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nia en las zonas de contacto de las colonias v se expandia cn las zonas libres.
Examinando con el microscopio el borde de este micelio profundo, notamos
I3 existencia de numerosos filamentos con cadenas de blastosporos debajo de
cada tabique y terminados en ocasiones igualmente por una cadena de blas-
tosporos, caracteres que recuerdan los del género Candida. Es decir, que la
forma S de M. albicans presenta en ciertas condiciones de cultive, caracteres
morfoldgicos comparables a2 los hongos del género Candide v a los de las
cepas RS 65 y RS obtenidas en loc ensayos efectuados para obtener la rever-
sidn de la forma R a la S de M. albicans.

La forma R ha sido ya observada en otros hongos levuriformes; por
SepeLLr y Guiso (1932) en el Succharomyces cerevisiae vy por Fasisn y Mc
CurroucH en los Saccharomyces cerevisiae y ellipsoideus, Willia anomala v
Zygosaccharonryces mandshuricus.

Comunidad antigénica entre las toxinas de B. hemolyticus,
B. gigas, B. perfringens y B. oedematiens

A. SORDELLI y J. FERRARI

I.a naturaleza del agente etiolégico de la hemoglobinurie bovina (Chile y
Argentina)} ha sido establecida de manera precisa por las investigaciones que
hemos realizado en colaboracidn con Prapo reconociendo que dicho agente
etioldgico es 1déntico al gérmen descrito por Vawrer v RECORDS para la he-
moglobinuria del ganado de Nevada y cuyo nombre correcto, dado por Harr
¢s el de Bacillus hemolyticus.

La diferenciacién de esta bacteria de sus congéneres anzerobios es relativa-
mente ficil v sino hemos considerado la posibilidad de unz confusidén o difi-
coltad diagndstica se debe a la uniformidad y congruencia de todos nuestros
resultados experimentales.

Los trabajos chilenos (Saxz) v la opinion del Dr. Evcento Suarez cons-
tituyen, sin embargo, una contradiceidn manifiesta de nuestros resulitados,
pero ni los propios autores citados ni nosotros mismos pudimos demostrar lz
existencia ni participacidn del B. perfringens en la etiologia de la hemoglo-
binuria bovina. Esta afirmacidén expresadz yva en nue$tra primera memoria
estaba sustentada en la falta de neuntralizacidn del poder patdgeno del cultivo
de B. hemolyticus por medio del suero antiperfringens y ademas en la dife-
rencia profunda del cuadro anatdmico que presentaban los cobayos muertos
por infeccidén de B. hemolyticus y B. perfringens.

Nuestro interés por el estudio de lz complejidad antigénica o multiplicidad
de los téxicos producidos per las bacterias anaerobias, ya despertado por la
demostracion de la existencia de un complejo tdxico caracteristico, del grupec
Perfringens-paludis-ovitoxicus-agni fué poderosamente atraido por la publi-
cacién de A. Demwnitz* que trataz precisamente del B. hemolyticus v del es-
rrecho parentesce de sus toxinas con las del B. gigas, agente del Bradsot
{Zeissler).

Demnirz, en efecto, ha establecido que las diferencias de las lesiones ana-
tdmicas producidas por ambas bacterias son debidas 2 toxinas diferentes, mien-

* A, Demrarz, Chemiczu Hedizia, t. 1, p. 303-509, 1954, Zur frage der Identitit des Z. gigars
{(ZeissLER) und des Erregers eciner an der Anden-Gebiet Nord und Sitd Amerikas Vorkom-
menden Haemoglobinurle der Rinder.
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tras una toxina comin confiere a ambas bacterias la sobresaliente capacidad
hemolitica de gue estdn dotadas.

Este hecho adquiere una mayor importancia apenas se considera que la cuo-
ta téxica que diferencia a B. hemoliricus de B. gigas es comin 2 este dltimo
con B. oedematiens. Se repite asi con otros grupos de bacterias el hallazgo de
los autores ingleses realizado con el grupo Perfringens-ovitoxicus paludis-agni,
con la diferencia, a nuestro modo de ver, de gque la comunidad de toxinas en-
tre B. gigas y B. oedermatiens no estd acompafiada de analogias tan profundas
de otro orden bioldgico como sucede con el grupo Perfringens. Se trataria,
pues, de un feadmeno analogo al observado para antigenos no tdxicos ¥ que
es conocido con el nombre de heterofilia.

La repeticién de los experimentos comunicados por A. DemNitzz nos ha
conducido 2 examinar un poco mas profundamente el problema y los resul-
tados obtenidos serdn expuestos en este trabajo.

La diferencia de B. gigas v B. hemolyticus estd ya justificada, segin Dem-
nitz, por los cuadros anatomicos diferentes que producen ambas bacterias,
pues mientras la primera determina lesiones de B. oedematiens, la segunda
especie (B. hemolyticus) produce lesiones muy intensamente congestivas. Los
cobayos inoculados por nosotros con cultivos jévenes de ambas bacterias han
muerto con las lesiones va descritas para B. hemolyticus, de manera que en
las condiciones de nuestros experimentos no podemos diferenciar ambas espe-
cies por las lesiones anatémicas. Probablemente Demvizz usd para tales expe-
rimentos cultivos de mas tiempo (7 dias), pues asi lo permite suponer la téc-
nica descrita para otros ensayos. Nosotros nos hemos visto obligados a em-
plear cultivas mads jévenes por la rapida reduccidn del poder patégeno por
envejecimiento, de modo que no nos ha sido posible verificar dicha hipdtesis.
Es conveniente hacer notar que las cepas usadas por nosotros nos habian sido
amablemente enviadas por el propio Dr. A. Demnitz lo cual descarta la po-
sibilidad de que nuestras designaciones de B. gigas v B. kemolyticus no con-
cterden con las del citado autor.

La semejanza de las lesiones nos condujo a profundizar las investigacio-
nes recurriende 2 los métodos de neutralizacién de la hemotoxima y dcl
poder patégeno para cobayos por los sueros especificos. Estos fueron pre-
parados por inmunizacién de caballos con toxina de B. hemolyticus v B. gi-
gas. L.a influencia de los suercs mormales fué investigada con el suero de los
mismos animales que luego fweron inmunizados. De nuestros experimentos
hemos obtenido los siguientes resultados:

a) Las hemotoxinas de B. hemolyticus y de B. gigas son practicamente
igunales, pues existe la neutralizacion cruzada de las dos toxinas por los dos
sueros. Sin embargo, hay que tener en cuenta gue existe una especificidad
relativa cuya naturaleza debiera ser investigada por un método de saturacion.

En efecto. la actividad del suero antigigas para la toxina B. gigas es de 200
y s6lo de 100 para la B. hemolyricus, mientras que las del suero antihemoiy-
ticus es de 500 para Ia toxina B. hemolyticus v de sélo 200 para B. gigas.
Hay que tener en cuenta que las mismas toxinas han sido usadas simultinea-
mmente vy que los sueros de los animales antes de la inmunizacién no tenizn
ninguna diferencia en su contenido de anticuerpos neutralizantes de las he-
mMotoxinas.

b) El poder patdgeno de B. hemolyticus es neutralizado por el suero anti-
gigas vy el del B. gigas por el suero antihemolyticus, de modo que pueden con-
siderarse 2 ambas materias como cualitativamente iguales en lo que respecta
a la constituciéon de sus antigenos de agresidn (toxinas). Si el experimento
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¢s realizado con cantidades crecidas de suero (p. ¢j. 1 cm®) no se puede de-
mostrar ninguna diferencia entre ambas bacterias, mas si se reducen los dos
sueros aparecen de mamera muy clara diferencias cuantitativas manifiestas, asi
por ejemulo mientras la actividad neutralizante de un suerc antigigas para
el poder patdgeno de un cultivo de 20 horas de B. gigas es de 100, es sélo
de 5 para un cultive de B. hemolyricus. Por otra parte, un suero antihemo-
lyticus tiene un valer neutralizante de 50 para B. hemolyticus v de 10 para
B. gigas.

Como los cultivos usados son los mismos y los sueros normales de los
caballos no tienen ningln poder protector, puede afirmarse: 1° que entre
B. gigas v B. hemolyticus existe comunidad de antigenos de agresion {(cuali-
tativo), vy 2° que dichos antigenos difieren cuantitativamente.

Sin embargo, la primera conclusidn para ser correcta debiera estar fundada
en experimentos de igual naturaleza que las de la absorcidn crnzada. que son
de uso corriente para la investigacion de la estructura antigeénica, ¢ en el uso
de un indicador mas sensible y exacto gue la enfermedad o l2 muerte de un
animal.

Ademas, si la neutralizacidn cruzada puede resolver el problemsz de la iden-
tidad de dos bacterias cuando las cifras de actividad de los sueros son identi-
cas, no creemos, como ya lo hemos dicho, que cuando las diferencias son de
orden cuantitativo, esté justificada la presuncién de una identidad cualitativa.

¢} La comunidad parcial de las toxinas de B. oedematiens v B. gigas de-
mostrada por A. Demnitz fué confirmada por todos nuestrss experimentos
de manera clara. En efecto, el cultivo de B. gigas es neutralizado por el suero
B. oedematiens, aunque bien es clerto que la cantidad necesaria para neutralizar
dos clases mortales de B. gigas es suficiente para neutralizar varios miles de dosis
mortales del B. cedematiens.

Ademas, como el suero antigigas ncutraliza la toxina de B. ocedematiens
1 cm® aproximadamente 100 DLM) no queda ninguna duda de lz comu-
pidad antigénica parcial de las toxinas producidas por B. gigas y B. oede-
matiens.

En cuanto a B. hemolyticus que Demnirz ha encontrado diferente en este
respecto a2l B. gigas, no podemos ser tan categdricos, pues tanto el suero oede-
matiens puede neutralizar el poder patdgenc de B. hemolyticus cuanto el sue-
ro preparado con la toxina de esta bacteria meutraliza la toxina de B. oede-
mariens. Es, sin embargo, evidente que la cuota oedemariens del B. hemoly-
ticus es mucho menor que la del B. gigas.

Esta contradiccidn con los hallazgos de Demwnitz es sélo de grado, pues,
por una parte, ya en la comunicacion de este autor aparece la propiedad oede-
matiens de B. gigas como inconsiznte y de intensidad variable en las cepas
que la tienen, y, por la otra, en nuestros experimentos las diferencias entre
las cuotas oedematiens de B. gigas v B. hemolyticus son tan grandes que pue-
den justificar las conclusiones del autor aleman. (La relacidn entre dichas cuo-
1as oedemuatiens es de 1 a 10).

Un hecho gue llama inmediatamente la atencidn, tanto en la comunica-
cidn de Demnitz como el que fué observado en el curso de nuestros nume-
1o80s experimentos, es la variabilidad del poder patdgeno del B. giges. su
ripida desaparicién, v la diferente proporcidn del factor oedematiens que se
observa tanto en B, gigas como B. kemolyticus. El medio de cultivo v el tiem-
po de incubacién tienen seguramente una influencia decisiva, de modo que
es de la mayor importancia precisar exactamente las condiciones experimen-
tales para que ¢l problema guede determinado.
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Nuestra larga experiencia en B. hemolyticus nos ha demostrado, ademas,
gue su poder patdgeno y hemolitico puede desaparecer tan facilmente que
para poder repetir ciertos experimentos es imprescidible recurrir a los gérme-
nes conservados en vacio seco.

Todo esto nos impone ser muy cautelosos en el asunto de la naturaleza v
propiedades de ias toxinas de las bacterias anaerobias, sobre todo cuando se
trata del emplec de dichas toxinas en la preparacidn de los sueros antitdxicos
para el tratamiento ¢ prevencidn de la gangrena gaseosa. Esta preocupacién
nos indujo a realizar hace ya alguros afios una investigacidn sobre la relacidn
entre la actividad antigénica de los filtrades de B. perfringens, la actividad
antitdxica de los sueros preparados con dichas toxinas y su relacidon con el
poder neutralizante de la infeccidp experimental y del poder antihemolitico:
Nuestros experimentos nos condujeron a admitir la existencia de un solo an-
tigeno de agresién tdxica, diferente, sin duda, de Ja cnota hemolitica. Como
es facil apreciar, este asunto de la pluralidad o unidad de los antigenos de
agresidén tiene una importancia practica capital y debe ser estudiado con mu-
cha atencidn. : :

En el estudio de la constitucidn antigénica de los aglutindgenos de 2 dis-
tintas bacterias se usa como criterio de la identidad antigénica la absorcidn
cruzada completa de las 2 bacterias v de los 2 sueros. Tal experimento no se
puede reproducir con los antigenos téxicos solubles, de modo que no queda
en general mds criterio que ¢l derivado de la neutralizacidn cruzada. Cuando
las cifras obtenidas por estos experimentos son idénticas, la presuncién de
identidad adquiere practicamente el valor de una certeza, pues si existenr anti-
genos no cornunes su actividad o concentracidn no desempefla seguramente
papel en la agresidn.

Debemos, sin embarge, considerar que su participacidn puede ser impor-
tante en el desarrollo de las lesiones y que su presencia debe ser tenida en
cuenta en la patogenia.

En el caso de la neutralizacidn cruzada representada por cifras diferentes
tienen igual valor interprerativo. las hipdtesis de antigenos idénticos presentes
en proporcion diferente o de antigenos idénticos presentes em proporcidn dife-
rente, ademas de antigenos secuncarios cuzlitativamente distintos.

La primera hipdtesis ha sido ya utilizada por nosotros (SORDELLI v Pa-
CELLA) para explicar la diferente neutralizacién de 2 vemenos de una misma
especie (Bothrops alternata) por 2 sueros preparados con un vemeno mixto
en dos caballos diferentes. En cuanto 2 la segunda hipdtesis, si bien sélo serad
necesario utilizarla cuando un hecho experimental precise nos obligue a ello,
debe ser tenida muy ¢n cuenta en la investigacidn de los problemas que esta-
mos considerando.

En el caso especial de B. gigas v B. hemolyticus hemos encontrado la oca-
sion de necesitar de la Altima hipdtesis, puesto que la identidad cunalitativa de-
ducida de la completa neutralizacidn cruzada que hemos mencionado fué in-
validada por el hallazgo de una cuota Perfringens en B. hemolyticus que no
existe en B. gigas.

El cultivo de B. hemolyticus es neutralizado en su accidén patégena por un
suero perfringens muy activo con dosis 10 veces mayores que la del propic
suero hemolyticus; en cambio, el poder patdgeno de B. gigas no es modifica-
do por dosis 100 veces mas altas que las dosis neutralizantes de suero anti-
gigas. Estas experiencias fueron corroboradas después de confirmar la pureza
de B. hemolyticus. Ademis, ¢l suero antithemolyticus neutraliza bien la toxina
precipitada de B. perfringens (0,2 ¢m?® neutraliza 10 DLM de toxina) vy el
ceero anti B. gigas carece de dicha actividad.
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Estos experimentos sélo pueden ser interpretados admitiendo comunidad
antigénica entre la toxina de B. perfringens y algiin antigeno de agresidén del
B. hemolyticus, que es a su vez capaz de engendrar antitoxina para la toxina
seca de B. pergfringens. Inmediatamente se plantea el problema de la natura-
leza de los antigenos de agresién de B. perfringens que puvede ser investigado
por el empleo de un suero que como el antihemolyticus neutrzliza la toxina
trecipitada de B. perfringens.

Los resultados de nuestros ensayos son irregulares y no permiten afirmar
si la toxina de B. perfringens tiene toda la capacidad de agresién de B. per-
fringens.

En resumen, el estudio de la relacién antigena entre las toxinas y las subs-
tancias de agresién de B. gigas v B. hemolyticus nos ha revelado: 1° que la
constitucidn de este complejo de agresidn es variable para la misma cepa; 2°
que entre B. gigas y B. hemolyticus existe una semejanza muy grande del
complejo de agresion enm el cual. participan toxinas especificas comunes a
B. gigas y B. hemolyticus, ademés de la toxina propia de B. ozdematiens: 3°
que entre B. perfringens v B. hemolyticus existe comunidad parcial del com-
plejo de agresién, comunidad que no existe entre B. gigas y B. perfringens.

AL MEDICO

El diagnédstico de las enfermedades infecciosas se beneficia casi siempre con el auxilio
prestado por las pruebas de laboratorio, pues los resultados positives de éstas o confir-
man los datos obtenidos en el estudio clinico o, en Ios casos de sintomatologia confusa o

levemente eshozada, aclaran y deciden acerca de la verdadera etiologia del proceso méz-
bido en curso.

Axora bien, respecto de las pruebas suerolégicas en particular, cabe afirmar gue su valor
depende en absoluto del correcto empleo de técnicas y antigenos apropiadoes, por lo cual
resulta imprescindinle el continuado ¥y meticuloso estudio de los métodos para poder elimi-
rar en Io posible los factores de error.

En este sentido desde haece algunos afios el Instituto Bacteriolégico ha emprendido la
tarea de perfeccionar las téenicas utilizadas en sus laboratorios parz establecer el diag-
néstico suerclégico de 1z FIEBREE TITOIDEA, por tratarse de la reaccifn mis frecuente-
mente pedida y en 1a cual se registra ademis el mayor nlimero de resultados equivocados,
v hoy ya se encuentra en condiciores de realizar dales anilisis con procedimientos seguros.
Por tanto, se pone 2 &isposicién de los Sefores Médicos para efectuar dicha prucba sue-
relézica, ofrecimiento que taxgdbién se extiende al estudio bicldgico de los presuntos casos
de BRUCELOSIS y TIFUS EXANTEMATICO.

E] Instituto Bacterioldgico facilita ¢l envio de muestras de sangre, mediznte la remisidn,
a guien lo solicite, de envases estériles listos para devolver por correc libre de porte. El
resultade del apdlisis es comunicado inmediatamente por teléforo o telégrafo.
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