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Sobre la “Hemoglobinuria de los bovinos”.

Complejidad de la flora anaerobia de la lesién hepatica

Por A. Sordelli, M. Prado y J. Ferrari
(CUARTA MEMORIA)

(Con las ldminas XXXIX y XL)

Los estudios de la hemoglobinuria de los bovinos realiza-
dos en Chile por el doctor B. Sanz le han conducido a conside-
rar la flora de la lesién hepéatica como constituida en primer
término por Cl. Welchii (B. perfringens) y por un anaerobio
facultativo no clasificado. (Deutsche Tieradrztliche Wochensch-
rift, 36, 1928, pag. 243) . Al B. perfringens atribuye Sanz el
rol de agente etiolégico de la enfermedad.

Los autores americanos Vawter y Records (V) (2) identifi-
can la enfermedad del ganado de Chile con la icterohemoglobi-
nuria de los bovinos de Nevada, (3) y citan um nimero grande
de bacterias encontradas en la lesién hepéatica de los hovinos
que sucumben en esa region.

En cuatro casos fué hallado B. botulinus, dos veces tipo
A y dos veces tipo B asociado con otros organismbps. B. oddema-
tiens en un caso. El B. histolitycus también fué hallado, asi
como otros anaerobios no clasificados. B. sporogenes fué ais-
lado en la mayoria de los casos y lo mismo B. Welchii (B. per-
fringens) tipo IV.

Esta ultima especie fué hallada en animales que presen-
taban signos de la enfermedad y que fueron sacrificados para
el estudio bacteriolédgico.

(1) Records and Vawter. J. A, V. A. 1921-1922, t. 60, p. 159.
(2) Vawter and Records, J. A. V. A. 1926, t. 68, p. 494.
(3) No indican en qué fundamentan esa identificacion.

Recibido para publicarse, octubre 1930.
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En general todas las investigaciones de estos anaerobios
fueron realizadas con animales cuya muerte no databa de méas
de cuatro horas. Wood (citado en Wawter y Records, 1921)
ha hallado casi constantemente B. perfringens en las lesiones
hepéaticas.

En 1926 Vawter y Records describen una egpecie con el
nombre de Cl. hemolyticus bovis que reune todos los carachte-
res y condicicnes de agente etiolégico, y como tal lo consideran.

Estos autores encuentran en cuatro casos también una es-
pecie de cuyas propiedades patdgenas hacen mencién en carta
dirigida a I. Hall, quien reconoce las cepas enviadas para su
estudio como B. Sordellii (Journal of Infectious Diseases, 1929,
t. 45, p. 159-162) .

Nuestros estudios, reducidos a un escaso material, nos
han permitido reconocer la presencia en cuatro casos de un
germen que hemos designado como Bacillus sp. que tiene gran-
des analogias con B. hemolyticus bovis (Vawter y Records)
y ademas en uno de.los casos 2 formas de B. perfringens.

La inoculaciéon experimental al bovino, que ha reproduci-
do la enfermedad, ha permitido establecer que hay una cierta
predisposicién a la invasiéon por gérmenes. Diplococus y Strep-
tococus no clasificados, como asimismo un germen filamentoso
Gram negativo, anaerobio de dificil cultivo en caldo Tarozzi
v que no desarrolla en agar. Las conclusiones que fluyen de
nuestra experiencia es que Bacillus sp. puede encontrarse sé-
lo en las lesiones del bovino muerto por hemoglobinuria, o aso-
ciado a gérmenes que si tienen alglin papel en la génesis de la
infeccién no juegan rol alguno en la patogenia o lo tienen muy
secundario.

Los gérmenes aislados, excepto el Bacillus sp. deben ser
considerados por el momento como invasores secundarios.

La gentileza del doctor Sanz nos permitié estudiar ade-
mas algunos cultivos por él conservados en el museo del Ins-
tituto Bioldgico v que provenian de casos tipicos de hemoglo-
binuria.

1. Cepa 347 B. en caldo con un trozo de higado (siembra
de material del foco necrético sin aislar) .
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2. Cepa 151 B. En agar profundo y aparentemente puro.

3. Cepa 319 B. En caldo cubo de huevo, aislado y aparen-
temente puro.

4. Cepa 339 B. En caldo con un trozo de higado, entrega-
da por el seifior Sanz al Instituto Bacteriolégico de Chile y con-
servada en éste.

Del estudio de estas cepas pudo establecerse que la cepa
347 B. corresponde a B. perfringens V).

Las cepas 151 B., 319 B. v 339 B. corresponden en sus ca-
racteres generales al Bacillus sp. anterioremente descripto.

Del estudio de las colonias de lag cepas 151 B. y 319 B. se
pudo verificar que las habia lenticulares, algodonosas y mixtas
(ver lamina XL) . La forma lenticular corresponde a la de Ba-
ctllus sp. 10 y B. sp. 14.

Las siembras en agar y en agar higado, repetidas vecks
dieron la impresion de que las colonias lenticulares y algodo-
nosas (designadas como lente y bola) fueron dos formas de
cultivo de una misma especie e interconvertibles y quizas de-
terminadas casualmente por alguna condicién del medio de
cultive. Repetidas las tentativas en miejores condiciones y pro-
curando tomar material de colonias de forma pura, consegui-
mos aislar de cada una de ellas dos cepas designadas como 17
lente (corresponde a la cepa 151 B.), 18 lente (corresponde a
319 B.) y 17 bola y 18 bola (corresponden a 151 B. y 319 B,
respectivamente) .

En cuanto a la cepa 339 B. designada (como Bacillus sp.
19) dié colonias algodonosas uniformemente iguales que difie-
ren algo de las colonias algodonosas de las cepas 161 y 319
(17 v 18 bola) .

En el comienzo del estudio esta cepa era semejante a B. sp.
10 6 14, salvo la forma de sus colonias. La pérdida casi total
del poder patégeno y la variacién de otras caracteristicas nos
ha imypedido hasta el momento tener certeza respecto de su na-
turaleza, vy por consiguiente no nos ocuparemos de su estudio
en esta ocasién. Sdlo consignaremos la dificultad que tiene
de crecer en los medios s6lidos y la facilidad con que sus culti-
vos perdian la capacidad de dar subcultivos.

(1) La certeza de la ausencia de toda otra especie anaerobia no la tenemos.
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151 B., 319 B. y 339 B., corresponden en sus caracteres

Nos ocuparemos en esta nota de los dos gérmenes 17 len-
tey 17 bola aislados en la cepa 151 B. y de los 18 lente y 18 bola
aislados en la cepa 319 B. @),

Caracteres de las cepas lente 17 y 18.

MorroLoGiA. Cultivo en caldo Tarozzi de 20 horas. Gran
semejanza con Bacillus sp. 10 y 14 de cultivos de 48 horas en
caldo Tarozzi.

- Cultivo en caldo Tarozzi de 48 horas. Poca variacién so-
bre el cultivo de 20 horas. La semejanza con B. sp. 10 v 14 se
conserva. Aparece un nimero regularmente grande de espo-
ras libres.

Cultivo en caldo higado de 20 horas. 17 lente es semejante
a B. sp. 10 y 14 en el mismo medio. Aparece un mayor nimero
de forma Gram negativas, sin degeneracién.

18 lente. El cultivo se parece al de 20 horas en caldo Ta-
rozzi de B. sp. 10 y 14, pues se ven formas esporuladas en pe-
quefio nimero.

Cultivo en caldo higado a lus 48 horas. Morfologia igual a
B. sp. 10 y 14 en el mismo caldo. La diferencia constituida
por la esporulacién de lente 18 se conservan.

Esporulacion. Mas precoz e intensa que B. sp. 10y 14. Po-
sicién y forma de la espora igual a B. sp. 10 y 14.

Dimensiones. Corresponden tanto las de la forma vegeta-
tiva cuanto las de las esporas, a las de B. sp. 10 y 14.

Cilins. 17 lente tiene las mismas cilias caracteristicas de
B. sp. 10 y 14, En cuanto a la cepa 18 lente no pudo en ningin
caso obtenerse la tincién de las cilias. Tampoco pudieron verse
en campo obscuro. Las tentativas numerosas realizadas per-
miten asegurar la ausencia de cilias en esta cepa.

Forma de colonias.

La forma de colonia (ver dibujo) es lenticular, andloga
a B.sp. 10y B. sp. 14. En el cultivo original las colonias eran
frecuentemente mixtas, y en algunos casos parecian ser trans-

(2) La investigacion fué realizada simultineamente con el estudio de
B. sp. 10 y B. sp. 14, usando de técnicas idéntions cuya descripcidén omitimos.

Vol. V. N* 7
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formables la colonia lenticular en colonia algodonosa (bola)
e inversamente.

Movilidad. Ambas cepas son inmdviies.

Resistencia de las esporas al calor. La cepa 17 lente resis-
te 10’ la ebullicién y la 18 lente 40°.

pH. optimo y limite de desarrollo. El pH. limite de des-
arrollo es de 5.5 y el 6ptimo de pH. 6. La cepa lente 18 tiene
una zona mags grande de desarrollo intenso que llega a pH. 7.
Ambas tienen en la regién alcalina una mayor actividad reve-
lada por la produccién de gas, que estd ausente en B. sp. 10 y
B. sp. 14.

Temperatura de desarrollo. La cepa 17 lente se comporta
de manera analoga a B. sp. 10 y 14; 18 lente no desarrolla a
32¢. A 37° recién lo hace entre el 4¢ y 5¢ dia.

Caracteres culturales y accion sobre los medios de cultivo.

Idénticos o muy semejantes a B. sp. 10 y 14; 18 lente se
diferencia por la mayor rapidez de sedimentacién que hace que
sus cultivos queden claros por completo.

El olor de los cultivos es idéntico al de B. sp. 10 y B. sp. 14.
La preduccion de compuestos sulfurados es mas intensa.

Accion sobre las substancias hidrocarbonadas. En el cua-
dro siguiente puede apreciarse que lente 17 y lente 18 fermen-
tan los mismos cuerpos que B. sp. 10 y 14 v que la produccion
de acidos es un poco mas intensa. (1).

Substancia agregada Produccion  de gas pH. a los 5.dfas a 37°
al medio en propor- | *

cién del 1 % 17 lente 18 lente 17 lente 18 lente
Gluco‘sa ........... -+ -+ 5.4 5.4
Manosa ........... -+ -+ 5.8 5.8
Levulosa .......... —|— - 6.2 6.2
Maltosa .......... -+ 4+ 6.4 6.4
Tnosita ........... + + 6.0 6.0
Glicerina ......... -+ + 6. 7.0

(1) Experiencia hecha simultaneamente con la de B. sp. 10 v B. sp. 14,
El resto de los hidrocarbonados no es fermentado.
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Poder patégeno.

Ambas cepas 17 lente y 18 lente tienen poder patdgeno pa-
ra la cobaya. Las lesiones y la morfologia y distribucién de
los gérmenes en el animal que sucumbe a la infeccién son idén-
ticos a los observados en B. sp. 10 y 14.

Resumen. Las cepas designadas como 17 lente y 18 lente
separadas de las que llamaremos 17 y 18 bola de los cultivos
151 B. y 319 B. pertenecen a la misma especie que B. sp. 10 y
14. Las diferencias observadas son de menor cuantia. La de-
signacién se hari al referirnos a estas dos nuevas cepas de
manera semejante a B. sp. 10 y 14, esto es, B. sp. 17 v B. sp. 18.

Caracteres de la cepa bola 17 y bola 18.
Morfologia.

Caldo Tarozzi de 18 horas. Bacilo recto Gram positivo, de
extremos redondeados. Solo o apareado. Raras cadenas y al-
gunos filamentos. Poquisimas formas esporuladas.

En medio de Von Hibler y caldo higado, el germen pre-
senta morfologia muy semejante.

Caldo Tarozzi de 48 horas. Igual que el cultivo de 18 ho-
ras, salvo una mayor cantidad de bacterias esporuladas. (Ver
microfotografia 1) .

V. Hibler de. 48 horas. Morfologia semejante a las anterio-
res. Muchas formas grunulosas y Gram negativas.

Caldo higado de 48 horas. Igual que cultivo de Tarozzi
de 48 horas. Algunas bacterias recuerdan por su aspecto a B.
listolyticus.

Esporas. Los esporangios son un poco mas anchos que las
formas vegetativas. La espora esti ubicada subterminalmente.
Al comienzo aparece como una elipsoide cuyo eje mayor es per-
pendicular al eje principal de la bacteria y luego se lo ve esférico.
Cuando estan libres son elipsoides.

Dimensiones. Las formas vegetativas (tincién con Gram)
tienen un largo de 3u por un ancho de 0.5 a 0.6u; hay formas
cortas de 2, y largas de 4.5,.

Los esporangios tienen un ancho de 0.7u.

Las esporas un largo de 1,2u y un ancho de 1g.
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Cilias. Cilias peritricas en nimero grande. Difieren como
se puede ver en la morfologia de las B. sp. 10, 14 v 17. (Ver
dibujo 2) .

Formas de colonia en agar profundo.

La forma de la colonia de bola 17 v bola 18 es algodonosa,
relativamente compacta y con filamentos en la superficie. Se
asemeja mucho a la forma de las colonias descriptas por Waw-
ter v Records para el C. hemolylicus bovis. El dibujo da idea
de su forma como también de las colonias mixtas, con B. sp. 17
o B. sp. 18. (Ver lamina XL) .

Las colonias en superficie de agar son de hasta 2 mm. de
diametro, tienen la superficie y bordes muy irregulares. (Ver
microfotografia 3) .

Movilidad. Movilidad acentuada y facilmente observable
en todo tiempo del desarrollo.

Resistencia de las esporas al calor.

Las esporas de ambas cepas resisten mas de 1 hora v me-
dia a la ebullicién.

pH. éptimo y limite de desarrollo.

En el siguiente cuadro puede apreciarse el comportamien-
to de estas dos cepas en caldo de pH. diferentes.

Desarrollo o diferentes pH.

! 5.5 x 6 ; 6.40 | .80 t 7.20 ‘ 780
17 bola 0 1 1 2 3 l 4
18 bola 0 i 1 1 2 i 3

El desarrollo es miuy escaso en la zona acida. En cuanto
al éptimo, aunque no determinado, se encuentra en la regién
alcalina.

Temperatura de desarrollo.

A 18¢ no hay desarrollo alguno ni en 5 dias. A 32° el des-
arrollo aparece a las 24 horas de incubaciéon. A 37¢ log cultivos
son mas abundantes que a 32°.
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Caracteres oulturales y accion sobré los medios de cultivo.

En caldo peptonado comun de pH. 7 a 8.4 desarrollan am-
bas cepas facilmente.

A las 24 horas en caldc simple, glucosado y con adicién de
extracto de higado el desarrollo es abundante, de aspecto gru-
moso y con tendencia a la sedimentaciéon. En el medio Tarozzi
el desarrollo es abundante, grumoso y sedimenta rapidamente.

A Jas cuarenta y ocho horas todos los medios se han acla-
rado por sedimentacién del cultivo.

Scbre leche no manifiesta accién alguna.

El huevo cocido permanece inalterado.

No altera la carne del medio de Tarozzi.

En gelatina crece rapidamente en forma grumosa. Pre-
cipita rapidamente y licia el medio.

En caldo con sangre hay una pequena alteraciéon de los
glébulos rojos producida por una escasa hemolisis.

Produce abundante cantidad de compuestos sulfurados.

Reduce nitratos a nitritos.

No produce indol.

No tiene olor putrido.

En ningtin medio hay produccién de gas.

Accion sobre las substancias hidrocarbonadas.

Los medios adicionados de substancias hidrocarbonadas
no muestran variacién de pH. ni produccién de gas por el des-
arrollo de 17 bola y 18 bola. Los cuerpos estudiados son: glu-
cosa, manosa, levulosa, maltosa, inosita, glicerina, sorbita, ara-
bita, dulcita, manita, xilosa, arabinosa, ramnosa, galactosa, sa-
carosa, lactosa, rafinosa, inulina, glucégeno, almidén, salicina
y amigdalina.

Poder patdégeno.

Los cultivos en caldo simple o en caldo Tarozzi no han ma-
nifestado en ningun caso accién patégena alguna, para la co-
baya. La inoculacién intramuscular no produjo ni la tumefac-
cién que es corriente aln con especies apenas patégenas.

Posicion en la sistemidtica de la especie a que pertenecen las
cepas 17 bola y 18 bola.

Las diferencias con las cepas 10, 14, 17 y 18 de Bactllus
sp. estudiadas en estas memorias son tales que impiden
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toda confusién. Conviene sin embargo hacer resaltar algunos
hechos que creemos de interés. La forma de la colonia, la dis-
posicién de las cilias y la movilidad las aproximan al Cl. hemo-

lyticus bovis.

En la separaciéon de las colonias lenticulares de las algo-
doncsas hubo real dificultad, pues las colonias mixtas eran
muy abundantes y aun tomando colonias lenticulares aparente-
miente puras hemos obtenido cultivos mixtos.

Las diferencias entre las cepas que dan colonias lenticula-
res (|B. sp. 10, 14, 17 y 18) y las que dan colonias algodono-
gsas (17-18 bola) son tales que deben ser consideradas por el
momento como pertenecientes a especies diferentes.

En cuanto a la naturaleza de las cepas 17 y 18 bola sélo
diremos que muchos de sus caracteres son semejantes a B. coch-
learius, (Douglas Fleming and Colebrook) .

EXPLICACION DE LAS LAMINAS

Liyiva XXXIX

Fig. 1. Fotografia de 17 Bola en caldo de Tarozzi 48 horas. Coloracion

Gram (1:1400) .

, 2. Dibujo de cilias (cdmara clara) 17 Bola, en caldo Tarozzi 14 horas;
coloracion Zettnow (1:1800).

,» 3. Fotografia de colonias de 18 Bola en agar superficie (1:20).

[LAvmina XL

Dibujos de colonias de N*® 18. Cultivo en agar glucosado (1:50)
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