Sobre 12 flora anaerobia de Buenos Aires
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Lia frecuencia de las infecciones anaerobias en la pasada guerrs
indujo a muchos investizadores a realizar un estudio sistemético de
su flora, para establecer definitivamente gu compleja etiologia ¥
fun dal sobw esta base el tratamiento especifico gue la sueroterapia
va. Tiog éxitog de esa nueva medicacidn va exaltados o contro-
nr‘nao , dependen como es natural de las condiciones de virulenecia
ie los aountes patégenos, de la clase de los gérmenes asociados y
acem4s v en primer término de la especificidad del suero empleado.
Tan importante es esta Gltima condicién que en el pegueflo nimero
de casos estudiados pudimos verificar en varios la ausencia de toda
accibn de los sueros entigangrenosos por falta de especificidad.

El estudio de los gérmenes aislados por nosetros nos ha permiti-
do e‘staulecer algnnos ptmtog de 1mere° mostrando claramente lag

o

Css0 HUMANOS. — Se han estudiado 11 casos de gangrena ga-
seoza y de todos con excepcidn de 3 fué posible identificar alguno o
varins anaerobios patégenos.

l.er caso: Infeceién gangrenosa subsiguiente a una intervencion
quirargica. El material era un trozo de piel de color verdoso y mal
ohem:o recientemente extraido. Su inyeccién a cobayos no provoed
na reaccidn y solo se pudo aislar un gérmen, agente de puire-
faccién, que por sus caracteres fundamentales se puede elasificar
como spordgenes, Lo acompafiaban una cantidad muy grande de
aerobios, especialmente un diplococo enorme, Gran positivo. No abs-
tante la ausencia del poder patdgeno, el proceso gangrenoso continué
¢in ser influenciado por loas sueros. No se empled suero antisporé
genes,

2.° caso: Hste caso es muy interesante por cuanto reproduce
el deseripto por Ghon y Sachs de una peritiflitis con metéstasis que
dié lugar al aislamiento del bacilo que lleva a veces el nombre de



os autores 3 que ellos mismos identificaron al wvibrién séptico de
asteur y que por razones ajenas a un asunto cientifico bautizaron
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«como B. Oedematis maligni.

En este caso se trataba de una gangrena iniciada espontanea-
mente en una ansa del intestino delgado, que da una metastasis en
el muslo y es rdpidamente mortal. Se estudiaron el material prove-
niente del foeo gangrenoso del muslo y €l exudado peritoneal. Se

islaron de ambos un estreptococo y un germen que clasificado por
sus reacciones culturales, morfologia, accién patégena, lesiones y por
neutralizacién con suero, resulté ser vibvin séptico muy patégenoc.

Daba una toxina aguda gue con la dosis de 1 e.c. mataba lnstanta-
neamente tn conejo de 800 gramos.

Zer. caso: Trozo de muscunlo de un sujeto tratado con suero
del Instituto Pasteur y curado.

Se aislan dos gérmenes anaerobios y un aerobic. Los gérme-
nes anaerchios son el wibridén séptico (muy patégeno), v un agente
de la putrefaceién, que resultd ser Spordgenes Metchnikoff, si
der patégeno para el cobayo. Xl gérmen aerohio era un

tococo.

4£° caso: El material proviene de una gangrena de una frae-
tura expuesta. )

El material, muy patégeno, revelaba la presencia de un nn-
mero grande de gérmenes de aspectos muy diversos, lo gue hacia
presumir una flora muy compleja. Hsto fué demostrado en la m-
vestigacién bacteriolégica subsiguiente.

Entre los gérmenes patégenocs se aislaron el Vibrién séptico v
el Perfringens, agociados a un germen menos patdgeno, gue clasifi-
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caremos por el mormento como istolitico v agentes de la putrefac-
cién, gule por sus caracteres se asemejan o identifican al Spordgenes.
No obstante la gran cantidad de estos gérmenes de la putrefaceitn,

enya capacidad de desarvollo es considerable, el aislamicnto de los

3 gérmenes patbégenos fué un asunto muy simple, no obstante no es-
tar familiarizados con la técnica anaerobia.

Ya en este caso se nos presenté la dificultad de saber si todos
los agentes aislados eran todos los que habian en la gangrena o sl
alguno faltaba. Recurrimos como es natural, a la resiembra de to-
dag aquellag eolonias aisladas que mostrabain entre si alguna dife-
renela, repitiendo la misma téenica con el material original v el que
resultaba de la inoculacién de los cobayvos. Se aislaron asi 13 in-
dividuos entre los cuales se pudieron identificiar facilmente el Per-
fringens v Vibridn séptico, recurriendo al poder de neutralizacién
de los sueros especificos, mientras que la identificacién del Histoli-
tico fué tarea mayor. ¥l Spordgenes tiene una cantidad de otros
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gérmenes analogos y tan afines que su identificacién y diferencia-
cidn es un problema dificil y digno de estudio. Mencionaremos
para referirnos a este caso solamente, que se aislaron dos diferentes
tipos de gérmenes cuya clasificacion cabe bajo el rubro Spordgenes,
que muestran entre si diferencias constantes ,pero que, a nuestro
entender, no permiten separarlos en dos especies.

aseosa, del que se aisla sola-
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mente Sporogenes.

6. caso: Material proveniente de una gangrena que cura sin
tratamiento sueroterapico y de la gque se aisla el Spordgenes.

7. caso: (langrena subsiguiente a una fractura. Se aislan
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Material de gangrena

s

Perfringens y Spordgenes.
8.° caso: Gangrena muy grave, gue se trata con suero anti-
vibrién séptico, Perfringens y Oedematiens, que termina con la muer-

“

te del sujeto.
.
El mater noculado al cobayo era muy patdégeno. Las floras

erial inocu ,
del material original y las de los cobayos inoculados eran comple-
jisimas. Del material original se aisian directamente Perfringens,
Histolitico y Spordgenes; por pasajes por cobayo se aisla el Oede-
matiens. Ua caracterizacion de estos gérmenes fué realizada por
medic de sus reacciones culturales y por neutralizacién con sueros
especificos.  Dificultades hubo en la clasificacion del Histolitico
per su escaso poder patégeno y la poca accibn neutralizante del
S1€T0.

A continuacién referiremos brevemente los caracteres del ger-
men que consideramos Histolitico en este caso octavo y el del caso
cunarto.

Los caracteres morfolégicos de ambos se parecen al Histolitico.
Gram positivo, esporulado, mévil v con cilias facilmente coloreables.
Los caracteres culturales también: desarrollo abundante en caldo,
lo alealiniza sin dar wal olor (recuerda a mariscos), digieren la
carne sin ennegrecerla, digieren la gelatina y més lentamente la
caseina. No fermentan ningtn azticar. Dan gases cuando se cul-
tivan en medios con carne.

Las colonias en agar no son las indicadas como tipicas por Wein-
berg, sino lenticulares o formadas por lentes imbricadas o cruza-
das (1). Sdlo a veces aparecen las colonlas tipicas.

El poder patdgeno es escaso y s6lo con 5 c¢.c. inoculados por
via intramuscular se consigue la muerte de los cobayos. En Ia
regién inoculada se produce una gran tumefaccion v la piel del
abdomen v térax se desprende v se llena de un liguido rojo intenso

(1) Este mismo hecho fué observado en todos los Histoliticos que
aislamos.
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gue contiene glébulos hemolizados e mtactos v restos de tejido mus-
cular aun no digerido. Los mtsculos de la pata estdn blandos, pero
su digestién no alcanza a la gue produce el Histolitico muy viru-
lento. lias lesiones quedan clreunscriptas a la regién inoculada
v al tejido subeutaneo de torax v abdomen. Rara vez la plel esté
digerida.

Sila ineculacién ge realiza conjuntamente con suerc Histolitieo
(dos 0 més c.c.) las lesiones apenas se modifican. Accién andloga
revelan los sueros antigangrenosos diferentes del Histolitico.

Los filtrados de las culturas de 24 horas dan una toxina que
con I c.c. matan en pocos minutos al cobayo y que el suero ann en

grandes dosis no ncutraliza (2)

Mas interesante resultd, sin duda, el comportamlento del conejo,
pues permitid revelar la presencia de un tdxico ‘que resiste la ebulli-
cién ¥ que no es, por lo tanto, una toxina.

Lia inoeulacién de 10 ¢.c. de filtrado por via venosa a conejos

de 1500 gramos, provoea siguos ev'de es de intoxicacién y los ani-

males mueren 2 veco n mnaene mintitne v afrne a la wodia hara
maies mueren a ved 1 POoCos mInuteos y oiros a ia media nora

c mas.

Al terminar la inoculacién aparecen convulsiones muy inten-
sas, el animal se vepone v después de un rato de una nueva exci-
tacién violenta seguida de paralisis de las extremidades, sobrevie-
ne la muerte en pocos segundos. En la autopsia se observa: en el pe-
ritoneo un exudado rojo y abundante, congestién intensa en los érga-
nos abdominales. Kl higado enorme, rojo brillante, se desmenuza
con facilidad. I.a congestién mteusa observada termina en el dia-
fragma, los pulmones ests 3
puntos hemorragicos.
Intensa hemoglobinuria

La toxicidad de esios filtrados es ignal atn en presencia de

v
n s attorn antihiatnliticn v 1im noen Mmoenor onm Ia moerela Ae
2 c.c. de suero antihistolifico ¥ un poco menor con la mezela de

los otros sueros gangrenocsos o con sutero normal. KEn presencia de
estos hechos que nos hubieran conducide a clasificar al gérmen e¢o-
mo una especie diferente del Eistolitico, guisimos cerciorarnos gue
la toxina llenaba el requisitn de ser termolabil. Lia experiencia de-
mostré, lo contrario, pues la ebwllicién no atenud el poder téxico 3
las lesiones observadas fvercn las mismas gque acabamos de deseri-
bir.

Es necesario atribusr entonces la accidn toxica a alguna subs-
tancia diferente de una toxina, probablemente alguna base produ-

cida en el medio de cultivo por la accién proteolitica intensa dal

(2) Fué verificado después un comportamiento andlogo del suero
Histolitico para el germen gue sirvié a su preparacion.
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gérmen, cuposicién que permite explicar lAcilmente la ausencia del
poder neutralizante del suero.

A un argumento de igual o parecida indole se puede recurrir
para explicar la falta de actividad del suero frente al cultivo en-
tero atribuyendo las lesiones loeales al poder proteolitico intenso del
gérmen ¥ no a una accién patdgena ligada directamente con la vi-
ncia del gérmen.

Quedan en resimen relegados a un segundo plano estos carac-
teres de la accidn in vivo v debemos utilizar solamente los caracte-
res culturales morfolégicos y propiedades biognimicas gue nos con-
ducen a clasificar a’estos gérmenes como Histolitico,

Case 9no. El caso en cuestidn fné una infeecidn gangrenos:
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aparecida después de una intervencién quirdrgica. E! tratamien-
to realizado con grandes cantidades de suerog antigangrenoszos del
Instituto Pasteur, de Vincent, v del Instituto Bacteriolégico no
modifieé en nada la marcha de la wufeccion.

Un edema extenso aparccido en la regiém de la herida, que se
propaga al miembro inferior del mismo lado y a easi todo el abdo-
men, puede decirge que es el signo externo méag importante del pro-

De bautizarse econ nombre propio a la infeeccién nada mas cla-
sico v acertado que el de ‘““Hdema maligno’’; el edema era gigan-
tesco y la malignidad manifiesta, pero nos abstendremos de dar este
nombre a la infeccién y al agente que la produce, puesto que por
abuso de una des1gnaelon execelente se ha liegado al caos més gran-
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de de toda la bacte le toda la bacteriolo-

o

la y acaso
gla,.

En el caso estudiado el material se tomd de una herida muy
Iimpia, pues estaban ausenteg el mal olor, los gases, ¢l pus, v ape-

antidad de 11(‘1111(:!4’\ one as-
allildaa Q¢ guidoe QUi as

nag en ol fonde aparecia una pegue
pirado eon. pipeta Pasteur no habrd pasado de 1]10 de c.c. TLas
gasas que se quitaron de la herida apenas estaban manchadas por
un liguido débilmente rosado.

A continuacién expondremos con detalle las investigaciones
realizadas con este material, por entender que su alecance no se
Hmita al problema del caso estudiado, sino que se proyecia al cam-
po del debatido Edema maligno y sus agentes.

A w1
i)
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PREPARADO EN EL LIQUIDG RECOGIDO. — Con una gota de liguido
se hace un preparado que teftido, permite revelar la presencia de
muy escasos gérmenes Gram positivos que se ven en tres formas:
bacilos sueltos de extremos redondeados, bacilos dispuestos en pa-
res y una formma sinuosa de mayor tamafo. Las primeras podian
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ser de Sporégenes v la dliima se nos ceurrid, que pudiera ser Oe-
dematiens.

PRUEBA DE NEUTRALIZACION POR SUEROS, — Induecidos por el
edema como signo de la gangrena se traté de demostrar la existen-
cla del bacilo Qedematiens inyectando material mezclado con suero.

Se maceran en caldo durante una hora las gasas impregnadas
con material, y el liquido tal cual y mezclado con suero se inyecta
a cobayos.

INYECTADO POR VIA MUSCULAR EN LA PATA IZQUIERDA

Material solo . . . . . . . cobayo 400
Material mas 1 em. de suero nolmal . - 309
Material mas 1 em. de suero Oedematiens , 398

En los tres animalitos se observa a las 24 horas una pequefia
reaccion local (tumefaceibn de la pata) y un pequeilo edema que
ge insinda en el tejido celular del abdemen. HEn 48 horas el edema
aumenta v a loz 3 dias es gigantesco, lega as ox-
tremidades anteriores. En el cobayo con suero 1101'11131 el edema co-
mienza a disminnir y el animal se restablece poco a poco. En los
otros dos el edema (a los & dias) habia progresado atn més, su
consistencia era un poco menor que la del edema producido por la
toxina diftérica v el estado de los animaltios muy precavio. Se
hace una puncién en la regién inyectada y se siembran medios anae-
robiog. No se obtiene desarrollo de ningtn gérmen.

El ensayo de neutralizacién se repite con suero anti-Histolitico
sin que pueda disminuirse en 1o mas minimo el poder patégeno del
material, Igual cosa sucedié con los cuatro sunercs mezclados, Pev-
fringens, Vibrién séptico, Histolitico y Oedematiens. Xra pues evi-
dente que se trataba de una infeccién producida por un gérmen
que desaparecia con fécilidad del gitio de inoculacién y gue no era
ninguno de los cuatro que se repntan mas comunes en la
nas gaseosas.

Esta falta de poder de neutralizacién de los swevos tuvo la
comprobacidn clinica mas completa, el tratamiento sueroterdpico no
modificé en nada la marcha maligna de la infeccidn.

0
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SIEMBRA DEL MATERIAL, — Se rvealizé la siembra en tubos de
agar profundos con y sin glucosa. A las 24 horas en los primeros
tubos de cada serie aparecen unas colonias grandes, opacas y muy vi-
sibles que tienen todas igual aspecto. El aislamiento es facil por
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cuanto en algunos tubos habia una s6la colonia. Las siembras en
agar superficie gquedan estériles. L observacidén minuciosa de las
colonias, a las 24 horas no revela ninguna diferencia apreciable
que permita suponer la existencia de més de un gérmen.

A los 3 dias algunas han continuado aumentando de tamafio,
mientrasg otras no hau crecido. A los 15 dlas lag diferencias son

mlentras otras llegan solo a 2.

Una diferenciacién méc importante aparecié sin embargo a
los 4 dias; de dos de las colonias grandes (s6lo de una pequefla
parte de su superficie) aparece un penacho de filamentos claros que
yogue 1tcleos de con-
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nuevo los filamentos claros.

En restiimen, el aspecto de las colonias se reduce a dos tipos:
las colonias primitivas, las que podriamos Hamar secundarias. Lias
colovias primilivas son de igual aspecto fodas, (fig. 1): un centro
obscuro del cual parten ramas hacia todos los puntos de la esfera
envolveute. Los bordes son bastante contorneados e irregulares v
en su superficie se observan filawmentos tenues que parvecen pelos.
Las eoloniag gon opacas y blancas.

Las colonias sccundarias (el penacho) estdn coustituidas por
un nacleo de condensacién obscuro y de estructura filamentosa del
cual parten filamentos claros que en su travecto Jan nuevos ni-
cleog. El aspecto puede chservarse en la fig. 1%,



Lia stembra para aislamiento se vealizé de colonias bien sepa-
radag, tomando material de las primitivas vy de los puntos mas le-
janos de las secundarias. Los preparados de ambas revelaron la
presencia de gérmenes de morfologia idéntica.

Lag colonias hijas muestvan tres tipos difeventes que tanto
aparecen en las siembras de las colonias primitivas como de las
secundarias. En la parte superior de los tubos con mucho mate-
rial, hay colonias peguenas de filamentos ténues v parecidos al tipo
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de las colonias secundarias de la fig. 1. Este fipoo no se ve o1
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bos en que hay pocas coloniaz. Lias colonias que aparecen bien aisla-
das alecanzan un mayor tamafio (2 a 3 man. de didmetro). Tienen el
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sentar ya una modalidad compacta, fig. 2, con filamentos cor-

tos en la superficie, u otra tenue fig. 3, con uun centro opaco ¥y
una corona mas bien grande de filawentos finos, que le dan euando
se ven con poco avmento, el aspecto de una aureola.

Los gérmenes de todas las colenias con de igual morfologia.

Se repite el aislamiento de las colonias otra vez y se hace siem-
bra en agar superficie (anacrobiosis con acido pirogalico v potasa
al 10 % ). En 24 horas las colouias son bien grandes alcanzando a
5 m.um, de didmetro algunas. Son todas absolutamente iguales. A los
2 dias se observa en las colonias un centro oscuro, rodeado de una
zona méas clara y luego de un borde sinuoso més oscuro que la fran-
ja media,
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Los bordes zon sinnosos e irrvegularmente recortados. No se
observan filamentos, fig. 4. En el cuerpo de la colonia no se
distingue textura alguna; 15 dias después el aspecto de las co-
lonias habia variado haciéndose todas ellas mas claras.

No se obzervd otro tipo nuevo de colonia.

De una colonia bien aislada se toma material para los culti-

vos finales.
MorrFoLoqis, Disposicion, {1111is, HSPORA], ETC.

I'orMAg DEL GERMEN. — (D¢ un cultivo en agar superfi-
cie de 24 horas). Baecilo reetos de lados paralelog de extremos re-
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dondeados no muy polimorfos. 1.2 a 1,5 + de ancho por 6 g

de largo. Esta forma se ve en casi : los m
Disposiciéx. — Hn medios sdlides comunes y en medios

liguidos los bacilos estan sueltos o agrupados de a 2 segin el eje.
Lia superficie de unién ez mas recta que los extremos del bacilo,
ver fig. 5. Disposiciones mas variadas se ven en agar sangre glu-
cozada, de 2 o 3 clementos en &dngulo o zig-zag.
Formas filamentesas se han observado solamente en suero coa-
gulado (5 dias de desarrollo), de a 5,10 o mds clementos en cadena
v adoptando formas caprichosas.



HEsroras. — @érmen que esporula con facilidad suma en
todos los medios, especialmente sin glucosa, esporas ovaladas bas-
tante grandes, muy faciles de tefliv y de observar sin tineién espa-
cial. Se encuentra de preferencia en el centro de los bacilos.

Hay también formas sub-terminalez. Los gérmenes con esporas
son mas anchos donde se encuentra la espora. Raros bacilog con-
gservan su forma vegetativa cuando tienen la espora adoptando la
forma de uso o de torpedo. En cultivos viejos no se vén mdas que
esporas. Hn los preparados directos de la scerosidad o exudados da
los animales muertos, las esporaz se ven en los bacilos y varisimi

vez sueltas. Con aznl de metileno gse eonsigne en los exudados wna
tineidn irregular de los gérmenes.
i
i
Fig. 4
Moviipap. — HEn el primer enltivo en medio lignide (ealdo

Tarozzi) realizado a los dos dias de tomado el material, los gérimenes
eran muy visiblemente méviles. En los eultives subsiguientes de
medios x6lidos o liguidos, se ha constatado la movilidad del gérmen ;
ésta es escasa y vya se les vé balancear o desplazar con lentitud.
Lo mismo se observa en los exudados de animales (conejo o cobayo).

Cruiss. — Con el método de Zettnow se las pudo teftir después

b3
de varios fracasos y usando un mordiente muy intenso. No se pude
precisar el niunero. Su disposicidn es probablemente uniforme en
toda la superficie.
TiNnodn. — Gérmen muy facil de tefiir. Gran positivo. Pro-
longando la accién del alcohol ge decolora (Gram vépido con viole-
ta de genciana fenicada).
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CARACTERES CULTURALES

FOrRMAS DE LAS COLONIAS. —— Hn agar profundo desarrollo
abundante en 24 horas. Se observan log 3 tipos de colonias de las
figs. 1, 20 3. En superficie, colonias grandes mas ¢ menos eir-

s

S W
culares, con una o mas franjas concéntricas. Bordes irregulares v
sinuwosos. No tienen tendencia a confluir.

Acar sangre (Superficie) . — En 24 horas se ve desarrollar el
gérmen cn forma de eolonias como puntos brillantes gue no con-

fluyen sino donde la can
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No se csberva ninguna modificacion de la hemoglobina. HEn 48
horas no hay mayor cambio. Tomando el material por ansa se ve
que es mucoso y difieil de desintegrar. Cultivo mal oliente. Baci-
los v diplobacilos, gran cantidad de esporas sueltas. A los 8 dias
(al aire) se observa una hemolisis bastante intensa en todo el me-
dio.

AGAR SANGRE GLUCOSADG. — Hn 24 horas, desarrollo apre-
elable més abnndante aue el anterior. Parece la hemoglobina
mag negrusca. Jin 48 horas el agar estd cubierto por el desarrollo.

La hemoglobina est4d de color habano en la superficie. Bl res-
to del medio es negruzco. Kl material tomado econ ansa no es mu-
¢oso y se deshace facilmente. Olor nauseabundo. Bacilog dispuestos
de a 2 o de a 2y en forma mas variada que en los otros medios.
No se observan esporas. En el fondo del preparado v en namero
congsiderable (las formas vegetativas son escasas), se observan unos
corpaseulos redondos u ovales que no se¢ tifien por fusina y soly
débil o irregularmente por azul de metileno. No son esporas sind
probablemente formas de involueién.
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SUEBRO DE ViCA COAGULADO. {Dog partes de sucro y una pai-
te de caldo). — HEn 24 horas hay un desarrolo bien visi-
ble. No se observan colonias separadas siné una pelicula blanca
que cubre todo el trazo del ansa.

La superficie aparece wmuy: brillante. Kn ecinco dias el
medio no sufre alteracion alguna, no se observa ennegrecimiento
ni licuaecién. Abiertos los tubog se aprecia que el medio conti-
nda duro, En un, preparado se obgzervan gran nimero de esporas

sueltag v algunag formas filamentosas bastante largas
(arpo Tarozzi. — Hn 24 horas el caldo estd homogénea-

mente turbio.

En 48 horas el desarrollo se hace mas abundante. La carne se
desmenuza facilmente y al hacerlo parece que disminuyera de vo-
Imen. El color de la carne es rosado. Olor intensameite putrido.
Los bacilos se reunen en filamentos mucosos, muy resistentes gune
engloban las particulas de carne. Kl color rosado persiste unos

e F; + - o 1
diag mag v luego la carne se ogeurece y aparecen algunos puntos ne-

groz. Kl caldo sobrenadinte toma un tinte oliva. En la superficic
de la carne hay una capa grisicea. A las 48 horas se observan ba-
cilos y diplobacilos. Xsporulaciéon abundante. Se observan esporas

centrales, subterminales y libres.

CaLpo Tarozzi 6LUcOsapo. — Aspecto del desarrollo igual
al anterior. En T2 horas no hay filamentos mucosos. Apa-
recen recién al guinto dia. Lia carne toma un tinte rojizo gue con-

serva un mes después de la .smmbrz. Aparecen. muy pocos puntos
negros. Kl caldo sobrenadante tiene color normal. A las 48 horas
se observan bacilos y diplobacilos y pocas esporas.

CaLpo cuBo DE HUEVO. — KEn 4 horas desarrollo abundante.

En las paredes del tubo aparece un sedimento constituido por
filamentos muecosos dificiles de deshacer por agitacién. Hn 48 ho-
ras el desarrollo ha aumentado v la masa de filamentos envuelve el
cubo de huevo. Este tiene los bodes un poco mas claros; tocado

oon ol
Con €1

Con este aspecto se conserva durante un mes de incubacién.

En 48 horas se observa una gran cantidad de esporas libres;
no se ven esporas en los bacilos. Hay bacilos ¥ diplobacilos. Olor
fétido.

Lecur TorRNAsOLADA., — En 24 horas hay desarrollo. Kl
tornasol estd decolorado y se percibe olor fétido. A las 48 horas
se observa un poco de caseina precipitada sin que pueda hablarse
de coagulacién. A los 4 dias comienza el medio a aclararse y se
vén particulas de caseina precipitada. Muchos dias después queda



i el fondo del tubo una capa de 2 ¢. c. de caseina no digerida.

Sobrenada el suero coloreado por el tornasol. La reaceidn es neu-
tra.
Gelatling y gelatina glucosuda (a 20°). — Se siembra abundan-

temente. Desarrollo intenso en ambos medios. La lienacion se realiza
dentro de 24 horas. En las paredes de los tubos se ven copos y fi-
lamentos mueosos que caen poco a poco al fondo de los tubos. En
5 dias el color del sedimento es grisiceo.

(jn7r7n saaand o

dee G 3‘3‘/“1%/“,. — Se s P, H. 8. Hn 24 horas

desarrolla abundantemente y se observan filamentos. En 4 dias
hay en el fondo un abundante depésito mncoso. Bn el liquido se
observan por agitacién filamentos mucosos muy largos. HEn la zona
superior hay una capa clara de 1 o 2 ctms. El resto esta turbio ho-
mogeneamente y la sedimentaciéon total se realiza con mucha difi-
cultad. En 48 horas se ven bacilos, diplobacilog, bacilos con espo-
ras y esporas libres.

Accién sobre hidratos de carbono. — Se estudia esta aceion
con caldo previamente librado de azficares por fermentacién.
Se distribuye en log tubos, se es-

icion evtéril de lndrato de car-

Favilimra ~r an atiada o Acda
UL ALLa 'y U audult a vaua
bono. La concentracién era de 2 por mil en cada caso.

Log resultados se cbservan a los tres dias de incubacién.

Produceion }

- l

i i g i Acidez
Tostigo . oovivii i 0 0
GIUCOSA . vttt e e -+ -+
Levualosa......... . o i i i -+ +
Maltosa . .....oov oo -+ -+
SACATOBA. .ttt e e 0 —
Lactosa...... .............. e 0 0
Arabinosa. ... ... ... ... L ’ 0 0
Inelina.. ... . 0 0
Manita... .. ... oo i 0 0

En todos los medies de cultive el olor es nauseabundo. El des-
arrollo era abundante y habia filamentos mucosos.

Medio de cerebro. (v. Hilkler) . A lag 24 horas de inenbacién,
el agua que sobrenada estd turbia homcgenecamente. El medio tie-
ne un color rosado en las capas profundas. Hay unas pocas burbu-
Jas de gas. Bn 48 horas no hay cawbios apreciables, aparte del
mal olor intenso. En 72 horas el liguido sobrenadante esti turbio,
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¥y r-
de 1 o 2 mali-

ficie dd cerebro. Fn 5 dla se ve una capa negr
metros de espesor, que no aumeita mas.

PODER PATOGENO, TOXING, ETC.

Kl gérmen se ha mostrado muy patdgeno para el cobayo y cl
conejo. Tanto los cultivos en wmedios sélidos como los de medios li-
quidosg, tienen esa propiedad.

Tuoculacion intramusecular de

en caldo de 5 dias de desarrollo, se inyecta
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0.1 ¢. ¢. de cultivo N cobayo 61 Muerto en la noche
0.2 ¢ c. . l 4 351 ; . 5
0.4 ¢. c. " \ " (35 | s “
1.0 ¢ ¢ s 382 , .,

Tia myeceién se practica en la inasa muscular de la pata iz-
quierda. Lios animales tienen un peso aproximado de 300 gramuos.

Jios cobayos mueren sin ningin signo de sobresalto ni intran-
guilidad. Los fenémenos se suceden con rapidéz, y en 2 horas es
facil ver morir un animalito gue no paveeia enfermo. Kl animal
estd frio, con el pelo un poco erizado, y queda quietecito en la jau-
Cla.

Lia pata izquierda acusa una tumefaccién considerable, si la
désis no es muy grande y la muerte no sobreviene a las pocas ho-
ras. La piel distendida no deja ver sino raras veces algunas modi-
ficaciones, traducida por manchas vinosas o rojizas, cireunseriptas
a una arca proxima al lugar de la inyeceién; los pelos no caen v no
se percibe ningan signo externo de alteraeildn, ni digestién de teji-
dos. No hay olor perceptible a través de la piel. Un edema de
congistencia media, se insinta, desde el sitio de inoculacién, por tn-
do el tejido subcutanco, v lega, a veces, al cuello v a las mmanos.

En la autopsia, se observa un edema més o menos consistente
en todo el tejido subeutineo; incoloro cn oz Tugares alejados del si-
tio de inoeulacién v apenas vosado en sus L-oximidades.

81 espesor a gue alcanza el edema llega, a veces, a un centi-
metro o un centimetro y medio, en la region tordcica o abdominal.
El edema se puede licnar por co.npresion no muy enérgica, v algu-
nas veeces lo hace expontdnewmente. Ta coagulacidn en masa, sohre-
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viene siempre después de un tiempo de licuado. Bl edema es menor
en la parte inyeetada. La coloracién de los musculos inyectados es
variable, v aparecen congestionados o va mas claros. No estdn di-
geridos; se observa una infiltracion homogénea en todos ellos. En
el mismo sitio de la inoculacién, cuando la cantidad inyectada es
grande, parece existir una pequefia coleceidn gaseosa, con olor fuer-
te, pero no patrido; log musculos que envuelven esta bolsa de gas,
tienen un color grisheeo, parecen cociriados, v se disgregan con fé-
cilidad. Hsta modificaciéon estd muy circunseripta. En el edema del
tejido subcutdneo se perciben los vasos, de un enorme tamafio, siv
codgulos en el interior. Casi siempre esta alteracién existe en el
lado de la pata inyectada.

Kl peritoneo estd brillante y hay exudado; algunas regiones se
observan, edematizadas. Lia pared del estdémago es a veces mas fria-
ble, otras estd digerida. Llama la atencién la alteracién constante y
més o menos intensa de las primeras porciones del intestino, alte-
racién que por el contrario se ve poco en el intestino grueso.

Como ‘signo constante, o que rara vez estd ausente, debe men-
clonarse la congestion de las cApsulas suprarenales, ya difusa o con
zonas mas ohscuras. A la congestidn intensa del intestino, se afade
siempre la vescicula biliar vacia. El higado y bazo parecen un po-
co més negruzeog. Corazén grande y flacido. Lios vasos se pereiben
muy marcados. Hay derrame pericardico. ‘

Lias lesiones asi descriptas, pueden sufrir una modificacién muy
profunda, si se inoculan fuertes désis por via intramuscular o ve-
nosa; no hay edema o e3 muy escaso, y en su lugar aparece una
congestién enorme, gue se observa también en los 6rgancs abdomi-
nales. En el conejo, las lesiones producidas por inoculacidén intra-
muscular, son muy parecidas a las deseriptas para el cobayo.

Lios gérmenes se encuentran en la lesidn inyectada, en nlimerc
variable, sin gue nunca llegue su proliferacién a ser muy grande
durante la vida o después de muerto. Los gérmenes pasan a la
circulacién en algunas ocasiones, probablemente al inyectar canti-

dades grandes de cultivos frescos.

La morfologia es igual a la descripta; la esporulacién es, sin
embargo, menos intensa. Los gérmenes son regularmente movibles..
No se observan filamentos.

ToxINA, ~— Se investigd la presencia de una toxina aguda, simx
resultado. Dos centimetros y medio del centrifugado de un cultive
en caldo de 16 horas, no produjeron sino sintomas pasajeros en um
cobayo inocwlado, por via vencsa. Kl cobayo murid a las 4 horas. Se
puede considerar este tiempo como el minimo de incubacién de la

toxina.



En los filtrados estériles de los cultivos de 2 a 5 dias, se pudo
comprobar la presencia de una toxina acliva para conejos o cobayos,
inoculados por via subeutanea o intramusenlar.

Cobayos inoculados con toxinas por via intramuscular

Dosis de toxina ‘ Cobsyos de 800 gramos

Musrto en 16 horas

0.03 |

0.1 ] 20
0.03 | 30,
0.1 ! £,

Cobuyos inoculados con toxina por vie subcutdnea

Disis de toxina r Cobayos de 800 gramos

0.3 ‘ Muerto en la noche
0.1 " . 11
0.03 i , en 28 horas
0.01 | N J2%

Conejos de 2500 gramos

Muerto en 2 dias

todos estos casos, tienen log mismoes

Las :
caracteres gue lag producidas por cultivos enteros, inoculados por
via intramuscular con excepeidn de la pequeila produceidn de gas,
v el débil olor de la regiém inyectada que exztdn ausentes, como

es matural, en los animales inyeectados con toxina.
Tentativa de clesificacion del gérmen y su comparacidn direct,

con Svoréngenes Metchnikoff.

Hemos comparado simultineamente, varios gérmenes clasifica-
dos por nosotros como Spordgenes, el gérmen de este caso 9° v el
aislado en el caso 10° (ver mAs adelante), con tipes enviados por
el Dr. Zeissler, (1) como Spordgenes obteniendo de dicha com-
paracién, les datos que siguen:

(1) Bpor 94 Zedssler cso N." 6 de la coleceidn Zeissler,
—  Spor 98. Zeissler cs. N.° 2 de la coleceidn Zeissler.
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A). COultive en calde simple P. H. 8
(observados a las 24 horas) (Movilidad)
Spor 94 Zeissler Turbio. | Sedim-wucoso | Mal olor.,, Regularm. mév.

Spor 96 .
Spor caso bto
Spor caso 4to (1)
Spor caso dto (11)
Caso 9o

Caso 10mo

M

iAl

*y

"

v

1

b

En los tubos se obgerva un ntmero grande de cristales, que se
depositan sobre las paredes y luego caen al fondo.
Lios gérmenes se observan sueltos o de a pares, rara vez de a

o n da a
B U Ll a Cu

B) Cultivo en

T s e oy oo
iig cariie

enatrn
airo

caldo con carne (Tarozzi) :

4+

N SR IO
Ve €l tila red -

cosa. El color del caldo, cambia hasta zer oliva y la carne se obs-
curece. No se observan sino pequefias diferencias entre los dife-

rentes tipos.

C) Cultivo en caldo con cubo de clara de huevo coagulada :

en 48 horas

en 8 dias

Spor
Spor
Spor
Spor
Spor
Caso

Caso

91 Zeissler
96 5
caso bto

caso 4to (7Tmo)
caso 4to (11)
9no

10mo

Cubo

acl.

Hn todos log enltivos el

cepeion del gérmen 11 del caso 4°, que queda

completamente.

1

caldo sobrenadant

kbl

Cult. mucoso

Sedim pulverulento

1M 3
M ke

Sedium muy mucoso

B " 2y

D) Cultwo en gelatina, ¢ la temperatura de 25°:
La primera siembra se realiza en dilucién, y a las 24 horas
se encuentra en todos los tubos la gelatina licuada. El tinte del me-
dio, es un poco mas verdoso, y en el fondo hay un sedimento blan-
co. Al cabo de unos dias, el color se hace més oliva y el sediments

Se ennegrece.

estaba elaro,

Cubo digeride

con ex-

e
turbio sin sedimentar

Repetida la siembra por puncién, con el ansa cargada con po-
co material, se observa la licuacion, sin gque aparezecan colonias.



E) Medio de cerebra de Von Hibler:

El desarrollo se realiza sin desprendimiento apreciable de gas,
el medio toma en el fondo un color rosado, y en la superficie apa-
Tece, al cabo de unos dias, una zona obseura, que luego se ennegre-
ce completamente. Reaccién alcalina en todos ellos.

Los gérmenes del caso 9 y cago 10, dan lugar a un ennegreci-
miento mas intenso y que aparece antes. '

F) Accidn sobre leche: 48 horas.

‘ . ; ‘
Spor 94 Zeissler |pocogas|no se ven grumos | digestién  [digestién completa
‘SPOT 96 99 gas | ,, , 1" ” " 9
Spor caso bto B ' ' ' "
Spor caso 4to (7) . grumos finos | poca digestion
Spor caso 4to (11) » | Mo se ven grumos digestion " "
Caso 9no " grumos finos |poca digestion . .
Caso 10mo " . - . N

Al cabo de los diez dias, la digestién es completa: en la par-
te inferior de los tubos, un liguido amarillento, completamente cla-
ro, y en la parte superior, sobrenada una pequeia capa con restos
de caseina no digerida y la grasa.

&) Desarrollo en caldo, con sangre defibrinada de caballo:

Los gérmenes todos desarrollan abundantemente. Kl caldo se -
enturbia, y los glébulos sedimentan sin que se observe ninguna he-
molisis, en 72 horas de incubacién. Todos elloz producen compuestos
sulfurados ¢ hidrégeno sulfurado, que sepueden vevelar por el Ace-
tato de plomo. Kl gérmen cago 4° N°® 11, ya a las 4 horas de incuba-
cién, produjo el ennegrecimiento de la tirilla de papel impregnada

con acetato de plomo.
H) Aceidn scbre los hidratos de carbono:

Se investiga esta accién, por medio de caldo privado de toda
substancia fermentescible, por cultivo de bacilo coli. Esterilizado y
distribuido en tubos de ensayos, se tiitde el hidrato de carbono en so-
lucién estéril; la concentracién de éste es de 8 por 1000. Una
vez sembrados los tubos, se anade 2 c. ¢. de parafina estéril, de alto
punto de fusidn, vy asi se agegura la anacrobicsis, al mismo tiempo
que se observa el desprerdimiento de gases, al levantar el tapén de
parafina . '
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Jg"lucosa levulosa) galactosa nm!msa‘!acmsa Savarposa i.\!anita
Spor 94 Zeiss. pos. | pos. — pos. | —- — —
Spor 96 ., " . — " — — —
Spor caso bHo " " — . — — —
Spor caso dto (7) . o — — — -
Spor caso 4to (11) " " - . — — —
Caso 90 0, . - ’ - = —
Caso 100 ’ . — b — s —

Tanto en estos medios con hidratos de carbono, como en todos
los otros estudiados, los gérmenes, sin exeepeién, producen un olor
fétido intensisimo.

N
J_'lé- v

1) Forma de colonius:

Liog gérmenes sembrados en agar profundo (29 ), dan colonias
grandes, con diferencias poco marcadas, y que se pueden reducir
a log tipos extremos de las colonias, tipo compacto y tipo ténue de

las figuras (2-3) que representan las del gérmen del caso 9°

Fué observada una excepcién en el caso del gérmen 96 que da
colonias mas ténues y ramificadas, pero que luego se transforman
en colonias compactas. Otro caso semejante, lo presenta el caso
4* (11), ver fig. 6. Hstas colonias erecen con rapidez extraor-
dinaria, si por casualidad crece en un tubo una sola de ellas, ocupa
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en dos o tres dias todo el didmetro del agar y crece luego a lo largo,
semejando mas bien sus filamentos, los del micelioc de un hongo.

J) Morfologia. Tincidn:

Todos los gérmenes se tifien facil y uniformemente con el
Gram. Hn el primer dia de incubacién en caldo alecalino, aparecen es-
poras en cantidad. Son todos ovales y se encuentran libres en gran
proporcién. Hn el cuerpo baeillar oeupan, casi sin excepeidn, una
posicidn mediana y rara vez subterminal. En el gérmen 9° y 10°,
estas Gltimas aparecen con mas freenencia.

La forma del bacilo es muy parecida en todos los tipos; ba-
cilo de lados paralelos solo o de a pares, rara vez de tres o cuatro.
Lig guperficie de unién es més bien recta, los extremos libres son re-
dondeados, ver fig. 5). Una excepcion la constituye el gérmpen
del caso 4* (11) ; los bacilos son méas grandes y se ven a veces formas
encorvadas de mayor tamaio, es més polimorfo que cualquiera de
los otros.
se revelan idénticos, con las siguientes excepciones de poca impor-
tancia, a nuestro entender.

Iv El gérmen caso 4* N* 11 da colonias ténues, filamentosas v
muy grandes. Su morfologia es diferente de las demés, es un poco
mayor, a veces, y suele dar formas encorvadas. El caldo queda
turbio, mientras en las deméas se aclara en parte.

2¢ Los gérmenes patégencs de los casos 9° y 10°, dan en el
medio de cultivo, con ecubo de huevo y en caldo simple, un sedi-
mento extraordinariamente mucoso y congistente, mientras en to-
dos los demads, se hace pulverulento después de haber sido mucoso.

Tentativa de clastficacion por accién de los sueros.

Se investigd primero, la neutralizacién de los gérmenes creeidos
en agar y suspendidos luego en caldo. Se inyectan cobayos con
3.5 c.c. de una mezcla, por partes iguales, de sueros anti-Perfrin-
gens, Vibrién séptico, Oedematiens, Histolitico, por via intraperito-
neal; se digiere después, la suspeusion de gérmenes, con la misma
mezela de sueros y se inyeeta por via intramuscular:

Culti\'rn ' Cnero " Cobavo r kesxnlr5d0
05b ‘ — ' 388 ' Muerto en 20 horas
0.5 | 3.5 v2ce. | 365 . . la noche

El protocolo, demuestra claramente, la ausencia del poder neu-
tralizante de los cuatro sueros usados.



BT

Hecho anilogo e verificé empleando cultivos en ealdo:

Cultivo “ Suero normal f Cuatro sueros i Resu:tados
i
7
|
0.1 ’ 1 co r — | Muerto en la noche
| !
0.0l ‘ 1 ce. ‘ — J‘ " en 24 horas
- I [ . ; ) 5
0.1 ’ - : 1 ce. J' " en la nochs
|
0.01 — ‘ L ce. ] " en 24 horas

La misma falta de poder neutralizante para toxina filtrada,
fué observada empleando el suero Vincent (Val de Gréce).

Toxina ‘ sSuero Vincent 1 R :sultado
0.01 1 ce. ‘ Muerto en la noche
i
0.05 ‘ 1ce | s9 AT »”
[
0.01L | — Y ,, 24 horas

Con este experimento, queda también excluida la posibilidad
de que el gérmen nuestro, sea el Bellonensis (Sacquepée).

Con el objeto de averiguar las relaciones del gérmen estudiado
con el Sporégenes, nsamos el suero anti-Spordgenes del Instituto
Pasteur, tratando de ver, en el primer lugar, su poder neutralizante.

Cultivo entero ’ Suero Anti Sporogenes ’ Resultado
0.05 J 2 ce. ‘ Muerto en 16 horas
!
0.05 ‘ 1 co. ‘ " en la noche

En ambos animales, se observa el edema claro, gelatinoso, ex-
tensisimo y las demds lesiones caractevisticas va notadas.

Del primero de los animales, se hacen siembras de la lesién lo-
cal, y desarrollan colonias iguales a las anteriormente vistas. Los
caracteres culturales del gérmen son 1dénticos al poder patégeno d=
esas culturas y las Iesiones producidas, abzolutamente idénticas. HEn
congecuencia, es evidente que el suero anti-Spordgenes no ha neutra-
lizado el poder patbégeno del cultivo, ni ha medificado los carac-
teres del gérmen inoculado.

Nos encontramos asi, ante un gérmen que, aislado en condicio-
nes Optimas, resulta por sus caracteres morfolégicos, culturales y
propiedades biocquimicas, idéntico al Sporégenes Metchnikoff, al
que se hubiera afiadido la propiedad de ser patégeno a la manera
del Oedematiens, del bacilo Novy 2° (11), o del Bellonensis. Debe-
ria entonces clazificarse, va como Spordgenes por sus propiedades
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in-vitro o como perteneciendo al grupo del B. Novy Ii por sus cua-
lidades in-vivo.

Més de un autor, guiado quizi por su séla expeviencia, dird que
se trata de una mezcla de un agente patégeno no proteolitico, con
un bacilo del grupo del Sporogenes o del Sporogenes mismo, y si
el poder patégeno llegara a desaparecer, como acontece tantas ve-
eos, quedaria z6lo el recuerdo de una especie patégena, y ia seguri-
dad de un error, cometido por el investigador.

Muy inclinados nos sentinos a creer qué, tal cosa ha aconte-
cido con el Bac. Oedemati Maligni de Koch, y con tantos otros ba-
cilos bautizados con igual nombre, por haber digerido sucro coa-
gulado, ennegresido el medio de v.Hibler, y muerto animales
con, lesiones mas o menos parecidas a las que Koch describié. Co-
mo la comprobacién de tal hecho nos es imposible, callaremos la su-
posicion, v dejaremos que el asunto del Malignes Gedem, s¢ plan-
tee y discuta con el material encontrvado en los Gliimos aflos, y el
que se encuentre en el porvenir. IYor el momento diremos que, el
Kdema maligno es una infeceidn posgibie en el hombre, cuya etio-
ligia se puede, como en este caso, reducir al de un solo agente ex-
traordinariamente patdgeno para animales de labovatorio, y que
m-vitro posee todas las propiedades del Spordgenes.

Caso 10: Gangrena consecuente a una fractura, tratada por
suere del Imstituto Bacterioldgico del ID. N, H. Terminada con la
muerte del sujeto. Se aisla del material, el Perfringens, y un gér-
men que resulta idéntico al aislado en el caso anterior

Claso 11: Gangrena de un sujeto enfermo de carbuneclo. El
material, tomado en el cadaver, revela la presencia de Perfringe
apenas contaminado con un estafilococo.

Pevfringens | Vib. 8éptico [ Oedematiens| Histolyticus | Sporogenes
|
Casol | 1
" 2’ 1
. %‘ 1 | 1
.4 1 1 ‘ 1 1
5 1
\ b} ‘ 1
. 1 1
. 8 1 1 ; 1 1 |
w9 ! i 1
! i
s 10 1 i | 1
L1 1 ;
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En restimen se aiglaron:

veces Perfringens.

,  Vibridn Séptico.
Histolyticus.
Cedematiens.
Sporégenes.

» (7).

Oedemati Sporogenes (Nov. sp.).

DO = 3 DO 00 O

La presencia del Sporégene" solo, en los casos 1, b y 6, est'
de acuerdo con la ausencia de todo poder patégenc del m
original, sin que deba atribuirse a la deficiencia de téenica, la falia
de gérmenes patdgenos. '

Aungue con el nimero pequefio de casos estudiados, no se pue-
den hacer estadisticas, ni deduecir la frecuencia con gue apareee
cada uno de los germenes es, sin embargo, interesante, hacer notar
que de aciierdo con 10 observado con todos los autores, el Perfrin
gens y el Vibrién séptico, se encuentran mas frecnentemente que
los demas agentes patdgenos.

Lia presencia de un nuevo gérmen, el Oedematis Sporogenes, en
los casos de gangrena, nos autoriza a decir que, en la etiologia de
las gangrenas gaseosas, no puede establecerse atin, ningfin limite al
ntimero de gérmenes que las producen, v que por las condiciones 10-
cales 0 del momento; pueden existir diferencias fundamentales e
fiora anaerobia.

Sélo contemplando esta posibilidad, podra la Sueroterapia lle-
gar a ser un arma eficdz, en el tratamiento especifico de casos como
éstos, en que la intoxicacién es la causa, fundamental de la enfer-

CONCLUSIONES

1 estudio de la flora anaerobia de 11 gangrenas, ha permiti-
do revelar la presencia de B. Perfringens, Vibrién Séptico, Histoly-
ticus, Oedematiens, Sporégenes, y verificar la existencia de un
agente patbégeno, completamente diferente de los anteriores, que
nosotros consideramos como una especie nueva.

De acuerdo con sus caracteres mas importantes, lo hemos de-
nominado Oedematis Sporogenes.
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CONCLUSIONES

I’étude de la flore anaerobic de 11 gangrénes a permis reve-
ler la presence de B. Perfringens, Vibrion Septique, Histolytieus,
Oedematiens, Sporogenes et verifier aussi 1'existence d’un agent
pathogéne tout a fait différent des anterieurs que nous considerons
une nouvelle espéee.

D’accord avec ses caractéres les plus importants nous 1’avons
denominé Oedematiens Spordgenes.



