IMPORTANCIA DEL

CHROMOBACTERIUM

VIOLACEUM COMO AGENTE PATOGENO
PARA LOS ANIMALES DOMESTICOS

LA ENFERMEDAD EN CERDOS (1)

Chromobacterium violaceum, es
considerado corrientemente  como
una bacteria del agua y del suelo no
patdgena. Sin embargo, Sneathlne-
thal, presenta una lista de trece casos
de enfermos causada por este orga-
nismo en el hombre, desde 1927 a
1953; nueve casos se registraron en
Malaya, tres en Estados Unidos y
uno en Europa. Ocho de estos casos
fueron fatales, dos se recobraron y
los tres restantes no fueron reporta-
dos. Los autores del presente repor-
te no han encontrado ningun récord
de casos naturales en animales des-
de el altimo reporte de Woolley’s 2,3
en su descripcion original aislada
de 3 bafalos de agua, que murieron
con un cuadro agudo, dicho brote
tuyo lugar en la isla de Filipinas
en 1904. El propoésito de este repor-
te preliminar es nuevamente llamar
la atencion de la importancia del
Chromobacterium violaceum como
agente patogeno para los animales.

(1) Este trabajo de investigacion se llevd a cabo
en Georgia Costal Plain Experimental Station, Tifr
ton, Georgia, E. U. A., bajo la direccién del Dr.
William ‘L. Sippel, y la cooperacion del Dr. Max

Atwood.

Por el Doctor GERARDSNO MEDINA H.

En septiembre de 1952 fueron re-
cibidos por este laboratorio pedazos
de ganglios y pulmén en formalina
enviados por el Dr. B. E. Carlisle
de Camilla, Georgia,, donde pedia se
hiciera examenes para tuberculosis.
.Habia varios nodulos blanquecinos
en el teljido pulmonar. Estas estruc-
turas al hacer el corte a través de
estos tsjidos daba la sensacion de la
existencia de nodulos calcificados
gue contenian puUs caseoso.

Un poco mas tarde el mismo due-
fio trajo algunos cerdos afectados
al laboratorio para hacer la autop-
sia y otros examenes. Los datos
anamnésicos indicaban que los cer-
dos habian sido vacunados contra el
Colera porcino a los que se les apli-
cO una vacuna de virus modificado
en la primavera proxima pasada
Ellos habian estado en un predio de
maiz todo el verano y habian hecho
buenas ganancias en peso hasta me-
diados de agosto cuando el primer
cerdo muri6. EI 19 de septiembre es-
tos cerdos fueron trasladados a un
campo de mani y las muertes con-
tinuaron, ellos recibian también tan-
kage y minerales en comederos au-
tomaticos. El agua la tomaban los
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cerdos de una pequefia laguna. En
los dias en que el duefio visitd el la-
boratorio en septiembre 25 de 1952,
sesenta de ciento veinticinco cerdos
habian muerto y veinticinco estaban
enfermos.

El duefio hacia la observacion que
la mayor parte de los cerdos morian
dos 6 tres dias después de haberse
notado enfermos, aunque algunos
seguian un curso crénico. Los sinto-
mas descrito* eran depresion, ano-
rexia, respiracion dificultosa y tos.

El dueiio observd también que los
cerdos mas gordos se afectaban mas
frecuentemente y morian méas rapi-
damente que los que se encontraban
en condiciones mas pobres. En ese
tiempo_s6lo habian casos cronicos
dlonnlbIes para el estudio.

I examinar los animales presen-
tados para la autopsia revelaban un
estado pobre, se observan deprimi-
dos, disnea y tosian frecuentemente.
Un animal autopsiado al momento
de llegar al laboratorio tenia una
temperatura de 102,8F (39.4*?-C),
el recuento de glébulos blancos fue
de 38.200 por milimetro cibico; to-
mada la muestra le sangre inmedia-
tamente antes de la autopsia. Los
ganglios linfaticos, mandibular y

Figura 1—Nodulos pulmonares tipicos de los
casos cronicos vistos en el campo.

parétidos estaban agrandados y con-
tenian numerosos abscesos case0sos
y encapsulados. EI contenido caseo-
so era de color ligeramente amari-
llo. Al corte dejaba la sensacion de
una sustancia granulosa, tie encon-
tr6 un absceso en la epiglotis que
contenia sustancia similar a las le-
siones anteriores. Ademdas habian
equefios abscesos diseminados por
o0s tejidos adyacentes.

En los pulmones se observaron
abscesos que variaban en tamafos
desde cinco milimetros hasta dos
centimetros de didmetro. Al corte,
estos abscesos daban la sensacion si-
milar a las lesiones previamente
descritas. Los pulmones estaban
adheridos a la caja toraxica en dis-
tintos puntos. La figura N9 1 ilus-
tra el tipo de lesiones vistas en los
casos traidos del campo. Se observa-
ron dos abscesos en el bazo, de dos
centimetros de didmetro, que se le-
vantaban de la superficie cerca de
cuatro milimetros, eran similares
al de los pulmones. El higado tenia
unos cuantos nodulos blanquecinos
diseminados debajo de la capsula los
cuales contenian pus mas fluido que
los previamente descritos. Los rino-
nes estaban congestionados, pero no
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hemorragicos, ni se observaron abs-
cesos sobre éstos. Se observaron
areas congestionadas en las muco-
sas del ciego y el colon. No se nota-
ron cambios en los ganglios linfati-
cos, mesentéricos o inguinales. Cul-
tivos en caldo de infusion de cora-
z0n, de sangre extraida del corazon,
rifiones e higado fueron negativos.
Se recobrd un bacilo de los abscesos
del pulmoén y del bazo. En placas de
agay de sangre se observO después
de veinticuatro horas a BT"C. en la
estufa, colonias desde color purpu-
ra hasta negras lisas y brillantes
de 3 milimetros de didmetro. Una
zona ancha de hemolisis beta incom-
pleta se produjo. EI organismo te-
nia las siguientes caracteristicas:

Bacilo - 0.5 a 1.0 por 15 a 3.0
micrones.

Movil con un solo flagelo polar
(figura 2).

Indo! - negativo.

Nitrato - reducido a nitritos.
Papel tornasol en caldo peptoniza-
do - alcalino.

H2S - negativo.

Vosges - Proskauer - negativo.

Producia 4cido pero no gas en:
dextrosa, trehalosa, sacarosa, levu-
losa y mannose.

No produce fermentacion en: ino-
sitol, maltose, sélicin, raffindse, xy-
lose, dulcitol, arabinosa, gaikctose,
rhamnose, mannitol, sorbitbﬂ'jv lacto-
se, esculin, inulin y glycerol. *

El organismo es gran negativo,
no es,acido resistente, no esVesporu-
lado, no tiene cépsula y crece aeré-
bicamente. En medio sélido /pe for-
ma un pigmento violeta palido que
toma un color pdrpura oscuro. Una
Pellcula ranular  pigmentada se
orma en la superficie cuando* se cul-
tiva en caldo y un crecimiento te-
ntfe no pigmentado se desarrolla en
el;fondo del tubo. EI medio se vuel-
ve turbio y mas oscuro, algunas ve-
ces desarrolla un tinte ligeramente
azuloso.-Este organismo se ha clasi-

ficado tentativamente como miem-
bro del grupo 4, Chromobacterium
violaceum, aunque ,no se conforma
completamente esta clasificacion.

Mas tarde la hacienda fue visita-
da y se trajeron 10 cerdos aparente-
mente afectados al laboratorio. EI
examen y la autopsia de estos ani-
males revelaron sintomas similares
a los ya descritos. Cultivos de las le-
siones ue los pulmones, bazo, higa-
do y absceso de los ganglios cons-
tantemente dieron el mismo organis-
mo y generalmente en cultivo puro.

Casos en experimentacion:

La tabla N9 1 indica los resulta-
dos obtenidos de la inoculacion en
ratones, cobayos y cerdos por varias
rutas con el organismo recobrado
de cerdos.

Experimento de Exposicion Natural

La frecuencia con que se encon-
traron abscesos en los ganglios pa-
rétidos y el tejido tonsilar en los ca-
sos naturales sugirié la idea de la
via oral como ruta de infeccion. En
un esfuerzo para determinar si la
infeccion podria ser por esta via, 6
litros de agua de laguna fueron ino-
culados con 5 cc. de cultivo de vein-
ticuatro horas y se suministro al
cerdo N° 29, en un recipiente de
metal, como Unica agua de bebida.
Esta agua se cultivo diariamente
por 4 dias y después de este perio-
do de tiempo contenia cerca de la
mitad de los organismos con los
cuales fue inoculada. Dos litros de
sagua de laguna fueron agregados al
quinto dia. Al final del séptimo dia
cerca de 2elitros de agua permane-
cian en el recipiente de metal. Esta
vez el recipiente de metal fue cu-
bierto en toda su parte interna de
parafina y se agregaron 6 litros de
agua estancada. Cinco milimetros
de cultivo de caldo de 24 horas se
agreg6 cada dia durante la segunda
semana. El animal permanecié bien,
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no demostro reaccion febril-y el .ex-
perimento se terminé al final de las
tios semanas.

El cerdo en experimento (N9 29)
se sacaba de su corral dos veces al
dia para darle agua. Otro cerdo (N9
28) fue traido al mismo corral de
piso de concreto Ijuntamente con el
*cerdo N9 29 y se le dio agua del gri-
fo cada vez que el cerdo N9 28 se le
daba agua contaminada. No se su-
ministro otra agua excepto la que
se le daba dos veces diarias. El cer-
do N9 28 parecia saludable' &l fina-
lizar el periodo ae dos semanas. Cin-
co dias después de terminado el ex-
perimento el cerdo N9 28 que habia
recibido agua del grifo se notd coa
falta de apetito, respiracion rapida
y con una temperatura de 105.89.
(419 C.). Este fue nuevamente ais-
lado y observado. Su temperatura
se mantuvo sobre 1049F. (409C.)

or cinco dias, después de los cua-
es la temperatura retorn6 a la nor-
malidad y el cerdo aparentemente se
recobrd. Cultivos de sangre de la ve-
na yugular durante el segundo y
cuarto dia de la enfermedad fueron
negativos. EI cerdo N9 28 se sacri-
fico ocho dias después de su 'mejo-
ria o sean treinta y dos dias después
de haber comenzado el experimento.
Los ganglios cervicales y mediasti-
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nicos rojos. Nodulos observados en
los pulmones algunos de los cuales
contenian pus caseoso dieron culti-
vos de Chromobacterium violaceum.
Otros nodulos que contenian pus
mas fluida contenian otros organis-
mos ademdas de Chromobacterium
violaceum. La manera de como el
cerdo N9 28 se infectdé no pudo ser
determinada.

Exposicion Artificial:

Cerdo N9 21 se le dio oralmente
0.1 centimetro cubico de cultivo de
veinticuatro horas en caldo de una
cepa de Chromobacterium violaceum
obtenida de cerdos. Este cerdo tuvo
temperatura de 1049 (409C3 por
seis dias y se recobrd. EI cerdo N9
23 fue colocado en el mismo corral
del cerdo N9 21 para determinar si
habia contagio por contacto; pero
dicho cerdo permaneci6 sin adquirir
la enfermedad. El cerdo N9 21 fue
autopsiado veinte dias después de
la inoculacién. Se encontraron nodu-
los en los pulmones de los cuales
Chromobacterium violaceum fue re-
cobrado.

Los cerdos experimentales N9 2,
20 y 26 murieron después de la ino-
culacién oral de 80, 1.0 y 0.2 cc.
respectivamente de cultivo en caldo
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ce veinticuatro horas de una cepa
de Chromobacterium violaceum pro-
cedente de cerdos. Ai cerdo N9 6 se
inoculé cuatro cc. en cada fosa na-
sal, estos cerdos murieron de dos a
seis dias después de la inoculacion
con un cuadro agudo de la enfer-
medad. .

La sangre, orina, heces del cerdo
N9 26 fueron cultivadas inmediata-
mente antes de la inoculacién y du-
rante los dias Z& 39y 69 (dia de la
muerte?, siguientes a la inoculacion.
Todos los cultivos fueron negativos

ara Chromobacterium violaceum.

espués de la autopsia se hizo culti-
vo en caldo del higado, vesicula bi-
liar, pulmones y aangre del corazén.
El cultivo de los pulmones fue posi-
tivo para el Chromobacterium vio-
laceum, todos los demas fueron ne-
gativos sin ningln crecimiento bac-
tereoldgico. Considerando la peque-
fia cantidad de la dosis oral (0.2 cc),
parecia que este organismo tiene
cierta predileccion por los pulmones.

Lesiones encontradas en autopsias
en los cerdos bajo experimentacion:

Los cerdos en experimentacion
que murieron después de un curso
agudo de la enfermedad presenta-
ron hemorragias periféricas y pro-
fundas difusas en los ganglios linfa-
Eicos de la cabeza, cuello y medias-
ino.

Las lesiones de los ganglios linfa-
ticos de la garganta que se observa-
ron en casos naturales no se presen-
taron en los cerdos en experimenta-
cion aunque se observaron algunos
abscesos en estos drganos en ciertos
casos. Las lesiones principales se ob-
servaron en los pulmones lo cual in-
cluia congestion y edema, hepatiza-
cion rog)a lobar, codgulos de sangre
en los bronquios, edema gelatinoso
en los mediastinos y fluido seroso
sanguineo en la cavidad toréxica. El
cerdo N 20 tuvo numerosas areas
localizadas de/hepatizacion gris que
daban a los pulmones una sensacion

granular a la palpacion. Infartos he-
morragicos se encontraron en el ba-
zo. El higado y los rifiones estaban
congestionados, la mucosa gastro-in-
testinal tenia areas de inflamacion.

Como se anotd arriba, abscesos
nodulares caseosos similares a los
observados en casos naturales se ob-
servaron en los cerdos (Nos. 21, y
28.).

Ocho de los trece ratones inocula-
dos ?or via intraperitoneal 6 intra-
nasal murieron. Dos de los cuatro
cobayos murieron después de una
inyeccion intraperitoneal. EI .Chro-
mobacterium violaceum fue recobra-
do de la mayoria de éstos animales.

Histopatologia:

Los casos de campo todos revela-
ron un tipo de reaccion cronica que
consistia en focos de necrosis caseo-
sa rodeados por una capsula de te-
jido conectivo. Se observaron célu-
as epitelioides frecuentemente en
areas inmediatas al tejido necrotico.
Esta &rea estaba rodeada a su vez
por una capsula de tejidos fibrosos
conectivos maduros, (fig. 3).

Las lesiones méas sobresalientes en
los casos agudos experimentales se
observaron en los pulmones y con-
sistian en congestion, edema y he-
morragia. El tabique interlobular
era prominente debido al edema. La
reaccion celular se caracterizaba por
la presencia de linfocitos, células
plasmaticas y macrofagos.

Pruebas Seroldgicas:

Se hicieron pruebas de aglutina-
cién en tubos con los cerdos inocula-
dos experimentalmente y con uni-
dades seleccionadas al azar de la
piara infectada. Las pruebas se lle-
varon a cabo usando como antigeno
tanto organismos vivos como orga-
nismos formalizados al 0.1% de cul-
tivo de veinticuatro horas en caldo
de muestra de cepa de Chromobac-
terium violaceum procedente de cer-
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dos. Los mejores resultados se obtu-
vieron usando cultivos formolizados
como antigeno. Las pruebas se man-
tuvieron durante la noche a 59C. Los
titulos obtenidos variaron desde ne-
gativ_os hasta aquellos
ilusionep tan altas como 1 x 1.280
en cerdos procedentes de la piara
afectada. Un pequefio perro y una
vaca de la misma hacienda reaccio-
naron negativamente. Una gallina
tuvo un titulo de 1 x 640.

Los animales inoculados experi--
mentalmente reaccionaron al test de.
aglutinacién en forma negativa ar>
tes de ser inoculados; pero reaccion
Paron positivamente después de és-
a.

Discusién:

Chromobacterium violaceum se en-
contr6 en este laboratorio por lo
menos en una ocasion previa, en un
caso de neumonia aguda en cerdos
y_en esta ocasion el germen fue adi-
cionado a la coleccion oe stock de
cultivos precisamente por la nove-
dad de su produccion de pigmentos.

Ei Chromobacterium violaceum
fue tomado err6neamente como un
germen de contaminacién en esta

Figura 3 —Apariencia Histopatoiégica de los
nodulos pulmonares en casos crénicos.®

positivos a'

ocasion. El tipo de neumonia nodu-
lar vista en los casos de campo se
habia encontrado ocasionalmente
por el servicio de diagndsticos y po-
siblemente la verdadera causa de
esta neumonia fue pasada por alto.
Chromobacterium violaceum se ha
recobrado recientemente en este la-
boratorio de una vaca que murid
con lesiones de una septicemia. Esta
enfermedad esta bajo estudios mas
extensos actualmente.

Cuando el organismo fue inicial-
mente aislado de la piara en estudio,
se pensd que' éste fuera un agente de
contaminacion como se habia pen-
sado en la ocasion citada. Sé supu-
SO gue toda bacteria Batogénica de
los animales estaban bien descritas
y como este raro organismo era des-
conocido por nuestro personal técni-
CO COMO un agente patégeno éste no
podia ser la causa de la enfermedad.
No fue hasta cuando el organismo
se aisld repetidamente de la piara
afectada y uno de nosotros (G. M.)
probd que este germen era patoge-
no para los animales de laboratorio,
fue cuando la etiologia de la enfer-
medad se sospecho.

A esta cepa de Chromobacterium
violaceum se le prob6 su sensibilidad
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para la penicilina, estreptomicina,
aureomicina y terramicina. Se cons-
taté que diez unidades de penicilina
por cc. no inhibian el. crecimiento
mientras que dos gamas de aureo-
micina por cc.; cuatro gamas de es-
treptomicina por cc. y treinta y nue-
ve gamas de terramicina por cc. in-
hibian el crecimiento en caldo trir-
tosa. Wheat (5), indica que el aumen-
to reciente de casos humanos de in-
feccion con Chromobacterium pro-
digiosum (Serratia marcescens)
puede deberse a que los antibidticos
inhiben algunos organismos y per-
miten el crecimiento de los Chromo-
bacterium altamente resistentes a los
antibioticos y a la sulfa. Sneath (1),
asevera, “Todas las cepas (uhromo-
bacterium violaceum) que nosotros
hemos estudiado, son sensibles a la
estreptomicina, chloi'ampherycol, au-
reomicina y terramicina a concen-
traciones que son posibles obtener
en la sangre. Ellos son resistentes a
la penicilina y a la sulfadiacina”.

En cuanto a la ruta de infeccion,
Sneath encontré que los cobayos, ra-
tones_y conejos fueron susceptibles
a la-inoculacion intraperitoneal con
su cepa de Chromobacterium viola-
eeum. El también asegura: “Los ani-
males no,son afectados cuando se les
suministra cultivo en su comida”. En
contraste con estos experimentos un
cerdo de 40 Ibs. fué muerto con una
dosis de 0.2 cc. de cultivo en caldo
de veinticuatro horas dado oral-
mente.

Se encontr6 dificultad en produ-
cir la enfermedad en forma cronica
como se observa en el cam(po. La
consistencia con que los giang ios lin-
faticos y el tejido fonsilar estaban
afectados en nuestros casos de cam-
po, nos sugirié la via oral o nasal
como ruta natural de infeccion de
cerdos. Los casos humanos en este
pais parecen originarse de infeccio-
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nes de la piel. Schattenberg (6), in-
fectdé conejos fatalmente introdu-
ciendo en los plantares de los pies
astillitas previamente empapadas en
un cultivo de Chromobacterium vio-
laceum.

Y finalmente una aseveracién de
Soule (7), con referenciaa los casos
humanos dice asi: “En considera-
cion a las observaciones previamen-
te hechas, la abundante distribucién
del B. violaceus en el aire, suelo y
agua debe considerarse como poten-
clalmente peligroso. Si se encuentra
en el proceso de alguna enfermedad,
este organismo debe investigarse
cuidadosamente en vez de conside-
rarse como un agente de contamina-
cion”.

Resumen:

1. Un brote de una nueva enfer-
medad en cerdos se ha descrito.
Este trabajo de investigacion se
ha llevado a cabo en “Animal de-
sease Laboratory de Georgia
Coastal Plain Experimental
station, Tiftun Georgia E. U. A.

2. Un organismo similar al Chro-
mobacterium violaceum Mani-
llae (Woolley) fué repetidamen-
te aislado de casos naturales de
la enfermedad.’

3. Casos crénicos que se asemejan
a aquellos que ocurren natural-
mente como también formas a-
gudas de la enfermedad, fueron
producidos  experimentalmente
con cultivos de Chromobacte-
rium violaceum recobrados de
casos naturales.

4. Se llama de nuevo la atencién a
este grupo de organismos como
osibles agentes patdgenos para
os animales y el hombre.
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1. La colaboracion técnica de Hu-
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conocida.

2. Apreciamos la colaboracion de
Mr, J. W. Dietrich del Colegio de
Agricultura y Mecanica de Texas,
como también reconocemos la
contribucion del Laboratorio Mi-
croscopico Electronico de este Co-
qulo por la toma de fotografias
del organismo.

3. Nueva gratitud al Dr. Hilton A.
Smith por la fotomicrografia de
la figura N9 2.
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