Listeriosis en ovinos
SU COMPROBACION EN EL URUGUAY
(Listerellosis, Menigno-Encefalitis, Circling disease)

Por los Dres. Raimundo Leaniz Rivara '!’, Hugo Selinke ‘#’,
Omero Chaves y los Sres. Bach. José O. Pintos y Sougo Bello

Trabajo realizado por la Catedra de Enfermedades
Infecto-Contagiosas de la Facultad de Vetcerinaria,
Montevideo, Uruguay. Ano: 1960,

Desde hace anos sc obscrvan en majadas de nuestro pais, ovinos
con sintomatologia nerviosa ¥y que generalmente es atribuida al estado
larvario de la tenia que habita en el intestino delgado del perro deno-
minado T. coenurus.

En la Catedra de Enfermedades Infecto-Contagiosas, las moeningo
encefalitis de los ovinos las consideramos debidas a:

A) VIRUS.-—.(Responsables del: Louping ill, Scrapic y Ficbre pro-
ducida por garrapatas)
By BACTERIAS — (Listeria Monocytogenes, Listeriosis),
Cr PARASITOS — (Coenurus cocnurus, cocnurosis; oecsirus  ovis,
ocsirosis?,
1) — APARICION DEL BROTE QUE ORIGINO NUESTRO LESTUDIO

El 8 de abril de 1860, el Sr. Manuc] S. Ruiz con establecimicnto
ubicado en la 17 sececidn policial del departamento de Treinta y Troes,
al Noreste de nuestra Republica, paraje conocido como Estacion Julio
Ma. Sanz, solicita nucestros servicios para la atencion de un lote de ovinos
que se morian de una “peste’” desconocida.

t1) Profesor de Eunfermedades Infecto-Contagiosas de la Fucultad de Veterinaria,
Montevideo-Uruguay. .

11) Profesor <e Anatomia Patoldgica de la Facultad de Veterinaria, Montevi-
deo-Uruguay.

37



L2220 L L 1I1cCaA ORIENTAL D E L URUGUATY

Se trataba de animales de raza Corriedale, de uno y medio a dos
afios de edad, de ambos sexos. Scbre un toial de 54 sujetos, la morbili-
dad fue de 100 % y la mortalidad 22,22 % (12 muertos).

SINTOMAS: los animales enfermos permanszcian separados de su
rodeo con la cabeza inclinada hacia un lado. con trastornos visuales y
locomotorcs. Temperalura de 40,5 a 41 grados C., taquipnea, corrimien-
to nasal sero-cspumoso, opacidad de la cérnca. La evolucién de ia
enfermedad fue de 5 a 6 dias.

NECROPSIAS: en las efectuadas, nos llamé la atencién la gran con-
gestidon meningea que presentaron todos los cadaveres estudiados. Las
investigaciones parasitologicas realizadas fueron negativas.

E!l foco era unico y no se comprobd ningun otro caso similar en
zonas adyacentes y subadyacentes.

2) — ENVIO DEL MATERIAI PARA ESTUDIC DE LABORATOHRIO
a) Para estudios microbiolégicos. (Bacterias y wvirus). En glicerin:
neutra al 50 %: cerebro, cerebelo, higado y bazo en recipiente hermético
refrigerado con hielo.
by Para estudio histopatoldgico. En formol los mismos d&rganos.

3) — ENCARAMIENTO DEL ESTUDIO

a) Etiologia parasitaria. (Coenurus-coenurus; oestrus ovis). Des-
cartada segun necropsia de origen.

b) Eilologia virica. (Virus que producen el Louping ill; Scrapie y
Fiebre producida por garrapatas). Triturado de encéfalo en soluciones
neutras tamponadas, centrifugado, tratado con antibidticos y luego de
pruebas bacterioldogicas negativas, se inocularon 3 ovinos jévehes y 10
lauchas por via intracerebral, resultando negativos, hasta el momento,
4 meses de observacion.

4y — AISLAMIENTO DE LA LISTERIA MONOCYTOGENES. (Etiolo-
logia bacterial.

a) Estudio microscépico el material original. Frotis de cerebro y
cerebelo coloreado por el método de Gram se observaron, ¢nire otros;
bacilos gram positivos. con forma de limdn, de a uno, dos (diplobacilos
o en forma de V).

b) Siembra del material original. Se sembrd cerebro, bazo e higado
en: medios para cultivar gérmenes aerdbicos: caldo simple, gelosa sim-
ple, y gelosa sangre. Medios para cultivar gérmenes anaerdbicos y mi-
croaercbicos: tarozzi. El germen gram positivo (forma de limén), que
desedbamos seguir de acuerdo a nuestra orientacién epizootiolégica, cli-
nica, anatomo patolégica y microscdpica cultivé entre las 24 a 48 horas
en tarozzi. Repicando este cultivo en cajas de gelosa sangre de conejo
y gelosa glucosada aislamos colonias. Gérmenes gram negativos conteni-
dos en el material no presentaron ningun interés patogénico consideran-
dolos simples contaminantes.
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3 — ESTUDIO DE LA CEPA AISLADA DEL GENERO LISTERIA.
(185 S, B 202/960 1. de B

@ Microscopia. — En cultivos solidos, liquidos darozzi, o semi
solidos (AL Dilcoy, su presentacion es bastante regular bajo formas oo
limen, de a uno, dos semejando forma de V, con un extromo redondea-
do v ¢l olro afilado (a veces: ¢n cadenas tesirepto cocn bacilos) con
5, 6 y 8 clementos o en pagquetos con un namero variable de bacilos.
Ver {ig, NY 1. En caldo simple mas glucosa oxisie tendencia o lormas
Hhmentn:as, Lo mismo en embrian o polio ¥y mebrana corio alantaid. o
clondo of huevo os inoculado ¢n saco vitelino, En frotis do organos A
cnimales muertos o inocolndos experrmentalmenio (cerebro, higada, basno
vopulmany formas de coco-becilos semejantes o lmon, generalmontie
aislados, de dos en 'V oo on cadenas cortas de 3, 4 o 5 olementos. Taman .
I & 2 vor 0,5 micras.

by  Coloracion. — Gram pogifivo. Frotis relativamente nos man-
ticnen bien el eristal violeta luego de una diferonciacion do 30 scgundos
com aleoho] absoluto o de 10 1 15 segundos con aleohol acelona, Se tinen
uriformoementye. No son acidos rosistentos,

¢r Cultivos. — Es microacrdfilo. Cultiva bien cn 21-28 he on mie-
di» tarnzzi con trozos de higado de bovino pH 9-10, cnturbiandelo. Fn
AC (Difeer ¢l onturbiamicnto comienza antes de los 20 hs desde a
supcrficie hacia la profundidad. En gelosa-sangre, gelosa-suero, gelosa
simple-glucosa, friptosa agar, cultiva entre las 24 hs. o 48 hs dando
una fina pelicula de superlicie lisa, untuosa. enmulsionable v o de color
amarillo grisaceo y cuando Ia colonia estd aisiada ticne un {amano de
I moyoa 1,0 o de diametro, con centro mas oscuro v opertieric tras-
licida. En caldo simple mas glucoga, medio T, presenta un enturbii-
miento antes de las 24 hs., con sedimentacion viscosa cn ¢l fondo del
tubo gquedando luego de 48 o 72 hs ol medio totalments limplido, trans-
parente, gque sl lo agitamos o enturbiamos ¢n forma homogénca desapin-
reciendo todo sedimento. En papa glicerinada da un cultivo en superfi-
cle brillante, en pelicula, grisaceo, observandose al micro vopio los b -
cilos en furma de limdn y distribuidos gencralmente de ons bajo forn o
de diplo coco bacilos ¥y en V. La glucesa, al 05 /-1 "\ y ol extracio d=
higado favorceen siempre los cultivos y mas que 1o sanpre o ol suero,
En gelatina cultivo a los doce dias ten 30 dias a modio ambiente no Qi
ficuo). En agar-sangre de conejo s¢ observan hemolisis bela a los 21 dias,
En Mac Conkey agar (Difco) cultiva pobremente en 48 hs ¥ omeinr on
¢ a 5 dias,

(v Bioguimica. Acidifica: glucosa-maltosa-ianitol-sovbitol f¢ste de-

bilmente en 72 hso, No se observan camblo on: sacarona-lactosa v dul-
citnl. Citraio (Koser) sin cambio. Rojo metilo positivo. Accetil melil car-
binol, (V. PO negativo. Acido sulfhicrico ¢ indol negativos., Leche tor-
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nasolada viré a rosado sin coagulo (acidez). Movilidad (en medio Sim,
Difco) positivo. Catalasa positivo.

e) Antibiograma. Sensible a: penicilina, aureomicina (Clortetraci-
clina) terramicina (oxitetraciclina) tetracina, acromicina, eritromicina
cloromicetina. Resistente a: sulfadiacina, bacitracina y polimixina.

f) Siembra en huevos embrionados. Embriones de 9 dias. 1. — Por
membrana corio alantoidea. Los embriones mueren entre las 22 y 46 hs.
Lesiones: congestiéon y hemorragias en membrana corio alantoidea y en
embridn. El germen se multiplica abundantemente. 2. — Por cavidad alan-
toidea. Se observan muertes a las 48 hs. 3. — Por saco vitelino, Mueren
menos del 50 % a las 96 hs. y se observan en los embriones formas
filamentosas.

g) Inoculaciones. Estudio de la receptividad de las especies, via de
inoculacién y dosis del inoculum. Inoculum utilizado: cultivo en caldo
glucosado, 0 barrido del cultivo en gelosa-sangre o gelosa simple glu-
cosada.

1 — Inoculaciones experimentales negativas.
Obser-
Dosis Via cién
Especies {Inocolum) inoculada por:
Lauchas adultas 0.5 c.c. S. Cut-Intram, 30 dias
Cobayos 0.5-1 c.c. S. Cut-Intram. 30 dias
Conejos 1-3 c.c. S. Cut-Intram. Intrap 30 dias
Pollos de 1 mes 0.01 c.c. Intracer. 30 dias
Pollos de 1 mes 0.5 c.c. Intrav 30 dias
Palomas 1-2 c.c. Intram. 30 dias
2 — Inoculaciones experimentales positivas

a) En lauchas. Por via intraperitoneal. Dosis 0.5 c. c. Mueren apro-
ximadamente el 50 %. Sintomas: arqueamiento del lomo, erizamiento
del pelo, apatia general, pestafico, fotofobia, conjuntivitis serosa, pocas
veces queratitis, muriendo los animales a las 48 hs. de inoculados con
los parpados adheridos. En la necropsia se aisla el germen de encéfalo
o higado siendo generalmente los hemocultivos de corazdn negativos.
Por via intracerebral Dosis 0.03 c. c. previa anestesia con éter. Los con-
troles: inoculados con igual dosis del mismo inoculum pero calentado
a 70-80 grados C. por 30 minutos. Todos los inoculados presentan sinto-
matologia semejante a los anteriores dentro de las 48-94 hs. ademas
de hiperestesia y excitacién (saltos) y las que no mueren entre los 2
a los 10 dias. presentan entre los 12 a 21 dias torcién del cuello, excita-

(1) S. Cut. igual a Sub cutanea; Intram. igual & intramuscular; Intrap. igual
a intraperitoneal; Intracer. igual & intracerebral; Intrav. igual a Intravenosa.

(2) Las inoculaciones en conejos y en ovinos por vias: intravenosa, intracerebral
e intraraguidea se realizaron para el estudio de la monocitosis, Se describen
mas adelante.
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ciéon y torneo muy llamativa y que se desencadena mediante cambios
auditivos, luminosos, ctc., pudiendo llegar el animal a agotarse quedando
inmovil por verios minutos, (Ver. fig. N 4. Los animales que presen-
tan esta sintomatologia han side observados por cuatro meses posterio-
res a su inoculacion. Este test de toreién del cuello v tornceo (Cireling
discaser reproduce los sintomas a veces observables en ovinos y se pre-
sentan en un B0 70 de las lauchas inoculadas (las que no muceren) y no
fue encontrads por nosotros en la bibliografia consullada. Las lauchus
controles lucge de cuatro meses de observacion permanccicron normalces.

L1 En cobayes. D¢ 2530 a 300 gramos. Por via intracerebral previa
anestesia con eter. Mueren entre las 24 a 48 hs, aislandose la cepa de
cerehro ¢ higado y a veces de sangre de corazon.

¢» En conejos. Adultos. Por via intravenosa. Dosis de 1,6 a 5 c.c.
D¢ cinco conejos inoculados muricron dos, entre los 13 a 20 dias, Pre-
sentan enflaguecimicnto progresivo, recuperacion o caguexia y muerte.
Se aisla el germen, siempre de cercbro o higado siendo negativos los
hemocultivos, Fue una via de eleccion para ol estudio de la monocitosis.
Por via intracerebral. Dosis 0.03 a 0.05 ¢ c. Via también para el vstudio
de la monocitosis. Tuvimos un caso interesante y fue un concjo inocu-
lade por via ntrapceritoneal y que prescntd monocitosis lHamativa, una
vez recuperado, se reinoculo a los dos meses poer via intracerchral no
dando monocitosis y siendo positivos los controles. Seguramente ¢l ani-
mal presentaba inmunidad debido a la primera inoculacion.

d) En ovinos. Se inocularon cn total 6 ovinos, de procedencia des-
conocida y de los cuales dos cran borregos (10 a 12 meses) y 4 adultes.
Por via intravenosa. Cuatro con 4, 5, 9 y 30 c.c. respectivamente. Murio
solamente ¢l inoculadeo intraccerebral a los 29 dias con lesiones macro
¢ histo patologicas positivas a Listeriosis. Sintomatologia (de los 6 inocu-
lados por distintas vias). Temperatura nyaxima entre las 24 & 72 hs.
39.9-40°7 C. comenzando a normalizarse al 5 dia. Entre las 24 y 96 has.
presentaron: falta de apetito, apatia, indiferencia, somnolencia, pesadoez
al caminar y cierta rigidez del tren posterior, algunos tropezaban con
cierta facilided y si calan sc recuperaban lentamente; cabeza baja como
si tuviese en cllas un peso grande y algunos sacudian la cabeza como
en los casos de miasis on esta region, Varios presentaron corrimicnto
nasal secroso, congestion y exudado scroso en conjuntiva, edema de par-
pados con movimientos lentos y dificullosos. Un animal prescntd trastor-
nos en su vision. Los sintormas siempre observados fueron letargicos, de-
presivos, nunca existio excitacion ni torneo. solo en eiertos momentos
en algun animal, incoordinaciéon, muy poco aparente, en su marcha.

Entre ¢l 5V ¥ 109 dia los animales comenzaron a recuperarse.
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Se han practicado necropsias de ovinos, conejos, cobayos y lauchas,
Unos de los primeros, fueron casos espontaneos, de los que dieron ori-
gen a nuestro trabajo, algunos ovinos inoculados experimentalmente, y
los animales de laboratorio, habian sido inoculados en su totalidad.

El estudio macroscépico no nos ha permitido establecer una co-
rrecta etiquetacion etioldgica. I.as lesiones son discretas y presentan
marcado polimorfismo segiin la especie estudiada y aun en la misma
especie. Ademaéas segun el curso de la afeccion: formas agudas, septi-
cémicas; supagudas y aun croénicas, la respuesta del érgano esti:diado
es evidentemente distinta.

Esta marcha clinica dispar permite observar en algunos casos pro-
cesos congestivos predoriinantemente y en otros, procesos focales exu-
dativos y aln exudativo-productivos. Podemos sin embargo esquemati-
zar la morfologia de la enfermedad, cuando ella estd bien constituida,
¥ que reposaria sobre un ‘“tripode lesional”: sistema nervioso central;
higado y miocardio.

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL. — A su nivel predominan las
lesiones, lo que estd de acuerdo con la sintomatologia. Casi sin excep-
cién se constata: una meningitis exudativa serosa, que en algunos casos
se hace francamente hemorragica. Predomina en la zona meningea co-
rrespondiente al cerebelo y a la regién bulbo-protuberancial. Al corte
seriado de cerebro, cerebelo y bulbo encontramos puntillado hemorra-
gico y zonas de necrosis. Estas dltimas son particularmente visibles —en
nuestros casos— en €] parénquima cerebral.

Histologicamente se observa edema y exudacién a células mononu-
cleares rodeando los vasos sanguineos pequefios. El espacio de Virchav-
Robin esta densamente infiltrado por células blancas, entre las que pre-
dominan los monocitos, pudiendo también observarse linfocitos y aun
polinucleares.

Hemos encontrado focos necréticos, nunca de gran tamano, los cua-
les, con técnicas de impregnacién argéntica muestran una evidente mo-
vilizacion glial.

HIGADO. — En cobayos vy conejos inoculados experimentalmente
encontramos focos necréticos extensos. En los ovinos solo al microscopio
constatamos pequefas areas de muerte celular con un inicio de reac-
cién periférica conectiva. Hepatocitos con escasas lesiones.
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MIOCARDIOQ. — Focos de necrosis, que se visualizan bien e¢n la pa-
red del ventriculo izguicerdo. Se constatan procesos degenerativos (tu-
mefaceion turbia y degeneracion hialina) de la fibra miocardica.

b} Monocitosis,

1. — En conejos. — De 6 conejos inoculados en los cuales so hicicron
estuuios hematoldgicos, 5 prescntiaron pronunciada monocitosis, que osci-

16 ¢a un aumento {otal de 3,12 al 6,48 veces mas de monocitos como
pucde observarse en el cuadro adjunto.

o
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g1 En ovinos. — Se inocularon en total 6 ovinos, jovencs tborregos
de 11 meses v adultos 4. En cuatro ovinos se¢ hicieron estudios hema-
fologicos antes ce la inoculacion y después de la inoculacion (5 a 11
dias), v a dos, antes de la inoculacion y post inoculacion a los 5 y 21 dias.

CUADRO DE MONOCITOSIS EN OVINOZ — (N° 2)

’ Ovino N° 1 | Ovino N° 2 ;| Ovino N® 3 | Ovino N° 4
‘Itint. 5 oceor Ininte § ceo 1 Iint, 9 cel Inoint. 0,35

! ! r ' e.C.
f Al Pi., An  Pi i AL DPi Ai. Pi.
Monocitos v ... 4 4 3 6. 14 10 3 0
Total inonocitos | ’ ; ,
por mm.s ... ... Cana 594 1 515 504 1 1.568  1.220 1 248 0
Nota. — EI estudio hcmatolégico post iaoculacion se hizo a los 1l

dias excepto en ¢l ovino N¥ 4 que se hizo ul 5 diz. Este ovino murio
a los 29 dias post inoculacién, con lesionz2s macro y microscdpicas po-
sitivas a Listeriosis.

CUADRO DE MONOCITOSIS EN OVINOS — (N° 3)

Ovino N° 5§ Ovino N° 6
Inoec. intrav. 30 c.c. |Inoce. inlrarragquidea
0,5 c.c.

Al Pi. Pi. | Al Pi. Pi.

‘N (2 (1% (2

Monocitos 7 .. ... L. 7 3 7 3 4 9
Total monocitos por mm.* . 511 273 637 372 380 864
Nota., — Fi. t1) a log cinro post inoculacidn. — (Pi. 2y a los 21 dias

post inoculaciin.
DISCUSION

La listeriosis ¢n ovinos sc nos presentd con un cuadro de sintomas
sumamente variakbles. In el brote espontaneo de donde se aislo la Lis-
teria la enfermedad tuvo una evolucidn subaguda: temperalura, Inape-
tencia, postracién incordinacion motora, trastornos visuales, corrimicento
nasal, cierta inclinacion o torcién del cuello, lipotimia y muerte al cabo
de 5 a 6 dias.

Experimentalmente ¢n ovinos observamos, temperatura maxima
entre 24 o 72 horas, debilidad, inapetencia, apatia, falta de flexibilidad en
el tren poslerior, corrimiento nasal, congestion en conjuntivas y parpados,
éstos algos edematizados, y trastornos encefaliticos siemproe bajo la forma
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letargica. De seis ovinos inoculados con la cepa aislada de Listeria mo-
nocytogenes por vias: intravenosa, intracerebral e intraraguidea, soélo
uno muridé positivo macro e histopatoldgico a Listeriosis. La muerte su-
cedié a los 29 dfas de inoculado. Los demés se recuperaron.

En cuanto a la monocitosis que produce la cepa aislada es bien ma-~
nifiesta en conejos a los 9 dias de inoculados con un aumento de mo-
nocitos que oscilé entre 3,12 a 6,48 veces mas. En ovinos en el escaso
estudio realizado se observa en general una caida de los monocitos entre
el quinto al undécimo dia post-inoculacién y un aumento detectable
al 21?2 dia.

El aislamiento del germen de animales muertos fue siempre exitoso
por medio de siembras e inoculaciones a partir de encéfalo, bazo o
higado, siendo en general negativos los hemocultivos.

Un test que nos resulté muy demostrativo fue la inoculacién de
lauchas adultas, que cuando no mueren de Listeriosis presentan las que
sobreviven una exitacién y torneo caracteristico que recuerda la deno-
minacién que se le da también a la enfermedad: “enfermedsad de las
vueltas o del circulo” (Circling Disease) en los ovinos.

La cepa aislada cultiva excelentemente en embrién de pollo y adya-
cencias cuando se inoculan en membrana corio-alantoidea, pudiendo ser
un material digno de estudio, del punto de vista antigénico, para la ela-
boracidén de vacunas.

El diagnostico diferencial decbe hacerse en base a los estudios epi-
zoctolégicos sintomatoldgicos, macro e hisiopatolégicos, hematolégicos
(nvonocitosis), reccptividad de 1as especies de animales y una completa
bacteriologia.

En cuanto a la inmunidad sélo debemos destacar que conejos recu-
perados de la enfermedad y que habian prasentado monocitosis, reinecu-
landolos a los dos meses no presentaron monocitosis.

Por ultimo debemos informar que en julio de este aho, unc de nos-
otros ha aislado otra nueva cepa de Listeria monocytogenes de un brote
espontaneo en ovinos en el Departamento de Lavalleja, al sur-este del
Uruguay.

RESUMEN

1) En base a estudio epizootiioldgicos, sintomatolégicos, macro ¢
histopatolégicos, bactzrioldgicos y hematolégicos (monocitosis) se com-
prueba por primera vez, la Listeriosis en ovinos del Uruguay.

2) La cepa aislada ha resultado ser sensible a: penicilina, clor-
tetraciclina (aureomicina), oxitetraciclina tterramicina), tetracina, acro-
micina, eritromicina y cloremicetina,

3) Se destaca la forma encefalitica (exitacidn, torcién del cuello,
torneo) que se produce en lauchas inoculadas por via intracerebral en
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forma experimental con la cepa aislada y que recuerda a igual sinto-
matologia en ovinos (Circling discase).

4 Se¢ da a ceonocer un segundo brote de Listeriosis en ovines on

la zona sur-cste del Uruguay (Departamento de Lavalleja)d.

5 Es de descar un mayor estudio de esta afcccion en ovinas, bo-

vinos, suinos. ceninos, aves, ete., va sca como enfermedad septicemica

con sintomatologia nerviosa, o como responsables de abortos, ¥y su re-

lacion con ¢l hombre (zoonosis),
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FIG. N? 1. — Frotis de higado de un conejo muerto por Listeria monocytogenes
Coloracién de Gram. Se observan gérmenes bajo forma bacilar, gram positivos,
aislado, de dos, en V, en empalizada y en pelotones,

FIG. N¢ 2., — Forma encefalitica en lauchas inoculadas con la cepa de Listeria

mocytogenes aislada. Obsérvese la torciéon del cuello. Este animal hacia torneo,

era muy excitable y con esta sintomatologia vivié 4 meses. Presentdé los primeros
sintomas a los 21 dias de inoculada por via intracerebral.



F1G. N¢ 3. — Higado de conejo inoculado con 1a cepa de Listeria monecylogenes

aislada. QOhsérvese las lesiones necrdticas macroscépicas gue presentaba, Este cone-

jo fue inoculado por via intravenosa con cultivo de 36 hs. de estufa y murié a

los 20 dias luego de un pronunciado enflagquecimiento, caquexia, aislaindose la
cepa de estas lesiones hepaticas, siendo negativo el hemocultivo.



