CATEDRA DE BACTERIOLOGIA

Presencia de Shigella equuli y de baclerias
del «Grupo Paracoli» en la médula osea de
un feto de equino abortado

Por L Dr. JOSE JULIO MONTEVERDE (*)

En un haras situado en la provincia de Buenos Aires se produjo en el
mes de julio de 1948 la prematura expulsion de un feto, aproximada-
mente durante el transcurso del 5°. mes de gestacion. Los datos remitidos
desde el lugar aludido indicaban solamente que la yegua, hasta el momen-
to del aborto, se encontraba aparentemente normal y que la forma de
presentacion fué espontanea. No se dispone de informaciéon acerca de
si hubo ulterior retencién placentaria o alteraciones del aparato genital,
ni tampoco se han conseguido informes sobre la necropsia del feto. Las
cifras acerca de la incidencia de abortos en el establecimiento, como asi
también la existencia de otros padecimientos anteriores o actuales en
los animales de diferente edad y sexo, se desconocen. Solamente se re-
mitio para analisis bacteriolégico un hueso largo («canilla»), completo,
de cuya médula el Dr. A. J. Cifolelli obtuvo un cultivo microbiano cuyo
diagndstico bacteriolégico ofrecia dificultades y del cual, como se vera
mas adelante se obtuvieron dos especies microbianas.

El objeto del presente trabajo es dar a conocer los resultados obtenidos
en el estudio bacteriologico realizado '

* Profesor Adjunto de Bacteriologia. Facultad de Agr.y Veterinaria. Universidad
de Buenos Aires. Jefe de la Seccién Microbiologia del Museo Argentino de Ciencias
Naturales. Bs. Aires.

(1) El presente trabajo fué comunicado el 22 de octubre de 1948, en la Asociacién
Argentina de Microbiologia. Bs. Aires, y un resumen del mismo fué publicado en

La Prensa Médica Argentina. (XXXV, N° 33 (1948) 2534).
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PARTE EXPERIMENTAL

Los métodos y técnicas seguidas en las investigaciones bacteriologicas
que motivan el presente trabajo han sido, en general, las que recomienda
la Sociedad de Bacteri6logos Americanos (23). Por lo que se refiere
al detalle de las otras pruebas, en especial las que corrientemente se apli-
can al estudio de la familia Enlerobacteriaceae, podra el lector intere-
sado obtener suficiente informacién en otros trabajos ya publicados
(14) (15). La ordenacion de la Parte Experimental se ha efectuado de
acuerdo con el siguiente plan:

I: ESTUDIO PRELIMINAR DEL CULTIVO ORIGINAL.
11: EsTup1io BACTERIOLOGICO DEL cUL1Ivo 1! (Sh. equuli).
I11: ESTUDIO BACTERIOLOGICO DE LOS CUL1IVOS 3% ¢y D' (PERTENECIEN-
TES AL <«Grupo Paracoli» ).

1 ESTUupIiOo PRELIMINAR DEL CULTIVO ORIGINAL.

A) Malerial de esludio:

Se trata de un cultivo en agar infusi6n de carne, incubado durante
24 horas a 37° C, obtenido de médula 6sea fetal equina.

Este culdvo se presenta vigoroso, de color blanquecino, la parte cen-
tral mas transparente que e)] borde del mismo, el cual se presenta ligera-
mente elevado, opalescente y algo ondulado. El examen en gota colgante
permite observar formas cocoides, cocobacilares, diplococobacilares,
bastones cortos y finos v formas bacilares largas rectas y curvadas. El
tamano promedio oscila aproximadamente entre 0,3 y 0,5 pen ancho
para todos y entre 0,8-1 u en largo para los cocobacilos y alrededor 15-
20 p para las formas mas largas. Algunos elementos chicos se presentan
dotados de movilidad poco activa, predominan las formas inmoéviles.
Algunos elementos presentan un pequenio halo periférico semejante a
capsula. Los métodos de coloracién permiten reconocer que todos los
microorganismos se decoloran por el método de Gram-Hucker y se ti-
fien por los colorantes basicos simples (fucsina, violeta de genciana, sa-
franina). Por accién del azul de metileno fenicado, previa fijacién con
alcohol éter, es posibre distinguir elementos bipolares. No son Acido al-
cohol-resistentes. La tincién de capsulas por los métodos de Leifson y
Giemsa resulta negativa.
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B) Aislamientos:

En cajas de Petri conteniendo agar infusion de carne bovina y agar
suero se efectuaron aislamientos superficiales, previa suspensién del ma-
terial en solucidn fisioldgica estéril. Después de 24 horas de incubaciéon
~a 37° C, se observan: a ) colonias circulares de borde liso seguido, super-
ficie brillante, centro amarillento y opalescente, siendo el resto transpa-
rente, tienen 1,5 a 2 mm de didmetro. Estas colonias al ser tocadas con
el alambre recto, son pegajosas y dificiles de retirar del medio, después
de tomar contacto con el alambre, al retirar éste se forma un «hilo» que
permanece sin romperse hasta una distancia de 1 a 2 ecm. — b ) colonias
de forma circular con borde irregular, aplanadas, de superficie poco bri-
llante salvo el centro que ademas se presenta més elevado dando aspec-
to de <huevo frito»; cuando se tocan con el alambre son dificiles de des-
pegar y se rompen facilmente. El didmetro oscila entre 2 y 3 mm. — ¢ )
colonias circulares, brillantes, de borde ondulado y algo elevado que
alcanzan hasta 5 mm de diametro, a la luz transmitida presentan una
serie de bandas concéntricas que le dan aspecto de «escarapela». La con-
sistencia es mucoide.

Se subcultivan 10 colonias que presentan los distintos aspectos ya
enunciados, en agar infusion de carne, caldo infusiéon y caldo lactosado
con parpura de bromocresol; 4 de estas colonias originan cultivos muy
pegajosos v viscosos, las restantes originan cultivos menos caracterfs-
ticos que desarrollan bien después de 24 horas de incubacion a 37° C.
Posteriormente, a partir de todos estos cultivos, se efectan nuevos ais-
lamientos superficiales en agar infusion de carne, quedando su nmero
reducido a 5 cultivos que son los que, aparentemente presentan d.feren-
cias entre si teniendo en cuenta estos escasos datos de caracterizacion.
A partir de estos 5 cultivos se efectlian nuevos aislamientos en agar in-
fusion y finalmente sobre la base de la morfologia, tincidn, viscosidad
de las colonias, aspecto de los cultivos en medios comunes del labora-
torio y ataque a la lactosa, quedan en estudio 4 cultivos; de entre ellos
uno resultd ser Shigella equuli (Cultivo 1Y) y los restantes (34, C y DY)
pertenecientes al «Grupo Paracoli».

IT) Estupio BACTERIOLOGICO DEL curLtTivo 1Y (Shigella equuli).

a) Morfologia:

Se trata de organismos inmdéviles. Los cultivos de 24 horas incubados
a 37° C sobre agar infusion de carne son muy pleomoérficos, predominan
sin embargo las formas cocobacilares y bastones cortos de 0.4-0,5 u X
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0,8 p-1,2 u. Se disponen sueltos o formando pequenas agrupaciones, al-
gunos elementos se presentan formando cortas cadenas de 4 a 6 elementos,
otros tienen la forma de bastones finos con lados paralelos y extremos
redondeados con centro més claro que los polos, de hasta 3 u en largo;
también suelen hallarse formas ligeramente filamentosas curvadas de
15 a 30 x de largo y 0,4 a 0,6 u de ancho. Algunos elementos aparecen
rodeados por un halo claro pequeno (pseudocapsula). En los cultivos
de varios dias de incubacion a 37° C no se demuestran esporas.

b) Tincion:

Cultivos en agar infusién de carne desarrollados a 37° C. durante 24
horas son tenidos facilmente por los colorantes bésicos (fucsina, violeta
de genciana, cristal violeta, azul de metileno). Se decoloran por el mé-
todo de Gram-Hucker. No son 4cido-alcohol resistentes. Cultivos de-
sarrollados en agar suero no presentan capsula después de la tincién por
los métodos de Leifson y Giemsa. En general cuando los cultivos enve-
jecen, si bien fijan los colorantes bésicos, se tifien mas débilmente
que los cultivos j6ovenes.

¢) Cultivos:

1) Agar infusion de carne: (24 horas-37° C). Abundante patina blan-
quecina, superficie brillante, transparente, poco elevada, bordes ondu-
lados. Al extraer cultivo con el alambre terminado en asa, se nota que
el cultivo adhiere fuertemente al medio, la consistencia es viscosa y la
porcion en el alambre retirada no se des prende con facilidad al practicar
los transplantes. Si se toca con el alambre terminado en asa el agua de
condensacion, que por lo general presenta desarrollo en la superficie, se
constata el arrastre de un liquido gomoso de color blanquecino que per-
mite retirar un volumen counsiderable de este «<moco» por sobre el agar,
hasta la boca del tubo que contiene el cultivo y desde alli hacia afuera,
dando lugar a la formacidon de «hilos», de hasta 30 ¢m de largo, que al
romperse se retraen rapidamente hacia el interior del tubo y hacia el
volumen contenido en el asa. La suspensioén de estos cultivos en solucion
fisiologica no resulta facil, el liquido adquiere consistencia espesa y pre-
senta filamentos dificiles de desintegrar por agitacién a temperatura
ambiente, en cambio si la operacién se realiza en bafio maria a 100° C
durante 30 minutos se consigue una suspensién bastante homogénea.

2) Agar semisolido-infusion de carne (puncién): Después de 24 horas
a 37° C. se obtiene abundante desarrollo que origina en el trazo una li-
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nea blanquecina circunscripta, que llega hasta el fondo y que por ulterior
incubacién no aumenta de tamafo; en la parte superficial y alrededor
del punto de penetracion del alambre se forma un circulo blanco, bri-
llante y algo elevado de borde seguido y ondulado.

3) Agar blando-gelalinado: (Jordan y col.): El cultivo, después de 48
horas de incubacién a 37° C y 2 dias a temperatura ambiente queda li-
mitado a la zona inoculada (inmdvil).

4) Agar suero: (24 horas 37° C): Desarrollo similar, aunque mas adhe-
rente al que se presenta en el agar infusion de carne.

5) Agar ascitis: (24 horas 37° C.): Desarrollo parecido al que se pre-
senta, en el agar suero.

6) Agar sangre de caballo: Desarrollo abundante en forma de patina
grishcea, hasta el 8° de incubacién a 37° C. no se comprueba « o 8 hemd-
lisis.

7) Agar Sabouraud: Después de 8 dias de incubacién a 37° C. no se
aprecia desarrollo.

8) Agar higado: (24 horas 37° C.): El cultivo es parecido al que se
produce en agar infusién de carne.

9) Agar Mac Conkey: (24 horas 37° C.): Desarrollo poco vigoroso,
brillante, algo elevado, de color rojo; el borde es transparente.

10) Agar laclosa-ptrpura de bromocresol: (24 horas 37° C.): Desarro-
llo similar al que se presenta en agar infusion de carne, el viraje se produce
en forma paulatina y poco pronunciada.

11) Agar desoxicolato-cilrato: Después de 8 dias de incubacion a 37°
C. no se observa desarrollo.

12) Agar con verde brillante: (Kristensen, Lester y Jiirgens): Después
de 8 dias de incubacion a 37° C. no se observa desarrollo.

13) Agar Wilson-Blair: (8 dias a 37° C.): No se observa desarrollo.

14) Agar blando glucosado 1 9: (48 horas 37° C.): En profundidad se
presentan colonias lenticulares de 1 mm de didmetro que por ulterior
incubacién no aumentan de tamano.

15) Papa glicerinada: (4 dias 37° C.): No se aprecia desarrollo.

16) Colonias en agar glicerinado 5 9;: (48 horas 37° C.): Se aprecia
buen desarrollo; se forman colonias de 5 a 6 mm de didmetro. Este medio
es muy apropiado para considerar la variacion S>R ya que es facil reco-
nocer los estados ! «<R» con colonias de superficie irregular, borde con plie-
gues y escotaduras, algo elevadas y circulares. Las colonias «S» se
presentan més aplanadas, brillantes, de superficie lisa y borde seguido.

17) Colonias en agar infusion: Las colonias lisas (Foto N° 1) se presen-

1 Seglin el Codigo Internacional de Nomenclatura Bacteriolbgica (3).
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tan a las 24 horas aproximadamente de 2mm de didmetro, son trans-
parentes, con centro opalescente ligeramentie amarillento, borde liso,
superficie brillante y poco elevadas. Después de 48 horas de incubacién
a 37° C. las que se encuentran més aisladas alcanzan un didmetro de 3 a
4 mm. Cuando se tocan con el alambre, en el momento de retirar éste,
se forma un <hilo» que se rompe a una altura aproximada de 1 cm. No
es dificil extraer con el alambre material de la colonia, aunque el cultivo
tiene tendencia a adherirse al medio. Las colonias rugosas se presentan
de forma circular con bordes ondulados y escotaduras, son méas elevadas
que las lisas, menos brillantes y la superficie presenta miltiples depre-
siones: Son adherentes al medio y también dan lugar a la formacién de
«<hilos».

18) Colonias en agar suero: Kl desarrollo es similar al que se observa
en agar infusion. Las colonias rugosas presentan un borde irregular y
una serie de bandas concéntricas que tienen distinta coloracién blanco-
grisacea (Foto 2).

19) Colonias oblenidas de suspensiones microbianas (ratadas con acido
salicilico: La suspensién del cultivo 1Y, en solucién bicarbonatada al 1 7
de 4acido salicilico, después de 30 minutos de contacto da origen, en agar
infusiéon de carne, a colonias tipicamente lisas (estado S) circulares,
transparentes, a 37° C. no se comprueba la viscosidad caracteristica
de las colonias correspondientes a los estados «R» y «SR». No adhieren
al agar. El didmetro promedio es de 1,5 mm de didmetro. La transferencia
de estas colonias a caldo infusién de carne, da origen a cultivos viscosos
que en el aislamiento superficial en agar infusién permite obtener es-
tados ““S”.

19) Caldo infusion de carne: (24 horas 37° C.): El medio se presenta
ligeramente turbio, en la superficie y adherido a las paredes se forma un
copo blanquecino que forma filamentos hacia el fondo; al agitar suave-
mente el tubo, estos filamentos caen hacia el fondo con mucha lentitud
y los més pequenos quedan en la masa liquida; en el fondo del tubo se
aprecia abundante sedimento que por agitacién vigorosa se eleva lenta-
mente, arrollandose. El medio tiene consistencia viscosa. Al tocar con
el alambre la pelicula superficial como el sedimento y luego retirarlo,
se forman «hilos» que, tal como ocurre con los cultivos desarrollados
en agar, suelen alcanzar varios centimeiros de largo. A medida que pro-
gresa el tiempo de incubacidn, el sedimento es mayor. Parte de la
pelicula blanquecina superficial aumenta de tamafio y estando parcial-
mente sumergida, presenia varios filamentos hacia la profundidad; por
agitacidon caen lentamente hacia el fondo, quedando un anillo blanco
marcado en la pared interna del tubo, que no desaparece atin des-
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pués de prolongada agitacién y contacto con el liguido. El medio de cul-
tivo estd, después de 48 horas, muy espeso y al agitar con vigor, las bur-
bujas de aire que penetran se dirigen lentamente hacia la superficie y
el sedimento se eleva formando una masa conica densa y ondulada que
tarda en volver a la situacién primitiva.

20) Caldo-suero: (24 horas 37° C.): Cultivo parecido al que se presenta
en caldo infusién de carne, se forma un verdadero velo que flota y queda
despegado de la pared del tubo, ademés se presenta en la masa liquida
desarrollo granular contra las paredes del tubo.

21) Caldo-higado: (24 horas 37° C.): Se produce enturbiamiento uni-
forme sin velo ni depdsito, a medida que progresa el tiempo de incuba-
ci6on, se forma escaso sedimento granular y el medio no presenta la vis-
cosidad de los cultivos desarrollados en caldo infusion.

22) Caldo con selenito acido de sodio: (8 dias a 37° C.): No se aprecia
desarrollo.

23) Caldo tetrationato: (8 dias a 37° C.): No se aprecia desarrollo.

24) Caldo con lelrationalo y verde brillante: (Miiller-Kauffmann): Des-
pués de 8 dias de incubacién a 37° C. no se aprecia desarrollo.

25) Caldo infusion con trozos de carne: (24 horas 37° C.): Desarrollo
abundante, turbiedad uniforme, formacién parcial de velo blanquecino,
adherido en parte a la pared del tubo y que al desprenderse deja mar-
cado en el vidrio un anillo incompleto. Hay escaso sedimento.

26) Caldo glucosado: (tubo de Hall): Desarrollo abundante en ambas
zonas. Abundante sedimento viscoso-blanquecino que se eleva en <es-
calera de caracol>. No se forma velo.

27) Agua peptonada: (24 horas 37° C.): Enturbiamiento poco pronun-
ciado sin velo ni depdsito.

28) Caldo Tarozzi con tapén de vaselina: (24 horas 37° C.): Abundante
desarrollo, turbiedad uniforme; no hay desprendimiento de burbujas;
muy escaso sedimento.

29) Caldo glicerinado al 5 9;: (48 horas 37° C.): Se forma velo denso,
blanquecino y pegajoso; sedimento escaso y entre ambos, escasa tur-
biedad de la masa liquida; por agitacion vigorosa se desprende el velo
formando un ovillo que tarda en caer al fondo del tubo. El anillo que que-
da adherido en la pared interna del tubo es marcadamente visible.

d) Vilalidad y resistencia:

1) Los cultivos desarrollados en la superficie del agar infusién de car-

1

ne no presentan signos de vitalidad después de permanecer a 37° C.
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alrededor de 40 dias, en cambio los cultivos mantenidos a temperatura
ambiente resisten mas de 55 dias.

2) Los cultivos en caldo permanecen vivos en las mismas condiciones
algo mas de 60 dias respectivamente.

3) El enfriamiento a + 5° C. no aumenta el periodo de supervivencia
en algunos cultivos, por el contrario lo acorta ya que viven entre 14 y
y 17 dias (desarrollo en agar) y 20-22 dias (desarrollo en caldo).

4) Cultivos desecados al vacio y mantenidos en ambiente seco y a baja
temperatura (4 6° C.) viven mas de 60 dias.

5) Estos microorganismos no resisten mucho frente al calor y los an-
tisepticos usuales siendo destruidos después de permanecer 2 minutos
a 100° C., 40 minutos a 60° C. y 24 horas a 44° C.

El formol al 1 9 los destruye en 1 minuto;al 1 °6o no los destruye en
30 minutos, pero después de 24 horas de contacto los mata. El fenol al
1 9 los destruye en 1 minuto, al 1 9 no los destruye en 30 minutos. El
acido salicilico al 1 97 en solucién bicarbonatada no los destruye des-
pués de 30 minutos de contacto, en forma similar se comporta la solucién
al 1 °/4o. El permanganato de potasio en solucién al 1 °/o los destruye
en 1 minuto. El alcohol etilico de 60° los destruye en 1 minuto. El alcohol
etilico de 96° los destruye en 5 minutos.

6) La penicilina (sal sddica) actua en medio liquido inhibiendo el desa-
rrollo hasta la concentraciéon de 1/10 de Unidad Oxford por ml. En medio
s6lido se produce zona de inhibicién de 14 mm de didmetro hasta la con-
centracién de 0,075 de Unidad Oxford por ml. Los controles de vitalidad
demuestran que hasta la concentracién sefialada hay efecto bactericida.
(Después de 24 horas de contacto).

La estreptomicina inhibe el desarrollo en medio liquido, hasta la con-
centracion de 0,034 mg por ml. Probablemente su accién inhibidora
se cumple a concentraciones mas bajas, ya que los resultados obtenidos
no han permitido llegar a la minima concentracién que produzca efecto
inhibitorio en medio liquido. A la concentracién aludida este antibi6-
tico se muestra bactericida. (Después de 24 horas de contacto).

7) El sulfatiazol, inhibe el desarrollo en medio liquido hasta la concen-
tracion de 0,00022 g. por mil. En estos ensayos se emple6 solucién al
5 9. A la concentracion senalada, la droga tiene efecto bactericida. (Des-
pués de 24 horas de contacto).

e) Relaciones con el origeno:

Desarrolla tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, pero en presen-
cia de oxigeno lo hace en forma mas vigorosa.
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f) Relaciones con el pH:

Los medios con pH vecinos a la neuiralidad o ligeramente alcalinos,
|Y g

(7,2-7,4) le soa particularmente favorables; pH inferior a 6,0 y superior

a 9,0 no favorece la multiplicacién.

g) Cromogeénests:

No produce pigmento en los medios estudiados.

h) Relaciones con la lemperatura y fistologicas:

A temperatura ambiente (4 20° C.) comienza a desarrollar débilmente,
sin presentar velo ni la viscosidad caracteristica (48-72 horas). El mejor
desarrollo se obtiene a 37° C. A 44° C. y a + 6° C. no desarrolla después
de 4 dias.

i) Pruebas bioquimicas y fisiologicas:

o

1) Accion sobre la leche tornasolada: Después de 24 horas de incuba-
cion a 37° C. la reaccién indica poca acidez, transcurridos dos dias de
incubacién, el medio se vuelve espeso y filante, al 3er. dia de incubacion
se inicia la decoloracion de la parte inferior del medio que toma las 3|4
partes de la columna liquida; entre el 10° y 12° dias consecutivos de in-
cubacidn, se produce coagulo blando que no se redisuelve, al menos hasta
el 15° dia.

2) Accion sobre los nitratos: (24 horas 37° C.): Reduce a nitritos, en
caldo adicionado de 1 9, de nitrato de potasio.

3) Prueba del Rojo de Metilo: (8 dias 37° C.): No hay desarrollo en el
medio peptona-glucosa-fosfato.

4) Prueba de Voges-Proskauer: (8 dias 37° C.): No hay desarrollo en
el medio peptona-glucosa-fosfato.

5) Medio sintélico citratado de Koser: (8 dias 37° C.): No se presenta
desarrollo.

6) Producion de SH,: Negativa.

7) Produccion de indol: Negativa.

8) Hemdlisis en agar sangre: Negativa.

9) Accion sobre la gelatina: (30 dias 37° C.): No licua.

10) Medio «<tamponado>» con urea: (Prueba R.S.S.): (8 dias 37° C.):
No hay desarrollo.

11) Medio semisolido-lactosa-urea-doble indicador: Viraje hacia el color
azul en 24 horas a 37° C., se intensifica a las 48 horas debido a la hidré-
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lisis de la Grea. Después de varios dias el trazo de puncién presenta to-
nalidad amarillenta dentro de la masa azul del medio.

12) Produccion de catalasa: (24 horas 37° C.): En agar infusién de
carne no hay produccién de catalasa.

13) Prueba de Eijkman para shigelas: Negativa.

14) Caldo Mac Conkey: Se presenta desarrollo, después del 2° dia
de incubacion a 37¢ C. el medio aclara algo y entre el 6° y 8° dias se pre-
senta débil acidificacion.

15) Pruebas de fermentacion: Se presenta produccion débil de éacido
solamente, en los medios basales conteniendo las siguientes sustancias:
celobiosa, dextrina, galactosa, levulosa, lactosa, maltosa, manita, mano-
sa, melibiosa, rafinosa, sacarosa, trehalosa, xilosa.

No presenta accidon sobre: arabinosa, dulcita, eritrita, inulina, mele-
zitosa, ramnosa, salicina y sorbita.

1) Reacciones serolégicas:

Cultivos en agar de 24 horas de incubacién a 37° € suspendidos en
solucién fisiolégica hasta turbiedad similar al tubo N° 2 del nefeléme-
tro de Mac Farland e inyectados al conejo por via endovenosa, desde
0,5 ml hasta 2,5 ml cada 3 dias y cumpliendo un minimo de 7 inocula-
ciones, dan origen a la produccién de anticuerpos aglutinantes y pre-
cipitantes. El cultivo en estudio fué probado frente a los siguientes
sueros aglutinantes anti-shigelas: Flexner V, W, X, Z, Y;Boyd88, 103,
P119, P274, P288, P143, DI, D19, 170; Sonnei I, Sonnei I1, Alkalescens
2,5y 6 Dispar 1,2 y 3; Newcastle 1 y 7; Schmitz; Sachs A12; B105,
771, Q1030, Q1167, B81, Q454, 0902; Ktousa; Gober 8524 y Nuevo ti-
po 1.831., sin que ninguno de ellos produjera aglutinacién, salvo el
Sonnei | que origind grumos tardios y aparentemente sin significado
como para considerar relaciones antigénicas.

k) Poder patbgeno.

Fué probado por inoculacién de cultivos de 24 horas de incubacién
a 37° C desarrollados en agar infusién, vigorosamente agitados hasta
obtener suspension bastante homogénea de una turbiedad correspon-
diente al tubo N° 2-3 del Standard de Mac Farland.

1) Laucha blanca (20-25 g)

Subcuténeo: (Dosis 0,5 ml) Los animales resisten sin morir. No se
presenta chancro de inoculacion.

Intraperitoneal: (Dosis 0,5 ml). Algunos animales mueren antes de
20 horas, otros resisten mas tiempo, en general sucumben antes de trans-
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curridas 30 horas después de inoculados. Antes de que se produzca la
muerte dejan de comer, permanecen inmdviles con la cabeza inclinada
hacia abajo, el pelo erizado, los ojos entornados o cerrados, los movi-
mientos son sumamente limitados y al avanzar se aprecia incordinacion
y tendencia a perder el equilibrio. ]:,n la autopsia algunos ganglios super-
ficiales se presentan congestionados y hemorragicos; en la cavidad ab-
dominal suele presentarse derrame sero-hemorrdgico. Por lo general hay
gran acumulacién de gases en el intestino delgado, en algunos segmentos
se constata la presencia de contenido amarillento-viscoso en cantidad
apreciable; en algunos animales se aprecia congestién renal y zonas con
pequefias hemorragias difusas. En la cavidad toracica escaso exudado
seroso, a veces liquido en el saco pericardico. Pulmones color rojo ana-
ranjado, a veces con zonas congestivas.

Los retrocultivos practicados de los distintos drganos indican que
Sh. equuli se aisla del corazdén, rifién, cerebro, exudado peritoneal y li-
quido pericardico.

Si se disminuye la dosis, las lauchas resisten la inoculacién. La inyec-
cion de aproximadamente 15.000, 35.000 y 70.000 gérmenes (recuento
viable en agar infusién) no tiene efecto mortal.

3) Conejo.

Subcuténeo: (Dosis: 1 ml). Después de 24 horas se forma un nddulo
de aproximadamente 1 ¢m de didmetro, sin que la piel esté afectada.
No hay calor local y la rubefaccién es muy escasa. A las 48 horas el
abultamiento retrocede, la piel continta sin camblos vy a las 96 horas la
zona adquiere aspecto normal.

“ndovenosa: (Dosis: 1 ml). Los animales permanecen aparentemente
normales, salvo en lo que respecta a los puntos de inoculacién. Sobre 4
conejos inoculados para obtener sueros aglutinantes, se comprobd en
3 de ellos hematoma en la zona inoculada, espesamiento de los tejidos,
dolor y posterior inutilizacién de la vena, lo que dificultaba las inocula-
ciones en serie, debiéndose utilizar la vena central y la transversal de
la base del pabellon auricular. Los animales afectados se resisten a la
inoculacion, el espesamiento tisular del lugar no favorece la correcta in-
yeccién. En algunos animales existen aparentemente trombosis venosas
a la altura de los puntos inoculados ya que el liquido que se inyecta, se
desplaza por las venas colaterales sin pasar por el lugar afectado.

2) Cobayo (160 g 340 g).

Subcutaneo: (Dosis 0,5 ml). Después de 24 horas se presenta a la palpa-
cioén espesamiento debajo de la piel en el sitio inoculado, generalmente
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se presenta rubefaccion; la elevacidn de la piel no es pronunciada, salvo
en algunos animales que da lugar a la formacién de un nédulo indurado.
En otros sujetos, entre 24 y 48 horas, se aprecia en el punto inoculado
una parte ulcerada con pérdida de tejido superficial de contorno irregu-
lar (Foto N° 4) estando la depresién ocupada por una escara consis-
tente y seca de color rojo oscuro. Al borde de la Glcera continta tejido
edematizado y zonas de rubefaccién, hay dolor a la presién suave. Des-
pués de 48 horas se notan en algunos sujetos ulceraciones de hasta 1,5 cm
de didmetro (aproximado), los tejidos circundantes y subyacentes respec-
to de la ulceracién no han variado mucho. Al tomar entre pulgar e indice,
a manera de pinza, los extremos de un mismo didmetro de la Glcera, con
suave presion hacia abajo, se percibe la extensién de la zona indurada
que es de mayor superficie que la Glcera y en donde el conectivo subcu-
taneo produce la sensacién de estar soldado con la piel y los planos infe-
riores. Después de transcurridas 96 a 144 horas, aparecen pocos cambios
en algunos animales. Posteriormente el borde de la dlcera puede presen-
tarse algo elevado y fluctuante, de color amarillento, poco més tarde se
inicia el desprendimiento de la escara, la que una vez eliminada deja en
descubierto, en el fondo, zonas rojas y amarillentas. Los exdmenes bac-
teriolbgicos practicados en estos momentos no permiten en todos los
casos aislar Sh. equuli. Las acciones mecénicas favorecen el desprendi-
miento de la costra y atn la prematura apertura de algunos abscesos que
contienen pus cremoso con estrias sanguinolentas. La palpacion de los
ganglios inguinales indica un aumento de tamano. lLos animales no
pierden el apetito, algunos enflaquecen transitoriamente. Una vez des-
prendida la costra ésta es repuesta rapidamente y mientras el proceso
se resuelve con lentitud hacia la cicatrizacion, se pueden producir 2 y
3 cambios con sus respectivas reposiciones.

Se han inoculado también cobayos de piel fina, no pigmentada, con
0.5 y 1 ml de cultivo en caldo de 24 horas de incubaciéon a 37° C y se ha
notado antes de las 24 horas, la zona indurada, rubefaccién superficial
y coloracién rojo-violacea, con escasa pérdida de sustancia en el punto
inoculado. Posteriormente se forma un absceso fluctuante, que por lo
general se abre espontaneamente, posiblemente favorecido por accidén
mecéanica; en el punto abierto se forma una escara. Si se retira la escara
y se elimina el pus se produce rapida reparacién de la lesién. En intere-
sante senalar que los cultivos directos y de enriquecimiento del pus for-
mado, extraido entre 4 y 6 dias de la inoculacién, suelen permanecer es-
tériles, (controles aerobicos y anaerdbicos). En una ocasién se hallo una
contaminacion accidental en un absceso en donde, ademés de Sh. equuli,
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pudo aislarse una bacteria fusiforme anaerobia morfolégicamente dis-
tinta de F.necrophorum.

Intraperitoneal: (Dosis 12, 1 y 2 ml).

Solamente la dosis de 2 ml produce la muerte de algunos animales la
que por lo general ocurre antes de 30 horas. En la autopsia se comprueba
que los ganglios superficiales estan algo aumentados y hemorragicos, en
el punto de inoculacién los tejidos se encuentran inflamados y hemo-
rragicos. Hay derrame sero-hemorrégico-viscoso en la cavidad abdominal.
Las visceras en general se presentan congestionadas, el peritoneo esté
engrosado e infiltrado (peritonitis). En el intestino grueso se presentan
zonas hemorragicas; entre las ansas intestinales el exudado viscoso de-
termina la formacién de pseudoadherencias. En el estémago e intestino
delgado se alojan gases y hay contenido liquido viscoso. Los ganglios
mesentéricos ligeramente aumentados de tamafio y hemorragicos. Bazo
e higado algo aumentados, la superficie humedecida por el exudado pe-
ritoneal; al tocar con los instrumentos se forman «<hilos» debido a la vis-
cosidad. Rinones algo aumentados, la vejiga presenta algunas petequias
vy pequenas hemorragias difusas, las capsulas suprarrenales congestiona-
das y con pequenas zonas hemorrigicas. Aparato genital femenino in-
tensamente congestionado especialmente el cuerpo y cuernos del Gtero.
En la cavidad toracica hay derrame serosanguinolento, los pulmones
presentan color rosado con zonas hemorrégicas. Si se coloca un trozo de
pulmébn en agua, éste flota. Los retrocultivos demuestran que Sh. equuli
se encuentra en el exudado peritoneal y en el interior del Gtero. Perma-
necen estériles los cultivos efectuados a partir del bazo, higado, pulmén,
sangre, rinon, exudado toracico y médula osea.

4) Cerdo (Lechém de 30 dias).

Subcuténeo: (Dosis 2 ml). No hay reacciéon local, el animal permanece
aparentemente normal.

5) Caballo (1 1|2 ano):

Subcutaneo: (Dosis 3 ml).

Después de 24 horas hay decaimiento, anorexia, materias fecales blan-
das, en el punto de inoculacién se palpa una induraciéon alojada entre la
piel y la masa muscular, de aproximadamente 5 cm de didmetro, la zona
correspondiente presenta calor y el animal acusa dolor a la presiéon sua-
ve. Después de 48 horas el sujeto come, las materias fecales son nor-
males, el punto inoculado presenta calor y hay dolor, la piel forma pe-
quena elevacion sobre la base indurada y a la presién suave se nota el
comienzo de una colecta liquida. A las 96 horas se presenta un absceso
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fluctuante, circunscripto, con elevacion de alrededor 2 em con respecto al
nivel normal de la piel. Al puncionar se extrae con facilidad pus amari-
llento liquido, mal ligado (cortado), algo filante, inodoro. Al 6° dia el
absceso se abre espontineamente, posiblemente por causa mecénica y
el pus drena, posteriormente cesa la salida de pus, se forma tejido do
granulacién y después de 20 dias hay cicatrizacién. En otros animales
se forma el absceso, pero este no llega a abrir espontaneamente. Mientras
lainfeccidon es activa (10 primeros dias) el ganglio submaxilar esté ligera-
mente aumentado de tamano. Los retrocultivos a partir del pus indican
la presencia, en cultivo puro de Sh. equuli.

“ndovenosa: (Dosis 3 ml). Animal de alrededor de 10 anos de edad.
A las 24 horas el punto de inoculacién se encuentra aparentemente nor-
mal, el sujeto presenta a las 3 horas de inoculado ligera hipertermia du-
rante aproximadamente 6 horas, en este tiempo el pulso estd algo ace-
lerado y hay aumento de los movimientos respiratorios. El apetito se
conserva. Durante algunos dias se presentan modificaciones de pulso,
temperatura y movimientos respiratorios. Después de varios dias el
sujeto enflaquece ostensiblemente.

6) Bovino (1 1|2 afio):

Subcutineo: (Dosis 3 ml).

A las 24 horas alrededor del punto inoculado hay pequeiia pérdida de
la porcién superficial de la piel, es poco visible este detalle. Al palpar:
se nota espesamiento que no alcanza a producir elevaciéon y que se man-
tiene varios dias. La puncién demuestra que no hay colecta purulenta o
de otra naturaleza. No hay calor ni dolor local. Lentamente la parte in-
durada va desapareciendo.

7) Perro:

Subcuténeo: (Dosis 2 ml.) No hay reaccién local ni general, los sujetos
permanecen aparentemente normales.

Intraperitoneal: (Dosis 2 ml.) No hay reaccion local ni general, los su-
jetos permanecen aparentemente normales.

8) Paloma:

Subcuténeo: (Dosis 1/2 ml.) A las 48 horas hay rubefaccién; debajo de
la epidermis y sin elevarla se aprecia la formacion de placas amarillen-
tas formando islotes. A las 72 horas la piel estd integra, debajo se nota
color violado en una extensién aproximada de 0,5 cm?. Posteriormente
se forma una costra que al retirarla pone en descubierto una zona ulce--
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rada roja, y himeda, que cicatriza lentamente. El animal no aparece
muy afectado, conserva el apetito y vivacidad.

9) Rala:

Subcuténeo: (Dosis 2 ml.) A las 24 horas, se presenta en el punto ino-
culado infiltracién consistente debajo de la piel de aproximadamente
3 ¢m. de didmetro. Posteriormente la zona se normaliza sin que se forme
absceso o se altere la piel, Los animales permanecen en apariencia nor-
males.

Intraperitoneal: (Dosis 2 ml.) A las 24 horas, aparentemente normal.
En el punto inoculado no se notan alteraciones. En los dias sucesivos
se comprueba marcado enflaquecimiento progresivo. El apetito esté
conservado.

10) Embrion de pollo:

La inoculacién de embriones de pollo, de 9 a 10 dias de edad, por ruta
intraalantoides, a la dosis de 0,025, 0,05 y 0,1 ml. de cultivo en caldo
infusion de 6 horas de incubacién a 37° C., no afecta la vitalidad de los
mismos.

I1I) Estupio BACTERIOLOGICO DE LOS cULTIVOS 3% ¢ y ' (Representan-
tes del «Grupo Paracoli»).

a) Morfologia:

Los cultivos de 24 horas incubados a 37° C. desarrollados sobre agar
infusion de carne son pleomdrficos. Se presentan formas cocoides y coco-
bacilares de tamano promedio 0,5 ¢ X 1 u-1,5 u, algunos bastones cortos
de hasta 3 u y algunos elementos largos y curvados de alrededor 20 u.

La movilidad es escasa y algunos cultivos se presentan inméviles. No
se forman esporas ni capsulas.

b) Tincion:

Los cultivos en agar infusién de carne de 24 horas de incubacion a
37° C. no tienen gran afinidad tintérea por los colorantes béasicos.
Algunos cultivos presentan predominio de formas bipolares. No toman
el Gram y no son acido-alcohol resistentes.

¢) Cultivos:

1) Agar infusién de carne: (48 horas 37° C.): Desarrollan bien, as-
pecto transparente, superficie brillante, bordes ondulados. Desarrollo
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similar al de las bacterias que pertenecen a los géneros Kscherichia y
Salmonella, en el estado normal. A veces en los bordes se presentan ele-
vaciones de consistencia mucosa. La suspensiéon en solucién fisioldgica
se hace sin dificultad permaneciendo homogénea.

2) Agar infusion de carne semisélido: (24 horas 37° C.): No difunde
por todo el medio, a partir del trazo el desarrollo queda limitado por
una tenue opalescencia que sblo se extiende 1 a 2 mm del eje principal.

3) Agar suero y agar ascitis: (24 horas 37° C.): Similar al cultivo en
agar infusiéon pero algo mas vigoroso.

4) Agar sangre de caballo: (24 horas 37° C.): Se forma una péatina blan-
co-grishcea brillante de borde ligeramente ondulado, no hay hemolisis.
a 0 B, después de 3 dias de incubaciéon el medio adquiere un tinte bastan-
te caracteristico que recuerda al que posee el chocolate.

5) Agar Sabouraud: (24 horas 37° C.): Se observa desarrollo tenue,
brillante y transparente. No aumenta por ulterior incubacion.

6) Agar Mac Conkey: (24 horas 37° C.): Desarrollo poco vigoroso
de superficie rugosa, borde irregular, color rojo.

7) Agar desoxicolalo cilrato: (8 dias 37° C.): No se observa desarrollo.

8) Agar con verde brillante: (Kristensen, Lester y Jiirgens): Después
de 8 dias de incubacién a 37° C., no se observa desarrollo.

9) Agar Wilson-Blair: (8 dias 37° C.): No se observa desarrollo.

10) Agar blando glucosado 1 °/y: (48 horas 37° C.): Desarrollo en su-
perficie y en profundidad. Colonias de 0,5 mm de didmetro, forma de
disco.

11) Papa glicerinada: (24 horas 37° C.): Patina color amarillo limén,
poco elevada, de superficie brillante.

12) Agar glicerinado al 5 9,: Desarrollo similar al que se obtiene en
agar suero.

13) Colonias en agar injusién: A las 24 horas de incubacién a 37° C.
las colonias alcanzan, cuando estin bien aisladas, hasta 4 mm de dii-
metro; son circulares y a la luz transmitida se aprecian varias bandas
concéntricas. Esta diferenciacion aparece después de las 24 horas. Algu-
nas colonias se han presentado con el centro mas claro y borde blanque-
cino, (Fotos Nos. 7y 8) muy caracteristico. Se observan colonias de 0,5
mm de diametro, redondas y lisas.

14) Colonias en agar suero: Similar a lo que ocurre en agar infusién,
a veces suelen presentarse 2 6 3 colonias englobadas en una cépsula mu-
coide (Foto Ne. 6).

15) Caldo infusion de carne: (24 horas 37° C.): Hay enturbiamiento
uniforme, no se forma velo y se aprecia sedimento que por agitacién se
desintegra con facilidad.
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16) Caldo suero: (24 horas 37° C.): Hay desarrollo granular, preferen-
temente adosado a una porciéon de la pared interior del tubo, el sedimento
es abundante y granular. No se forma velo.

17) Caldo higado: (24 horas 37° C.): Enturbia uniformemente, no se
forma velo. El sedimento es granular.

18) Caldo con selenito acido de sodio: (8 dias 37° C.): No se aprecia
desarrollo.

19) Caldo tetrationato: (8 dias 37° C.): Desarrolla pobremente.

20) Caldo con tetrationalo y verde brillanle (Miiller-Kauffmann ): Des-
pués de 8 dias de incubaciéon a 37° C., no se aprecia desarrollo.

21) Caldo infusion con trozos de carne: (24 horas 37° C.): Enturbia
originando sedimento blanquecino de facil desintegracién por agitacion.

22) Agua peplonada: (24 horas 37° C.): Enturbia ligeramente, no hay
velo ni deposito.

23) Caldo glicerinado 5 9,: (48 horas 37° C.): Enturbia uniformemente
sin originar velo. Escaso deposito.

d) Relaciones con el origeno: Desarrolla bien en aerobiosis y en anaero-
biosis.

e) Relaciones con el pH: Desarrolla entre pH 5,0 y 9,0.

f) Cromogénesis: En los medios estudiados produce pigmento amarillo
limén solamente en papa glicerinada.

@) Relaciones con la temperatura: Optima 37° C., escaso desarrollo
a 6° C. y temperatura ambiente; nulo a 44° C.

h) Propiedades bioquimicas y fisiologicas

1) Accién sobre la leche tornasolada: Hay répida formacién de acido;
después de 4 a 6 dias de incubacién a 37° C., el tornasol es reducido. No
se comprueba formacién de coédgulo hasta alrededor del 15° dia.

2) Accién sobre los nitralos: (24 horas 37° C.): Reduce a nitritos.

3) Rojo de Melilo: (48 horas 37° C.): Positiva.

4) Acetil-Melil-Carbinol: (48 horas 37° C.): No produce,

5) Desarrollo en medio de Koser: (8 dias 37° C.): No desarrolla.

6) Produccion de SH,: Débilmente positiva.

7) Produccion de indol: Negativa.

8) Hemdolisis en agar sangre de caballo: Negativa.

9) Accion sobre la gelalina: (30 dias 37° C.): No licua.

10) Medio <tamponado> con urea: (Prueba R. S. S.): No desarrolla.

11) Medio semisélido-lactosa-urea-doble indicador: En los primeros
6 dias de incubaciéon a 37° C. no modifica el color, entre el 6°. y 10°. dia
se presenta coloracién rosada en la parte superior, entre el 20°y 30°dia,
color rojo débil en toda la columna del medio.

12) Producciéon de catalasa: Positiva.
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13) Caldo Mac Conkey: Enturbia discretamente, entre 5°y 8° dia el
medio se decolora algo. No se forma gas.

14) Pruebas de fermentacion: Produce écido y en forma débil, tardia
e inconstante, a veces una pequenia burbuja de gas en los siguientes me-
dios azucarados: glucosa, sacarosa, galactosa, manita, melibiosa, levu-
losa, trehalosa, arabinosa, xilosa, maltosa, ramnosa, celobiosa y manosa.
En foma inconstante débil y tardia, produce acido en: salicina, rafinosa
y lactosa. No modifica las siguientes sustancias: inulina, melezitosa,
dul¢ita, eritrita, sorbita y dextrina.

1) Reacciones serologicas: Los cultivos desarrollados sobre agar infu-
sion de carne (24 horas 37° C.) y suspendidos en solucion fisiologica, a
pesar de formar suspensiones homogéneas presentan reaccion fuerte-
mente positiva con la solucién al 1/500 de tripaflavina. La seleccién de
colonias en agar infusién de carne no permite recuperar cultivos que pre-
senten las caracteristicas adecuadas para su estudio serologico. Por otra
parte los cultivos fueron probados con distintos sueros aglutinantes an-
ti-salmonelas y anti-paracoli, en pruebas de aglutinacién por «toques»,
presentando reaccidn positiva con casi todos ellos pero estando las mis-
mas desprovistas de significado diagndstico.

1) Poder palégeno: Se inocularon suspensiones en solucién fisiolbgica,
procedentes del lavado de cultivos de 24 horas de incubacion a 37° C,
hasta una opalescencia similar al tubo Ne. 2 del nefelémetro de Mac
Farland.

1) Laucha: (20-25 g.): Dosis 0,25 ml. Por ruta subcutinea e intrape-
ritoneal, los animales sobreviven después de presentar ligero decaimiento
durante las primeras 10 horas, traducido por anorexia, quietud y eriza-
miento de los pelos. Posteriormente permanecen aparentemente normales.

2) Cobayo: (200-350 g.): Dosis 0,5 ml. Por via subcuténea e intraperi-
toneal, permanecen en apariencia normales.

3) Conejo: (1,500-2,000 g.): Dosis 2 ml.:

Subcutaneo: A las 24 horas ligera rubefacciéon y en el puato inoculado
escasa elevacion; a las 48 horas el sujeto se encuenira aparentemente
normal.

Endovenosa: No se presentan alteraciones.

4) Caballo: (1 1|2 afio): Dosis 3 ml.:

Subcutdneo: No se presentan alteraciones salvo una zona indurada
en el punto inoculado que se mantiene duranie 4 a 5 dias. posteriormente
puede formarse un absceso que se abre esponténeamente.

5) Bovino: (2 anos): Dosis 3 ml.

Subcutidneo: Se forma una zona indurada en el sitio inoculado que
posteriormente retrocede después de 8 a 12 dias.
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CONSIDERACIONES GENERALES

En el presente trabajo se ha adoptado la designacion Shigella equuli
(VAN STRAATEN)! Dimock, EpwarDs Y BRUNER (6), que se entiende es
provisoria, pues la validez de la designacién genérica se presta a discu-
sion. Por el momento no se hardn consideraciones «in extenso» sobre este
particular, que ha de ser motivo de otro trabajo.

Por lo que se refiere al diagnéstico bacteriologico de Sh. equuli, este
permitié excluir los microorganismos que podian dar motivo a error.
Comparando los resultados que se citan en este estudio. con los referidos
por otros investigadores (6) (7) (8) (11) (13), se observa que hay mar-
‘ada coincidencia en todos los puntos fundamentales. El andlisis de los
resultados obtenidos en las pruebas de poder patdgeno realizadas con
animales de laboratorio, permite constatar diferencias que podrian ser
debidas al hecho de haber realizado las experiencias con cultivos de re-
clente aislamiento y que se traducen por la aparente actividad flebitica-
trombosante observada en los pabellones auriculares de varios conejos,
destinados a la preparacién de sueros diagndsiicos, como esi también
por la probable accién dermonecrética-ulcerativa de algunos cobayos
inyectados por la via subcutdnea. Estos hechos son indicadores de que
este cultivo posee actividad agresora, de la que no se han encontrado
precisas referencias en la bibliografia consultada y que merece ser estu-
diada més intensamente.

Con respecto a las pruebas bioquimicas, se hace resaltar que este mi-
croorganismo produce, dentro de las primeras 24 horas de incubacion
a 37° C., hidrélisis de la urea, la que se pone de manifiesto en el medio
que se ha recomendado para la caracterizacion de colonias sospechosas
formadas por algunas bacterias intestinales (16). En este medio, que con-
tiene urea, lactosa y los indicadores de Andrade y azul de timol, se pro-
duce viraje hacia el color azul, que se inicia aproximadamente a las 12
horas de incubacién a 37° C.; se aprecia que, mientras el medio perma-
nece azul, el trazo, especialmente en la parte superior y después de 48
horas presenta tonalidad amarillenta, forma ésta, de reaccionar, que no
es compartida, salvo Sh. alkalescens, por otros integrantes del género
Shigella. Tampoco el cultivo estudiado se multiplica en el medio fuer-
temente «tamponado» de Stuart y colaboradores (22), a diferencia de las

1 Por lo que se refiere a Sh. equuli, €l trabajo original de van Straalen, que corres-
ponde a la primera designacién binomial y que fué publicado en 1918, no se ha podido
ain consultar; las fuentes de informacién estan representadas por el Bergey’s Manual
(1948) y la publicacion de Dimeock, Edwards y Bruner (1947).
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bacterias del género Proteus que en este Gltimo medio hidrolizan rapida-
mente urea. Se recuerda que algunos representantes del «Grupo Paracoli»,
incluso anaerogénicos, reaccionan en ambos medios en forma similar a
como lo hace Shigella equuli.

Otra propiedad digna de ser destacada es que el cultivo de Shigella
equuli estudiado. no produce catalasa, caracteristica que serviria para
explicar su limitada vitalidad, especialmente en algunos cultivos aero-
bios de los estados «S», desarrollados sobre medios sélidos. Dentro del
género Shigella, algunos de sus integrantes, entre ellos Shigella dysen-
teriae, también poseen esta propiedad, aunque la gran mayoria son pro-
ductores de catalasa. Puede agregarse que los integrantes del «Grupo
Paracoli» que se ha tenido oportunidad de estudiar (15), son catalasa
positivos.

Por lo que se refiere a la vitalidad en los medios comunes de labora-
torio la misma no es tan limitada, ya que después de 2 meses, cultivos
abandonados a temperatura ambiente desarrollados en agar o caldo in-
fusién de carne permiten obtener subcultivos caracteristicos. La dese-
cacion que ocurre en los medios sélidos y el tiempo en que ésta se cumple
parecen influir también en la muerte prematura de las células, sin embar-
go los cultivos jovenes rapidamente desecados y conservados en el vacio,
a baja temperatura resisten algo més de 2 meses en estas condiciones.

Con respecto al representante del «Grupo Paracoli» estudiado, debe
expresarse: que constituye ardua tarea asignar ubicacién sistematica a
las bacterias que comGnmente se las designa como pertenecientes al «Gru-
po Paracoli». Los intentos taxonémicos realizados por diversos autores,
hasta este momento, no cuentan con gran aceptacién, es asi que
en el Gltimo manual de Bergey (1) figura como apéndice,sélo una parte
de las sugestiones de Borman y colaboradores (2) quienes a favor de
una gran experiencia, han propuesto, sobre la base de propiedades
morfol6gicas, tintoriales y bioquimicas, una clasificacién que mere-
ce ser tenida en cuenta. Gran parte de los estudios de los investigadores
Gltimamente citados se deriva de los resultados aportados previamente
por Stuart y colaboradores (21) quienes efectuaron también un estudio
taxon6mico alentador acerca de estos microorganismos. Por lo que se
refiere a lo aqui actuado, se ha recurrido con preferencia a estos trabajos
como fuente de informacién, con el propdésito de ubicar al microorganismo
en estudio, el que por sus caracteristicas, no coincide con ninguno de los
senalados por los autores citados. Las diferencias encontradas con res-
pecto al género Paracolabactrum Borman, Stuart Wheeler (1944) y a
P. coliforme Borman. Stuart y Wheeler (1944) en particular, podrian
quizé justificar-la asignacién de una nueva categoria taxonémica. Como
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aracter sobresaliente el cultivo estudiado estaria comprendido dentro
de los «paracoli anaerogénicos» en el concepto de Stuart y col., debido
a que preferentemente produce acido solamente en los medios con los
azlcares que fermenta, aungue en algunos cultivos se presenta, en forma
extremadamente inconstante y tardia una pequena burbuja de gas, que
se forma en los medios con levulosa, ramnosa, lactosa, rafinosa y glucosa.
La formacién débil inconstante y tardia de una burbuja gaseosa en al-
gunos medios con azlcares, no coincide por lo tanto con la definicion
del género Paracolobactrum; salvo la fermentacidon de lactosa, las espe-
cies que forman este género, son activas productoras de acido y gas. En
lo que se refiere a las propiedades bioquimicas diferenciales de significa-
cion taxondmica, el cultivo en estudio difiere de P. coliforme debido a
que no produce indol. Dado que no es posible asignarle ubicacién siste-
mAatica precisa, este es un problema que queda a resolver. En el presen-
te estudio se consigna provisoriamente como integrante del «Grupo Pa-
racoli» que por sus caracteristicas no coincide con los datos aportados
por Stuart y colaboradores y por Borman y col.

in el representante del «Grupo Paracoli» estudiado, se destacan el
polimorfismo y el aspecto bipolar de los cultivos desarrollados en caldo
y tefiidos, previa fijacién con alcohol-éter, con solucién de azul de me-
tileno. Los cultivos en general son poco caracteristicos en los medios
comunes del laboratorio. Un tipo de colonias cuya descripcién corres-
ponde a las Fotos Nos. 7y 8 y que fuera obtenido con facilidad en los
primeros aislamientos, se fué perdiendo y no se ha podido recuperar en
los sucesivos aislamientos. El desarrollo en agar sangre se caracteriza
por presentar un cambio del color hacia el «chocolate». En las pruebas
fermentativas, ademas de lo que ya se ha citado a propdsito de la forma-
cion de gases en los medios con azlicares diversos, es interesante senalar
el comportamiento frente a la lactosa, ya que este azhGcear es fermentado
en forma tardia e inconstante, se ha podido comprobar que a partir de
un cultivo es posible obtener descendientes «lentos fermentadores» y
atn negativos, a su vez de cada uno de éstos el fené6meno puede repe-
tirse. Este especial comportamiento tiene valor, si se considera que la
accion fermentativa sobre lactosa representa en el momento actual una
propiedad de importancia para la clasificacién de bacterias. En las prue-
bas de poder patogeno experimental no se han podido revelar propiedades
agresoras en los cultivos ensayados, esto desde luego no autoriza a sos-
tener que en condiciones especiales pueda poseerlo. Desafortunadamente
los datos obtenidos del lugar en donde se produjé el aborto son limitados
como para permitir apoyar alguna sospecha acerca de la probable in-
terpretacion que como infeccién natural pudiera darse a este hallazgo.
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Acerca del significado patologico de Shigella equuli se debe expresar
que varios investigadores extranjeros se han ocupado del tema (5) (6)
(10) (11) (12) (13) (17) (19) (20) y todo parece indicar que hasta el mo-
mento actual no existe controversia en asignar a este microorganismo
la etiologia de algunos casos de enfermedades infecciosas sumamente
serias que recaen en equinos de corta edad, cuyos cuadros clinicos corres-
ponden principalmente a las septicemias de los recién nacidos o a las
artritis de los potrillos y sus distintas formas clinicas. Todos estos pade-
cimientos acusan indices de mortalidad verdaderamente alarmantes
y las medidas terapéuticas son hasta este momento muy poco alentado-
ras. Si bien existe acuerdo acerca del significado etioldgico de Sh. equuli,
las opiniones se hallan divididas con respecto a la forma en que se pro-
duce la infeccidon; algunos investigadores sostienen que la misma es ex-
trauterina en cambio otros afirman que puede ser intrauterina (10) (17)
(19) entre estos Gltimos se encuentra Dimock y sus colaboradores (6)
de la Kentucky Agricultural Experimental Station, quienes con gran
experiencia de estos problemas han podido afirmar, sobre la base de una
serie de hechos, «que Shigella equuli se ha podido aislar del exudado ute-
rino de yeguas madres en un ntmero limitado de casos, que se ha podido
comprobar signos de infeccién en animales recién nacidos, que los resul-
tados obtenidos con las medidas tendientes a evitar la presentacién de
casos y conseguir el dominio de la infeccién son desalentadores y que
Shigella equuli ha sido aislada de potrillos muertos al nacer y de infeccio-
nes pre-natales». Nuestro presente caso permitiria sospechar en una po-
sible infeccién intrauterina por Shigella equuli a lo que debemos agregar
juntamente con un representante del «Grupo Paracoli». De momento
estamos incapacitados para informar si el microorganismo aislado solo
0 en combinacién es capaz de inducir al prematura expulsion del feto.
El hallazgo de Shigella equuli juntamente con E. coli ha sido senalada
por autores extranjeros como agentes etiolégico de septicemias y po-
liartritis en potrillos (19) (6).

En nuestro pais y mientras se escribia el presente trabajo, aparecid
una publicacién (9) que se refiere a un ensayo terapéutico en casos de
poliartritis de potrillos, donde se hace constar el hallazgo de Sh. viscosa
por primera vez en el pais, aunque por el cardcter de divulgacién del
mismo no se aportan los datos bacteriologicos. En conocimiento de que
el trabajo completo se habfa entregado para su publicacién se solicitd
un duplicado del mismo!. Al efectuar el analisis de los datos bacte-

L El autor agradece al Dr. C. Orliacq la entrega efectuada.
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riologicos consignados en el mismo, se ha llegado a la conclusion de que
los casos por estos autores estudiados, podrian ser debidos a Shigella
viscosa, ya que no queda totalmente eliminada la posibilidad de que el
microorganismo supuesto en causa pueda corresponder a otra especie
microbiana parecida a Sh. equuli.

La demostracién de que algunos integrantes del «Grupo Paracoli» !
estan dotados de poder patdégeno en condiciones naturales o experimen-
tales para el hombre y los animales, ha sido sustentada por algunos au-
tores (4) (18) (22). En nuestro pais pocas referencias existen acerca de
la actividad patoldgica en estas bacterias, el autor ha podido observar
que algunos «fermentadores lentos de lactosa» poseen marcado poder
patbogeno experimental en animales de laboratorio (15), también ha com-
probado 2, en neumoenteritis de terneros, la presencia predominante de
bacterias del «Grupo Paracoli» en las materias fecales.

Sobre la probable ingerencia del microorganismo que motiva este co-
mentario en el aborto producido, en combinacién con Sh. equuli, ya se
ha tratado en parrafos anteriores. Con respecto al posible papel, que por
separado puede tener en patologia equina, nada se puede adelantar,
salvo que en las pruebas experimentales esta bacteria no ha presentado
poder patogeno evidente, aunque ello no autoriza a sostener que no lo
posea, ya que se ha expresado que las pruebas de poder patogeno se en-
cuentran dificultadas mientras no se disponga de adecuados animales
de experiencia (22).

CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados obtenidos en las experiencias anterior-
mentes senaladas, permite deducir las siguientes conclusiones:

1#. — De la médula 6sea de un feto equino abortado en un haras de
la Provincia de Buenos Aires, se aisla Shigella equuli y un integrante
del «Grupo Paracoli» cuya precisa ubicacién sistematica queda a resolver.

2+, — Kl hallazgo simultineo en la médula 6sea fetal equina de las
bacterias aludidas, no concuerda exactamente con ninguna referencia
de la bibliografia consultada.

3s. — El cultivo de Sh. equuli estudiado, coincide en la morfologia,

1 Los términos «Grupo Paracoli», encuadrados en la 82, Recomendaciéon del Codigo
Internacional de Nomenclatura Bacterioldgica (), se emplean para designar a or-
ganismos relacionados entre si, cuyas caracteristicas se tratan en publicaciones ci-
tadas en la bibliografia (2) (15) (21).

2 Laédito.
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vitalidad y resistencia, propiedades tintoriales, de cultivo, bioquimicas,
serolbgicas y patogénicas con las descripciones tenidas por clasicas. Con
respecto al poder patégeno se comprueban en algunos cobayos y conejos
inoculados subcutineamente y por via venosa, alteraciones tisulares

superficiales hasta ahora no referidas.

42, — En el embrién de pollo, y a diferencia de otros representantes
del género Shigella, el cultivo de Sh. equuli estudiado carece de poder
patdgeno.

5% — Quedan agregadas como pruebas de valor para el diagnéstico
bacteriolégico de Sh. equuli, la propiedad de hidrolizar urea y la ausencia
de produccién de catalasa.

6°. — La penicilina, la estreptomicina y el sulfatiazol. presentan accién
bactericida «in vitro» sobre el cultivo de Sh. equuli estudiado; por otra
parte, las soluciones de écido salicilico son comparativamente mucho
menos eficaces.

RESUMEN

En el presente trabajo se dan a conocer los resultados de un estudio
bacteriolégico efectuado sobre cultivos obtenidos de la médula ésea de
un feto equino abortado en un establecimiento ganadero situado en la
Provincia de Buenos Aires. Shigella equuli y un representante incons-
tantemente anaerogénico del «Grupo Paracoli» se identificaron en el
material analizado. Segtn la bibliografia consultada no aparecen referen-
cias que coincidan con este tipo de hallazgo simulténeo.

El cultivo de Shigella equuli aislado, produce lesiones e¢n el punto de
inoculacién, en algunos animales de laboratorio y como caracteristica
también digna de destacarse figura la falta de poder patdgeno para el
embrién de pollo cuando se lo inocula por la ruta intra-alantoidea. Este
cultivo hidroliza urea cuando el desarrollo se efectua en agar semisélido
con lactosa, urea y doble indicador de pH y ademas no produce catalasa
cuando desarrolla en agar infusién de carne. Marcada actividad bac-
tericida ejercen«in vitro» la penicilina, la estreptomicina y el sulfatiazol
en cambio esta propiedad es escasa frente al acido salicilico al 1 9 en
solucién bicarbonatada.

El representante del «Grupo Paracoli» aislado, no ha podido atn ubi-
carse dentro de la incierta taxonomia de estos microorganismos.
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SUMMARY

In the present work are shown the results of a bacteriological study
of cultures obtained from the bone marrow of a aborted equine fetus
in a farm of the Buenos Aires province. Shigella equuli and a inconstantly
aerogenic member of the «Paracoli Group» were identified in the analysed
material. According to the consulted bibliography this association was
never found before.

The isolated strain of Shigella equuli produces some dermic lesions
in some laboratory animals and it has no pathogenic effect on the chicken
embryos inoculated by intra-alantoid route. It hydrolises urea when
cultured in a media composed of semisolid agar with lactose, urea and
double indicator and does'nt produce catalase on agar infusion cultu-
res. Penicillin, streptomycin and sulphathiazole have a powerfull bacte-
ricidal activity «in vitro», on Shigella equuli culture, but 1 9 of sali-
cilic acid has no bactericidal action.

It as not yet been posible to find the right place occupied by this mem-
ber of the «Paracoli Group» in the complicated taxonomy of the group.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird tiber die bakteriologischen Untersuchungen von Kulturen
berichtet, welche aus Knochenmark eines abortierten Fohlens gewonnen
wurden. Festgestellt wurde: Shigella equult und ein inkonstant aeroge-
nes Mitglied des «Paracoligruppe». In der nachgeschlagenen Literatur
befand sich kein Hinweis auf diese Art von Auffindung.

Der aufgefundene Stamm Sh. equuli verursacht im Laboratoriumstier
Hautschaden die scheinbar trombo-phlebitischer Natur sind. Ausserdem
spaltet er Harnstoff (auf halbfestem Kulturboden mit Agar-agar, Milch-
zucker, Harnstoff und doppeltem Indikator); auf Fleischbriitheagar
entwickelt er keine Katalase. Andere Unterscheidungsmerkmale sind:
keine Pathogenitat fiir Hiithnerembryo (intra-allantoide Einfiihrung);
starke bakterizide Wirkung von Penicillin, Streptomycin und Sulpha-
thiazol auf die Kultur; nur schwache bakteriostatisch-bakterizide Wir-
kung von 1 9 Salizilsdure in Bikarbonatlosung.

Das befundene Mitglied der «Paracoligruppe» konnte bis jetzt nicht
in die etwas ungenaue Taxonomie der Gruppe eingereit werden. Der
Stamm verhilt sich vorziiglich als anaerogen.
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FOTOGRAFIAS

Colonias de Sh. equuli, agar infusién de carne - 48 horas a 37° C. - x 6.
Disociacion de Sh. equuli, agar suero de caballo - 72 horas a 37° C - x 6.
Colonia gigante de Sh. equuli, agar infusién de carne - 72 horas a 37° C x 6.
Ulceraciéon presentada por un cobayo inoculado con Sh. equuli, después
de 6 dias —Pera ventral— x 2.

Colonias en agar infusién de carne del representante del «Grupo Para-
coli», 48 horas a 37° C - La colonia més grande presenta bandas concén-
tricas, en la zona periférica hay sustancia mucoide. x.

Colonias englobadas en capsula mucoide. Representante del «Grupo Para-
coli», 48 horas a 37° C en agar suero de caballo. x 6.

Representante del «Grupo Paracoli». Colonias sobre agar infusién de
carne 24 horas a 37° C presentando centro transparente y reborde mucoso
(aspecto de <rosquilla»). x 6.

Representante del «Grupo Paracoli» Igual que N° 7 después de 48 horas
de incubacién a 37° C. x 6.

Colonia gigante del representante del «Grupo Paracoli». Agar infusién de
carne. 72 horas a 37° C. Se pueden apreciar las bandas concéntricas x 6.



