Contribucion al estudio de la flora de la gangrena gaseosa humana
Un nuevo bacilo anaerobio

Por A. SORDELLI v 8, SORIANOC

En ¢l mes de Diciembre de 1929 llegd casualmente a nuestras manos un
material de gangrena gaseosa humana, del que se pude aislar B. perfringens y
otra bacteria anaerodia muy semejante a B. sporogenes MEeTcH. El poder pa-
tdgeno para el cobayo y la toxicidad acentuada de sus cultives nos indujeron a
realizar un estudio mas detenido, que nos permitié establecer la naruraleza de
la bacteria. Las propiedades y caracteres freron determinados en los dos meses
subsiguientes al aislamiento y confitmadas por el estudio de la cepa conservada
seca en vacio, cuatro afos mas tarde. La presente comunicacién trata de la
descripcidn de la bacteria y de sus posicidn sistematica, siendo adermds una con-

tribucién al conocimiento del grupo de bacterias que se asemejan al B. spo-
rogenes.
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Morfologia. —— Bacilo mévil capsulado, de extremos redondeadas: relativa-
mente corto y muy ancho. Esporula con facilidad en medios comunes alcalinos.
La espora elipsoide ocupa porciones variables de central a subterminal. Los es-
porangios no ¢stan muy aumentados de tamafio. Existe sin embargo, un ligero
ensanchamiento que no coincide siempre con la posicién de la espora. Por lo
tanto el clostridrio esta apenas esbozado. Las esporas se ponen en libertad en
cultivos viejos.

Dzmgns:'ones. — De ia forma vegetativa: 1.3-1.5 u X 3-5 . De los es-
porangios: 1.3-1.8 u X 4-6 p. Delasesporas: 1-13 ¥ 1.5-2.2 w

Ciligs. — Peritricas. ’ ‘

M?ui}idad. — Aparece ¢n cultivos de muy pocas horas: piérdese luego.

Tincién. — En cultivos icidos tincidn irregular y débil. En cultivos alcali-
nos tnéién muy intensa. Gram positivo.

Cultivo. — Culriva en medios comunes con estricta anaerobiosis. La glucosa
favorece el desarrolle. También lo hace el extracto de higado. Escasa tendencia
a sedimentar. En cultivos de varios dias el sedimento es regularmente abun-
dante y débilmente mucoso.

Colonias en agar profundo. — En general se observan colonias lenticulares
a veces imbricadas, de superficie lisa o con escasa tendencia a la emisidn de fila-
mentos. Debe considerarse a la forma lenticular lisa ¢como la forma habitual.
La forma de las colonias en superficie no ofrece rasgos de importancia.

Accién bioquimica. — Germen de accidn proteclitica intensa. Licta rapida-
mente la gelatina. Digiere la carne. El color de la carne en medios con glucosa
es rojizo. En medio alcalinos es negruzco. La leche es coagulada en 24 horas.
Luego la caseina se digiere casi completamente en 6 dias. Da reaccidn dcida.
Produce gas. Digiere albimina de huevo codgulada y también suero coagulado,
sin cambio de color. En el medio de V. HiBLER s¢ produce en la superficie un
débil ennegrecimiento tardio. Produce apreciable cantidad de pioductos sulfu-
rados. Produce indol. No reduce nitratos. Fermenta con produccidn de acido v
gas: glucosa, levulosa y maltosa. No ataca galactosa, xilosa, arabinosa. glice-
rina, manita, sacarosa y lactosa.

Poder patégeno. — La inyeccidn por via muscular de un cultivo en caldo
Tarozzi de 24 horas al cobavo. produce alteraciones locales y generales muy
variables segin la dosis y el estado del cultivo. La reaccidn local se inicia répi-
damente por un cambio de color de la superficie plantar que se torna violacea.
La tumefaccidn, la pérdida del pelo y la exudacidén de un liquido. se suceden en
corto tiempo. Olor putrido se percibe a veces a través de la piel. El edema se
hace ¢vidente y puede ocupar en 8 a 10 horas paite del tejido celular subcutdneo
del abdomen. En 24 horas ia pata inyectada estd pricticamente unida solo por
la piel v como desarticuladz. Este cuadro se puede terminar con la muerie en
poco tiempo por intoxicacién. o reduciéndose los signos puede desprenderse la
pata o momificarse desecindose. En los animales gue mueren se observa uwn
edema extenso de color vinoso sucio con puntillade hemorragico. El peritoneo
contiene escasa cantidad de liquido incoloro. Ansas intestinales préximas a la
pared ventral presentan subfusiones color grosella. Suptarrenales rojas. Los
miusculos de la parte inoculada son friables, de color palide o gris sucio. Ea al-
gunas partes llega al esfacelo. Por via peritoneal los animales muersn ripida-
mente por accidn de una toxina. Superficie peritoneal del tubo gastroentérico
congestiva con manchas hemorragicas extensas, en el colon v clego especialmente.
Pulmones erguidos de <olor violdceo o sz2lmén con zonas hemorrigicas.

Toxicidad de los cultives. — La inveccidn de caldo de vn cultivo centrifuga-
do o filtrado por las vias venosa o peritoneal al cobayo puede provecar la
muerte en corto tiempo. Bastan a veces scgundos para que el cobayo sucumba
presa de convulsiones muy intensas. Los signos son otras veces diferentes, pre-
dominando los fendmenos de sopor. l.a toxicidad aguda pucde manifestarse
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también por via muscular cuando la dosis inyectada es muy grande. En condi-
ciones de cultivo favorables la dosis mortal para el cobayo de 250 grs inyectada
por via venosa es de 0,05 cm® El caldo conveniente para la produccién de esta
sustancia téxica esta preparado por una mezcla de caldo peptonado con extracto
de higado filtrado por bujia con la adicidn de glucosa. La inyeccidn por via
venosa o de grandes dosis por via muscular o peritoneal, de modo que la
muerte se produzca muy rapidamente, determina como unico signo notable en
la autopsia el enfisema y edema pulmonar maicadisimos. Varia la cantidad de
sangre de uno a otro experimento de modo que la viscera puede aparecer muy
pilida o tefiida de rosado o rojo; a veces hay hemorragias zonales o de puntos.
Otras veces el signo mas aparente lo constitaye la congestién hemorragica de los
intestinos. El estudio mas detenido de esta toxicidad tan elevada nos condujo
a resultados muy curicsos. Un cultive en medio glucosado que tiene toxicidad
por via venosa la conserva después de hervido, siendo las lesiomes producidas
{enfisema pulmonar) muy semejantes a las determinadas por el cultivo sin her-
vir, Este experimento nos hizo suponer que la toxicidad de nuestros cultivos
se debia a un toxico termoestable y no a una toxina en ¢l sentido estricto. Este
problema fué dilucidado de la maneia signiente: Un enltivo filtrado por bujia,
téxico por via venosa y peritoneal, pierde después de hervido su toxicidad por
via peritonezl conservando en cambio con poca disminucidn 1a toxicidad venosa.
De un cultivo téxico, filtrado por bujia, el sulfato de amonio precipita a satu-
racion una sustancia tOxica por las vias venosa y peritoneal. Esta toxina es ter-
molabil y cortesponde por esta propiedad a una toxina verdadera. Un filtrado
téxico tratado por alcohol (10 volimenes) da un precipitado muy poco o nada
tdxico. El liguido no precipitado contiene un tdxico termoestable activo solo
por via venosa. La didlists de un cultivo filtrado permite obtener en el liquido
dializado una sustancia toxica solo por via venosa que es rermoestable y dentzo
del dializador queda un téxico activo por via venosa y peritoneal que es termo-
1abil. S1 de un filtrado téxico se precipita la toxina por el sulfato de amonio
y al liquido saturado de sulfato de amonio se lo precipita por 10 voltmenes
de alechoel, se puede demostrar que este liquido aleoholico contiene un toXico
termoestable sclo active per via venosa. En resumen la bacteria en estudio pro-
duce en los medios de cultivo una sustancia téxica te;moldbil (toxina) preci-
pitable por sulfato de amonio y que no dializa y ademas un tdxico termoestable
que dializa y no precipita por sulfato de amonio. La proporcidn de ambas
sustancids toxicas determinadas por su accién letal por via venosa es variable,
liegando veces a estar ausente alguna de ellas. El estudio de las razones que de-
teiminan este comportamiento cambiante, nos permitio establecer las condicio-
nes de formacidén de cada una de las sustancias téxicas. Si la siembra se bace en
un caldo comnin peptonado sin hidrato de carbono la toxicidad integral es muy
baja. Esta toxicidad crece si se agrega extracto de higado que favorece ¢l desarro-
lio y que contiene glucosa. Si ¢l cultivo, por el contenido excesivo de glucosa
del extracto de higado, después de 48 horas de incubacidén estd muy acido, sélo
se encuentra el tdxico termoestable. La D L M del cultivo es en geneial de
0,2 cm® por via venosa o un poco menos. La muerte estd precedida de un estado
convulsivo semejante al del choque anafildctico. En cambio si la acidificacidn
es pequefia (p. ¢j. pn. 6,8 - 6,9) el liquido contizne los dos tdxicos: y se vera
asi que su toxicidad se manifiesta por via venosa y peritoneal y que después de
heivido tiene solo toxicidad por via venosa. Fueron éstos los medios de cultivo
que nos condujercn 2i hallazgo de las dos sustancias. Con el objeto de esta-
blecer si el exceso de glucosa bastaba por si solo para inhibir la produccidén del
tdxico termolabil y era condicién suficiente parz la formacidén del termoesta-
ble o st el cambio de reaccién del medio tenia participacién importante en la
naturaleza del toxico engendrado, se prepararon medios con cantidad apreciable
de glucosa (0.5 % a 1 %) a los que se agregaba bicarbonato de sodio en solu-
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cidn estéril en proporc1on suficiente para que el pH no bajara de 7,8 (1 9 de
COz;HNa). Pudimos asi comprobar que en los medios con exceso de glucosa
solo existe el tdxico termoestable v que en e¢sos mismos medios el CO, HNa al
mantener ¢l cultivo siempre en la zona alcalina, permite la formacién del tdxico
termoldbil solamente. En resumen: 1° la glucosa favorece la produccién de las
sustancias toxicas; 2° si el desarrollo se hace en medio 4cido solo se forma 2l
tdxico termoestable; 3° si el medio permanzce alcaline solo se forma el tdxico
termolabil.

La toxina. — La toxicidad de los cultivos alcalinos, que es por regla general
muy elevada, se debe a fa presencia de la toxina propiamente dicha. Por el sul-
fato de amonio se precipita la toxina totalmente, vy el precipitado seco disuelto
e inyectado por via venosa o peritoneal produce la muerte en corto tiempo con
los signos v lesiones ya descriptos al tratar de la toxicidad de los cultivos fil-
trados. La toxina no es neutralizada por los sueros activos contra B. perfringens.
B. oedematiens, Vibridén septtco, B. sordellid v contra B. sporogenes. Esros sue-
ros tampoco neutralizan la accidn patdgena del cultivo entero. La inmunizacidn
de un caballo con toxina ha permitido obtener un suero aatitdxico gue neu-
traliza especificamente la toxina y también la accidn patdgena del cultivo.

Posicidn sistemdrica. — La bacteria descripta en estas paginas difiere de B.
sporogenes, B. centrosporogenes v de B. tyrosinogenes. asi como de B. sorde-
[tii. No se ha podido identificar con B. parasporogenes. Por el estudio compa-
rado de las diversas especies v por el estudio de la literatura debemos considerar

a la bacteria descripta como una nueva especie que por el mormento designaremos
como Bacillus sp. (n. sp.).



