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Ramon Turroé

Pocos hombres dejan de su paso por la vida una huella profunda.
Entre estos pocos podemos contar a Turro.

Yo le conoci en log dltimos afios «de su vida, y he de confesar
que despertaba en todos los que le trataban, una sincera admiracion.

Era la ofrenda justa a un hombre de polifacéticas actividades y
(que en todas ellas mared el criterio de su genial entendimiento.

Su juventud se desenvolvié en las horas de crisis y de superacion
de finales del ochocientos. Por aquellos dias la ciencia experimental
luchaba por derrnmbar log castillos de la rutina y de la pedanteria
oratoria. En aquellas horas, era preciso la conciencia de la razéom y °
la energia de losx hombres superiores para encararse con los presti-
gios oficiales. Y Turrd dejo oir su voz en polémicas cientificas, con su
fuerte filosofia, que en sus afos maduros constituydé su preocupacion
fundamental.

Hombre inquieto, observador y de fina intuicién, no podia pasar
como espectador indiferente, en la época gloriosa de la génesis de la
microbiologia.

Sun aportacion documentada y genial sobre “Los mecanismos de
la inmunidad”, constituye una obra que en su tiempo fué comentada
y elogiada extensamente, El correr vertiginoso de los dias y la no-
vedad de nuevas teorias, han hecho olvidar la magistral lecciéon de
Turré. Creo que ha llegado el momento de mirar un poco hacia el
pasado, para reivindicar en gran parte la vision de Turrd, ya que
los modernos conocimientos de la bacteriostisia y los antibidticos pa-
recen darle cumplida razon.

Este es el mérito de los hombres superiores. Adelantarse al por-
venir. y hacer que lo que snponemosg una novedad ya fué dicho o adi-
vinado por un espiritu genial.

Hombre sensible a los estimulos e &n tiempo, tercié en el pleito
que apasion6 a Barcelona, en torno a la vida de Mosén Jacinto Ver-
dagner, en su afin de vindicarle.

En sus tltimos tiempos, dedicd sus actividades a la filosofia, pu-
blicando obras de mérito extraordinario, entre las cuales destacan su
“Origen del conocimiento, E1 hambre”, “Los origenes de lag repre-
sentaciones del Espacio tactil” y su “Filosofia Critica™.

Pero, por encima de todas estas producciones, para mi gusto, su
“Disciplina mental” es la obra mejor lograda, de la cual se ha dicho
“que no se puede leer sin experimentar el escalofrio que producen
las cosas verdaderamente geniales™,

Este fué el Primer Presidente del Colegio de Veterinarios de Bar-
~celona. J. V. M.
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Contribucion experimental a la patogenia
de la mamitis gangrenosa de la oveja

PROLOGO

La mayor parte de los trabajos de investigacion son realizados
basindose en una hipotesis previa, que sirve de guia y de punto de
orientacion. Las experiencias que se describen en esta pequeia mo-
nografia, surgieron de una hipétesis de trabajo, pero no integramente
imaginativa,

Nuestra hipotesis de que la mamitis gangrenosa de la oveja y de
la cabra, es un proceso achacable a la funcién toxigenésica del esta-
filococo, se fundamentaba en tres experiencias diversag, y algunas un
poco antiguas ya.

1.* En un foco de mamitis estudiado el ano 1932, en colabora-
ciom con el compafiero José Vilanova, de Agramunt, habiamos obser-
vado entre otras cosas, que la inoculacion de cultivo vivo, fuera de
la glindula mamaria, sélo provoca la lesion normal de un estafilo vi-
rulento. Investigaciones de numerosos. téenicos, enfre ellog el propio
Nocard, habian puesto de relieve que s6lo la inoculacion en la mama
en perfiodo de actividad, desarrolla el sindrome tipico de la mamitis
gangrenosa. .

2.  En nuestra labor rutinaria de andlisis de productos patold-
gicos, habfamos observado reiteradamente, que la inoculacion de cul-
tivos aislados de mamitis de esta naturaleza al palomo, le mata en
menosg de 24 horas, sin conseguir de lag siembras de sangre «del co-
razom la aparicion de los cultivos que esperibamos. SBolamente se re-
cupera el germen, utilizando como material de siembra una pequena
poreion del nodulo necrdtico que se encuentra en el sitio de la inocu-
lacion (misculos pectorales). Por tanto, no es mucha fantasia pensar
que los palomos no mueren de septicemia estafilocoeica.

3. Durante algunos aifios nos venimos dedicando a la prepara-
ciom de toxinas estafilococicas con destino terapéutico, En este tiem-
po se nos ocurri6é probar si los gérmenes procedentes de mamitis de
oveja y cabra eran aptos para obtener buenas toxinas como lag que
dan las cepag de prestigio internacional como son la Wood, Nelis 72
y otras. Tal como habiamos previsto o sospechado, casi todas las
muestras de estafilo de mamitis dan hemotoxina, y especialmente la
M-2, cuyos titulos son algunas veces superiores a los alcanzados por
las cepas antes citadas,
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No teniamos, pues, ninguna duda de que el estafilo de estas ma-
mitis desarrolla una evidente actividad téxica, que podria explicar el
mecanismo de su patogenia.

Nuestra imaginacion, por tanto, tiene una parte muy exigua en
el desarrollo de este trabajo, ya que se ha limitado a idear un grupo
de experiencias que creemos suficientemente demostrativas vy que no
han podido alcanzar mayor amplitud a causa de las dificultades que
las actuales cireunstancias presentan a todo trabajo de investigaeionm
que requiere gran cantidad de material vivo.

UUN roCcO DE HISTORIA

Las etapas de la caracterizacion de la mamitis gangrenosa de la
oveja no parecen muy alejadas de nuestros tiempos,

Todos los trabajos que hemos podido consultar, coineciden en
atribuir a Arboval, 1823, la primera deseripeiéon definitiva de esta
morbosis. La mejor descripcion clinica seria la de Kotelmann, 1836,
como asimismo no se puede olvidar un estudio interesante de Rivol-
ta en 1875,

Era preciso la aparicion lmwminosa de log trabajos de Pasteur,
para aclarar definitivamente su etiologia microbiana. Y asi fué. No-
card, uno de los colaboradores mis gelectos del Maestro, descubre en
1887 el micrococo que fué bautizado con su nombre. Deseribe su aisla-
miento, su cultivo y sus caracteristicas morfolégicas. Reproduce la
enfermedad inoculando ecultivos en la mama. Utiliza como animales
de laboratorio y para ensayo de su poder patégeno, el caballo, el buey,
el cerdo, el perro, el gato, la gallina, los cobayos y el conejo. Excep-
1o el conejo los demis animales no parecen sufrir mucho a consecuencia
de su inoculacion.

Mis tarde, 1908, Pfeiléer comprueba en todos sug puntos las in-
vestigaciones de Nocard., Bridé ensaya con éxito la profilaxis a base
de emulsiones microbianas. 5

En nuestro pais, Garcia Izcara demostré la existencia de la ma-
mitis en nuestros ganados sin afiadir observaciones personales de
interés,

Recientemente, Rafael Caldevilla, en un frabajo de divulgacion,
confirma el eriterio sustentado por Nocard, Bridé y Pfeiler, de que la
mamitis gangrenosa «6lo aparece cuando un traumatismo en el parén-
quima mamario facilita la colonizacion del germen especifico. Obser-
va ademis, que las ovejas que crian a sus hijos no enferman en la
proporeion que lo hacen las sometidas a un ordefio metodico. Supone
con logica, que las manos no siempre acaricianteg del pastor, son la
cansa indirecta de la manifestacion gangrenosa.

Y més recientemente, un interesantisimo trabajo de Blanco Loize-
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lier perfila la caracteristica hemotéxica de estos microbios, Este tra-
bajo experimental, realizado paralelamente a la mayor parte de nues-
tra investigacion, esfuma aparentemente lo poco que pudiera existir
de originalidad en nuestra tarea, pero tiene por otra parte el inapre-
ciable valor de constituir una confirmaciéon de nuestros puntos de
vista esenciales. I&s un azar nada raro entre los que nos dedicamos
a esta clase de actividades.

Para terminar este bosquejo histérico, y por no creer merezca
capitulo independiente, nos interesa insinuar que la mamitis gangre-
nosa de las ovejas y cabras, debe ser una enfermedad que no se
conoce o tiene una importancia muy escasa en la mayor parte del
mundo. A juzgar por la bibliografia que conocemos, su existencia se
acusa en Espafia, Portugal, Franeia, Italia, Grecia, Turquia, Egipto
y algunas islag del Mediterrianeo. Diriase una afeccién mediterrinea.
Obras de tanta categoria como el Hutyra y Marek y el Friohner, no
hacen mencion de ella, Esto demuestra que no ofrece un interés es-
pecial para los téenicog de Centro Europa., Por otra parte, tampoco la
literatura americana e inglesa es muy prédiga en trabajos que se re-
lacionen con ella.

No tenemos datos sobre su extensién y pérdidas que ocasiona en
nuestro pais, Es esta una cuestion de estadistica correcta, y seria en-
ganarnos si supusiéramos que las nuestras reflejan la verdad. De todos
modos no debe ser despreciable la cifra de perjuicios que ocasiona si
tenemos en cuenta la cantidad importante de cepas de este germen
que se han aislado en log diferentes laboratorios oficiales y particu-
lares que funcionan en Espafia, Por ofra parte, es una enfermedad
bien conocida por la mayoria de los veterinarios que acttian en nues-
tro medio rural. '

ETioLocia

Después del descubrimiento de Nocard, es muy dificil andar con
divagaciones acerca de la causa de la mamitis gangrenosa. En todo
caso puede discutirse la personalidad del germen y negar se trate de
un germen especifico. Parece que nos debatimos con un vulgar esta-
filococo, como ya decia Oreste en su magnifico tratado de enfermeda-
des infecciosas, !

(El gindrome gangrenoso de las mamitis es causado siempre por
un estafilococo? De ninguna manera. Nosotros hemos aislado en cul-
tivo puro el Clostridiwm histoliticus y Basset afirma haber encontra-
do Clestridium Welchi (1), Pero esto no tiene valor alguno para negar
que el estafilococo, en su funeién téxica, sea el causante habitual de
las mamitis gangrenosas.

(1) Recientemente, P. Bermejo ha identificado una pasterela como causa exclusiva
de un foco de mamitis de este tipo.
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Cuaquier germen con actividad necrosante puede crear una le-
fion parecida, y producir nna sintomatologia semejante.

Lo comtn en nuestro caso, es que la mamitis gangrenosa de las
ovejas y cabras, sea producida por el estafilocco aislado y descrito
por Noeard. Todo lo demés son excepeiones, Aqui no definimos la en-
fermedad por el germen causante como en el caso de la ftuberculosis
sino por la sintomatologia y las lesiones, y éstag hemog visto que ¢l
99 por 100 de las veces son ocasionadas exclusivamente por un es-
tafilococo.

Ademas, este germen cumple el clisico postulado de Koch, Se
aisla el germen, se reproduce la enfermedad y de la enfermedad ex-
perimental se aisla constantemente el germen inoculado. No creemos
se pueda pedir mis,

ALGO SOBRE IDENTIFICACION MICROBIANA

Los procedimientos y los métodos para identificar gérmenes pa-
togenos han mejorado profundamente en estos Gltimos afnios. De la pri-
mitiva orientacion morfolégica y de las reacciones bioguimicas, hemos
pasado al estudio de otras propiedades y funciones, que en el fondo,
son las que dan a los microbios su aunténtica personalidad.

La microbiologia, es todavia una ciencia joven y no contiene doc-
trinas v dogmas abundantes, con la categoria de hechos clisicos, Es
ciencia en periodo de formaciéon, y por lo tanto no debe asombrar a
nadie la comprobaciom de mudanzas y variacion de opiniones,

Y los micrococos, constituyen el grupo microbiano de identifica-
¢iom mas fluctuante, No hay duda que el eriterio actual es méis logico,
sobre todo si hemos de referirnos a microbios patogenos., Porque na-
die puede poner objeciones al procedimiento que para identifiear un
ser patogeno. estudie sus actividades agresivas en vez de contentarse
con averiguar cufiles son los hidratos de carbono que mas le apetecen.

En el easo concreto de log estafilococos se han identificado por dis-
tintos procedimientos bioldgicos o quimicos, un numeroso grupo, de subs-
tancias, que por orden aproximado de antigiiedad son las siguientes:

Leucoeidina
Coagulasa
FFibrinolisina
) Toxina letal
. ; Hemotoxina
Exotoxinas :
s Dermonecrotoxina
Enterotoxina
Hialuronidasa
Anticoagulante
Inactivador de la penicilina
Inactivador de la sulfonamida
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astas actividades agresivas y defensivas que ejercen los estafiloco-
¢ot, (y que posiblemente no son todas lag que-poseen), tienen sin nin-
gin género de duda, mayor importancia que sus propiedades fermen-
tativas.

Ante estos hechos, se han derrumbado las bas®s de clasificacion
de estos gérmenes, y volvemos a vivir una era de anarquia en la iden-
tificacion de los estafilos.

Cada investigador pretende haber encontrado un test definitivo
para catalogar estos microbios en dos bandos bien diferenciados: los
estafilococos patogenos y los estafilococos saprofitos,

Para unog seria, su virulencia para ciertos animales de laborato-
rio; para otros su agrupacion serolégica; para otros sus toxinas, y
finalmente Burnham 8. Walker espera que por la determinacion de
lag coagulasas se podrin clasificar, En este laberinto va casi nadie
se acuerda de log preciosos pigmentos, ni tan siquiera de si la gelati-
na se licia o no. Esto no gon mis que caracteres secundarios de simple
valor de curiosidad sistemitica. |

Imaginamos que lo prudente consiste en huir de dogmatismos y
de polarizaciones, y aceptar que los estafilococos patdgenos son todos
parientes mis o menos cercanos, que ejercen esta o aquella funcion
a tenor del ambiente que les rodea y de las dificultades que los orga-
nismos parasitados les ofrecen a su metabolismo, clave de su fun-
ciom vital.

Consecuentes con este criterio, nosotros .creemos que la identifi-

acion de un estafilo deberia fundamentarse en un grupo de funcio-

nes bioldgicas que pueden variar en naimero y en intensidad, segin
la lesiom de donde proceden en virtud de actividades que se veran
forzados a desarrollar.

Para nosotros es un caso tipico de lo que acabamos de proponer,
el hecho de la existencia de tipos de hemolisina que podrian expli-
carse sin gran repugnancia, teniendo en cuenta el huésped que habi-
tualmente parasitan. Asi, los estafilococos procedentes de afecciones
animales lisan una especie de glébulos rojos mientras que los de origen
humano producen la lisis de otra especie,

NUESTROS ENSAYOS DE CLASIFICACION

Después de las anteriores consideraciones no eg de extrailar que
no hayamos sentido un gran entusiasmo porf los hidratos de carbono
¥ en consecuencia nos hemos limitado a lag pruebas de aquellas ac-
tividades microbianas que parecen intimamente ligadas a las pro-
piedades patégenas de los gérmenes que pretendiamos estudiar,

Hemos trabajado con 17 muestras de estafilos procedentes de ma-
mitis estafilococicas de cabras y oveja y 15 de origen humano diverso.
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Nos interesa hacer constar que varias de las cepag de mamitis
gangrenosa son de reciente aislamiento y otras llevan ya bastante
tiempo de vida en medios artificiales, Esta observacion tiene por ob-
jeto salvar las posibles objeciones que puedan hacerse a su actividad
inconstante. De todos modos nos consta que recién aisladas eran nor-
malmente patogenas para el palomo. No conocemos mis ecaracteristi-
cas e su juventud, ya que no eran corrientes las determinaciones ac-
tuales. En cambio, es muy posible una degeneracién o una contami-
nacion por estafilog banales, por ser este germen extraordinariamente
habitual en la flora del aire. En cuanto a la posible degeneracién, re-
cuérdese que no es un fendmeno excepcional, ya que se observa fre-
cuentemente en éste y otros gérmenes en su vida en los mediog arti-
ficiales de cultivo, donde no es preciso desarrollar grandes activida-
deg funcionales para vivir con holgura y sin sobrmaitos de factores
que puedan inhibir su metabolismo.

Hemos anotado el color del pigmento, que como se ve no es un
caricter constante, aunque es indudable una gran mayoria para el
dorado gris.

La licunacion de la gelatina también es voluble. En cambio, con
el bacteridfago que nosotros hemos utilizado, en todas las cepas que
se pueden considerar de patogenidad activa, se ha produc1do una
lisis total y permanente en medio liquido.

La hemolisis en placa, ha sido casi constante, predominando en
las cepas de origen animal el tipo beta como ha observado también
Blanco. La coagulasa ha coincidido sensiblemente con la hemolisina.

La coagulaciom y acidificacion de la leche con phrpura de bromo-
cresol, ha gido ciertamente inconstante,

No tiene valor alguno la reduceién del azul de metileno.

Quisimos observar la posible presencia de substancias inhibido-
ras de la penicilina, y al efecto hemos determinado el halo negativo,
trabajando con cantidad arbitraria de U. ., pero constante para
todas las muestras ensayadas. Como puede verse en el cuadro resu-
men, la sensibilidad de las cepas es completamente variable, pero
siempre efectivo el poder inhibidor de la penicilina.

El poder patégeno ha sido ensayado uniformemente en el raton,
finico animal del que disponiamos en cantidad suficiente para los
numerosos ensayos que hemos tenido que realizar, La muerte del pa-
lomo estd referida siempre a la fecha de su aislamiento.

COMO MATA EL ESTAFILOCOCO

Téngase presente que dnicamente nos referimos al ratéon, ya que
dste ha sido nuestro animal de experiencia,
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Los ratones nuevos mueren por dos mecanismog claramente deli-
mitados: por toxina o por septicemia.

Cuando el germen es hipertéxico, le mata en un intervalo de &
a 24 horas. En este caso suponemos que ha sido por aceién de toxina,
puesto que la siembra de sangre del corazén da un promedio de 10
gérmenes por c. c.

Por lo comin se recogen dos gotag de sangre que sembradas en
agar y caldo, corrientemente sélo cultiva uno de los tubos, y cuando
éste es el agar, se observa una sola colonia. Esta cifra de gérmenes
circulantes es notoriamenie escasa y ni tan siquiera corresponde al
nimero inoculado, que sobrepasa los 200 millones, por siembras se-
riadas sobre placa de Petri.

Cabia sospechar que la muerte fuera ocasionada por la accién to-
xica ejercida por log propios gérmenes ante la posibilidad de su
lisis brutal por los mecanismos normales de defensa. Algunos inves-
tigadores admiten la existencia de endotoxinas letales. Para eliminar
esta duda, se realizaron estas experiencias:

1. — Se exalté una cepa (m-2) hasta conseguir que mafara en
menos de 24 horas a la dosis de 0’02 ¢, ¢. de cultivo en caldo, con lo
que el nimero de gérmenes quedaba realmente disminuido. Consegui-
da esta exaltacién, inoculamos un lote de 6 ratones en estas condi-
ciones, muriendo todog antes de 24 horas y dando las siembras el
ntimero habitual de gérmenes citado.

2. — Conocida la eficacia de la penicilina en el tratamiento de las
estafilococias, comprobamos previamente la sensibilidad de la cepa
m-2, para proceder luego a estas experiencias:

@) Un lote de 10 ratones mfs 4 testigos, se inoculan asi: rato-
nes de reaccion; (1 e¢. c¢. cultivo y cada 3 horas una inyeccion de
0’1 e¢. c¢. de penicilina conteniendo 400 U, O. La dosis de penicilina
se repite cinco veces, Ex decir, reciben en total 2.000 U. O. Los tes-
tigos con 0'1 c. e. del mismo cultivo.

Resultados: Los testigos mueren todos entre las 9 y las 48 horas.
Los tratados con penicilina viven a los 15 dias, excepto uno que mue-
re a las 24 horas.

b) 6 ratones €on inoculados con 0’1 e. ¢. eultivo m-2 y al mismo
tiempo reciben 4.000 U. O. de penicilina en una sola inyeceion,

¢) 6 ratones son inoculados con 0’1 e, ¢. del mismo cultivo y al
mismo tiempo reciben 4.000 U. O. de penicilina emulsionada con ex-
cipiente retardador, :

d) 4 ratones, testigos, con 0’1 e. e, cultivo,

Resultados: Los testigos son encontrados muertos a las 24 horas.
Los restantes, vivos mis alli de los 20 dias.

Por estas experiencias se demuestra que el niimero de gérmenes
no es un factor esencial en la muerte por accién téxiea, y que la pe-
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nicilina es de extraordinaria actividad especialmente en las condicio-
nes de nuestro experimento, y que el tiempo que tarda el organismo
en liguidar definitivamente el foco de inoculacién no es superior a
4 horas, pues pasado este tiempo ya no existia antibiético en uno de
los lotes de nuestros experimentog citados.

Todog los animales que mueren hasta las*36 horas, como ya hemos
dicho, presentan las caracteristicas de una muerte por la accién to-
xica. Blanco dice haber encontrado siempre, como lesién caracteristi-
ca, una congestion de las anterrenales. Nosotrog hemos visto esta le-
gion, pero no en todog los casos autopsiados.

En cambio, cuando la vida se prolonga un poco més, los ratones
mueren con un cnadro septicémico y lag siembras de la sangre del
corazéomn proporcionan incontables colonias.

MAS PRUEBAS DB ACCION LETAL, POSIBLEMENTE TOXICA

En nuestros ensayos tipo inmunologico, que més adelante ana-
lizaremos, hemos inoculado un grupo de ratones con gérmenes y suero
antitéxico, La mayoria sobreviven, pero a dos pocos diag presentan
un absceso subcutineo en el sitio de la inoculacién, que acaba necro-
sando la piel y produciendo una tlcera de considerable extension. Por
tanto, en aquellos individuos que pudieron neufralizar inmediatamente
la funcion téxica, el estafilococo s6lo produjo la accién necrosante y
proteolitica de un Aantrax, sin lograr transponer las barreras del foco
de, inoculacion,

Por otra parte, es un concepto indigscutido en log actuales cono-
cimientos de la biologia de este germen, que in vitro pueden obtener-
se substanciag de su cultive, que inoculadas por via intravenosa al
ratén, cobayo y conejo, producen la muerte en el espacio de tiempo de
pocas horas,

En otra experiencia utilizando ratones tratados previamente con
anatoxina obtenida con gérmenes de origen humano, hemos registra-
«do estos resultados:

Los 4 ratones testigos mueren antes de las 24 horas, con siem-
‘bras dificilmente positivas,

Los ratones vacunados con anatoxina, se comportan asi:
-2 mueren a las 24 horas.

2 mueren a las 60 horas, con evidente cuadro septicémico. Siem-
‘bras con abundantes colonias.

2 resisten sin la menor perturbacion aparente.

En este caso, la inmunidad poco brillante ciertamente, demuestra
no obstante que en no despreciable proporeion, se habia creado uvna
discreta cantidad de antitoxina suficiente para detener la aceion letal
«le los productos tbxicos. ;
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Estos resultados mediocres de inmunidad, no nos han sorprendido,
pues coinciden con los obtenidos por todos los investigadores que han
trabajado con estafilos.

ENSAYOS DE BACTERIOSTASIA

Hemos realizado pruebas con la penicilina y con diversas sul-
fonamidas, cuyos resultados resumiremos en este capitulo.

En cuanto a la penicilina, hemos visto ya que no respeta nin-
guna de las cepag estudiadas. Tanto los ensayos gsobre placa buscando
el didmetro de su halo de .inhibicién, como por diluciones en “tubos
de caldo, la penicilina ha demostrado una actividad manifiestamente
grande,

Se ha observado, no obstante, que no todas las cepas han ofreci-
do la misma sensibilidad, como puede verse por las cifras anotadas
en nuestro cuadro resumen. Este hecho lo tenfamos por descontado,
ya que otros investigadores habian tropezado con él, y la valoracién
estandard de la penicilina se realiza con una cepa uniforme.

Con relacién a los gompuestos de sulfonamidas, hemos tenido po-
gibilidad de obtener la sulfonamida base, el sulfothiazol, la sulfo-
guanidina y la sulfotalidina.

Los ensayos in vitro, no han sido discretamente demostrativos,
dadas las dificultades de su actuacion en medios orginicos y a la
poca difusibilidad que presentan las soluciones colocadas en los ci-
lindros de agar.

Por tanto, y en este aspecto, hemos de confesar nuestro fraca-
80, y el poco tesén que hemos tenido en profundizar en estos métodos
de valoraciéon de sulfonamidas.

En cambio, intentamos comprobar su accién in vivo, acuciados por
el éxito brillante obtenido con la penicilina y habida cnenta de la
pretendida actividad semejante que dicen tienen estas substancias,

Tuvimos que empezar por determinar con exactitud la dosis de
tolerancia de estos productos para el raton, :

Como dato inicial, solamente encontramos los proporcionados por
Domak, que no alcanzan a la sulfaguanidina ni a la sulfotalidina.

Después de determinar en varios lotes de ratones la dosis de to-
lerancia, se realizaron ensayos de prevencion utilizando como siempre ]
nuestro cultivo m-2, vy a la dosis habitual de 01 ¢. e. de cultivo en
caldo de 24 horas,

Cada sulfonamida constituyé un lote de 8 ratones con sus respec-
tivos testimonios,

Todos log testigos mueren en su tiempo habitual.

Unicamente se observa una ligera supervivencia en el lote frata-
do con sulfothiazol, Be salvan 3 de los 8 ratones inoculados,
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Es necesario advertir que la inoculacién de sulfonamidas ha sido
tnica, en razéon de comparar sus efectog con los obtenidog con la pe-
nicilina, y porque sabemos que la eliminacion de las sulfonamidas es
con mucho, considerablemente més lenta que la de la penicilina, Por
otra parte, es justo hacer constar que las dosis de penicilina fueron
enormes, en consideracion al peso del animal, limite al cual no es
posible llegar con las sulfonamidas.

UN POCO SOBRE TOXINAS ESTAFILOCOCICAS

La aceién patégena de estos gérmenes, desde hace unog afios ha
sufrido una casi revolueioén, con motivo de descubrirse sin el menor
titubeo, que son capaces de producir en condiciones apropiadas, un
grupo complejo de substancias téxicas de sorprendente actividad.

Antes de continuar, creemos interesante la formulacién y respues-
ta a esta pregunta: La toxina estafilocOcica, ;es exotoxina o endotlo-
xina? El hecho de haberse tardado tanto en poner en claro la exis-
tencia real y definitiva de toxina estafilocO6eica, ha sido motivo de
discusiones y suspicacias, que parecen totalmente superadas.

En primer término, tenemos unas condiciones de tipo quimico y
biol6gicas que caracterizan las exotoxinas, Istas crean anticuerpos,
y por la accién del formol pierden su grupo toxico, conservando sus
propiedades antigénicas en su casi totalidad.

Las toxinas que elabora el estafilococo en log medios de cultivo
artificiales, retinen las condiciones que acabamos de exponer,

En esta faceta del metabolismo del estafilococo, podemos ofrecer
una sencilla investigacién comprobatoria, mdlrectamente que hemos
realizado con los siguientes elementos:

A. Toxina obtenida por el método de Nélis.

B. Lisis producida por el bacteriéfago.

C. Autolisis del germen conseguida introduciendo una emulsion
de cultivos en agar, diluidos en suero fisiologico y caldo a partes
iguales.

Todos log elementos del ensayo son filtrados por bujia y proce-
den de la misma cepa del estafilococo, el 8. 15 de nuestra coleccion.

En el primer caso tenemos toxina producida por log procedimien-
tog especiales que luego esquematizaremos.

En B, tenemos una disolucién del protoplasma mierobiano, ob-
tenido por medio del virus Twort-D’Herelle.

En C, una parecida solucion de protoplasma que se produce en
algunas cepas, con la emulsién citada y puesta a la estufa durante
varios dias en tubos cerrados a la lampara procurando que la capa
de aire sea lo més reducida posible,

PPor tanto, una toxina y dog hipotéticas solticiones de endotoxma.
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La prueba se hace con glébulos rojos de conejo diluidos, y s¢ man-
tienen los tubos una hora a 37° y se leen log resultados después de
dog horas de permanecer en la nevera:

Diluci6n Toxina A. Toxina (?) B. Toxina (?) C.
1/10 R 0 -+
1/30 4+ G 0 0
1/100 S el 0 0
1/200 A = 0 0
1/300 R 0 0
1/400 TR 0 0
1/500 eyl 0 0
1/600 AR 0 0
1/700 + 0 0

De esta prueba se deduce con claridad que la toxina es un pro-
ducto de secrecion de los estafilococog durante su germinaciéon en
medios apropiados. De ser una endotoxina los lisados logicamente de-
berian contener substancias hemotbOxicas, puesto que estin constitui-
das por la disgregacion del protoplasma microbiano y como se ve,
su poder en este sentido es priacticamente nulo.

Queda pues bien claro que el estafilococo produce una auténtica
exotoxina, cuyas caracteristicas son las giguientes:

1 Es hemotéxica o hemolitica
2 Es dermonecrotica
3 Es letal.

Pero estas tresg funciones de la toxina estafilocOeica no- parecen
individualidades con personalidad independiente, Son mis bien ma-
nifestaciones diversas de una misma actividad.

Demuestra esta. aseveraciéon el hecho de poderse valorar por cual-
guiera de las téenicas al uso para una de estas funciones.

Hay més pruebas., Saturando una porecion de toxina estafilococica
en su funcién hemolitica, pierde casi todo su poder dermoneerttico y
letal. La prueba inversa, como es obvio, no es préacticamente reali-
zable,

La funcién hemolitica de la toxina, tampoco es finica, ya que se
conocen bien estudiadas, dos, claramente diferenciadas. En este caso
#i que pueden estudiarse separadamente, sin interferencias. La hemo-
lisina alfa, actia selectivamente gobre glébulos rojos humanos o de
conejo, mientras que la beta, muestra su actividad frente a log gl6bu-
los de cordero .

Recientemente, Ipsen y Rostock han preparado una antitoxina B,
como patrén provisional para estudios experimentales, ya que reco-
nocen su poea importancia practica. Ista visibn acaso sea fundada
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¢n la consideracion parcial del problema, puesto que si para la inmu-
nologia humana su valor es puramente especulativo, no tendria nada
de particular que en un futuro no muy lejano, sea preciso concederle
la importancia debida a su significacion en la terapéutica biologica
veterinaria.

LA VALORACION DE LA TOXINA ESTAFILOCOCICA

Para los investigadores que tienen toda clase de facilidades, es
un problema relativamente sencillo: Se maneja segin instrucciones
detalladas la antitoxina patrén que elabora y reparte el Comité de
Higiene de la S. D. N. y todo estd resuelto.

Para los que nos desenvolvemos en ciertas latitndes, no siempre
es posible obtener sueros patrones. Pero en este mundo, bien o mal,
todo se suple con un poco de esfuerzo. Y en nuestro caso nos hemos
preparado un supero antitoéxico, inoculando un caballo con toxinas pre-
ferentemente alfa, y ajustando todas nuestras determinaciones a esta
definicién internacional, que se utiliz6 en los momentos de mixima con-
fusion en estos estudios que han revolucionado completamente la bio-
logia de los estafilococos, y han impuesto como logica consecuencia,
una revigiom total de la sistemitica que catalogaba estos gérmenes,

He aqui los postulados fundamentales:

U. M. H. (unidad minima hemolitica) — a la mis pequena can-
tidad de toxina que da hemolisis en una hora a 37, utilizando 01 ec. e,
de globulos rojos de conejo al 20 por 100, y conziderando como he-
molisis positiva hasta donde llega el 25 por 100.

La U, M. N. (unidad minima necrosante) tendria un valor equi-
valente,

U. A. (unidad antitoxica) == a la mis pequeiia cantidad de guero
que neutraliza 200 U, M. I.

Todo esto, como es natural, y referido a la funcién hemotéxica,
corresponde a hemolisina alfa.

He aqui un esquema de valoracion de nuestro suero antitoxico:

Toxina en c. ¢. 2 2 A 2 2 2 2 2 2 2
Suero en e. . 0705 01 015 10726 0°25 0°30 035 040 045 0'50
0

La toxina contiene por e c. 1.000 U. M, H. El suero tiene pues
por ¢. e. 50 U, A. No es ciertamente un titulo muy elevado, pero sirve
perfectamente para nuestras valoraciones, y constituye una base cons-
tante para referir y unificar todas las determinaciones, que si no se
ajustan exactamente al patrdén internacional, no se apartan de ella
«n cifras inconstantes, -

Valorada una toxina procedente de cepas exclusivas de mamitis
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gangrenosa, proporciona resultados del todo concordantes referidos a
la hemolisis en glébulog de conejo.

Toxina en e, ¢. 2 2 1'% 2 2 2 2 .2 =
Suero en c. e, 0°05 0’10 | 0715[ 020 0°25 (0°30 (0’35 040 045 (0’50
¥

La toxina contiene 800 U, M. H. por ¢. e. Por la floculacion te-
nemos que corresponde a 75 U, cuando el edlenlo tedrico son 8 U.

Salta con facilidad una objecién a esta prueba: Se trata en ambos
casos de neutralizacion de hemotoxina alfa, o sea en funcion de glo-
bulos de conejo, y ya sabemos que la hemolisina beta tiene su anti-
cuerpo especifico.

Como esta valoracién no nos convence completamente, en cuanto’
a nuestro prop6sito de demostrar la identidad antigénica de todos los
estafilococos patogenos, he aqui otras pruebas que satisfacen un poco
mis ; :

Niguiendo el método preconizado por Hartley vy Llewellyn, hemos
determinado la dosis test dermo-necrética. Esta se define asi: Es
la cantidad de toxina que mezclada con 0’1 unidad antitéoxica deter-
mina sobre el conejo una necrosig ligera pero” perceptible claramen-

L
e\ 10

Poseyendo nuestro suero 50 U. A, se diluye al 1/50 y en 0’1 e. e.
Uik

tenemos precisamente 1a“1"6 =

Las toxinas utilizadas para esta prueba las llamaremog C y D.
C proviene de germen humano y D es elaborada por un germen de
mamitis gangrenosa.

Con el fin de unificar las cantidades puestas en reaccién, diluyen-
do la més activa, se han igunalado los titulos hemoliticog alfa de ambas
toxinas,

Suero al 1/50 01 01 01 1 01 1
Toxina C. 0025 00030 0035 0040 0045 0050
0 ] 0 tr N N

Dosig test - —_Ia* == (040
Suero al 1/50 01 01 01 0'1 01 1

Toxina D. 0'025 07030 0035 0040 0045 0050
(1] 0 0 tr N N
141'
Dosis test - m"' = Q(MU

De estas pruebas se desprende que las toxinas C y D, tienen una



UNB

Universitat Autémoma de Barcelona

i

cantidad de necrotoxina equivalente, puesto gque la antitoxina retiene
y neutraliza volimenes iguales.

Hemos realizado pruebas semejantes utilizando la dosig fest hemo-
litica, pero sug resultados perfectamente légicos en razém a su valor
hemolitico inicial, no aportan argumento alguno para nuestra tesis
de la identidad de los estafilococos patogenos,

En cambio, en el caso de la dermotoxina, no ofrece dudas la se-
mejanza funcional de la toxina de origen humano con la de proce-
dencia de la oveja.

La determinacion de la dosis letal para el ratém, no ha ofrecido
variaciones de importancia en las distintas toxinas ensayadas. En
cambio ofrece un cierto interés la prueba de atoxicidad de las mezclag
suero y toxina, en las reacciones de floculacion,

La inoculacién intraperitoneal al ratéom, de 0’5 e, e. de log tubos
teoricamente neutros por haber aparecido en ellog la floculacién ini-
cial, no provoca transtornos de aparente gravedad.

La inoculacion de la misma dosis, procedente de tubos hiposatu-
rados 0 en argot de laboratorio, de tubos de la izquierda, llega a matar
si la diferencia entre toxina miés antitoxina es notable. En definitiva
esto constituye un test letal, i

Pero no es esto lo que deseamos destacar. Partimos de una anti-
toxina tedricamente humana y probablemente anti alfa, y si el com-
plejo téxico de procedencia mamitis gangrenosa no fuera antigénica-
mente igual, no obtendriamos mezelas nentrag con suero més toxina,
que por otra parte se ajustan a los valores previamente obtenidos com
el método de la determinacion hemotoxica,

LA ENTEROTOXINA

Como no tenemos experiencia personal de la biologia de la ente-
rotoxina estafiloe6eica, nos limitaremog a reproducir lo que escribe en
una publicacion reciente, 8, Walker

“La enterotoxina se distingue de las otras exotoxinas por su es-
tabilidad al calor: No se destruye por la exposicion a 100° durante
treinta minutos, pero se destruye a 100° en dos horas. Su accion té-
xica no es destruida por el formol en la concentraciom y tiempo usa-
dos en la preparacion del toxoide estafilococico. Comparada con las
otras toxinas tieme menos tendencia a ser absorbida en los filtros.
No es antigénica. El mecanismo por el que la enterotoxina estafilo-
coeica produce vOomitos, ha sido estudiado por Bayliss, quien coloca
su principal sitio de aceién en estrncturas sensoriales periféricas,
particularmente en el intestino delgado. No parece actuar directamen-
te sobre el centro del vomito”,
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Después de meditar con un poco de atencion sobre este parrafo,
ge nos ocurren dos consideraciones:

1."  La enterotoxina, mis bien puede clasificarse entre lag endo-
toxinas, ya que se ha establecido entre los inmundlogos que estas
substancias se caracterizan precisamente por su funcién antigénica y
por la propiedad de hacerse atéxicas, por el formaldehido, euando son
exotoxinas. 8i admitimos esta especie de dogmatismo, hay que colocar
la enterotoxina en el grupo de las endotoxinas, ~

2. Con alguna frecuencia se ha acusado a los quesos de oveja
¥ cabra, de producir intoxicaciones, que se han atribuido a otros mi-
crobios, entre ellog el coli.

Conociendo la existencia de un veneno de actividad sobre las
“estructuras sensoriales periféricag del intestino delgado”, que ela‘
bora el estafilococo, no creemos sea una suposicién temeraria pensar
que las leches procedentes de ovejas con mamitis incipiente, podrian
ser la causa de las intoxicaciones registradas por el consumo de queso
de oveja y cabra.

Fista suposicion sugiere también el sefior Blanco Loizelier.

LA OBTENCION DE TOXINA ESTAFILOCOCICA

IEn el curso de este trabajo se ha puesto en evidencia, en distin-
tas ocasiones, que todo lo que se ha modificado en los conceptos im-
peranteg sobre la biologia de los estafilos, se debe al descubrimiento
e la toxina.

Por tanto, bien merece que le dediquemos unasg pocas cuartillas.

Hasta que se dié con-el CO, como elemento fundamental para ob-
tener del estafilo que secretara su toxina, todo eran suposiciones y
balbuceos, Ahora ya se trabaja con el estafilo, en busca de su toxina,
con la misma sencillez que obtenemos regulares toxinas diftéricas.

Todo consiste en crear una atmoésfera apropiada a log cultivos,
cuyo Optimo parece ser .20 por 100 de CO, y 80 por 100 de O.

Para ello, cada investigador utiliza su dispositivo especial, en
relacion con los medios de que dispone. El nuestro es de suma sen-
cillez: Consiste en dos tubos, uno de CO, y otro de O, comunicando
con un frasco con agua hasta la mitad. La entrada de los gases se
hace debajo de la superficie del agua, con el fin de contar lag burbu-
jas que se desprenden, Se regula la salida de forma que por ecada
burbuja de €CO,, salgan 5 de O, Por otro tubo ge pasa esta mezcla a
los frascos de Fernbach estableciendo una corriente permanente, que
se controla a la salida haciendo pasar el tubo final por otro frasco

con agua.

Ni lo fundamental radica en la atmosfera de carbbémico, no es
menos cierto que tiene una gran importancia el medio de enltivo.

L AT
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Ne puede utilizar el cultivo en superficie con agar semi sbélido de
Burnet, que da buenas toxinas con abundante leucocidina, pero lo mas
corriente para obtener grandes cantidades es el uso de medios ligni-
dos que contengan diversos aminoicidos.

Gladstone, Ramoén y colaboradores, recomiendan un medio cons-
tituido por los siguientes elementos:

Hidrolizado de gelatina, tirosina, cistina, triptéfano, fosfato bi-
potﬁsivo citrato s6dico, glueosa, sulfato de magnesia, acido nicoliujco
y aneurina.

Este hecho de la composicion que el estafilo demanda para des-
arrollar su actividad toxigenésica, apoya nuestro criterio de seleccitn
especial de la mama, en funcién lactégena, para crear el foco de
gangrena.,

- Véase la composicion de aminoficidos contenidos en la caseina,
segin Porcher:

Gilicina, alanina, valina, leuncina, isileucina, prolina, fenilanina,
tirosina, 4cido glutimico, fcido aspirtico, fcido hidroxidoglutimico.
serina, hidroxiprolina, triptéfano, cistina, arginina, histidina, lisina,
ficido diaminotrihidroxidodecanoico, &cido aminado conteniendo azu-
fre, amoniaco, fésforo y azufre.

Ademés, la leche contiene, entre otras vitaminas, la aneurina del
complejo B.

Y para que no le falte nada, tiene una discreta cantidad de CO,
con todo lo cual vemos que en este medio encuentra el estafilococo pa-
t()g(,no todo aquello que necesita para producu- sus snbstancias agre-
sivas de primer orden,

Ilstos datos ereemos son suficientes para explicar que tinicamente
colonizando en el tejido mamario en actividad, produece su funcién
toxica y consiguientemente necrosante.

Hemos visto ya, que la inoculacién de cultivos virulentos de este
germen en otras zonas que no sean la mama, no produce una lesion
de carficter hipertéxico. Es decir, no se reproduce el sindrome de gan-
grena, limitindose a un absceso corriente.

Para terminar este ligero bosquejo de la produceién de toxina,
réstanos decir que estos cultivos, convenientemente valorados, se con-
vierten en anatoxinas de gran aplicacién en la terapéutica hiologica
de las estafilococias humanas.

Se pueden valorar también, nna vez formulados y comprobada su
inocuidad por métodos rignrosos, valiéndose de un suero patrom o de
uno arbitrario como el nuestro, por la téenica de la floculacion, como
se hace corrientemente con las anatoxinas diftéricas,

Desde luego lag toxinas frescas floculan mejor y mis rapidamente
que las anatoxinas o toxinag viejas.
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DIVAGACION INMUNOLOGICA

Como postulado previo, nos interesa hacer constar que las in-
vestigaciones que hemos realizado en torno al estafilo de la mamitis
gangrenosa de la oveja no han tenido el menor propoésito de demos-
trar una tesis de inmunidad. :

Como ya dijimos en el prdlogo, nuestro intento se limita a ex-
plicarnog un mecanismo patogénico,

"Pero no obstante esta salvedad, en el curso de nuestros trabajos
hemos pensado repetidas veces en los fenémenos inmunologicos, que
cada dia ofrecen nuevas perspectivas a la luz de los pequefios detalles
que s¢ van conociendo con relacion a -la biologia microbiana.

Ante una enfermedad de origen microbiano lo primero que se
plantea el inmunélogo es el comportamiento in viveo del germen ante
el cual se enfrenta,

Existen casos de facil goluecién, porque la experiencia ha puesto
a losg hechos una claridad meridiana. Ante la toxi-infecciéon por el
bacilo de Klebs-Liefler, ya no tenemos dudas. Sabemos que neutrali-
zando la toxina cerramos el paso al mecanismo patogénico y sentimos
una casi despreocupaciéon por la placa diftérica, porque confiamos
que el organismo Jlibre de la agresion toxica, se liberari ficilmente
del foco inicial.

Una cosa semejante nog ocurre con relaciom al tétanos, Inmedia-
tamente luchamos contra la toxina, para luego con mis calma, dedi-
carnos a limpiar el foco productor.

En ¢l mal rojo, sabemos también que podemos disponer de un mag-
nifico guero bactericida que aplicado oportunamenfe devolverid a su
normalidad el organismo seriamente perturbado.

Pero, en el caso de las infecciones estafilocoeicas, el problema es
de una complejidad que asusta, y deja un poco malparadas todas las
teorias de inmunidad que pretenden demostraciones globaleg y con
pretension de dogma. a

Si analizamos las estafilocoecias humanas, sin prejnicios de es-
cuela, tendremos de confesar que sabemos muy poco de eémo ataca el
germen y como ge defiende el organismo. :

Existen individuos en los cuales fracasa toda téenica inmunologi-
ca; vacunas, autovacunas, anatoxinas, suero-anti, bacteriéfago, auto-
hemoterapia, ete, §

Y lo curioso del caso, es que mirando el problema de una manera
simplista, parece que creando algo que destruya sencillamente el ger-
men, o mejor, no permitiendo su colonizacion, el proceso deberia ven-
cerse, puesto que todas las funciones agresivas del estafilococo no son
més que consecuencias de su metabolismo. No hay duda de que este
razonamiento es una pura perogrullada. Pero lo triste es que no &e
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cumple en la prictica con la facilidad que el técnico espera en sus
intervenciones con los productos biolégicos.

IHa sido preciso el descubrimiento de un antibiético tan mara-
villoso como la penicilina, para darnos cuenta de que efectivamente
el organismo es capaz de depurarse de estafilog si se le proporciona
un arma que anule o inhiba el metabolismo del germen, sin crearle
otras complicaciones en algin grupo de células con misiones delicadas.

Esta es la verdad actual con relacién al hombre y el estafilococo.

Pero, lag cosag no pasan exactamente ignal en la oveja y el es-
tafilococo cultivado en su glindula mamaria en plena actividad fun-
cional. Por lo menos una dilatada experiencia clinica en nuestro pais
y en Francia, han demostrado que la vacunacién preventiva de las
ovejas antes del parto, produce éxitos indudables y satisfactorios.

Estog hechos de la préctica en el campo, parecen en aparente
contradiceibn con nuestros trabajos experimentales realizados en el
raton. :

En este animal las cosas han ocurrido exactamente como en el
hombre. La penicilina es el finico elemento que actué con definitiva
brillantez.

Pero si meditamos las cosas con un poco de espiritu critico, ve-
remos (ue los hechos no pueden superponerse en absoluto, por lo
menos en lo tocante a los resultados de inmunidad.

Efectivamente, si tenemos en cuenta la contaminacion masiva que
constituye la inoculacion experimental, nos daremos cuenta de que di-
ficilmente en la prictica se dard el caso de que un magullamiento del
parénquima mamario sea invadido de sabito por una cifra de mi-
crobios equivalente a los 200 millones.

En la oveja, la infecciéon se realiza por un pequeiio nimero de
gérmenes y en un medio de cultivo 6ptimo para realizar sus com-
plejas actividades, y si no encuentra anticuerpos especificos desarro-
lla su earacteristica perturbacién gangrenosa.

Pero si se trata de una oveja previamente vacunada, tropieza con
anticuerpos sobrados para inhibir su reproducciéon y anular su po-
sible funcién necrosante. No se olvide que por la leche se eliminan
con facilidad la mayoria de anticuerpos. Esfe es a nuestro entender
el argnmento que apoya la eficacia de la vacunacién,

Por otra parte, hemos visto en lag experiencias que hemos deseri-
to anteriormente, que la vacunaeiéon con gérmenes muertos por el calor
ha dado resultados mejores que la anatoxina y el suero-anti, a pesar
de la brutal -cifra de gérmenes inoculados.

A este respecto de cosas inmunoldgicas, creemos interesante rese-
fiar que los ratones inoculados con €1 de cultivo y tratados con pe-
nicilina, que lo soportan sin el menor transtorno aparente, no quedan
vacunados,
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Todos los ratones supervivientes de nuesiras pruebas con penici-
lina, han sido inoculados nuevamente con la misma dogis mortal a
ios 15 dias, y el 90 por 100 han muerto entre las 12 y 48 horas. Hsia
comprobaciom no constituye en buena logica una sorpresa desconcer-
tante. Sabemos o por lo menos creemos saber, que para conseguir una
respuesta inmunitaria, es preciso el aporte de una buena cantidad de
antigeno o bien necesitamos crear un proceso morboso sub-clinico, gue
en ambos casos no son mias que formas diversas de proporcionar al or-
ganismo materiales con los que elaborar los anticuerpos especificos.

Y en el caso concreto de nuestras experiencias, es probable que
la cantidad de antigeno inoculado sea insuficiente o bien la penieili-
na le modifica de forma que no sea apto para constituir un buen an-
tigeno, Pero, de lo que no puede dudarse, es de que no produce trans-
torno alguno que haga pensar en enfermedad inaparente creadora de
ulterior estado de resistencia.

Y va en plan de teorizar, séanos permitido plantear més inedgni-
tas en la biologia de los estafilococos.

. No podria atribuirse la facilidad de inmunizaciém de la oveja con
emulsiones muertas, en comparaciém de lo que ocurre en el hombre,
a factores de orden constitucional? Porque lo cierto es que en el
hombre, las lesiones atribuidas al estafilo raramente llegan a tipos
de gangrena alarmante, y s6lo se hacen temlbleq por su posibilidad
de producir septicemias.

Tampoco es demasiado llbgmo pensar qnv la localizacion, en el
caso de la mamitis de la oveja, condiciona la patogenia con indiscu-
tible personalidad, gracias a su medio ambiente,

INTERPRETACION PATOGENICA

Desgpués de las consideraciones que acompanan a los trabajos que
hemos realizado, con el fin de poner un poco de orden en la biologia
del estafilococo, no presenta grandes dificultades establecer una pro-
posicion de patogenia,

Hemos visto que el estafilococo que ordinariamente se aisla en
la mamitis gangrenosa y que reproduce la enfermedad, es un germen
cuya caracteristica més destacada consiste en la formacion de toxinas
de compleja actividad agresiva.

Hemos visto que el estafilococo, requiere para producir sus ve-
nenos, unas condiciones fisicas y quimicas en sn medio, que se en-
cuentran inmejorables en la leche.

Por tanto, el estafilococo al establecerse en el tejido mamario,
crea un foco de prodnecion de activas toxinas, ;Qué pruebas tenemos
de ello? A nuestro entender varias. Desde que Noecard deseribié ma-
gistralmente la afeccién, se sabe que el germen s6lo se aisla con se-
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guridad de siembrasg de tejido mamario. Es decir, se trata de una
infeccion estrictamente localizada, y que no obstante produce la muer-
te en una proporciéon considerable, sin crear estados septicémicos que
podrian justificar este desenlace,

Luego hay que admitir que en la mama convertida en cultivo de
estafllococos, se elabora algo que al pasar a la sangre puede matar.

Cuando se describié la mamitis gangrenosa, podia opinarse que
la muerte obedecia a la absorciom de las ptomainas y de otras subs-
tancias procedentes de los tejidos mortificados, Hoy esta suposicion
no puede sostenerse porque, entre otros, Nélis ha demostrado que la
toxina estafilococica provoca la degeneracion del miocardio, transtor-
no suficiente para ocasionar la muerte.

Y como ya no se puede poner en duda la actividad toxica de los
estafilococos procedentes de la mamitis gangrenosa de la oveja, puede
afirmarse que en este proceso, la muerte es consecuencia de los vene-
nos que se elaboran en el tejido mamario,

La mamitis gangrenosa de la oveja, mata por toxemia.

Es verdad que, para una demostracion al abrigo de toda duda, se
debiera comprobar que los filtrados de mama enferma son téxicos para
los animales de expefimentacion.

Pero si no poseemos pruebas absolutamente directas, tenemos sin
embargo, argumentos indirectos de peso considerable.

Observando cortes histolégicos de mama con el sindrome que ana-
lizamos, se ve que la estructura normal del tejido glandular ha des-
aparecido casi completamente. Es dificil encontrar una zona con al-
véolos intactos, En todos los campos domina una invasiom de células
histiocitarias, lencocitos, gran proliferacion conjuntiva y sobre todo
gran cantidad de eélulas en distintas fases de necrosis. La imagen,
seglin dicen los histo-patdélogos, coineide con un proceso toéxico, y si
sabemos que el estafilo sabe elaborar toxinas, ;por qué no admitir
que 6éste sea el causante?

La sospecha de accion fundamentalmente toxica, también se deduce
de log casos de necrosis estricta, o dicho mis claramente, de aquellos
en que la enfermedad se resuelve con el desprendimiento de la mama
que fué presa del estafilococo.

Para matar, la mamitis gengrenosa necesita que sus venenos pasen
a la circulacion general en proporciones considerables para provoear,
entre otros transtornos, la degeneracion del miocardio. Pero puede
darse el caso que el propio proceso de necrosis obstruya el paso de
la toxina por anular la permeabilidad de los endotelios de los capi-
lares venosos. Es una imagen grifica de esta suposicion, la ecaida de
una glinluda por gangrena seca, quedando a la vista, en forma de
colgajos, una red casi normal del sistema circulatorio. No es arries-
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gado pensar que los endotelios capilares pueden ser heridos y tapo-
narse, cuando todavia no pasé cantidad suficiente de toxina para oca-
sionar la muerte.

Nos parece tan légica esta suposicion, que creemos podria inten-
tarse un sencillo tratamiento quirtrgico para resolver la vida de las
ovejas enfermas, a base de dejarlas sin ubres, naturalmente,

Queremos referirnos a la ligadura de la arteria mamaria, en cuan-
to se confirme la gangrena de la glandula. Con ello evitariamos el
paso de toxinas a la sangre y se aceleraria la necrosis por falta de
riego, localizando de una manera bien simple la lesion.

Por altimo, tenemos otro argumento para pensar en la toxemia,
que nos lo proporciona la mamitis estafiloc6eica de la vaca. En estos
animales, las mamitis son bastante bien conocidas, en razéom a las
pérdidas econémicas que suponen, y se sabe que los estreptococos (que
parecen mis fierog), priacticamente, jamis producen transtornos que
puedan comprometer la vida de la vaca.

Y no obstante las mamitis, cuya causa es un estafilococo, son ex-
traordinariamente graves y los casos de muerte llegan a porcentajes
de consideracion, ;Septicemia? ;Toxemia? Desde lnego no conocemos
trabajos confirmatorios de lo que ocurre, pero en un caso que hemos
tenido ocasion de estudiar, las siembrasg de diversos 6rganos no han
dado eultivos positivos, y si se obtuvieron claramente de la leche y
de porciones de glandula mamaria... Y los estafilos aislados presen-
tan las mismas caracteristicas de toxicidad que los de mamitis gan-
grenosa de la oveja.

. Constituyen los estafilos de la mamitis de la oveja una variedad
dentro del grupo de los estafilococos patogenos? En principio nosotros
nos inclinamog a creer que en todo caso no serian mis que adapta- :
ciones a un medio, exaltando en él sus propiedades téoxicas. Abonan
este criterio, dos hechos de un valor no despreciable. Uno de ellos es
la realidad de que los estafilos de mamitis poseen mayor aptitud que
los humanos para producir hemolisina beta. El otro, mis significati-
vo acaso, esti representado por la dificultad de reproducir en la cabra,
con gérmenes de oveja, la gangrena clisica, pues se reduce a un foco
disereto que se esfacela sin mayores consecuencias.

Para aclarar este detalle, podria hacerse una experiencia que
nos hace mucha ilusiéon, pero que hoy por hoy, no esti al alcance de
nuestras posibilidades, Inocular un grupo de ovejas con estafilococos
toxigenog de origen humano y ver si se reproducia la enfermedad, al
primer intento o bien después de pasos sucesivos con miras a una
exaltacion de especie. :

(fon esto quedaria el problema sin resquicios, donde apalancar
con suspicacias, respecto a la unidad de virulencia. Todos los demés
clementos de diferenciacion que podemos manejar, son de una mani-
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fiesta endeblez, para intentar una separacién neta, como puede verse
en el cuadro resumen que acompaiamos.

Y en cuanto a la especificidad serolégica intentada por Julianelle,
Weighard, Peragallo y Blanco, enfre otros, tampoco es definitiva, Con
este procedimiento se separan claramente dos grandes grupos: los
patogenos y los sapréfitos. Pero querer afinar a base de matices de
unidad reaceional, con el propdsito de nuevas agrupaciones, nos pa-
rece excesiva filigrana, que por otra parte no se presta a muchos op-
timismos, puesto que se observan resultados de paradoja que ayudan
muy poco para sostener un criterio tajante,

De todos modos, ecomo no somos aficionados a conclusiones ca-
tegéricas en cuestiones de biologia, consignamos estos hechos, con
todas las reservas que merece un problema que bien puede sufrir mo-
dificaciones a la luz de posibles descubrimientos que aclaren definiti-
vamente el comportamiento de este germen, que cada dia vamos co-
nociendo mejor.

Como final de este capitulo, debemos exponer una duda que no
hemos podido desentraiar, ;Por qué la mamitis gangrenosa de la oveja
1o se presenta con aires de enfermedad contagiosa?

Todosg estamos conformes en que se trata de una afeeccion micro-
biana, como también lo estamos en que el contagio es pricticamente
desconocido.

Parece necesario la inoculacion masiva experimental, o bien ha
de producirse una pequeiia zona de mortificacion en el tejido mama-
rio, para que la infeccion se desarrolle, Y esto es un poco obscuro
porque hemos visto que la glindula mamaria en plena actividad fun-
cional, ofrece nn magnifico medio de cultivo para que el estafilo des-
arrolle su poder téxico.

Y sin embargo no ocurre asi. Acaso las pequeiias contaminacio-
nes naturales sean neutralizadas por el poder ligeramente bacterici-
da que tiene la leche natural, y posiblemenie sea preciso un poco de
mortificacion mecinica para implantarse el germen con posibilidades
de no ser desalojado. La experiencia clinica abona este punto de vista
que desde luego no formulamos mis que como sugestiébn sin compro-
miso.

SINTOMATOLOGIA

Si aceptamos nuestra hipdtesis patogénica, los sintomas no pueden
ser mis claros ni mas faciles de interpretar.

La enfermedad comienza con una mamitis aguda que congestiona
el 6rgano e una manera alarmante. Este se¢ vuelve azulado y edema-
toso, extendiéndose el edema por las regiones vecinas.

El animal acusa fiebre alta, inapetencia y debilidad que se acen-
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tia rapidamente cunando la muerte serd su fin. Esta acontece, en los
casos sobreagudos a las 24 horas.

Cuando la intoxicacion obstruye la circulacion de retorno, y por
tanto cesa la absorcion de venenos, el animal se puede salvar, per-
diendo por gangrena la regiom afectada, Ioste final se puede pronos-
ticar cuando la mama se endurece considerablemente y el edema se
limita, ya que en este caso, es casi seguro que el foco queda sin riego
sanguineo, con lo ecnal se agota el medio de cultivo y también la po-
sibilidad de transmitir nuevas cantidades de toxina a la ecirculacion
general con el riesgo consgiguiente para la integridad del miocardio.

B

PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

En nuestro pais y en Francia, gozan de indiscutible prestigio las
yacnnaciones preventivas a base de emulsiones especificas muertas por
el calor o por el formol.

Ne tratarin las ovejas amenazadas, dos meses antes de la pari-
dera. La inoculacion debe practicarse todos los atios.

Bridé aconseja  preparar vacunas sensibilizadas, que producen
menos reaceion, y magnificos resultados.

En cuanto al tratamiento curativo, nos parece que poca cosa pue-
de hacerse, si exceptuamos nuestra idea puramente tebriea de proce-
der a la ligadura de la arteria mamaria,

Es nna enfermedad de curso tan rapido gue posiblemente no con-
seguniriamos nada con un buen suero antitoxico

Es probable que la penicilina, aplicada en los primeros momen-
tos, diera buenos resultados, dada su actividad en los ensayos experi-
mentales que hemos resenado.

De todos modos creemos que lo importante y méis barato, eonsis-
tird siempre en prevenir, sin esperar un tratamiento curativo que no
siempre puede llegar oportunamente.

CONCLUSBSIONES

1. La mamitis gangrenosa de la oveja es nuna morbosig provo-
cada por un estafilococo toxigeno.

2* Constituye una enfermedad infecciosa no contagiosa,

3" Toda la sintomatologia parece se puede atribuir a la fun-
cion toxigena del germen.
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1. Los animales mueren a consecuencia del paso de esta toxina
al torrente circulatorio, sin provocar la septicemia.
2"  No existen pruebas definitivas para poder afirmar que el ger-
men aislado y descubierto por Nocard, constituye un miecrobio espe-
cifico de la gangrena de las ovejas.

6. La caracterizaciom del germen debe realizarse utilizando di-
versas pruebas de funeidn agresiva, especialmente sns propiedades to-
xicas y sus reacciones serologicas,
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Imigenes histologicas de una mama atacada de gangrena por estafilocécico toxigeno.
1. Porcion de tejido normal. 2, 3,4, 5y 6. Diversos aspectos de la destruccion
y neoformacién provocada por la téxico-infeccion.
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