicos y de la vagmal del testiculo, demostré la
existencia de numerosas bacterias capsuladas (fot. 1). En cambio,
s1 las mmpresiones de los materiales citados eran fijadas por el calor,
v luego tefiidas con azul de metileno, las bacterias presentaban colo-
racién bipolar, semejante a la P. pestis (fot. 2)

Caracteres bioldgicos de las cepas aisladas. a) Cavia. La ino-
culacion al cavia de una suspensién, en caldo nutritivo, de un des-
arrollo (cepas 8gz2 6 940) de 24 horas de incubacién a 29-30° C,
provoca temperatura, fenémeno de Straus (fot. 3) y muerte de los
animales segun lo indica el grafico 1.

En el grafico 1 tenemos los resultados obtenidos de Ia inocula-
ci6n al cavia de 1 ml., de diluciones, en caldo nutritivo, de una sus-
pensién de 5.000 millones de bacterias por ml. Este dltimo material
fué obtenido por desarrollo de las bacterias en agar nutritivo, a 29-
30° C, durante 24 horas de incubacién.

Un grupo de animales fué inoculado por via iniraperitoneal y
otro por via subcutanea. Los cavias eran examinados diariamente
y registrabamos la temperatura rectal, reaccién local y el fendmeno
de Straus.

El grafico 1 indica que los animales inoculados por via intra-
peritoneal mueren en un tiempo mas corto que los infectados por
via subcutinea. Ademas, los animales inoculados por via intraperi-
toneal o subcutanea presentaron el fendémeno de Straus y tempera-
tura superior a 40° C.

También los cavias infectados por via subcutinea presentaron
en la region inoculada un edema blando, gelatinoso, que desapare-
ci6 después de varios dias. Ademads, la inoculacién de los animales
por via intraperitoneal o subcutinea provocd la formacién de un
exudado de aspecto gomoso en las cavidades peritoneal, pericirdica y
vaginal del testiculo. Como hemos dicho anteriormente, los citados
exudados contenjan abundantes bacterias capsuladas (fot. 2).



1945/48.

ENnrIQUE Savino v NEsTOrR MoRALES VILLAZON 151

Ademas del examen bacterioscopico, los cultivos de higado, bazo,
sangre de puncidn cardiaca y de médula Osea, de los cavias inocula-
dos —por via subcutanea o intraperitoneal— dieron resultados po-
sitivos para las cepas capsuladas estudiadas.

b) Ratdn blanco. La inoculacion intraperitoneal de 20 a 32 bac-
terias suspendidas en caldo nutritivo, provocd la muerte de los ani-
males en 3 a 4 dias. Ademads, los animales moculados presentaron
nimerosas becterias capsulares en el exudado contenids en la vagiuw
del testicnlc (fot. 4) y en la cavidad peritoneal. Los ratones blancos.
machos también, manifestaron el fendmeno de Straus.

c). Conejo. Hs un animal resistente a las citadas bacterias cap-
suladas. La inoculacion mntravenosa de 1 ml. de la dilucidon 10-* de
un cultivo de 24 horas en caldo nutritivo no provoco reaccién algu-
na en ¢l conejo.

IV. CARACTERES CULTURALES ¥ TFISIOLOGICOS

Es un microorganismo de facil y abundante desarrolio en los
medios nutritivos comunes. El crecimientc en superficie en agar
autritivo pe1m1te el reconocimiento de los tipos de colonias siguientes:
mucosas (M), lisas (L) y mixtas (ML).

Las colonias denominadas M (fot. 5) tienen consistencia mu-
cosa y color blanco grisdseo; son ligeramente opacas, de bordes lisos,
superficie lisa y brillante. Las colonias I, (fot. 6) son transparen-
tes de color azul claro, de bordes lisos y superficie lisa v brillante.
TLas colonias ML presentan caracteres comunes a las colonias M y
a las I, (fot. 7).

Las colonias M estan formadas por bacterias capsuladas y viru-
lentas. En cambio, los microorganismos de las colonias I, han per-
dido su capsula y virulencia. Asi, la inoculacidén al ratén blanco de
bacterias de las colonias M, provoca la muerte del animal a la dosis
de 1 ml de la dilucién 710-°, en caldo nutritivo, partiendc de wuna
suspension de 5.000 millones de bacterias por ml. Sin embargo, los
microorganismos pertenecientes a la colonia L no son virulentos pa-
ra el ratén blanco, aun en la dilucién 10-"

La tabla 1 contiene el resultado del estudio de los caractere<
fisiolégicos de las cepas 892 y 94o0.

FEl examen de la tabla 1 permite extraer las conclusiones si-
gulentes: 1) ciertos hidratos de carbono son fermentados répida-
mente con formacion de 4cido y gas; ejem.: glucosa, maltosa, lac-
tosa, manosa, glicerina e inosita.

La reaccion permanece acida, aun después de haber fermenta-
do los citados hidratos de carbono y transcurriendo 20 dias de in-
cubacién. En cambio, con otros hidratos de carbono, hay también
produccion de acido y gas, pero, después de 3 a 20 dias, el medio
nutritivo se alcaliniza y el pH llega a 7,8-84. Tal ocurre con los
hidratos de carbono siguientes: galactosa, salicina,, almiddn, ramnosa,
sacarosa, levulosa, aabinosa, celulosa, adonita, sorbita, trealosa, dex
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TABLA 1

CARACTERS CULTURALES Y FISIOLGGICOS DE LAS CEPAS 892 v 940.

T N
Reduccién de azal de metileno ... ...
Leche tornasolada

Reaccidn de Voges-Proskauser
Reaccion del rojo de metilo
Formacién de H.S . ..

Indol
Formacion de NH;
Reduccién de nitrato
Gelatina
Papas glicerinadas

KOSEE oo oo i
Mac Conkey
Agar sangre
Maltosa ... ..ooooe
Galactosa
Jnulina
Salicina .
Lactosa .
Almidon

Ramnosa .......................
Sacarosa
Glucosa ......... ... ... ... ...
Levulcsa

Arabinosa
Celulosa

Manosa .
Adonita ... ...... ...
Sorbita

Trealosa
Eritrita
Dulcita ...
Melecitosa
Dextrina ........
Arabitol
Manita

Rafinosa
Glicerina .. ...
Inosita ............... ..

Positive

Positiva

Decolora, acidifica y coagula al 3er.
dia. Luego peptoniza

Negativa

Positiva débil

Positiva

Negativa

Positiva

Positiva

No licha

Abundante desarrolio con formacisn
de gas

Positivo

Formacién de acido y gas (A. G.)

No hay hemolisis

AG.

AG vy luego alcaliniza

Alcaliniza

AG y luego alcaliniza
X

AG vy luego alcaliniza

AG y luego alcaliniza

AG y luego alcaliniza

AG

AG y luego alcaliniza

AG v luego alcaliniza

AG y luego alcaliniza

AG

AG vy luego alcaliniza

AG y luego alcaliniza

AG y luego alcaliniza

Alcaliniza
Alcaliniza
Alcaliniza
AG y luego alcaliniza
Alcaliniza

AG vy luego alcaliniza
AG y luego alcaliniza
AG
AG

Tomo XII
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Fot. 1. — Exudado testicular de un cavia, inoculado
con la cepa 940, con numerosas bacterias capsuladas.
Aumento 1500 x.
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Fot. 4. — Impresion del bazo de un ratén blanco,
inoculado con la cepa 940. Aumento 1.500 x.
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¥ot. 7. — Colonia mixta (ML). Aumento 25x.
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Fot. 5. — Colonia micosa (M). Aumento 25x.
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Fot. 6. — Colenia lisa (L). Aumento 25x.
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El 22 de noviembre se interna en el Hospital Mufiiz (Inst. Pen-
na) la enferma M. A. P., de 28 afios, soltera, boliviana, enfermera,
cuya historia clinica referimos con mas detalles por ser la enferma
que atendida por uno de nosotros permitié realizar un estudio cli-
nico mas completo.

Auntecedentes de lo enfermedod octual. — Comienza el dia 16
del corriente por la maflana con cefalea de poca intensidad, edema
palpebral bilateral y escasa fiebre, 37°2R; ella misma se medico,
vacuna antigripal y veramon, el dia 17 estuvo perfectamente bien,
quedando tinicamente con, astenia e inapetencia hasta el dia 19; du-
rante todo este tiempo continto desempeflando sus tareas habituales
El dfa 20 por la mafiana acusé discreto dolor de cabeza, quebranta-
miento general, raquialgia, poca fiebre y movié el vientre cuatro
veces esponfaneamente: trabajé hasta las 12 hs. A medio dia tuvo
vémitos biliosos precedidos de estado nauseoso, un violento escalo-
frio con castafieteo de dientes, la temperatura llegd a 39° tuvo, una
profusa sudoracion, acusdé un intensisimo dolor de cabeza, difuso,

acompaifiado de mareos; mdas tarde manifiesta tener imposibilidad
por la marcha v a las 18 horas, “perdid el movimiento”, hasta las
0 hs. del dia 21; se desperté toda dolorida y con cefalea vy fiebre.
A medio dia volvib a “perder el movimiento”: {fué medicada con
sulfamida por via bucal, el dia 22 amanecié “bastante bien” persis-
tia la cefalea y el decaimiento general.

Antecedentes de medio. — Trabaja en un laboratorio particular,
y actualmente una compafiera de ella se enferma aparentemente de
lo mismo y casi al mismo tiempo. :

Estado octuol. — 23 de noviembre de 1944. Enferma licida,
sub-febril, 37°2R, buen estado general y de nutricidn, dectibito activo
facultativo, huesos y articulaciones libre e indoloras, musculos toni-
cos y troficos, masas musculares dolorosas, regular cantidad de te-
jido célulo-adiposo subcutineo bien distribuido, piel blanca elastica,
normotérmica al tacto, Hiperestesia cutanea.

Cabeza: Craneo y cara: nada de particular; ojos: conjuntivas
congestionadas, pupilas céntricas, iguales, redondas, regulares, reac-
cionan a la luz y acomodacion.

Nariz y oidos: Nada de particular.

Boca: Labios hiimedos, faltan numerosas piezas dentarias, len-
gua hdmeda, movil, discreta saburra.

Istmo de las fauces: Discreta congestion de pilares anteriores,
amigdalas aumentadas de tamafio, congestionadas.

Cuello: Nada de particular.

Corazdn: Doble tono en todos los focos, pulso regular, igual
mediana tensién y amplitud, 70 pulsaciones por minuto.

Pulmones: Se ausculta murmullo vesicular normal, sin ruidos
agregados, tiene escasa tos seca.

Abdomen: Depresible, indoloro, moévil.
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Higado: Borde inferior se palpa a dos traveses de dedo del
reborde, blanco, indoloro, de forma conservada.

Bazo: Se palpa polo inferior doloroso a dos traveses de dedo
del reborde, blando, de forma conservada.

Sustema nervioso: Se constata una hiperrcflexia tendinosa y
cutanea, nistagmus y discreta paresis de miembros inferiores.

24 de Noviembre —1944—: Persisten las manifestaciones con-
gestivas de las conjuntivas del istmo de las fauces, ha desaparecido
la tos, la palpitacién del brazo es indolora, hepatomegalia e hiperre-
flexia sin variacién. Discreta cefalea sub-febril.

27 de Noviembre: Sin variacién.

28 de Noviembre: Persiste el nistagmus y la hiperreflexia ten-
dinosa asi como la hepato y esplenomegalia; han desaparecido la ce-
falea, apirexia, marcha casi normal. Alta a su pedido.

Andlisis de sangre: 23 de Nov. de 944. Glucosa: 0,83. Urea
0,25.
falo raquideo: Albimina: 0,25, Globulina R. de N. Appelt:

N

1. Examen bacterioldgico: Negativo.

Andlisis de somgre: (24 de Nov. ¢44) hematies. 4.800.006;
leucocitos 11.200; Eosinéfilos: 1; Lobulados: 7; Segmentados 61 ;
Linfocitos 20; Monocitos 9; C. de Turck 2.

Eritrosedimentacidn: 1 hora: 2

Hemocultivo: Negativo, (27 de Nov. 944).

Andlisis de sangre: Wasserman: negativo; Kahn: negativo;
presuntiva: negativo. (28 de Nov. 944).

Conjuntamente con esta paciente, cae afectado el Dr. M. A. R.
el dia 16 del mismo mes. Por la mafana concurre al Instituto Bac-
teriologico, pero por la tarde se siente “engripado”, febril y marea-
do, se dirige a su domicilio y consulta 2 un médico, quien comprueba
fiebre, estado soporoso, inapetencia y dolor en la nuca (mis bien
la sensacién de adormecimiento molesto como si tuviera un sombre-
ro calzado muy profundamente). Continta con el mismo cuadro y
fiebre de 39° durante 2z dias. Se medica con sellos antigripales, se
queda a dieta durante 2 dias, mejora con estos remedios y a los 7
dias vuelve al Instituto con marcada astenia, que dura 3 semanas.
No podia leer mas de dos paginas, pues se fatigaba.

El dltimo caso corrsponde al Dr. A. C. S. que trabajé en el
aislamiento del virus de la enferma M. A. P. El dia 3 de diciembre
por la noche siente algunos escalofrios y discreto decaimiento. Estos
se hicieron mas intensos al dia siguiente, en que siente cefaleas y
dolores en tronco y piernas. Conserva su lucidez, tiene apetito y fue-
ra de la discreta astenia se siente perfectamente bien. La hiperter-
mia de 39° desaparece a las 48 horas y tiene una mejoria completa
a los 10 dias, sintiendo profunda astenia en el intervalo.

Tome XIIF



1945/48.

Humeerto R. RuciEro, ArRManDO S. Parobr Y Arturs C. SaENz 157

Las observaciones seflaladas por nosotros han tenido como ca-

O
teristica primordial una evolucidn sintomAtica de mediana o poc
racierisuica primordia: una eveoiulion sintématca de mediana O poca

Los casos fueron de comienzo agude y obligaron a guardar
cama a todos los pacientes, menos a G. v B. R., que solamente pade-
cieron de una “gripe” con discreta astenia y gue mejord tomando-
antipirético.

El paciente Dr. C. B., es atacado con mayor intensidad; padece
un proceso “gripal” con estado nauseoso, violento escalofrio y aste-
nia, este estado dura 3 dias, hay un periodo de apirexia de z dias
con un nuevo repunte con hipertermia y cefalea considerable. Este
tipo sugiere la posibilidad de la existencia de encefalitis o encefalo-
mielitis a doble onda, no similar a la “V gripal” sino con un periodo
de apirexia mayor, pues en nuestro caso el tiempo transcurrido con
mejoramiento acentuado de los sintomas fué de 48 horas y en los
casos 7 y 8 de Lennette y Koprowski hubo un periodo en el 120 de
24 horas y en el 22 de 3 dias.

La presuncién diagndstica de “grippe” en nuestros pacientes no

PYPRS

pudo desecharse en los primercs momentos, dada la sintomato
similar de todos los enfermos con excepcion de M. A. P, que co-
mentamos aparte y que fué la mas intensamente atacada. Sin em-
bargo el cuadro clinico no corresponde enteramente a la “grippe”
porque si bien las cefaleas, la astenia, los dolores generalizados, le
pertenecen, faltan en cambio las localizaciones del aparato respira-
torio. Unicamente tienen de comin una angina roja con discreta
congestién de pilares y las conjuntivas congestionadas.

Debemos destacar netamente la existencia en la mayor parte de
ellos de cefalea violenta, algias difusas, mialgias intensas, lumbalgia
y en un caso hiperestesia cutinea. El aparato digestivo fué tomado

con cierta 1nt61151dad el estado nauseoso predomind, pero en un caso
se llegd al vomito bilioso y a una discreta diarrea.

Las alteraciones del sensorio s6lo fueron intensas en la pa-
ciente M. A. P., quien durante 24 horas durmid profundamente sin
acordarse de nada y al despertar notd que no podia mover las pier-
nas y ambular.

Si comparamos el brote de encefalomielitis venezolana, estudiado
por nosotros, con los estudiados por Casals, Curnen y Thomas y
Lennette y Koprowskl podemos notar que en el aspecto sintomatico
se parecen mucho y si bien los primeros autores refieren 2 casos de
mediana intensidad y breve duraciéon los 8 casos de los autores refe-
ridos en 29 término, permiten comprobar la existencia de formas
clinicas medianas y severas, tres como los numeros 1, 5, y 8.

En nuestros pacientes dividiéndolas desde este punto de vista,
podemos decir que' de los 8 enfermos estudiados, los casos de breve
duracién y de poca intensidad fueron 6, en uno hubo una evolucidn
en doble onda que ya hemos comentado, y en el peniltimo, la sinto-
matologia fué alarmante durante 48 horas, pues la enferma tenia un
suefio profundo, pérdida de los movimientos de los miembros infe-
riores, cefalea violenta, hipertermia y delirio.
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La visién panordmica de los enfermos que han padecido la en-
cefalomielitis venezolana, hace que debamos consignar en primer
término 2 hechos fundamentales: el polimorfismo sintomético y la
dificultad diagnostica. El polimorfismo sintomatico es evidente: por
los datos clinicos v de laboratorio comunes, ne es posible establecer

la etiologia del proceso. Sélo el antecedente de medio unido al cua-

dro clinico, permﬂ‘ﬂ realizar el diagnostico que puede ser confirmado

por las investigaciones especiales que dentro de un momento deta-
llaremos. Conwene todavia recordar que la encefalomielitis venezo-
lana puede dar formas clinicas de mediana intensidad y de breve
duracidn, con cuadro sintomitico de infeccion generalizada y que
dan lugar a una respuesta inmunitaria en el paciente, exactamente
igual a las otras formas mucho mas severas. Este aspecto de la cues-
tién sefialado por Casals, Curnen y Thomas sugieren una serie de
observaciones interesantes sobre el aspecto inmunolégico y epide-
miolégico, no solo de la enfermedad que estamos tratando, sino de
otros procesos a virus que afectan el sistema nervioso.

Las 8 observaciones comentadas por nosotros, fueron estudia-
das, 4 desde el punto de vista clinico exclusivamente, sin que se hi-
cieran las investigaciones pertinentes por causas ajenas a nuestra

voluntad. En otros 4 pacientes, se comprobo la infeccidén, en 2 por
las pruebas de neutralizacion del virus y en otros 2 por el hallazgo
directo del germen. 5i catalogamos a todos los pacientes como afec-
tados de un mismo proceso, es por el hecho de que trabajaban en
el mismo laboratorio y en las mismas tareas, enfermaron conjunta-
mente, el cuadro clinico fué similar y finalmente el antecedente de

4

medio nos permitié englobarlos como tales.

MATERIAL Y METODO

a) Aislamiento del virus. — Se inocularon ratones blancos por
via cerebral con suero de los enfermos en periodo agudo de la enfer-
medad. El primer pasaje se efectfio a los primeros sintomas de en-
fermedad presentados por estos animales (temblores, pelo erizado,
encorvamiento). Los demas se hacian cuando estaban muy enfermos.

Kl virus se conservd a -76° C durante los experimentos.

b) Prueba de neutralizacion. — Los sueros de dos de los enfer-
mos se obtuvieron durante el periodo agudo y durante el periodo
de convalecencia. En los otros dos solamente se tuvo suero durante
el periodo de convalecencia. Las pruebas de neutralizacién se efec-
tuaron mezclando cantidades iguales de suero sin diluir con diluciones
variadas del virus. Se inocularon cada una de las mezclas, sin incu-
bacién previa, a grupos de cuatro ratones blancos. Los animales te-
nian aproximadamente 30 dias de edad y la dosis por ratén fué de
0,05 cc. por via peritoneal.

Las muertes se registraron durante 15 dias.



