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CULTWO DEL M. TUBERCULOSIS EN EMBR!ONES
: DE POLLO

Influencia de la presion atmosférica sobre la virulencia
del gérmen

"Un modesto jéven se dirigia, en pleno verano, desde
- ~Hamburgo, su ciuddd natal, a Davos:Platz, .en ¢l cantén dr_
los Grisones: lba alh -a-hacer una v:suto de tres semanas.
' Tal es el prlnCIpIO dé 1a historia de Hans Castorp,
lindo burguesito de la pequeria mcncha hdmeda’’, que vivio
siete afios en el sanatorio. SR I T
Y como su historia, decenas y decenas se sucedleron
aunque nunca fueron contadas: s:mplemente reposarén en 103
archwos sus hlstorloles clmlcos, reforzcmdo la tradlClon Y la
' esperonza

IR

Por muchos oﬁos, miles de enfermos han concurri-

"do a los sanatorios para tratamientos ‘dé montafia, en
‘Davos, a 1660 m, y en Arosa, a 1890 m. sobre el nivel

del mar. La evolucién aparentemente favorable de la tu-
berculosis, con dichos tratamientos, parece depender,
seglin varios trabajos experimentales’ realizados en el
presente siglo, de la influencia de las bajas tensiones de

‘oxigeno existentes en las grandes alturas. Al menos en

1

este sentido hacen perisar las observaciones “in s@ro

‘'sobre el comportarniento del bacilo bajo condiciones de

oxigeno restringido. Tiene todawa que hacerse la com-
probacién experimental “in vivo”, a pesar de que mu-
chos trabajos ¢on animales de labor’otorlo son ya bas-
tante definidos y concluyentes. En 1939, en una confe-
rencia de la “Asociacién Clinica” de Ro’rterdam se ha
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hablado de la posibildad de beneficiar a los enfermos
tuberculosos en tratamiento, manteniéndoles en locales
con baja concentracién de oxigeno (1). '

En el presente trabajo, se trata de aprovechar de
un medio muy valioso de investigacion, el embrién de
pollo, para conocer algo sobre el comportamiento del ba-
cilo tuberculoso, bajo las condiciones especiales de que
podemos disponer en nuestro ambiente. Es decir utili-
zando este huésped capaz de reaccionar dando respues-
tas uniformes dentro de condiciones uniformes, se trata
de establecer las diferencias que pueden existir en la his-
topatologia de la enfermedad experimental, en dos di-
ferentes altitudes: Guayaquil y Quito.

CAPITULO |

INTRODUCCION.—SOBRE LA FISIOLOGIA DEL
MYCO. TUBERCULOSIS HOMINIS

1—Constitucién Quimica.

Estas células bacterianas tienen una constitucion
similar en general, a las células de cualquier otro orga-
nismo vivo, con ciertas caracteristicas que las acercan
mads a los hongos .L.a composicion quimica exacta es di-
ficil de establecer, particularmente debido a que varia
con la composicién del medio en que se desarrolla; por
lo mismo, no puede sorprender que el conocimiento que
se tiene sobre el asunto, sea harto fragmentario e in-
completo. Este conocimiento se ha realizado a partir del
estudio de masas multiformes de cultivos, debido al sin-
numero de factores de orden técnico que no pueden ser

_repetidos con exactitud de un investigador a otro. Natu-

ralmente, la diferencia de constitucién quimica entre
dos cultivos e incluso dos cepas de una misma especie,
es mucho menor que la diferencia entre dos especies o
dos géneros: de aqui la posibilidad de establecer los gru-
pos taxondémicos. :

Se odmnte que el bacilo tuberculoso estd constitui-
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do por 85% de agua, substancias minerales, en parte en
combinaciones orgdnicas, y substancias orgdanicas. De

'su peso en seco, + 9% es nitrégeno, 51 % carbono. Da

lugara 8 o 9% de cenizas (2,3,4).

a—Substancias minerales, varian cuantitativamen-
te con la composicién del medio de cultivo. La mayor
parte de cenizas estd constituida por dcido fosférico
(P205), del que se encuentra de 43 a 47% (en la ma-
yoria de especies bacterianas, 10—45%). Entre los
constituyentes minerales se hcm lden’rlflcado sodio, po-

“tasio, calcio, magnesio, hierro, silicio, iones SO3 y CI. En

combinaciones orgdnicas, el fésforo interviene en la
constitucién de 4cidos nucleicos, fosfolipidos y nucleo-
proteinas; el magnesio estd en combinacién con el 4ci--
do ribonucleico, que parece ser el responsable de la Gram
positividad bacteriana () (2, 4).

b—Polisacaridos. Del Myco. tuberculosis se han
aislado complejos polisacéridos, unos desprovistos de ni-
trégeno y fésforo que liberan glucosa en hidrolisis, y
otros que los contienen y dan lugar a azicares, amino-
azucares y Geidos orgénicos de cadena corta (2,4). Una -
considerable cantidad de carbohidratos estd en combina-
cién con lipidos. ’

c—De los Lipidos, en una proporcién variables es-
tdn firmemente ligados en los complejos celulares y son
dificilmente extraidos por los solventes neutros. Por ex-
traccién fraccionada con alcohol-éter y luego clorofor-
mo Yy acetona, se ha logrado separar el material lipoideo
en tres fracciones: glicéridos, fosfatidos y ceras clorofor-
mosolubles. El extracto alcohol-etéreo contiene todavia
una:considerable cantidad de polisacdridos. De las célu-
las totalmente desgrasadas por los solventes neutros, es
posible separar un 15% mds de lipidos, empleando una
mezcla acidificada de alcohol y éter. En total el conte-
nido de lipidos del Myco. tuberculosis humano es 40%

{"")—En rigor no se puede decir que el bacilo tuberculoso ¢s Gram positivo
porque una vez coloreado con los colorantes bdsicos, no se decolora con alcohol
se haya o no tratado con iodina (5). !
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de fa materia orgomca "estos lipidos- son‘-dcidos grasos

libres grasas neutras, ceras y fosfohpldos que dan: pOi
hidrolisis'manosa e ‘inositol.

Es interesante anotar que el con’renldo total ‘de li-
pidos en-el tipo humano-del ‘Myco. es mdyor ‘que‘en los

‘sapréfitos dcido-resistentes, y al revés; el contenido totai

de polisacaridos-es moyor en Ios saprofltos que en el de
tipo humano (4).

" Los é&cidos grasos I|bres forman el bul’ro del totai
de lipidos. Junto' @ -los'mds comunes’ (palmitico, ested-
rico, oleico, laurico, ‘miristico, tetracosdnico, cerdtico,

linoleico; butirico, copr0|co) se encuentran dos acidos

de cardcter especifico: el-dacido tubérculostedrico y el
acido ftioico, €l primero Opticamente inactivo e isdme-
ro 'del 4cido estéarico y el segundo ophcomente oc’rlvo
isdrero del dcido cerdtico (2, 4) . ‘

Las grasas neutras son ésteres de los 4cidos grasos
de mas alto peso moIecuIar No hay es’reres con eI gll-

cerol. g
Las ceras dan lugar’ por SCIpOhIfICC(Cth a pequenas

‘cantidades de acidos -grasos bajos. Cuando purlflcodas

las ceras se separan en dos fracciones: lo ung cera blan-
dd’ - es un compleja glicérido; la otra, “’cera pura”, libe-
ra por hidrolisis un 56 % de cera msoponlflcable que co-

rresponde a los altos alcoholes de los primeros autores o
d los hldrOX| metoxi-acidos, que tienen la propledod de

CICIdO resistencia,” (4cido m|collco entre ellos) . ().
" Esta segundo fraccién contiene también polisacéri- -

dos que liberan pdr hldroIIS|s manoso d orabmoso ga-

lactosa.”
Los fosfatidos del boalo tuberculoso con’nenen mas
o menos 3% de fosforo y 1% 'de nl’rrogeno (Io Iecn’una

“contiene 4'y T 8% respectivamente) ..

Esta constitucion particular ‘del bacilo le conﬁere
cnertos propiedades tipicas. Asi, el Myco. tuberculosis,
es dificilménte coloreable y una vez tenido, d|f|C|lmente

{*')—EI llamado “‘cord factor”’, principio téxico del bacilo virulento, esté
intimamente relacionado con este dcido.
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decolorable. Esta propiedad dcido-resistencia, se atribu-
ye a la alta concentracién de lipidos que es también res-
ponsable del caracter hidrofébico de la superficie celu-
lar, que ocasiona el crecimiento superficial y en grumos

- en los medios liquidos, y finalmente, da lugar a tipos es-

peciales caracteristicos de reaccion en el tejido huésped
Esta sola caracteristica estructural es también responsa-
ble del comportamiento frente a los medios antibacte-
rianos, diferente del de bacterias no dcido-resistentes, y
de la especial resistencia del bacilo frente a 4cidos y él-
calis fuertes que se utilizan en la prdactica para tratar
matériales patoldgicos contaminados ().

d—Los Prétidos, en el bacilo tuberculoso se han
denominado genéricamente tubérculo-proteinas. Se reco-
nocen diferencias entre las del bacilo-de tipo humano y
las de bacilos bovino, aviar o sapréfito. Las tubérculo-
proteinas son hidrosolubles. Se han aislado dos o tres ti-
pos de ellas, de las cuales por lo menos una es el princi-
pio activo de la tuberculina; estas protel'nas son-muy
complejas y tienen diferente constitucion qu|m|ca y ca-
racteristicas inmunoldgicas entre si.

Se han separado por lo menos tres diferentes com-
ponentes antigénicos de las proteinas del bacilo huma-

(') —Poseen dcido-resistencia la voluting, ciertas inclusiones lipoideas dei
género Bacillus, endésporos 'y algunas especies de Actinomyces. La eleccion -del
agente diferenciador depende del grado de dcido-resistencia: para el bacilo tu- .
berculoso, se puede emplear dcidos minerales fuertes. Segin Lamanna (6), la
resistencia reside en la mayor solubilidad del fehol y del colorante en los cons-
tituyentes celulares, que en el agente decolorante. Se atribuye esta propiedad af
material lipoideo que contiene en su interior; es mds pronunciodd en la’ mem -
brana citoplasmdtica y. en los grénulos internos celulares.. La antigua - creencia
de que existe una cdapsula cerosa al rededor de la célula se ha demostraoo falsa’
desde los trabajos'de Knaysi en 1.929 (7). Se han aislado grasas neutras, ceras
y Geidos’ grasos dcido-resistentes. A partir de la ‘'cera insaponificable’, se ha ais-.
lado el &cido micélico, fuertemente -dcido-resistente {4). No se conoce la rela-

" ci6n exacta entre el colorante y el substrato, pero es fundamental la. integiidad
. celular para que se mantenga esta propiedad .(8). De todos modos se puede de-

cir que el substrato dcido-resistente es un producto, metabollco y se puede evitar
su ‘acumulacién empleando medios de cultivo apropiados, sin pérdida de viru-
lencia y Gram . En el tejido animal los bacilos pueden perder la qcndo -resis-
tencia quedando Gram +, (2, 7).
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no. Entre las fracciones, la llamada PPD-b3 (Purified
Protein Derivative), parece responsable de la reaccién
tuberculinica y tiene un peso molecular 16.000, con
4.4% de sacdridos y 3% de 4cido nucleico. Ruppel en
1.898 comunicd 23 % de nucleoproteinas en el bacilo de
Koch (9).

e—Entre los Productos Metabélicos, el bacilo tuber-
culoso produce en los medios de cultivo, catalasa 'y H2S.
Entre los productos sintetizados se encuentran el pig-
mento ftiocol que posee una actividad semejante a la
de la vitamina K, y un alcohol de alto peso molecular,
el tiocerol. La cepa humana H37 y la bovina Ravenel
sintetizan todas las vitaminas del grupo B, incluso el
dcido félico y la bioting, pero estas vitaminas anadidas
a los medios de cultivo, no influyen en su desarrollo
(2, 3). ,

. 2.—El problema de la respiracion del bacilo tuber-
culoso.

‘a—Comportamiento Aerobio.—Las bacterias for-
man su protoplasmc a partir de substancias de bajo con-
tenido de energiq, sintetizando todos los compuestos or-
gdnicos como carbohidratos, lipidos y prétidos, que son
ricos en energ|a\ Para reallzar esta sintesis, derivan a su
vez la energia necesaria por medio de Ic respiracion
(bacterias aerobias) o de la fermentocién (bacterias
anaerobias) .

Los textos establecen insistentemente que el bacilo
de la tuberculosis es aerobio estricto, no pudiendo desa-
rrollar en ausencia totdl de oxigeno libre. Sinembargo,
se ha objetado este punto de vista, al observar el creci-
miento de colonias profundas en medio sélido y de colo-
nias subsuperficiales en medio liquido, que podrian con-
siderarse -en parcial anaerobiosis. Estas observaciones
tienen diferente interpretacion, frente a la idea moder-
na de considerar a las bacterias, aerobias, no sélo por su
capacidad de utilizar el oxigeno del aire ambiente, sino
también por contener sistemas respiratorios enzimdti-
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cos (citocromos, catalasa), que las capacite para una
completa degradacién oxidativa de carbohidratos hasta

'C02 y agua. El conocimiento de la respiracion del bacilo

es incompleto, pero sabemos que es capaz de llevar a ca-
bo oxidaciones completas y asi, Merril (10) y Uga (11)
han establecido que los productos finales de la desinte-
gracién de carbohidratos por el bacilo, son casi exclusi-
vamente CO2 y agua. Buc (12,13) en sus estudios refie-

" re crecimiento “aerobio” y “anaerobio” en medios séli-

dos, pero si bien el observé ciertas diferencias enire los
bacilos sumergidos y de superficie, sus datos no pueder
considerarse definitivos, porque no hizo determinacio-
nes de la tension de aire en el terreno. Desde Rahn and
Richardson (14) se conoce que tanto terrenos sélidos co-
mo liquidos contienen proporciones favorables de aire
(02) disuelto, proveniente del medio ambiente, aunque
en realidad, la cantidad que se difunde sea insuficiente

- para mantener un cultivo por mucho tiempo. Estos AA.,

utilizando azul de metileno como indicador determina- -
ron la velocidad de difusion del aire en el medio de cul-
tivo, llegando a la conclusién de que medios que contie-
nen carbohidratos sobre todo, que favorecen la absor:-

+ cién, soportan cultivos con hasta 101 y 108 bacterias por

cc., antes de quedar exhaustos de 02."

Boecker en 1.923.(15) concluyé que el alto conte-
nido de fosforo orgénico (ATP, ADP) en el bacilo, favo-
rece la utilizacién del oxigeno combinado; pero también
este autor utilizé siembras abundantes y agitaciéon del
medio, que debia aumentar la cantidad de aire disuelto,
y no hizo comprobaciones con bajas tensiones del mis-
mo. '

Cohn (16) establecié que el bacilo es aerobio es-
tricto, aunque las necesidades de oxigeno libre pueder
ser muy pequenas. En un buen terreno, cantidades mini-
mas de 02 que pueden penetrar con el nitrégeno al lle-
nar los tubos previamente llevados al vacio, son suficien-
tes para soportar un crecimiento visible de inéculos muy
pequefios (0.00001 mg. por tubo). Cohn llegd a la con-
clusién de que el bacilo -es primordialmente aerobio y
prolifera mejor cuando hay una provisién abundante de



— 14 —

aire. También para Rahn y Richardson, condiciones 6pti-
mas de provisién de 02, son mds fovorables para su me--

. tabolismo. Seglin estos, AA el bacilo requiere 1.22% de

02 para oxidar 1% de gl|cerol en el medio; en los me-
dios ordinarios y en tubos o frascos pequefios, la provi-
sién es insuficiente: si se distribuye 220 cc. de terreno
dejando gran superficie (en frasco de 1 litro), se debe-
ria renovar unas 14 veces el aire ambiente, para proveer
del oxigeno necesario para oxidar todo el glicerol (14)
Hay una opiniéon prevalente en contra de la ocu-

* rrencia de fermentaciones en el bacilo (17). Los Q.R.

(cuociente respiratorio) —C02/02) para varios terre-

'nos han sido calculados por Novy y Soule en 1,925, de-

terminando con precision la produccién de CO2 y el con-
sumo de 02: En agar glicerinado Q.R.—= 0.836; en agar
glucosado Q.R.—= 0.992; en aga rsuero Q.R. 0[904 Va-
lores que varian poco de los anteriores hallaron los mis-
mos autores en 1.927 (18,19). Pero estos valores no dan
una idea completa del sinndmero. de procesos que en- '
vuelve el desarrollo del bacilo, de alli gue, para Edson
(17) esta incertidumbre desopcrecerla sélo haciendo
determinaciones del Q.R. en diferentes fases metabdli-

cas: al principio durante 6 o 7 dias de desarrollo bacte- -
riano, la sintesis de los lipidos, substancias pobres en oxi-
geno y que hacen mads de 30% del peso total de los or-
ganismos, a partir de glucosa y glicerol (substancias ri-

~ cas en oxigeno), es el proceso metabdlico predominan-

te, y el Q.R. es superior.a la unidad; posteriormente, ia
respiracion continga en la fase IIOmada estacionaria, ya
no hay sintesis, el Q.R. por lo mismo, baja del valor de

la unidad. Y, efectivamente, segin trabajos previos

(20}, el Q. R. es igual a 1.75 durante la fase sintesis, de
desarrollo que coincide. con la mayor utilizacién de glu—
cosa del terreno, para bo]or a 0.75 durante la fase esta-
cionaria.

Heplar (21), ’rraba;ando con la cepa H37Rv encon-.
tro los siguientes valores para el Q.R.: 0.91 endbgeno,
0.97 en lactato y.0.74 en Dubos Medium. Estos valores
varian, elevandose de 7 a 15% bajo condiciones de oxi-
geno restringido (atmdsfera con 1% de 02), elevacidn
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que para Heplar, sugiere que puede ocurrir al menos un.
pasajero metabolismo:fermentativo endégeno. Luria de-.
termind que el consumo de 02 en terreno de Dubos con
Tween 80 es superior al consumo en: el imismo terreno
sin Tween 80, permaneciendo invariable sinembargo, la
curva de velocidad de multlpllcoc10n en la fose de cre-

cimiento logaritmico (22). :

Novy y Soule (18) vy Kempner (23) no. odmlten
cambios en el Q.R. a baja tensién de oxigeno, pero la co-
municacién de Heplar (21) es muy aceptable.y conclu-
yente y, por .otro lado, sus conclusiones concuerdan en
parte con las observaciones de Loebel y.col.- (24).con ba-
cilos expuestos a anaerobiosis: la. respiracién enddgena
y la-vialidad, no son afectadas durante las.24 primeras. -
horas. Con mayor tiempo de exposicidon a anaerobiosis, el
proceso -aparece suspendido, : la' respiracion- endogena
abolida, y la’ viabilidad desgparece: después del tercero
o cuarto dia. Los sapréfitos. parecen mas-resistentes a la

anaerobiosis: M. phle| soporto al menos- 35 dias a la ex-

posicién.:
De todas maneras eI problema no esta defmlhvc-
mente resuelto'y debemos admitir,:bajo.la deflm_czon da-
da de bacterias agerobias, que el bacilo tuberculoso se
comporta como tal, S|endo particularmente sensible a.ld.
presencia del oxigeno libre. Es también de mucha signi-
ficacién que; bajo las mismas condiciones la oxidacién
aerobia de glucosa da“lugar.a:686.000 cal..mientras en
anaerobiosis, la fermentacién hasta dcido. lactico libera.
solamente 54.000 cal. Es decir, la fermentacién es un
proceso ineficiente, comparado con la respiracién. (5).
Seguin Loebel y col. (25) el bacilo tuberculoso, por des-
composicidn anaerdbica de la glucosa toma una energia
menor que 1/200 de la energia obtenida por oxidacion
- b. - Influencie de las tensiones relativas de C02.—
Los primeros.datos en relacién con la cantidad de CO2
favorable al crecimiento del - bacilo, son muy variados
(26) .. La cantidad éptima indicada por Novy y Soule
(18) es de 30%; para Corpery.col: {27) 14.5% ; para
Ebina (28) de 5% y para Davis (29), :de 2.5%. - Hay

- pues mucha discrepancia entre los datos de varios auto-

N
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res y para fines précticos puede considerarse favorable
una tensién de hasta 14%, para obtener condiciones de
crecimiento. La cantidad que comienza a inhibir el cre-
cimiento ha sido determinada sobre 60% por Novy y
Soule (18).

¢. Influencia de las fensnones relativas de 02.—

Las cantidades 6ptimas de 02 para el crecimiento del

Myco. tuberculosis hominis, van de 20 a 50% (18, 11,
28, 30). Una atmoésfera de oxigeno puro es mds bien
desfavorable para el crecimiento, tanto para la cepa hu-
mana como para la bovina y la aviar. Potter en 1942 de-
mostré que trazas de oxigeno libre en humedad y g 38°
C. matan a estos bacilos después de una exposicién de

25 a 30 dias (31). S

Kempner (23) estudié las necesidades de 02 de
cultivos de la cepa H37 y encontrd que su desarrollo de-
pende grandemente de las variaciones dé su concentra-
cion, especialmente dentro de los limites que ocurren en
el organismo humano. Incluso una reduccidon moderada
en la tensién de oxigeno, daria lugar a una disminucién
apreciable en el metabolismo de los bacilos. Este A. ha
examinado la respiracién del bacilo tuberculoso como
una funcién de la concentracién del 02 del aire, encon-
trando una curva similar a la conocida curva de la diso-
ciaicién de la oxihemoglobina; la respiracién alcanza su
mdximo a una concentracién de 12-14% inhibiéndose la
velocidad normal de la utilizacién del oxigeno a tensio-
nes de 14% de 02. El cuociente respiratorio permanece.
practicamente constante, y vale 0.75.

Segun Corper y col. (27)," el bacilo crece mucho
mejor en el aire ordinario con 21 % de 02, que en una
mezcla gaseosa de igual composicién que la del aire al-
veolar que esde 15.9% y 6.4% de CO2 (a 628 mm.Hg.)
El crecimiento es alin menor en una mezcla gaseosa con
la misma constitucién que el contenido gaseoso de la
sangre venosa: 5.6% 02y 7.5% de CO2.y, aunque las
bacterias no mueren, no hay crécimiento.alguno con la
concentracion de 0.1 % de oxigeno .
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- Kempner calculd que la velocidad de utilizacion de
02 por el bacilo en los pulmones a nivel del mar, estaria
inhibida en un'20% en relacién con cultivos en atmos-
fera normal a nivel del mar. Es decir ,la diferencia de.
tensién de 02 entre el aire alveolar, 14%02 y el aire am-
biental, 21 %02, es suficiente para ocasionar una inhi-
bicidn del metabolismo. A 3.000 m. de altura, dicha in-

hibicién llegaria a ser de 33 a 58%.

lLos datos en relacién con la cantidad de 02 tomado
del medio son muy variados. Mientras unos AA. dicen
que 1 mg. de bacilos (peso en seco) consume 2 milime-
tros cubicos (32), 0 20 mm. c.(33) por hora, otros au-
tores indican que dicho consumo se eleva hasta 1.8 cm.
cubicos (11). Lo que si se ha demostrado es que con un
aumento de tensiones del 02 ambiental, el consumo por
el bacilo puede elevarse hasta un 100%, lo-cual signifi-
ca desde luego, un incremento del metabolismo.

3. Condiciones metabélicas del bacilo en los tejidos..—

Se repite frecuentemente en la literatura un hecho
facilmente observable: en las lesiones tuberculosas acti-
vas, se encuentran muy pocos bacilos. Si la lesion es ca-
seosa, los gérmenes. se encuentran en buen ndmero en
la periferia, son muy escasos en el centro, tanto mds si
la lesién es muy antigua y cerrada (34, 35, 36, 37, 38,
39) . Adn mds, no sélo que el niimero de bacilos es me
nor en lesiones caseosas, sino que estos bacilos no son
viables en la mayor parte de casos, y dan lugar a inocu-
laciones y subcultivos negativos, sin embargo de que .
mantienen la morfologia y propiedades tintoriales cono-
cidas (38, 39.) » ~

Puesto que el bacilo tuberculoso depende grande-
mente de su metabolismo aerobio para su supervivencia
y multiplicacidn, es obvio pensar primeramente en que
la progresiva esterilizacion de las lesiones se debe al de-
ficiente intercambio gaseoso de ellas: minima afluencia
sanguinea, pequenisima difusién de 02 hasta el centro
necrético. El restringido intercambio sanguineo no sélc
daria lugar a déficit de oxigeno disponible por el bacilo,
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sino también a acumulacidén de substancias del metabo-
lismo. (C02,4cido lactico, &cidos grasos, etc.), (35).

Existen varias observaciones experimentales 'in vi-
vo”’, de acuerdo con este postulado: se citan las observa-
ciones de Volwald (40) segdn las cuales el feto de coba-
yo es marcadamente resistente a la infecciéon, coinci-
diendo esto con el bajo contenido de oxigeno de la san-
gre fetal. Se conoce también que el cobayo (41, 42) vy
el raton (1) son menos sensibles a la infeccién si se Iet
somete a tensiones reducidas de oxigeno, lo cual, segln
los trabajos de Campbell (43) llevaria a menor’ tension
de 02 en los tejidos del animal. En los experimentos de
Ong y col. (1.947) la supervivencia fué mayor vy las le-
siones menos extendidas y graves, en los ratones trata-
dos con atmdsfera de 9-13% de 02, que en los de con-
trol. Para Ong, la progresién de las lesiones en los teji-
dos depende de la cantidad de 02 que estos dejan dispo-
nible al bacilo: mientras mayor es la cantidad de oxige-
no que consume el érgano, menor es la cantidad de que
dispone el bacilo. El corazén seguramente es el érgano
que mdas 02 consume, 4.3 a 8.5 cc. por 100 gramos y por
minuto, y también es el érgano menos sensible a ia in-
fecaon tuberculosa; el pulmdn, que consume solamente
1.5cc. de 02 por minuto por 100 gms. es precisamente el
érgano mads sensible (1).

‘Por fin, se sabe perfectamente que la infeccién no
progreso en pulmon colapsado (apllcaaon terapéutica) .

Pero, no obstante existir varlas observaciones expe-
rimentcles sobre el cardcter nocivo de las bajas tensio-
nes de oxigeno, Dubos cree que este fendmeno —menor
aireacidn de los centros necréticos— por si solo no es su-
ficiente para volver no viables a los bacilos incluidos en
ellos (35).

Sus trabajos con cultivos de bacilos in vitro, le lle-
varon a la conclusién de que muchas de las substancias
que se encuentran normalmente en las lesiones necroti-
cas (dcidos grasos de larga y corta cadeng, otros acidos
alifdticos), tienen un marcado poder inhibitorio de los
cultivos, efecto posiblemente indirecto en muchos casos,
porque muchos de estos dcidos favorecen la utilizacién
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del oxigeno por el bacilo. La causa primaria de estos
efectos, podria ser el que casi todos estos compuestos,
acidos grasos, tienen propiedades tenso-activas que pue-
den ocasionar lesionese de las membranas bacilares. En
segundo lugar, un aumento del metabolismo no seguido

por multiplicacién del bacilo, daria lugar a un agota-

miento de materiales de reserva y naturalmente a inter-
ferencia en su proliferacion, por acumulo de substancias
téxicas. Todas estas substancias se producen normal-
mente por metabolismo tisular y por cambios autoliticos
consecutivos a inflamacién y -necrosis y algunas de ellas
se encuentran ‘in vivo” en las cantidades capaces de in
hibir el crecimiento del bacilo ‘in vitro” en presencia de
suero bovino. Estas substancias ejercerian un efecto bac-
teriostatico, antes que bactericida.

 La presencia de dcidos orgdnicos, metabdlicos o de-
secho tisular, que da lugar a acidificacién en las lesio-
nes inflamatorias y necréticas, constituye uno de los mu-
chos factores que pueden intervenir para dificultar el
progresivo desarrollo del bacilo en las lesiones. Pero la
suerte del bacilo parece depender también de otros fac-
tores, sin tomar en cuenta la actividad realmente inmu-
nitaria celular, ni la propiedad de los leucocitos y mono-
nucleares de fagocitar los bacilos. Se conoce ahora cier-

tos extractos de tejidos animales, que son capaces de re-.

tardar e inclusive inhibir el crecimiento del bacilo ‘in vi-
17
Hirsch y Dubos (36) han aislado de estos extractos
(alcohélicos) una substancia cristalizable con poder. in-
hibitorio, la espermina, una amina bdsica, que ha sido
reconOC|do ya anteriormente en muchos drganos anima
les, especialmente en préstata y pdncreas. En casos de
neumonia, tuberculosis y cancer, el tejido enfermo con-
tiene mds espermina que el tejido sano del mismo 6rgano
Lo accién de la espermina es bactericida y se manitiesta
“in vitro” en presencno de una fraccién de sero-albumi-
na bovina. “In vivo”, probablemente proveen el medic
necesario los mismos tejidos. Ha sido encontrada tam-
bién en extractos de ganglios linfdticos tuberculosos,
una substancia capaz de inhibir el desarrollo del bacilo
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y de impedir la tuberculosis generalizada en cobayos
inoculados con cultivos virulentos (44). Esta substan-
cia no ha sido aislada, y no se conoce la relacion que
pueda tener con la espermina, pero los extractos de gan-
glios linféticos sanos, no tienen acciéon inhibitoria.

4. Virulencia y patogenecidad.

a Sus relaciones especificas.—Es -muy verosimil
la hipétesis de Rich, segun la cual las especies patdge-
nas de Mycobacterium se originaron de antiguas espe-
cies saprdfitas libres en la naturaleza, por adaptacion a
los organismos animales (34). La adaptacién ha dado .
como consecuencia una serie de modificaciones metabo-
licas que hacen que el microorganismo pueda proliferar
solamente bajo las condiciones provistas por su huésped
especifico, al cual ocasiona a su vez una serie de altera-
ciones. ~ ,

La especie tipo del género consta de una serie de
variedades adaptadas a animales de sangre caliente y @
animales poikiolotermos. Las mds conocidas son M. tu
berculosis hominis, M.tbc. bovis y M.tbc. avium, que pro-
ducen enfermedad espontdneamente en el hombre, en
los bovinos y en las aves, respectivamente. Puede darse
el caso de infecciones heterélogas, pero la frecuencia
mayor se encuentra en la especie “nativamente sensible”
a una variedad.

. Bacilo tipo agviar. Se encuentra muy diseminado en-
tre las aves y puede también localizarse en varios ani-
males mds o menos sensibles en los cuales produce le-
siones muy limitadas; la infeccion espontdnea en los ma-
miferos es muy rara, y el cobayo es altamente resistente .

La infeccion en las aves, fundamentalmente diges:
tiva, se caracteriza por ulceracion intestinal, formacién
de tubérculos en las visceras, higado y bazo especial-
mente, con presencia de células gigantes y células epi-
telioides y frecuentemente necrosis, aunque el reblan-
decimiento de tipo caseoso es menos frecuente en los
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mamiferos. El nimero de bacilos presentes en las lesio-
nes intra o extracelulares, es sumamente grande.

Las aves tuberculosas reaccionan a la tuberculina
del bacilo aviar, pero son necesarias dosis muy altas pa-
ra que la respuesta sea tipica. . : )

De las gallinas enfermas, menos del 1% ponen
huevos infectados, asi que existe la posibilidad de in-
fecciones humanas de este origen. . Pero después de la
comprobacion de Rich (34), parece que el bacilo aviar
no es patdégeno para el hombre: existen pocas comuni-
caciones de varios autores, pero son muy dlscuhbles y
ademds, sin demostraciones muy claras.

Bacilo tipo bovino. Produce tuberculosis princi-
palmente en el ganado bovino y eventualmente puede
parasitar a los animales domésticos; las aves son alta:
mente resistentes. El hombre es suscep’rlble El conejo es
sumamente sensible. :

En el ganado, las lesiones producidas no son dife-
rentes de las lesiones humanas, aunque varia un poco la
frecuencia de infeccién particular a cada érgano. En or-
den de importancia, hay localizaciones intestinales, en
los ganglios linfaticos, en los pulmones, en el higado, ba- -
zo y cavidades serosas y en general en todos los érganos
del animal infectado. La contaminacion de la leche por
infeccion en las ubres es muy frecuente.

La infeccion en el hombre adquiere gran importan-
cia por su extensién, sobre todo en algunas regiones de
Europa meridional. Es mds frecuente en los nifios y de
localizacion entérica y ganglionar. En los EE. UU. corres.
ponde al 11.1% de las tuberculosis generalizadas (34) .
Entre nosotros Cartagenova comunica, en un trabajo er
gque métodos e interpretaciones son muy obje’robles
3.75% de infecciones pulmonares debidas al 'rlpo bovi -
no del bacilo tuberculoso (45). 7

La infeccion en el hombre rarg vez es de localiza-
cion pulmonar y sistemdtica, es mdas bien de los érganos
abdominales y de la piel.

Bacilo tipo humano. Produce la gran mayoria de tu-
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berculosis generalizadas en el hombre (88.9% EE. UU.)
(96.25% en Quito) . Las tuberculosis pulmonar y bron-
quial'son mds del 99%.

Entre los animales mds susceptibles se encuentran
los monos, ratones y cobayos: El hombre posee mayor
reS|stenc10 natural que el cobayo. Son resistentes: toros,
cabras, ovejas, conejos y una gran mayoria de pajaros
(excepto loros y canarios) .

En el organismo humano: no hay 6rgano inmunes,
y las diferentes frecuencias de localizacién particuiar se
deben a diversas condiciones: exposiciéon directa.a la en-
trada del bacilo al organismo, factores mecdnicos de di-
seminacion por la corriente sanguinea, “capacidad’ dei
drgano o tejido para soportar el crecimiento del bacilo
que se localiza en él, etc.

En la tuberculosis miliar generalizada en que se
encuentran lesiones en practicamente todos los tejidos,
el asiento mds frecuente de lesiones progresivas son los
pulmones, ganglios, intestinos, cavidades serosas, hue-
sos y articulaciones, aparato urogenital, piel, sistema -

‘nervioso central y ojos, sucesivamente en orden de fre-

cuenciai. El higado y el bazo que se consideran como 6r-
ganos muy frecuentemente lesionados, son raramente
involucrados en lesiones progresivas en el hombre.

En la mayoria de los casos la infeccién se transmite de
personas.a persona, por contacto directo, o por contactc
con materiales infectados (sobre todo si no han sido ex-
puestos a la luz solar), o a través de una tercera perso-
na que porta el material infectado. (Los alimentos con-
taminados por moscas felizmente no son muy peligro--
sos, porque el nimero de bacilos que acarrean es peque-
Ao y la'infeccién por el tracto digestivo es escasa, pues
los bacilos no multiplican en los alimentos por sus exi-
gencias culturales) .

La posibilidad de infecciones de tipo cruzado, las
llamadas localizaciones heterdlogas, hace que en eI la-
boratorio se recurra a diversos procedimientos para dife-
renciar las cepas aisladas de materiales patoldgicos. La
diferenciacién no es fdcil, si se recurre solamente a ca-
racteres morfolégicos y a reacciones inmunolégicas. Va-
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rios autores han intentado tipificar las cepas recurrién-
do a reacciones de precipitacion entre sueros inmunes y
diferentes fracciones de tubérculoproteinas o tubérculo-
sacaridos, pero tanto por los resultados poco consisten-
tes como por las graves dificultades técnicas que presen-
tan ,no se pueden utilizar en la préctica. Se recurre mds
bien a los caracteres culturales (colonias eugbnicas y
disgbnicas), cardcteres morfoldgicos dificilmente dife-
renciables y a la patogenecidad para diferentes especies
animales. (v. tabla 1).

TABLA |

Poder patégeno de los bacilos tuberculosos para anima-
les de laboratorio

Animal o Bac. hominis Bac, bovis Bac. avium
Cobayo ............. J++4+4+ S+ A+ 4+ ¢

Conejo .......ovvvnn + ' + 44+ 34
Ternero . ......... SR o+ttt
Aves de corral . ...... o o I e SR
Ratén (") . ......... + ++4 4+ -

Monos y antropoides .. 4+ ++ - 0.

El conejo se emplea para diferenciar los tipos huma-
no y bovino. El bacilo tipo humano produce lesiones es-
trictamente localizadas, mientras el tipo bovino las pro-
duce generalizadas, dando lugar incluso a la muerte del
animal,

El cuadro dado cmterlormen’re presenta la distribu-
cidon de esta especie bacteriana entre diferentes especies
animales, pero no da idea de los mecanismos fisiol4gi-
cos que capacitan a los bacilos para causar enfermedad
en el huésped. ,,

b) Sus relaciones con constltuyentes qulmlcos deI
bacilo.—Hay una tendencia general a relacionar la. vi-
rulencia de las especies patégenas con una particular

(") —Ciertas cepas de ratones son altamente susceptibles a los tipos hu-
mano y bovino ,y otras son muy resistentes (46).
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\ .
estructura quimica del cuerpo bacteriano, puesto que
hasta ahora no se ha logrado determinar claramente la
presencia de exo-6 endotoxinas en el bacilo tuberculoso.

Accion de las tubérculo-proteinas. Ya sean aisladas
del cuerpo bacteriano o extraidas del medio de cultivo,
no ejercen efecto toxico apreciable en el organismo ani--
mal normal. Se habla de alzas térmicas, pero no parecen
reaccién especifica. La dosis toxica experimental, corres-
ponderia a cantidades enormes de bacilos. En cultivo de
tejidos, las células permanecen indemnes afiadiendo tu-
bérculoproteinas, pero mueren si dichas células provie-
nen de anmial tuberculoso -(hipersensible). El animal
tuberculoso tiene hipersensibilidad a la tubérculoprotei-
na, que provoca fiebre, necrosis local y sintomas consti-
tucionales. En el animal sano, la administracién de tu-
bércloproteina puede establecer sensibilidad anafilacti-
ca tipo Arthus, pero no “tipo bacteriano” propiamente
dicho, porque seguramente pierde la proteina alguna li-
gazén importante qu etenia en el bacilo, o es en efecto,

insuficiente (34).

La tubérculo-proteina en Ios tejidos produce la mis-
ma inflamacién de cardcter microscépico que prcduce
cualquier otra proteina; es decir, afluencia de mononu-
cleares, sin aparicién de los elementos del tubérculo. Al
inyectar a un animal tuberculoso, se produce el tipo con-
siderado especifico de respuesta en el sitio-de la inyec-
cién, pero en realidad parece que corresponde mds bien
a una reaccién a un cuerpo extrafo, en animal hipersen-
sible. La causa seria la necrosis del tejido adiposo super-
ficial, gue ocurre en la reaccién tuberculinica pero que

“se presenta también en otros casos, como las lesiones

traumaticas. '
De todos modos las tuberculoprotemos producen
la hipersensibilidad, o mejor, son las responsables del es-

‘tablecimiento de hipersensibilidad en animales enfermos

(anteriormente se ha visto que algunas fracciones de
proteinas tienen cardcter antigénico, etc.) (3, 4, 5, 34).

Accién de los tubérculo-carbohidratos. No son toxi-
cos, ho ocasionan formacién de tejido tuberculoide, ni
provocan hipersensibilidad, ni reacciones locales de tipo
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tuberculinico en organismos sanos ni en hipersensibles
Parece que el animal tuberculoso puede dar un tipo de
reaccién anafildtica a ciertos carbohidratos, pues sueros.
de animales inmunizados con tuberculosis contienen
precipitinas anti-carbohidratos. Tienen seguramente
cierta significaciéon inmunoldgica, aunque no tienen que
ver con la patogenicidad, puesto que se encuentra tam-
bién en otros organismos dcido-resistentes (34) .

No son verdaderos antigenos puesto que no produ-
cen formacién de anti-cuerpos en el animal normal in-
yectado, pero parecen haptenos, es decir, poseen un gru-
po quimico capaz de reaccionar con el anticuerpo, y que
confiere especificidad antigénica a cualquier proteing
a la cual se ha adherido, pero_que, cuando no adherido
a la proteina es incapaz por si solo, de incitar formacion
de anticuerpos (34). ‘

Un polisacdrido de peso molecular 7.200 tiene ac-
cién quimiotdctica sobre los neutréfilos, precipito en sue-
ros de animales inmunes, pero no es téxico ni antigéni-
co (3).

En resumen, se puede decir que las propiedades
atribuidas a los constituyentes del bacilo, correspcnden
en todo caso a bacilos cultivados in vitro, y sabemos que
la composicién puede variar con la composicién de los
medios de cultivo. Por otro lado, en las investigaciones
llevadas a cabo para determinar dichas propiedades, se
han empleado siempre extractos que deben haber sufri-
do una serie de procedimientos capaces de alterar el
complejo sistema que es un organismo bacteriano intac-
to. En fin, el medio tisular provee al organismo de condi-
ciones imposibles de repetir en el laboratorio.

Accion de los tubérculo-lipidos. Ninguno de los lipi-
dos aislados del cuerpo bacilar tienen apreciable poder
téxico para el organismo, animal. Libres de proteinas no
inducen estado de hipersensibilidad, aunque coadyuvan
posiblemenet la accién de las mismas para establecer hi-
persensibilidad.

Cierta fraccién lipidica del bacilo estimula el desa-
rorllo del tubérculo caracteristico de la enfermedad: cé-
lulas gigantes y rodeadas de células epitelioides. Los aci-
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dos grasos tubérculoestearico y ftioico estimulan la pre-
duccidn de células epitelioides, (3). Las ceras insolubles
provocarian la formacién de células gigantes a cuerpo
extrafio (3). Seguramente el factor fundamental para lc
produccién de este fendmeno fagocitico mononuclear,
seria la insolubilidad de estos ateriales en los tejidos.
No obstante, esta reaccién no estd cuantitativarnente
relacionada con el contenido de lipidos en el bacilo: el
bacilo intacto provoca mayor reaccién relativamente a
la cantidad de lipidos que contiene. Por otra parte, lipi-
dos extrafnos de otras bacterias, provocan también reac-
cion a células epitelioides, no obstante de que las reac-
ciones propias a ellas no son tales en las infecciones es-
ponténeas que producen (34).

Una fraccion fosfatida actlia como verdadero anti-
geno, pero no parece intervenir en la resistencia a la tu-
berculosis ni provocar hipersensibilidad (34).

Varios AA. han afirmado en trabajos recientes (3,
4,5, 6,), que no se puede admitir la existencia de tubér-
lotoxinas. Al menos no han querido admitir esta aserciéon
que ha sido manifestada por los clésicos (47) dada la
inexistencia de demos’rroaones experimentales mdlscu-
tibles.

El llamado “cord factor". Desde los .trabajos de
Bloch 'y sus asociados, parece estar comprobada la exis-
tencia de un factor téxico en las espeaes virulentas del
M. tuberculosis.

Middlebrook y col. fueron los primeros en conceder
importancia a la disposicion de los bacilos en cordones:
las cepas virulentas y algunas cepas BCG, tanto en me-
dio sdlido como en medio liquido, crecen formandc cor-

‘dones o cintas, consistentes de bacilos dispuestos en es-

trecho paralelismo, mientras los bacilos de cepas aviru-
lentas sélo se acumulan formando grumos (48). Los
mismos autores sugirieron la posibilidad de que esta
particular disposicion se deberia a la presencia de un
compuesto, producto de excrecién de los mismos, capaz
de mantener adheridos a los elementos resultantes de la

"~ multiplicacién (49). Para la mayoria de cepas, la for

macién de “cords” y la virulencia son correlativos, mien-
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tras mds virulenta la cepa, forma cordones mds estre-
chos, bajo condiciones apropiadas. Algunas substancias
tenso - depresoras como Tween 80, dificultan dicha dis-
posicién, mientras extractos de embrién de poIIo la fa-
vorecen y acentuan. Ademos cierta reaccién quimica de

.coloracién, obtenida sélo con bacilos virulentos, pero no
con avirulentos, sugiere también diferencias quimicas

en la constitucién de superficie (50).

Bloch y col. (51) evidenciaron la presencia del fac-
tor responsable del fenémeno y determinaron su cardc-
ter toxico. Lo denominaron por su origen, “cord factor”.

Se ha determinado posteriormente con bastante
exactitud la toxicidad del “cod factor” en extractos to-
davia bastante impuros (51, 52, 53, 54,) ; la extraccion
se efectla utilizando aceite de parafina o éter de petro-
leo, hidrocarburos solventes orgdnicos que dan lugar a
la ruptura de los cordones tipicos de las cepas virulentas
(51) . Estos extractos contienen naturalmente otros com-
puestos I|p0|deos de la superficie del bacilo y desde lue-
go la proporcién de ellos es mucho mayor, lo cual segu-
ramente ha ocasionado que investigadores precedentes
no hayan pod|do descubrir la presencia del factor toxico.
En suma, el “cord factor’” estd compuesto de varias frac-
ciones, de las cuales la téxica forma menos del 1%, y

‘puede pasar enmascarada.

Se han determinado las siguientes propiedades bio-
Ioglcos para esta fraccién téxica obtenida por extrac- -
cidon con éter de petréleo: a) inhibe la migracion de leu-
cocitos in vitro. b) es toxico para el ratén en inyecciones
repetidas en pequefias dosis (iny. de 0.005 mg.) pero
una sola dosis alta, (hasta 2.0 mg.) no da lugar a mani-
festaciones toéxicas. ¢) las manifestaciones téxicas que
se producen son: pérdida de peso desde los primeros dias,

- sintomas constitucionales y muerte, siempre después del
9° dia. A la autopsia, se.constantan hemorragias pulmo

nares generalizadas. d) La susceptibilidad de los rato -
nes y cobayos a la accién toxica en inyecciones repeti -
das, guarda estrecho paralelismo con la sensibilidad a
la’infeccién por la cepa de la cual proviene el factor.
La inyeccion del extracto en cobayos, no induce un esta- -
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do de ractividad alérgica a la tuberculing, y al contrario,
cobayos tuberculino-sensibles no reaccionan frente ai
extracto, (51).

Los bacilos privados de la envoltura lipidica, aun-
que no pierden viabilidad ni patogenicidad, producen en
cobayos enfermedad de evolucidon mds lenta que la pro-
ducida por bacilos intactos (parece existir un periodo de
latencia hasta que los bacilos puedan descubrirse de la
evoltura toéxica). Los bacilos “desnudos” pierden ade-
mas la capacidad de inhibir la movilidad, migracion de
poliformonucleares.

El “cord factor” obtenido de varias cepas humanas
y bovinas presenta varias diferencias bioldgicas, lo cual
sugiere que deben tener cier’rcs diferencias en su consti-
tucion quimica.

No se ha aislado ’rodowo el “cord factor’’, pero los
extractos etéreos pueden ser concetrados y purificados,
sin pérdida de potencia y manteniéndose las prorieda:
des bioldgicas estables y caracteristicas (52).

Se puede aislar 10-9 gammas del material toxico de
cada bacilo. Por otros cdlculos, los autores llegan a la

‘conclusidén de que cae en el orden de magnitud de otros

productos biolégicos de esta indole.

No se ha identificado todavia la fraccién toxica
(53), pero se sabe que se encuentra en la porcidn aceto--
na-soluble de la “cera pura”, y parece estar estrecha-
mente relacionada con el dcido micdlico, aunque no es
precisamente un 4cido. El peso molecular corresponde ai
de dicho 4cido, y parece contener un 4tomo de nitroge-
no por molécula. Por reduccion o hidrolisis desaparece
la toxicidad. :

El “cord factor” se encuentra en mayores cantida-
des en los cultivos jovenes de las cepas virulentas: los -
cultivos viejos contienen mds bien, mayor cantidad de
lipopolisacdridos que tienen escasa toxicidad (54).

c. Significado de la virulencia.

"El grado de virulencia de un cultivo va siempre re-
ferido a una especie zooldgica dada”. Es la orientacion
de los AA. Italianos sobre este problema discutido desde

. muchos puntos de vista. Y, en efecto, cualesquiera que
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sea el mecanismo por el cual el bacilo es capaz de cau-
sar enfermedad, esta capacidad se apoya en una parti-
cular constitucién orgdnica del huésped en una especie
animal, que permite la supervivencia del pardsito en-sus
tejidos. Esta capacidad puede ser mayor o menor, siem-
pre referida a la misma especie.

La diferencia existente entre un mlcroorgomsmo
patégeno y uno saproéfito, consiste en que este Gitimo,
aunque pueda penetrar en.los tejidos del cuerpo animali,
no puede proliferar porque encuentra que las condicio-
nes inadecuadas para su biologia.

Ahora bien, el agente patégeno, al prollferor apro-
vechando de los elementos ofrecidos por el huésped, pro-
voca en sus tejidos una reaccién; alin mas, al eliminar
lois productos de su metabolismo bacteriano, la reaccién -
consecutiva tiene que oponerse a la accidén nociva de ta-
les productos. Las reacciones que se operan en el nués:

‘ped pueden ser locales o generales, dependientes de la
copoadod del germen de invadir los tejidos. Esta inter-
accién huésped - porasVro es lo que constituye enferme-
dad, significando asi mds bien un proceso que un estado
biolégico.

Segun la virulencia del germen, este proceso puede
ser transitorio, determinandose en Ultimo término la eli-
minacién del agente patégeno —de baja virulencia—
gracias a mecanismos de defenso del organismo animal,
o puede significdr ung enorme destruccién de tejidos o
un envenenamiento, plasmadtico irreversible —agente de
alta virulencia— fenémenos capaces de matar el orga-

“nismo animal.

Es decir, en otros términos, el agente capaz de pro-
ducir enfermedcd agente patdgeno, puede tener un cier-
to grado de fOXICIdOd estos factores estdn caracterizan-
do su grado de virulencia (47).

Para Rich, el curso y caracter de las lesiones en un
organismo porosﬂrodo, dependen de dos factores: viru-
lencia bacteriana y resistencia del huésped, pero como
dos varigbles independientes (34). Es decir que una es-
pecie sea poco resistente a la accién de un germen, no
significa que dicho germen sea muy virulento para esa



— 30 —

especie animal, pues la virulencia es un fendmeno inde-
pendiente, determinado primariamente por la constitu-
cion de la bacteria, y puede ser alterada modificando las
condiciones del cultivo. Por esto que, para muchas bac-
terias, neumococo por ejemplo, se conoce el substrato enr
que "reposa” la virulencia y aunque para el micobacte-
rio este conocimiento apenas se inicia, se puede adelan-
tar el dato de que.también se puede atenuar su virulen-
cia bajo condiciones culturales especiales.

‘Siendo susceptible de “atenuacién’” o de “exalta
cion” experimentales, la virulencia es independiernte de
la resistencia natural de una especie animal, La rnayor
0 menor resistencia de una especie, no estdn indicando
sino una particular caracteristica cualitativa de sus teji- .
dos que pueden ofrecer, especificamente a un tipo de
germen, los elementos necesarios para su implantacion
y supervivencia. Por eso que se puede “hacer’’ cepas vi-
rulentas para una especie animal y cepas menos virulen- -
tas para la misma especie animal, pero las dos cepas,
simplemente siguen siendo patdégenas. En otras palabras,
virulencia implica intensidad, mientras patogenicidad
mds bien significa copoadad de producir enfermedad.

El cldsico concepto de Azzi relacionando virulencia
y especie ha sido vertido por Rich asi: “si se quiere me-
dir la virulencia, el grado de patogenicidad, se ha de uti-
lizar la especie animal nativamente susceptible y en con-
diciones normales, sin resistencia ni sensibilidad provo-
cadas” (34).

Se llama una bacteria pqt’ogena cuando, introduci-
da en pequefios nimeros en el organismo onlmcl normal,
puede producir un proceso. mérbido local o general: la
transitoriedad de dicho proceso, dependeria de la viru-
lencia. Por esto se dice también que la virulencia expre-
sa el grado de patogenicidad (4, 5, 34, 47).

Si se considera que lo que se necesita para producir
lesiones en los tejidos del huésped susceptible es un nG-
mero suficiente de bacilos, es l6gico concluir que ese nG-
mero es menor cuando se trata de un germen muy viru-
lento, que cuando se trata de uno menos virulente. De
aqui, Rich (34) deduce que “virulencia es la habitidad
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relativa de una cepa para sobrevivir y para reproducir
progresivamente en los tejidos de individuos normales
de una especie animal nativamente susceptible”.

CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS
‘I-Aisldmiento y cultivo del bacilo

a. Generalidades.—Para efectuar cultivos se pue-
de partir de diferentes materiales patoldgicos de origen
humano o del animal inoculado. Las técnicas se reducen
en suma,'a homogenizar dichos materiales, tratarlecs con
diferentes antisépticos y antibiéticos para evitar la ger-
minacidén de bacterias contaminantes. Los métodos mds

" conocidos son los aconsejados por. Lowenstein y Petroff,

particularmente para esputos, segun los cuales se destru-
ye el moco y se homogeniza, utilizando dcido sulfirico
al 10% o sosa'al 20%; estos agentes pueden des’rrulr
unos cuantos bacilos, pero luego de un corto periocio de

~ exposicion y neutrallzondo, se puede sembrar en terre-

nos apropiados, con buen resultado. - Se puede sembrar
también dichos materiales en terrenos que contienen an-
tisépticos débiles como verde malaquita. En estos terre-
nos'se obtienen colonias puras del agente patégenc en la
primera siembra, después de la segunda semana dz incu-
bacién a 37°C.

Si se emplean antibidticos, la penicilina en una con-
centracion de 50-100 U.I. por centimetro ciibico del ho-
mOgenizodo o material original, después de | h. de expo-
sicion a 37°C. asegura completa pureza del cultivo. No
obstante, Kirby y Dubos (55) demostraron la sensibili-
dad del bacilo a la penicilina: dosis muy altas, desde 600
U/cc. pueden inclusive lisar los bacilos y, para pequefios
in6culos, también son nocivas dosis pequedisimas. Los
fronceses emplean con buenos resultados la aureomicina
en concentraciones de 2.5mg./cc. (56)

También se utiliza el terreno sintético Twee.n-albw
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mina en el que se puede obtener germinacién del bacilo
partiendo de materiales muy poco concentrados y en un
periodo mucho menor del esperado en los terrenos ordi-
narios de huevo .En este terreno, la sensibilidad del ba-
cilo a los antibiéticos y antisépticos aumenta grande-
mente (57) . , ‘

Para inoculaciones diagndésticas, se emplean el co-
bayo y el conejo; el cobayo es el animal mas sensible al
bacilo tipo humano. Segin la descripcidn clasica, se de
be esperar una tuberculosis generalizada (tipo “Ville-
min’) en este animal, después "de las seis semanas si-
guientes a la inoculacién subcutdnea. El animal muere
al'2° o 3er. mes, y raramente hasta al sexto. La sensibi-
lidad a la tuberculina se manifiesta desde la segunda se-
mana a dosis de 0.1 cc. de T.A. Pero, segiin observacio-
nes de Muggia (58) entre nosotros, es poco frecuente
este tipo de tuberculosis consecutivas a la inyeccién de
material positivo. En nuestros animales, por causcs to-
davia no alclaradas, lo mds frecuente es una tuberculo-
sis localizada, del tipo descrito para gérmenes de viru-
lencia atenuada: ganglios linfdaticos caseosos, a mas de:
foco necrético en el sitio de la inoculacién. Es necesario
esperar varios meses antes de notar signo alguno de en-
fermedad tuberculosa en el animal inoculado, observan-
dose frecuentemente aumento de peso y una supervi
vencia inusitada de hasta 24 meses.

Finalmente, se puede efectuar también la inocula-
cién del material sospechoso en el saco vitelino de 6 hue-
vos embrionados de 6-8 dias. Incubdndolos a 37°C. se
pueden examinar los resultados desde el 4° dia, diaria
mente en un huevo. Seglin los AA. del mé¢todo (59), es
posible declarar negativo el material si hasta el 6° hue-
vo (10° dia) no se encuentra el bacilo. La técnica de exa-
men es muy sencilla: se homogenizan agitando 2 o 3 cc.
del contenido vitelino con 20cc. de agua destilada; lue-
go se anade 2 cc. de fenol cristalino fundido al calor, pa-
ra matar los bacilos, se agita 3 minutos y se deja reposar
por lo menos 2 horas: se provoca la concentracién por
flotacién de los bacilos que se los busca luégo en frotis
hechos con el sobrenadante superficial tomado con pi-

’ 1
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peta capilar, sin absorver, y coloreados por el método de
aislamiento y cultivo del bacilo tuberculoso, es necesa-
rio determinar su virulencia por inoculaciéon a cobayos e
incluso asegurarse de la variedad por inoculacién a otros
animales (ver tabla I, pdg. 17). Desgraciadamente, el
grado de virulencia y la estabilidad de la misma, son pro-
piedades que se determinan a lo largo de muchos afos
de utilizacién de una cepa, y con fines de investigacion,
NO SE PUEDE ASUMIR la idea de estar manteniendo en
todas las pruebas caracteres mvorlobles si esto no estd
demostrado.

' Por esta razén, para el presente trobdjo, se ha utili-
zado la cepa internacional H37Rv. La cepa original H37,
fué aislada en 1905 por el doctor E. R. Baldwin (Sara-
nac Laboratories), del esputo de un joven de 19 afos
que sufria de una tuberculosis pulmonar crénica.

En los ultimos afios, practicamente todos los traba-
jos de investigacioén se realizan utilizando la cepa origi-
hal, o-una de sus variedades, la cepa Rv, porque, al con-
trario de lo que sucede con otros microorganismos tras:
plantados por mucho tiempo en medios artificiales, con
serva estable su virulencia inicial y es capaz de producir
la cldsica tuberculosis generalizada en el cobayo (60).

Es posible la aparicién de colonias de una variante
avirulenta en cultivos de la cepa H37. Esto sucede man-

" teniéndola por mucho tiempo en caldo glicerinado, er

agar glicerinado y en medios complejos naturales de
huevo (como el de Petroff.) Las dos colonias separables
son rugosas (R) la una establemente virulenta (Rv) co-
mo la original y la otra avirulenta (Ra), con caracteris-
ticas culturales diferentes. No se puede decir todavia
si se trata de verdaderas formas de disociacién, pero se
sabe que se puede evitar la® oparicién de la forma Ra
manteniendo cultivos “patrén” en medios sintéticos co
mo Proskauer y Beck.

c. El cultivo patrén para el presen’re trabajo se ha
efectuado en medio de Lowenstein. La cepa H37Rv ha
sido trasplantada en este medio, cada 30 dias. Por otro
lado, se han mantenido varios cultivos en tubos con 6cc.
del medio liquido Tween-albimina, trasplantando cada
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7-9 dias 0.1cc. del cultivo anterior. La proliferacién es
suficientemente abundante para que, preparando como

~ se indica mds abajo este cultivo. pueda ser utilizado de

in4culo.

La férmula original del terreno liquido Tw-Alb. co-
rresponde a Dubos y Davis (57). Se ha empleado la fér-
mula modificada. “TB Broth Base” (Difco) ; ésta contie-
ne por ]OOO ' ‘

Ex’rrocto de Ievodurq ...... 2.0 gramos
Proteosa peptona . . ... .. ... 2.0 gramos
Casitond .. ..o.vvivenien. 20 gramos.
Na2HP04. 12H20 ......... 25 ' gramos
KH2PO4 . . .............. 1.0 gramos
MgS04, TH20 ... ... .. SR 0.6 gramos
Na3.citrato.2H20 ... ...... 1.5 gramos
Tween 80 . .............. - 0.5 gramos
Glicerina pH7.0 .......... 50.0 gramos

El Tween 80 es una substancia tensodctiva, hidro

—v liposoluble—, caracterizada por la posecién de pro-

piedades hidrofélicas (alcoholes poli-hidroxi-etilénicos}
de propiedades lipofilicas (cadenas alifaticas del dcido
graso) (). Es absorbido por la superficie hidrofébica
del bacilo tuberculoso y su efecto “mojante” permite
una distribucién difusa del mismo en el medio acuoso.
Parece que la “mojada” de la superficie bacteriana fa-
cilita el intercambio metabbélico entre el microorganis-
mo y el medio, incrementando la velocidad de crecimien-
to. La albumina bovina (Fraccion V del plasma) que se
anade al tefreno (10 cc. por 100)- (*) neutraliza efec-
tos toxicos de pequefas cantidades de dGcidos grasos li-
bres en el Tween o liberados por accidn de una lipasa del

“mismo bacilo (57,50a).

El cultivo de 79 dias se encuentra fisioldgica y qui-
micamente homogéneo. Al cabo de este tiempo, la proli-

l

1

(*") —Ester. poli-hidroxi-etilénico del sorbitan monooleato.
(*)  Soln. al 5% en solucién salina normal con 7.5% de dextrosa,
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feracién es suficiente para asegurar la presencia de 108
bacilos por mm.c. del terreno (50a).

Los datos de la literatura y algunos ensayos pravios, -
permiten prever que,. dentro de ciertos limites, las lige-
ras variaciones en las dosis de bacilos que se mOCqun a
cada embridn, no tienen importancia en los. resultados.
Las dosis apropiadas se encuentran entre 0.1 y 0.0} mg.
Por esta razén, las dosis inoculadas a cada embrién en
el presente trabajo no han sido minuciosamente pesades
y solamente se ha llevado un control nefelométrico de
la proliferacién bacteriana en medio liquido. ’

d. El inéculo propiamente dicho se ha preparado
asi: el cultivo de 7 a 9 dias a 37°C ha sido centrifugado
2.500 rpm. durante 30 min. El sedimento ha sido lavado
por dos veces con solucién salina estéril (NaCl ai
8.5%), centrifugando en cada vez. Finalmente, el sedi-
mento ha sido suspendido en solucién salina estérli, lle-
vando a un volumen final igual a 1/3 del original de 3 u
| para asegurar una cantidad suficiente de gérmenes en
el volumen inyectado sobre la membrano corio-alantoi-
dea: 0.25 cc .

- En resumen, el inéculo para cada MCA es de ca.
0.1 mg. de bacilos suspendidos en 0.25 cc. dé solucién
salina. La suspensidn se realiza a partir de un cultivo de
-T a9 dias en terreno (llamado) de Dubos, lavado y con-
centrado 3:1.

e. Controles.—Se han realizado pequenas series
de inoculaciones con la cepa BCG y de inyecciones de so-
lucion fisiolégica estéril, bajo las mismas condiciones
técnicas que para los embriones motivo de investiga-
ciébn. - -

Se ha efectuado también cortes seriados de hlgodo
y bazo en algunos embriones, a fin de descubrlr posibles
localizaciones en esos érganos.

A fin de tener una idea sobre el corocter de la in-
feccidn experimental en cobayos, con la cepa H37Rv,
‘fueron inoculados 3 animales en Quito 'y 3 en Guayaquii,
~con la misma dosis administrada a cada embrién. Natu-
ralmente, con tan pequefioc ndmero no se ha intentado
una interpretacién absoluta de los resultados: este solo
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problema puede ser asunto de varios meses de investiga-
cidn experimental. No obstante ,tiene cierto interés el
conocer los resultados (v. Cop.lll).

2, Tecmca sobre embriones de pollo.

El embrlon de pollo ha sido u’rlllzodo en el laborato-
rio desde el siglo pasado, en investigaciones embriolégi-
cas. Levaditi en 1906 (61), al estudiar la espirilosis de
las aves de corral, describié por primera vez la inocula-
cidn de la membrana cariolantoidea (MCA) y desde en-
tonces, muchos autores han amplidgdo los conocimientos
sobre su empleo como huesped en infecciones experi-
mientos técnicos. (ver fig.1).
mentales, a la vez que han perfeccionodo los procedi-

Alb.

Fig. 1.—Corte esquemdtico del huevo embrionado de 9 dias. MCA membrana
corioalantoidea. C. Al. cavidad alantoidea. C.Am. cavidad amniética. S.Am. saca
amniético. Alb. albumen, C.Aé. cémara aéred. C?, cdscara o concha. MBE mem-
brana blanca externa.. MBl ‘membrana blanca interna. C. E. celoma extraembrio-
nario. S.VY. saco vitelino. :

Los primeros trabajos se refieren a la implantacién
del sarcoma transmisible de las aves'y de tejidos embrio-
narios de mamiferos (62,63). Goodpasture y otros AA.
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desde 1931 reconocieron las potencialidades de este mé-
todo de investigacién. Su técnica se basd en las prime-

_ras descripciones de Clark (64), sobre los métodos segui-

dos en investigaciones embrionolbgicas, pudiendo obser-
var en secciones histoldgicas de la MCA, la reproduccion
de las lesiones caracteristicas de la enfermedad conse-
cutivas a la inoculacién de virus vacunales y rickettsias
(65, 66, 67). :

Vorlos AA. han estudiado tamblen la accidén de
agentes fisicos y de substancia inertes sobre la MCA, de-
terminando -la .enorme capacidad reaccional de las ce-
pas embriongrias, y la actividad fagocitaria de sus célu-
las (68, 69, 70).

‘Los primeros mves’rlgadores que han estudiado sis-
temdticamente la infeccién bacteriana de la MCA del
embrién de pollo, han sido seguramente Goodspasture y
Anderson (71). Estos AA. observaron que los estafiloco-
cos y estreptococos producen necrosis superficiales, sin
invadir los tejidos; el bacilo diftérico crece superficial-
meénte y mata el embrién por sus toxinas; S. typht y Br.
abortus atraviesan el ectodermo facilmente y por fin, el
bacilo tuberculoso aviar produce lesiones caracteristicas.
Buddingh and Polk y Bang estudiaron el proceso patoge-
nético de infecciones experimentales con meningococos
y gonococos (72, 73).

La literatura relacionada con la inoculacién de la
MCA con micobacterias no es abundante. Goodpasture

~ y Anderson lograron cultivar M. tuberculosis avium, que

es capaz de invadir el ectodermo y el endodermo y pro-
duce nédulos especificos ya al 4° dia de inoculacién
(71). Otros AA. también han obtenido crecimiento no-
dulares a los 7 dias, utlllzcndo cepos humanas y avia-
res (74).

Moore (75 76) despues de ob’rener cultlvos de hon
gos patégenos, pensé que la MCA del embrién de pollo
podria ser de gran utilidad para cultivar bacterias aci-
do-resistentes, por su estrecha relacién sistemdtica y por
el parecido de las lesiones que producen (granulomato-
sas) . Por otro lado, tanto los hongos como estas bacte-
rias producen enfermedades de larga duracién y seria
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de gran valor encontrar un huésped en el que en pocos
se pudiera seguir la evolucion de las lesiones, con su ca-
rdcter especifico y facilmente diferenciables al examen
histopatolégico (77, 78, 79).

Ademdas de los trabcuos de Moore, contrlbuyeron
Emmart and Smith (80, 83), Canat and Opie (81) y Fi-
te and Olson (82), utlllzando cepas virulentas y aviru-
lentas, con los primeros estudios detallados sobre la his-
topatogenésis de la tuberculosis experimental de la

- MCA. Moore y Emmart and Smith llegaron a establecer

la posibilidad-de relacionar directamente la virulencia
de los gérmenes empleados y la magnitud y tipo de las
lesiones, pero Fite and Olson discutieron el valor de sus
conclusiones, aunque sin lograr demostraciones opues-
tas. : .
Numerosos investigadores han desarrollado los mé-
todos de utilizacion de los embriones de pollo, particu-
larmente para preparacién de vacunas, aprovechando
diferentes tejidos y medios embironarios; el progreso
mas reciente se relaciona con el hallazgo de las forma-
ciones mds apropiadas para el desarrollo de cada virus,

rickettsia o bacteria en particular. Asi mismo, se ha
avanzado mucho en el empleo de los tejidos del embrién
de pollo para estudiar trasplantes de tejidos aduitos o

neopldsticos. de mamiferos.

De los datos proporcionados por la literatura, el em-

~ brién de pollo parece ser el huésped apropiado, 6ptimo,

para el estudio de infecciones experimentales, por su
sensibilidad al germen patégeno y porque ofrece un es-
caso numero de variaciones dependientes del medio, o
por lo menos, dichas variaciones pueden ser controladas
con bastante seguridad en el laboratorio.

a. Provision de huevos.—Para el presente trabajo
se han seguido las indicaciones de Goodpasture y Bud-
dingh (84) y de Beveridge y Burnet (85) . Hubo que ase-
gurarse de que los huevos que se iban a utilizar en la ex-
perimentacion provinieran de gallinas sanas y de plan-
teles.o incubadoras comerciales con bastante limpieza y
minima contaminacién. En todo caso, era preferible la
utilizacién de huevos de gallinas de razas puras y del



— 36

mismo lote (uniformidad de factores genéticos). En lo
posible, se ha trabajado con huevos de peso uniforme y
de cdscaras de color claro que permiten mejor visibili-
dad en el “embrioscopio”.

b. Examen del embrién.—Se utilizd un dispositi-
vo (“embrioscopio”) con una Idmpara potente, que per-
mite ver el contenido del embridén por transiluminacion:

' Se puede utilizar una pantalla de paredes oscuras con

un orificio de tamano y forma convenientes. Al 4° dia de
inoculacién se ve nitidamente el embrién y sobre todo el
0jo, como un punto negro. A veces se aprecian los lati-
dos cardiacos. Al 9° dig, el de la inoculacién, hay que fi-
jar nitidamente la disposicidn de los gruesos vasos super -
ficiales (vitelinos), para. localizar el punto mas conve-
niente para cada t|po de inoculacién, y. la localizacién

'y disposicién de los bordes de la cdmara de aire, sobre

todo cuando se va a realizar la inoculacién a través de
ella, como en el presente trabajo. Cuando ha muerto el
embrién, se ve su sombra depositada contra la cdscara y
los vasos inferiores nitidamente marcados, mds oscuros,
seguramente debido a sedimentaciéon de Ios glodbulos. ro-'
jos; la ausencia de movilidad simplemente, tomada co-
mo signo indicativo, no da mucha seguridad por la va-
riable movilidad de un embrién a otro.

c. Incubaciones.—Los huevos fueron sometidos a
dos incubaciones: la primerg de 9 dids para embrionar,
y la segunda de 6 dias, experimental. La primera incuba-
cién en incubadoras comerciales, de regulacién automa-
tica, con temperaturas oscxlontes en menos de 1°C. ai
rededor de 38, y una humedad oscilante al rededor de
70%. Duronte la incubacién, se cambié la posicién de
los huevos convenientemente de acuerdo con tablas exis-
tentes en las incubadoras. En estas condiciones, hubo
formacién de embridn y ligerisimo aumento-de la cdma-
ra de aire (este dumento depende mas de la humedad
existente) . La fertilidad de los huevos oscil6 para los di-
ferentes lotes, entre 25y 90% (Guayaquil 50-80% ). La
mortalidad posterior a la inoculacién fué menor del 10%
y depende naturalmente de los riesgos de la técnica, me-
nores con mejor entrenamiento. '
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- Los huevos infértiles o con embridén muerto, fueron
descartados a los 7 dias de la primera incubacién.

La segunda incubaciéon se efectué a continuaciéon

de las inoculaciones realizadas en embriones de 9 dias.
~ Durante el proceso de inoculacién, los huevos se mantu-
. vieron a la temperatura ambiente (21-22°C.). por un
tiempo mdximo de 30 min. Una vez inoculados los hue-
vos fueron dispuestos en el termdstato bacteriolégico
que mantiene condiciones uniformes de temperatura y
humedad. Esta segunda incubacién duré 6 dias, o sea
que, a la lectura o apreciacién de los resultados, los em-
briones alcanzaron 15 dias de edad. Durante esta segun-
da incubacioén, los huevos sufrieron una ligera moviliza-
cién, dlarlamen’re por una sola vez.

d. Inoculaciones.—Se conocen varios tlpos de ino-
culaciones: en el saco vitelino, en la MCA a través de
una ventana y con la formacién de cdmara de aire arti-
ficial, en la cavidad amniética en las diferentes partes
del embrién mismo o por via endovenoso (84, 85) (ver
fig. 1). :
Después de muchas fallas. para este trabcuo se
adopté el sugunen’re procedimiento:
1°—Se practica la aper-
tura de una ventana de
10 x 5 mm, en la cés-
cara, sobre la cdmara
de aire, muy cerca de
uno de sus bordes, en
la parte mads vasculari-
zada. La céscara se cor-
ta tdcilmente con un
disco de carborundo vy
utilizando una maqui-
na de dentisteriag o un
taladro (Ver fig. 2.)

(Figura N° 2)

Apertura de una. ventana sobre

la- cdmara de aire.
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Il.—Al levantar el trozo de céscara cortada, se des-
cubre la membrana blanca externa subyacente, que se
retira con una pinza, dejando asi abierta la cdmara de
aire y visible la membrana blanca interna de la misma.

I1l.—Para inyectar, se utiliza jeringuilla de tuber-
culina y aguja N° 23. Se introduce la punta de la aguja
con el bisel hacia abajo, sin puncionar, entre la mem-
brana blanca interna de la cdmara de aire, y la mem-
brana coriolantoidea que queda inmediatamente subya-
cente y adherida a la primera. Luego de introducir la
aguja, se asegura de no haber penetrado en la cavidad
alantoidea por absorcién suave. Se puede despegar las
dos membranas, ligeramente levantando la blanca con
la punta de la aguja, con lo cual entra una pequena bur-
buja de aire que la comba. (Ver fig 3y fig. 4).

Fig. 3.—Inoculacién

Fig. 4.—Inoculacién, corte esquemdtico

_ |V.—Se inyecta lentamente para que se difunda el
in6culo, la cantidad indicada: 0.25cc.
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'V.—Terminada la inoculacién, se cierra la venta- -
na de la cdscara con una cinta pldastica, y se‘dispone los
huevos para la incubacién experimental, con la camara
de aire hacia orrlbo l|geramente inclinados.

. 3.~Condiciones amblentales de cultlvo

Manteniendo uniformes las condiciones de labora-
torio, se puede decir que los experimentos para el pre-.
sente trabajo, se han llevado a cabo en ambientes cuyas
caracteristicas varian tedricamente sélo en dependencic
de las presiones barométricas respectlvas para Quito y-
Guayaquil.

Prdcticamente, la Unica diferencia existente entre
los dos ambientes gaseosos experimentales, es la tensior
parcial de oxigeno: en Quito es 44 mm. Hg. menor que
en Guayaquil. Esta diferencia, equivaldria- refiriéndose
a valores absolutos, (a nivel del mar), a una concentra- .
cién de 15.1 volimenes por ciento de 02, para Quito,
(Ver tabla I1).

TABLA |1
. Guayaquil Quito
Altitud . ............. " n.delm. 2860 m.

Presién barométrica media 758mm.Hg  547.7mm.Hg
Tensién parcial de oxigeno 159mm.Hg 115 mm.Hg

Tension parcial de CO2 . . 0.3mm. e
Equivalentes de 02 en vol. %
Guayaquil 20.94%
Quito 15.1 %

4.—Histologia .Relacién de las lesiones con la virulencia

a.—Técnica histolégica.—Fijaciéon: Antes de sepa-

rar la porC|on utilizable de la MCA, se hizo la fijacion
“in situ” con formalina al 10%, para aumentar la con-
sistencia de la membrana y facilitar el corte con unas
tijergs finas. Una vez separada, la fijacion posterior de
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la MCA se hizo también en formolma al 10%, por 24 a
48 horas. \

Lavado: después de la fijacidn, durani‘e 8 horas en
agua corriente.

Inclusién: la deshidratacién previa, en alcoholes as-
cendentes, luego aclaramiento en toluol. Se utilizaron
tres bafos de parafina: 46, 50 y 56 grados C.

Coloracion hematoxilina-eosina: Se utilizé6 hemato-
xilina de Harris y eosina al 1% en solucién hidroalcélica
- conocida (86). /

Coloracion de Gallego, modificada: se realiza pri-
mero coloracién de bacilos con fucsina de Ziehl, con li-
gero calentamiento. Se decolora con alcohol clorhidrico
al 3% durante algunos segundos, y se lava con agua co-
rriente.

" Luego se colorea ntcleos con fucsina acética de Ga-
llego - (87), durante 5 minutos, (fucsina de Ziehl V go-
tas, dcido acético glacial | gota, agua destilada 10cc.)

- Virofijacién durante 10 minutos, con formol acéti-
co (formalina pura Il gotas, 4cido acético glacial | gota,
agua destilada 10 cc.) El corte toma un tinte rosado 0S-
curo. Lavado con agua corriente.

Coloracién de fondo con solucién de picro- mdlgo—
carmin, durante 2-3 minutos (solucién acuosa al 1% de
carmin de indigo | vol., solucién acuosa saturada de dci-
do picrico 2 vol.) Sin lavar con agua, se deshidrata con
alcohol absoluto y se aclara con xilol.

Montaje al bdlsamo.

Con esta coloracién, los bacilos se presentan VIOle-
ta oscuro, los nlcleos se tifien en violeta-rosado, los cito-
plasmas en azul o verde; el tejido coldgeno en azul, las
estructuras acidéfilas en verde o amarillo. En las mem-
branas, lo mas frecuente es encontrar las células ecto-
dérmicas coloreadas en verde y las endodérmicas en ro-
sado claro. Células keratinizadas en amarillo.

Se realizd también en muchos casos la coloracion
~ordinaria de Ziehl, utilizando azul de metileno como
fondo. Con esta coloracién es mds dificil diferenciar los
varios tipos celulares, pero mds facilmente se contrastar
los bacilos.
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b. Histopatologia, y relacion de lesiones con
virulencia.

El problema, tal como se presenta a través de la li-
teratura (71, 75-83), es bastante sencillo, y en el fondo
no se trata sino de adoptar'una notacién apropiada para
calificar el tipo y la intensidad de las lesiones.

Fundamentalmente, la reaccién producida en las
membranas es cualitativamente similar, de cardcter es-
pecifico, por implantaciéon de bacilos virulentos, poco vi-
rulentos, avirulentos e inclusive muertos al calor. Ma-
croscopicamente, se observan lesiones nodularse gruesas
o focos dispersos de color blanquecino, en un fondo mds-
0 menhos opaco, engrosado o edematoso del resto de
membrana. Estas lesiones, microscépicamente son con-
glomerados mas o menos estrechos de tubérculos en di-
verso estado de desarrollo, con algunos o todos los ele-
mentos caracteristicos de este tipo de lesiones:

Aparentemente, seguin los trabajos previos citados,
el predominio de cierto grupo celular caracterizaria la
respuesta correspondiente a cada una de las variedades
de bacilos tuberculosos, y también de bacilos saprofitos,
cromébgenos. La cantidad o intensidad de respuesta, ca-
racterizaria el grado de virulencia de cada cepa.

Asi, macroscédpicamente consideradas, las membra-
nas inoculadas con cepas virulentas, presentan en un
96 % tubérculos gruesos, mientras con cepas avirulen-
tas, la frecuencia llega sélo a 18% (83); Para unos AA.
solamente 40-50 % de membranas inoculadas con cepas
virulentas presentan gruesas lesiones (82). (desgracia-
damente, no se encuentran apreciaciones estadisticas
en ninguno de los trabajos) . La mayor frecuencia de fo-
cos dispersos corresponde a inoculaciones con dosis pe-
queiiisimas de bacilos virulentos, o con cepas avirulen-
tas, (79, 82). . ,

Microscépicamente, con dosis iguales de cepas hu-
manas virulentas, hay reaccién ectodérmica y mesodér-
mica. En el ectodermo, hiperplasia, proliferacién y estra-
tificacion epitelial. En algunas ocasiones, infiltracién in-
flamatoria o pérdida de continuidad del mismo, por ne-
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crosis. En muchos casos hay hiperkeratinizacién aparen-
te, con descamacién epitelial o invaginaciones que for-
man las llamadas “‘perlas” en cuyo interior se encuen
tran bacilos intracelulares. Los bacilos se encuentran
superficiales, fagocitados o dispersos libremente prolife-
rantes. En el ectodermo mtrocelulores en grumos o pa-
quetes.

La reaccidon mesodérmica es mds notable e inten-
sa. Hay gran infiltracién en un mesodermo aumentado y
proliferado, con formacién de tubérculos: se encuentran
desde simples racimos de células y monocitos entremez-
clados con fibroblastos, hasta tubérculos grandes con ne-
crosis y caseificaciéon (Moore Emmart), rodeadas de gru-
pos de células gigantes, en disposicion caracteristica.
La necrosis es poco frecuente y la caseificacion muy ra-
ra. Rara vez también hay reaccién de tipo fibroso que in-
vade o rodea el centro del tubérculo. Los tuberculos pa-
recen iniciar la necrosis por ruptura de capilares sangui+
neos, para constituirse al fin en tubérculos “blandos”
(Moore, 79). En todo caso, la vascularizacion estd au-
mentada sobre todo en zonas de gran reaccion y alrede-
dor de tubérculos, Es muy frecuente observar vasos ro-
deados por gran cantidad de leucocitos migratorics.

En resumen, las lesiones grandes estdn formadas
por tejido tuberculoso de granulacién, con gran cantidad
de bacilos distribuidos en las zonas de mayor reaccién,
La multiplicacién de bacilos es rdpida y abundante, cla-
ramente mayor que en el caso de cepas bovinas o avia-
res, y mucho mayor que en el caso de cepas avirulentas.
A mds de la gran respuesta celular, hay edema notable,
seguramente de cardcter téxico (77 79). ,

; La reaccién provocada por |mplontoc16n de bacilos
bovinos y aviares virulentos, es comparativamente me-
nor que la provocada por iguales dosis de cepas huma-
nas virulentas. Lo mas sobresaliente es la gran reaccién
ectodérmica, con keratinizacién o cornificacién epite-
lial, invaginacion y formacion de “perlas” ectodérmicas,
sobre todo con bacilos bovinos, Con bacilos aviares, lo
mds notorio es la presencia de fagocitos, incluso deriya-
dos del epitelio ectodérmico. Los bacilos se encuentran
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siempre fagocitados, en pequefos grumos o paquetes
apretados. En ambos casos, con cepas bovinas y aviares,
hay formacién de tubérculos que no llegan en ninguna
ocasién a necrosis franca. Fuera de los tubérculos de
apariencia jovenes, hay escasa reaccion celular de otro
tipo y también débil infiltracién del resto de membrana.
Por pases sucesivos de embrién a embridén, es muy inte-
resante que las cepas humanas y bovinas virulentas, van
perdiendo vitalidad, mientras las cepas aviares al con-
trario, parece que se implantan y prolifercn mds facil-
mente.
‘ Con cepas avirulentas y bacilos muertos, las reac-
ciones son débiles, no se forman tubérculos. Hcy reac-
cidén a cuerpo extrano con formacion de células gigantes
y migracién de mononucleares que engolfan a los baci-
los; hay también migracién de leucocitos hacia el foco
de implantacién del inéculo.. A veces todos los hacilos
estan engolfados por células gigantes superficiales y, no
hay otra respuesta celular. Con bacilos de cepas muy vi-
rulentas, muertos al calor, el edema es muy pronuncia.
do, y la respuesta ¢elular debll parecida a la provocada
por bacilos aviares.

CAPITULO 1|

HALLAZGOS EXPERIMENTALES

a. Sobre los procedimientos técnicos.

Bajo las condiciones descritas para esta investiga-
cién experimental, se han empleado en Quito y Guaya-
quil, un total de 320 huevos. A los ensayos en Quito co-
rresponden 210 huevos, de los cuales embrionaron 125
(59.5 %) . Fueron inoculados 113 embriones a los 9 dias
de edad. Después de descartar fos contaminados y los
muertos prematuramente, quedaron al 6° dia de incuba
cidn experimental, un total de 61 membranas para la fi-
jacion y preparacion histolégicas.

De los 110 huevos empleados en Guayaquil, la fer-



‘ — 47 —

tilidad se manifesté en 83 embriones (75.45 %) . Fue-
ron inoculados finalmente 77 embriones, de los cuales
se pudo obtener 65 membranas para el examen histolo-
gico. (Ver tabla 1),

TABLA [11
Huevos‘ Embriones - Inoculad. l‘MCA fij. MCA estd.
Quito .. ..... 210 125 113 61 58
Guayaquil . .. 110 83 77 65 55

La contaminacidén presente en algunos casos de los
embriones inoculados (menos del 5%, se debié a hongos
que se encuentran con frecuencno en eI ambiente de la-
bora’rorlo

' Es indudable que, tanto Ia fer’nhdod aparente, co-
mo la mortalidad en la primera y segunda incubacién,
“en las primeras series de ensayos, reflejan claromente

el sinndmero de factores de orden técnico, que no fueron
-todavia bien controlados. De alli que comporondo Ios_ di-
ferentes ensayos por separado, dicha fertilidad aparente
se eleva y la mortalidad disminuye, sucesivamente hasta
los Ultimos. Por esto que, a pesar de que seria inexacto
dar una cifra determinada, generalizando, se puede de-
cir que hay que esperar la aparicién de embridén en mds
del 80% de huevos considerados fértiles por las condi-
ciones de fecundacion, etc. De estos embriones, hay que
esperar hasta una mor’ralldod del 10% antes de 9” diq,
sobre todo en el 3° y 4° en que se reconoce el primer pe-
riodo critico de labilidad embrionaria. La mortalidad
dentro de las 48 horas siguientes al momento de la ino-
culacién, es mayor que en los dias precedentes a ésta,
pudiendo sobrepasar al - 10% (en los primeros ensayos
en Quito significé el 100%). Desechando los factores
de orden técnico, esta mortalidad corresponde en parte
a que, a la edad de la inoculacién, los embriones estan
entrando en su segundo periodo critico en que la morta-

lidad espontdnea se eleva, por mayor |Clbl|ldCld metabo-
lica (88) ,
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En consideracién de todos estos hechos, trabajando
en buenas condiciones, se puede aprovechar para la ino-
culacion, alrededor del 70% del total de huevos emplea-
dos, un acifra desde luego muy cémoda para cualquier
trabajo de investigacién, o para inoculaciones diagnos-
ticas por la técnica de Brueck y Buddingh (59), por
ejemplo, de tan valiosa aplicacion. ‘

La técnica de inoculacién sobre la MCA, provocan-
do antes la formacién de cdmara de aire artificial, tan
frecuentemente recomendada para la inoculgcién del
bacilo tuberculoso, dié muy malos resultados con morta-
lidad inmediata de hasta el 100% de embriones emplea-

dos en Quito, en uno de los primeros ensayos. Posterior-

mente fué menor, pero todavia muy alta. No sélo es una
técnica que requiere de condiciones especiales de asep-
sia, 'sino que parece que ocgsiona un traumatismo de-
masiado grande por la manipulacion. Es interesante ano-
tar que, al despegar la-membrana formando la cdmara
de aire artificial, hay produccién de hemorragias punti-
formes en'sdbana, que seguramente influyen no s3lo en
e ldesarrollo posterior del embridn, sino también en ei

~ tipo y cardcter de las lesiones, porque se implanta el ger«

men sobre una superficie lesnonado

La técnica empleada en este ’rrcbcjo (Cap. 1), pa-
rece ser la mds inocua. La MCA es mds facilmente des-
pegable de la membrana blanca interna, y ademds, es
posible que el mismo indculo que va decolando las dos
membranas, al extenderse suavemente, impida la pro-
duccidn'de lesiones de despegue. Esta técnica ha sido uti-
lizada por algunos autores para-inocular el virus de la
enfermedad de New Castle (89).

En los primeros ensayos previos, las i‘nembronas
fueron fijadas en el liquido de Zenker que es seguramen-

‘te el fijador de eleccién para inclusiéon en parafina y pa-

ra estudios celulares. Es ademdas el fijador aconsejadc
por los autores (75-83). Pero parece poco prdctico para
la coloraciéon de Gallego, pues se noté una deficiente
tincién nuclear con la fucsina. Todas las membranas
utilizables, en esta experimentacién fueron fijadas en
formalina al 10%, que permite una magnifica colora-



cién con hematoxilina-eosing, y la técnica de Gallego,
‘modificada, que se destacan nitidamente entre si.
b. Lesiones macroscépicas encontradas en la MCA
. La membrana corio-alantoidea en el huevo embrio-
nado de 9 dias cubre el embridn, casi todo el saco viteli-
no y empieza a formarle un saco propio al albumen.

La membrana corio-alantoidea normal, exteridida
en una caja de Petri, en solucién salina y examinada
contra un fohdo negro es transparente, muy frexibie, se
mueve con la mdas minima corriente, tomando finalmen-
te una apariencia ondulada, opolescente Los vasos son
muy finos y apenas dn‘erencmbles

Membmnas de las experiencias en Guayaquii.

Estas MCA presentan nddulos, placas o engrosa-
mientos blanquecinos, de apariencia edematosa, gelati-
nosa, de variado tamafo y extensién, implantados en
una drea mds o menos opaca, turbia, menos flexible, que
puede ocupar desde 5 mm. hasta todo la superfme co-
rrespond|enfe a la cdmara de aire, e incluso extenderse
mas allé, a la parte interior de la misma.. En los sitios en
que no es visible ningln tipo de lesidn macroscépica, la
membrana se presenta bastante fina y transparente, de
apariencia normal. (Ver fig. 5).

(Figura N° 5) | l
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En algunos casos, el liquido alantoico se presenta
turbio, revelando al examen microscdpico cierta canti-
dad de leucocitos y algunos bacilos dcido-resistentes ais-
lados o en pequefios grumos. Esta turbidez se presenta
en 21.5% de los 65 embriones que alcanzaron el 6° dia
después de la inoculacién. Se puede apreciar claramen -
te la relacién inversa entre la cantidad de bacilos y de
leucocitos presentes en frotis realizados con liquidos tur-
bios: los mds turbios contienen mayor cantidad de leuco-

* citos y menor cantidad de bacilos. El contaje se presenta

dificil, péro dentro de un criterio convencional se puede
expresar segun lo indica la tabla 1V.

TABLA IV

Nimero relativo de bacilos y leucocitos

Bccil;ss Leucocitos ‘ Namero de MCA

" Guayagquil Quito
FH++ + 3 2
+++ ++ . 3 4
++ +++ | 3 3
+ o 5 5
0o e S0 !
14 "5

Hay mucha variacioén en la apariencia 'y tamano de
las lesiones, pero se puede sistematizar el tipo de ellas,
aunque se la puede distinguir:

1)  Un foco solitario a manera de uno, dos o tres
nodulos conglomerados, pequenos, blanguecinos, no ma-
yor de 3 mm. de didmetro, implantado en una pequefc
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zona de fina opacidad,-de clrededor de5o 10 mm. de

dlametro (Ver flg 6). .

A
aproﬁr. 2x

(Figura N° 6)

2) Varios focos dispersos, @ manera de grdnulos:
blanquecinos o de nédulos de variado tamafio, pero me-
nores de 1 mm., centrados por dos o tres focos noduiares
mds gruesos, hasta de 3 mm., en un fondo finamente
opaco (ver fig. 7). La dISpeI‘SIOh de estos pequencs fo-
cos abarca extensiones desde 1 cm. hasta mds de 4 cm.
de manera que se extienden mds alld de la cdmara de

G. .
aProx. 2%

(iguro N° 7)

aire en algunos casos. '

3)  Gran lesién centrcl a manera de placa irregu-
lar y blanquecina, que sobrepasa fos 5 mm. de didmetre
localizada en una extensa zona muy opaca, con algunos
pequeios granlos blanguecinos dispersos. La lesion
gruesa se pronuncia ligeramente hacia afuera, pero se
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sumerge bastante en el liquido alantoico (ver figura 8) .
A veces estd rodeada de engrosamientos de apariencia
edematosa, gelatinosa, que se sumerge ’ramblen en este
liquido .

La tabla V resume Ios diversos tipos de Iesnones en
contradas.

/ (Figura N° 8)

Las lesiones de tipo 2 y 3, se extieneden mas allg

' de la cdmara de aire, en un 50% de los casos. En mas

, del 50%. del total de lesiones, pero sobre todo en las de

tipo: 3, aparece ung definida ’rendenao a conglomerarse

- en la unién de los. gruesos vasos. En general, la vascula-

- rizacién aparece grandemente aumentada en las regio-

nes lesionadas, pudiéndose observar finas mallas que ta-
pizan la superficie externa de las lesiones gruesas. -

TABLAV

Tipo y extension de las lesiones

Lesiones MCA

1.—Foca solitario ........ 19 292
2.—Focos dispersos .. ... .. 21 38.4
3.—Lesiones gruesas . ..... 21 32.

p
—

En algunos casos, se'puede observar la presencia de
finas bridas de apariencia fibrinosa, que unen la carc
interna de la MCA con el saco amniético y el saco vite-
lino, especialmente en el smo de los mesos vcscularea

. ‘ més amplios.

|
|
j
{
i
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1

Membranas. de las Experiencias en Quito

Macroscépicamente consideradas, las lesiones se
presentan como grénulos o nédulos de variado tamano,
de apariencia seca, dispersos o conglomerados, hasta
constituir verdaderas formaciones en placa (ver fig. 9).
Es posible agrupar los varios tipos de lesiones entre tres
grupos mds o menos distintos, como en el caso de las
membranas de Guayaquil: '

(Figura N° 9‘)7

1.—Un foco solitario, blanquecino, o blanco-ama-
rillento, de cardcter granuloso o nodular' de bordes niti-
dos, implantado en una membfana completamente des-
provista de otro tipo de le- C
sién. A veces mds que un '
solo grdnulo, se trata de dos
a cuatro de ellos, conglo-
merados en un solo sitio,
con debilisima opacifica-
cion de la membrana cir-
cundante. En conjunto, este
focomidede 1 a 3 mm. (ver
fig. 10).
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2.—Focos dispersos, en gran nimero, pequeiitos,
puntiformes, blanquecinos, - centrados por .focos mas
gruesos y confluentes que, pueden alcanzar hasta 3 mm.
de didmetro, constituyendo una lesidon central gruesc.
Estos focos dispersos se implantan en una zona opacada

"de: la membrana, también de contornos nitidos, (Ver

fig. 11) pero irregulares. En cuatro casos, en este borde

f

(Fig. N°11)

se dlsponen en hilera unos cuantos grcmulos de maycr
tamaio, que forman una especie de corona incompleta
(Ver flg 12). = :

(Fig. N° 12)

- 3) Membronas con lesiones gruesas, en placa s6-
lidas, irregulares, blanco-amarillentas, de bordes netos,
Jmplan’rodos en un fondo intensamente opaco que pre-
senta ademds unos cuantos focos dispersos granulosos.
La opacidad o engrosamiento se extiende desde 1 cm. y
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tiene también bordes bien definidos. Més allg, la mem-

brana aparece indemne, finag y transparente. (Ver fig.
13)

~(Fig. N° 13)

La tabla VI sumariza estos tipos de Iésiones.
TABLA VI

Tipo y extension de las lesiones

Lesiones : . ; . 'MCA %

- 1.—Foco solitario ........... PR 25 410
2.—Focos dispersos . . ...... . L ... 28 45.9
3.—Lesiones gruesas . ............. 8 13.1

En ninglin caso se constatd en estas membranas la
extensiéon de las lesiones mas allé del borde de la cdma-
ra de aire, ni se encontrd la presencia de bridas fibrosas, .
como en los embriones inoculados en Guayaquil. Tam-
poco se encontraron lesiones de apariencia edematosa,
gelatinosas, lo cual quedé comprobado al examinar las
- secciones histolégicas.

En algunos casos, (un 24.6%), el liquido alantoico
se presento turbio, revelando al microscopio, la presen-
cia de cantidades variables de leucocitos y bacilos acido-
-resistentes. La intensidad de este fendmeno se describe
en la tabla V. En los casos en que el liquido alantoico
se presenta limpido, cristalino, tanto en los embriones
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inoculados en Quito como en los inoculados en Guaya-
quil, no se demuestra la presencia de leucocitos ni de ba-
- cilos, en frotis coloreados ni en cultivos. En todo caso,
los leucocitos presentes en liquidos turbios, parecen ser
fogoatos polinucleares que contienen a veces bacilos in-
tracelulares. :

c. Cuadro histologico de-la-iubercuiosis experi-

mental.

La MCA estd formada por tres capas: | —Una ca-
pa epitelial derivada del ectodermo del corién (somatc-
pleura primitiva), constituida por dos hileras de células,
excepto en la entrada de capilares y sobre ellos, donde
hay una sola hilera. 2—Una capa mesoderm|co resul-
tante de la fusién del mesodermo corionico y mesodermo
alantoico, constituida por tejido conjuntivo flojo con me-
soblastos poligonales y fusiformes y vasos sanguineos y
linfticos. 3—Una capa endodérmica derivada del en-
dodermo alantoico (intestino primitivo), constituida por
una sola hilera de células endoteliales (fig. 14) .

(Fig. N 14)

MEMBRANAS CORIOALANTOEDEAS INOCULADAS A
A 758 mm. Hg. (GUAYAQUIL)

1 —Reaccnones ectodermlcas.

A pequeria ampliacién, lo ' mds sobresallen’re es el
gran espesamiento epitelial, mds o menos uniforme en -
algunas y muy irregular en otras membranas, con par-

¢
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tes mds gruesas, de apariencia nodular, salientes, y par-
tes tenues, apenas distintas. En algunas zonas en que el
espesamiento es notable, se puede ver pequenas vacuo-
las rellenadas de gruesos paquetes de bacilos que se cc-
lorean con la hematoxilina y que demuestran dcido-re-
sistencia con la coloracién de Gallego.
" . En las membranas en que el espesamiento es poco
acentuado, sélo los ndcleos regularmente dispuestos en
hilera y la regularidad de la disposicion celular, permi-
ten identificar el ectodermo.

A mayor ampliacién se puede apreciar (en 26%
de los casos) infiltracién de cardcter inflamatorio, que
se manifiesta por la presencia de células mononuclea-
res de posible origen hemdtico (monocitos) y leucocitos
de ndcleo segmentado, con granulaciones eosinéfilas y
baséfilas. Se puede también apreciar un proceso activo
de diapédesis de los capilares, dando la impresion de
que los leucocitos salen de los vasos y se inmiscuyen en-
tre las células epiteliales. En algunas zonas, las células
epiteliales son poco visibles, pues estdn thOdldOS por
células fagocitarias del mesodermo. .

En las membranas con ectodermo hipertréfico, se
aprecian desde dos hasta mds de seis capas o hileras ce-
lulares, dispuestas de manera que semejan un epitelio
escamosos poliestratificado. En muchos casos, esta hi-
perplasio estd acompanada de una opo'rente keratiniza
cion o cornificacion de las hileras mas superficiales, que
se vuelven descamantes o se desprenden en pequenos -
bloques. Estas formaciones, a pequefia ampliacién, se
presentan muy densas. Las células keratinizadas son
mds aplanadas mientras mds superficiales, muy acido-
filas, con ndcleo pequeno, muy denso, bien coloreable,
mientras el resto de células mantienen su protoplasma
algo poligonal, con nicleo més grande y menos denso,
con escasa cromating. ,

En un gran ndmero de membranas, (57%) se pre-

sentan grupos de células similares a las ectodérmicas, a
- manerq de islotes, las'[lamadas asi “perlas”, caracteri-
zadas en el centro, por células poligonales de nucleo re-
dondeado y grande, y en la periferia, por células apla-
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nadas, dispuestas en coronas concéntricas,..con nicleo
‘denso. Para la mayoria de los autores, estas perlas serian -
una manifestacién secundaria a la proliferacién epite-
lial de caracter nodular: serian-porciones ectodémicas
invaginadas y separadas artificialmente por la direccién
del corte. Excepcionalmente, he podido ver una conexién
con el resto del ectodermo, pues se presentan aisladas,
profunddmente enclavadas en el mesodermo. El niime-
ro y el tamafo de estos islotes ectodérmicos es variable,
y ho he observado bacilos en su interior. Alrededor de
ellos, no se encuentra reaccién mesodérmica. El hechc
de que en muchos casos se pueden observar las ‘perlas’
adheridas o apenas desprendiéndose del ectodermo, me
induce a creer que no se trata de invaginaciones (en cu-
yo caso se podria descubrir un pediculo en cortes seria-
dos), sino mds bien de verdaderas migraciones de blo-
ques celulares que se van separando hasta constltulrse

en grupos mdependlentes (flg 15). S

(Fig. N° 15)

Ectodermo desprendido, endodermo plegado, invaginado. Per=
" las ectodérmicas,. P. Tubérculg joven. Edema mesodérm. BQx..‘

Los bacilos del indculo implantados sobre la’'mem-
brana, han corrido suertes diferentes. En los casos en
que se acumulan en gran cantidad sobre el epitelio ecto-
dérmico o se encuentran incluidos en sus células, su nu-
mero es escaso en el mesodermo, y dificilmente se apre-

i
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cian grumos a pequena ampliacién. En la mayoria de ca-
sos, la invasién y la proliferacién son tan grandes que se
puede descubrir grumitos a diferentes profundidades del
mesodermo, precisamente en las zonas que presentan
mayor respuesta celular.

- Lo mdés frecuente es encontrar, en el ectodermo, los
bacilos intracelulares, en células epltellcles de morfolo—
' gia edematosa o vacuolizada, o fagocitados por mono-
nucleares que emigran hacia el interior del mesoderme.
Estos fagocitos son frecuentemente de dificil diferencia-
cién de las mismas células epiteliales mofidicadas. In-
tracelulares, los bacilos forman grumos de algunos ele-
mentos, como bastoncitos uniformes, dispuestos en den-
sa pclizadc En las membranas que presentan keratini-
zacioén, se ven gruesos paquetes de bacilos poco diferen-
ciados, que ocupan verdaderas vacuolas entre las célu-
“las ectodermlcas. Los" pequefios grumos, excepcional-
mente se encuentran en las capas mds superficiales,
mientras los paquetes lo estdn siempre. Se puede ver
también sobre la superficie ectodérmica, grandes acu-
- mulos de bacilos a-manera de microcolonias, en que ca
individualidad. En raras oca-

scaso numero de células

‘sube‘rflae del
pequefia am-

Tubéreulo jov
superfic
“dermo hip
co. Monoci‘t‘? i
brosos. For
cion de cél. de
" Langhans. 600x.

(Fig. N° 16)



pliacién se ve una solucidn de continuidad en la parte ba-
sal del mismo y se puede seguir la migracién de grupos
celulares diferenciados y la confluencia de células me-
senquimales hacia dicho foco. Las capas mds profundas
ectodérmimas estdn desordenadas, se aprecia el despren-
dimiento de células basales. Con gran ampliacién, es f&-
cil seguir el proceso invasor del mesodermo por bacilos
fagocitados o por bacilos que migran a través de un ec-
todermo poco proliferado. Existe un proceso metapldsi-
co, y se puede ver que las células que se desprenden de!
ectodermo van tomando caracteres de células mononu-
cleares, grandes, algo irregulares, o de verdaderas célu-
las poligonales del meséquima. ‘

2—Reaccién mesodérmicas.

Los nédulos del examen macroscoplco en el cor’re
-y a pequefna ampliacién se presentan, como conglome—’
" rados redondeados de focos con una estructura caracte-
ristica y cargados de gran cantidad de grumos de baci-
los dispersos, dentro de ciertos limites. (Ver figs. 17, 18)

(Fig. N° 17)

;
Tubérculo con necrosis central, que recuerda formacién de ca-
vernas “‘sin pared propia’’, de tuberculosis exudativa. 80x.

" . ¥

Estos focos adoptan una disposicién tal que carac-



teriza el tipo de respuesta en este grupo de membranas.
La parte central estd constituida por un tejido en que
tanto las células que intervienen en su constitucion, co-
mo su disposicién es polimorfa. A gran ampliacién se
puede observar que estd constituida por elementos ca-
racteristicos del tubérculo. El conglomerado celular mul-
tiforme consiste de elementos redondeados mononuclea-
res, de células epitelioides y de células alargadas poligo-
"nales, de origen mesenquimal, agrupadas sin una orien-
tacién definida y desordenadas. Las células mononuclea-
.res tienen protoplasma escaso y débilmente eosinéfilo v
nucleo redondeado u ovalado pobre en cromatina, bien
definido y poco ¢oloreado. Entre estas células se dispoc-
nen finos capilares a través de cuyas paredes delgadas
se manifiesta un proceso de migracién leucocitaria. Es-
ta parte central tiene una gran cantidad de grumos dci-
do-resistentes que resal’ran dispersos ‘uniformemente.

(Ver fig. 18).

(Figura N° 18)

Bacilos aislados y en grumos, en forma dispersa uniformemente
"en la masa de tejido tuberculoso. 600x.

En algunas membranas, en que la reaccién es muy
intensa con enorme respuesta celular, se puede apreciar
a pequena ampliacién la:zona central de la lesion con
una apariencia amorfa, resquebrajada en que se puede
distinguir, @ mayor ampliacién, gran cantidad de peque-
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fos nlcleos agrupados en forma desordenada y apreta-

" da, en un fondo intensamente eosinéfilo, dando la apa--

riencia de verdaderos centros necrbticos; en estos casos
es evidente la presencia de células glgontes perifocales.

~ (Ver figura 17).

“La lesion central en 36% de casos es un tubérculo
bien desarrolfado (ver figs. 19,y 21), constituido por cé-
lulas gigantes, que son tipicgs sincicios con mds de cinco
nicleos dispuestos en corona, en un protoplasma bastan-’
te acidéfilo, y por células epitelioides, grandes, de pro-
toplasmas irregulares, de grueso nucleo redondeado u.
ovalado, pdlido. Estas células se agrupan en racimos

Ceniro’ de un i’uberculo de caracfer "blando", e‘n que se- ll‘llCld
necrosis'y fragmentacién de niicleos dé mononucleares, y forma-
cién ‘de células’ de Langhans. €él. mesenquimales.: 600x.
(Comparar con fig. 5 de Rich, A.‘"Path.'of Tuberc.”).

(74% de casos) de pocos elementos, que casi siempre
engolfan gran ndmero de bacilos dispuestos en grumos o
aislados sean intracelulares o no. Alrededor de estas
agrupaciones celulares hgy algunos monocitos y peque-
fas células redondas de aspecto linfoide. Las células fi-
broblasticas se disponen también en la periferia, pero
en escaso huimero y sin una disposicién especial. Los mo-
nonucleares presentan muchas formas de mitosis, sobre
todo en los sitios en que se agrupan en racimos.
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En los focos de mayor reaccion, la vascularizacidn
es muy abundante. Los capilares que penetran al centro

Gfundes agrupaciones de monocitos, y gran infiliracién mesodér-
mica de polinucicares. (Respuesta celular 111). 60x. |

de la lesién presentan sus paredes rotas, habiendo enton-

ces pequeias hemorragias que aparentemente son el ori-

gen- de los centros necréticos. La necrosis franca se pre-

senta en 22.4% de las membranas y en un solo caso se

encuentra franca caseosis. Estos centros amorfos, pre-
sentan gran cantidad de nicleos celulares degenerados,

fraccionados, sobre todo de leucocitos y de hematies.

- Este foco amorfo necrético, esté rodeado por algu-
nas células gigantes. En el caso en que se manifiesta ca-
soesis, se trata de un centro también amorfo en que no
se puede distinguir sino pequefios granulos baséfilos,
restos de nucleos, y una masa acidéfila, refringente. Es-
td también rodeado de células gigantes en escaso nume-
ro, y de gran reaccion celular en el resto del mesodermo.
Entre-las células gigantes, tanto en las lesiones necroti-
- cas como en las caseosas, hay gran cantidad de células
epitelioides dispuestas en .corona, pequenas células mo-
nonucleares, linfoides, monocitos y raros “eosindfilos”,
células mesenquimales, sucesivamente mds alejadas de

N AY



— 64 —

la porcién central y constituyendo una gran porcién de
todo el mesodermo hipertréfico. (Ver figs. 20, 21).

(Figura N° 21)

Ectodermo keratinizado, Edema mesodérmico. Células gigantes
de Langhans, que engolfan bacilos. 200x.

La lesién central estd rodeada por un tejido que a
pequena ampliacién, se presenta mds flojo, reticulado,
an que se hacen particularmente numerosos los capila-
res, de contenido denso, cargados de hematies. Desde es-
te tejido, se puede seguir capilares mas finos que se
adentran en la parte central de la lesidon. En general, la
vasoularizacion estd.aumentada en todo el mesodermo.
[.a migracidon de células sanguineas es muy activa, sobre
todo en las lesiones gruesas, de modo que se puede ver

los vasos cargados de hematies y con escaso nimero de

leucocitos. En vez, alrededor de los vasos, se puede ver.
gran cantidad de células agrupadas en racimos mds o
menos densos y uniformes: son mononucleares con nd-
cleos redondeados, grandes y bien coloreados, y polimor-
fonucleares, especialmente ‘cargados de gruesas granu-

laciones acidéfilas, de manera que parecen verdaderos

ecsindfilcs. Estos grupos celulares uniformes se disponen
alejados de la lesidén central; son racimos que se suceden
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en algunos casos sin dejar una solucién de continuidad
con los tubérculos, mientras en otras ocasiones estdn
perfectamente aislados, separados de los mismos, por
un tejido mds bien flojo, edematoso o vacuolado, con dé-
bil infiltracién. Lo mds frecuente es encontrar los raci-
mos celulares de mononucleares rodeando a los zapila-
res, pero también se encuentran, rodeando a pequencs
grumos dcido-resistentes, en cuyo caso también se ha-
ce presente otro tipo de células.

Es de particular interés la presencia de leucocitos
polimorfonucleares con granulaciones acidéfilas, que
pueden confundirse facilmente con verdaderos eosiné-
filos. Segiin Canat y Opie, (81), se trata de células po-
limorfonucleares jovenes. He observado que estos “eo-
sin6filos” se encuentran en gran ndmero sobre todo al-
rededor de los vasos, formando racimos. Excepcional-
mente forman una corona al “tejido de granulacién tu-
berculosos” y mds raramente se entremezclan con sus
células. Entre las células que rodean al tubérculo se en-
‘cuentran también células plasmaticas, (plasmazellen) .

Entre los racimos de “eosinéfilos” y sus vecindades,
en estas membranas no se encuentran en ningudn caso
bacilos; ademds, en la mayoria de casos, no se encuen-
tra otra respuesta celular mesodérmica que los rodee,
solamente tejido flojo edematoso, con unas cuantas cé-
lulas mesenquimales poligonales.

La presencia de gran nimero de mitosis entre las
células mononuclearse, parece indicar que la mayor res-
puesta celular estd dada por proliferaciéon local y for-
macién de células en el mismo sitio de reaccidén, en ma-
yor intensidad que por células migratorias de origen he-
~mdtico. La enorme cantidad de tejido formado sz debz
aparentemente a gran proliferacién y diferenciaciéon ac-
tiva de las células mesenquimales.

, En los casos en que el edema es sumamente grande,
hay sélo ligera infiltracién, de manera que el “tejido tu-
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berculoso’ estd como confinado a solamente una parte
del mesodermo. (Ver fig.22).

(Figura N°® 22)

Gran edema mesodérmico y reaccion de mediana intensidad, que
se separan nitidamente, Tubérculo joven y tubérculo bien. desa-
rrollado, ambos de tipo “exudativo’’, En el mayor, hay tendencia
a necrosis, Gran vascularizacién,

- Es posible deducir en el proceso de invasién y for-
macién de lesiones en el mesodermo, y sistematizar di-
cho proceso: _

1)—Los bacilos, a partir del ectodermo, invaden el
mesodermo activa o pasivamente. En el primer caso, hay
multiplicacién de los bacilos extra celulares, que se pre-
sentan agrupados en grumos o paquetes. En el segundo
caso, los bacilos son fagocitados por células ectodérmi-
cas diferenciadas, que avanzan hacia el centro. La mul-
tiplicacién de los bacilos continta, las células se edema-
tizan y estallan liberando bacilos aislados o en grumitos

. de escasos elementos. Esta destruccion de fagocitos pue-

de hacerse a diferentes profundidades del mesodermo,
de manera que hay la posibilidad de ulterior formacién
de varios focos, mds o menos superﬁCIoles en d|ferentes
estados de desorrollo

2)—La presencia de un ndimero suficiente de baci-
los da lugar a formacién de células mononucleares y a
infiltracién de cardcter inflamatorio. La formacién pre-
coz de un tubérculo estd indicada por la presencia de pe-
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quefios conglomerados de células mononucleares de
apariencia epitelial y monocitos, que es la respuesta es-

pecifica a uno de los constituyentes lipidicos del bacilo.

Seguidamente, hay teaccién mesenquimal y la presen-

cia de fibroblastos es su manifestacion.

3) —Hay, paralelamente, neoformaciéon de capila-
res, como respuesta especn’fica a la presencia de un gér-
men capaz de provocar reaccion inflamatoria. La necro-
'sis posterior es seguramente un fenébmeno téxico vascu-
lar, ocurriendo en primer término ruptura de capilares
con hemorragia, y luego atraccién de granulocﬂos que
sufren degeneracién de inmediato.

4) —La presencia de células gigantes no correspon-
'de a la presencia de tejido necrosado ni de caseosis. Es-
tas células son de tipo Langhans, formadas por fusion
de protoplasmas de células mononucleares, y no de tips
de células gigantes a cuerpo extrafo, formadas frente a
la presencia de materiales inertes o de desecho celula-
res. Efectivamente ,su morfologia las identifica como
células de Langhans: nicleos ovalados, densos, dispues-
tos en corona, baséfilos, bien coloreados, con una tenus
malla bien distinta; protoplasma acidéfilo, de contornos
irregulares; en ciertos casos, se puede apreciar la estruc-
“tura lobulada, en roseta, del citoplasma. ,

En las membranas en'que la edematizacion es in-
tensa, se descubre la presencia de células de apariencia
de degeneraciéon mucoide, con protoplasma vacuolado,
irregular y muy pdlido, edematoso y un ntcleo ovalado,
.algo mds coloreado, grande, con cariosoma exéntrico.
Estas células, cuyo origen se hace dificil determinar, se
encuentran particularmente en zonas en que el mesoder-
mo se presenta vacuolado, con muy escasa infiltracion;
parecen células mesenquimales que han sufrido una de-
generacidn de cardcter téxico.

Entre las membranas inoculadas en Guayaquul se
encuentran unas pocas (10%) con gran reaccion fibro-
sa que parte del ectodermo mismo, forma verdaderas
mallas gruesas, interndndose en el mesodermo. En estos
casos, la respuesta celular caracteristica no se manifies-

‘ta, o estd representada solamente por pequefias agrupa-
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ciones.de células mononucleares. Los bacilos, en estos
casos, se encuentran en el espesor mismo de las mallas
fibrosas, siempre intracelulares, pero en gran nimero,
engolfados por células mononucledres, junto a las mis-
mas mallas. En estas membranas, es posible ver zonas de
apariencia hialina, en que hay raras células mesenqui-
males. Esta apariencia de hialinizacién se presenta tam-
bién en otras membranas en que la respuesta es predo-
minantemente fibrobldstica. La vascularizacién es abun-
dante, y se puede observar las paredes de los vasos en-
grosadas y rodeadas también de tejido conectival, con
franca tendencia a fibrosis. ‘

3.—Reacciones endodérmicas.

Al contrario de lo que comunican los diversos au-
tores, es sumamente raro que esta capa de la MCA esté
absolutamente indemne. La reaccion es escasa, pero
constante en 71 % de casos. Hay hiperplasia con aumen-
to del ndmero de capas celulares. En muchos casos hay
invaginaciones, perd ho se encuentran islotes celulares
del’ tipo “perlas”. Es frecuente la formacién de papilas
dé células de apariencia glandular, de forma poligonal,
con finas granulaciones, con ndcleo basal y aplanado en
sentido transversal. A veces, presentan verdaderas va-
cuolas en el citoplasma.

MEMBRANAS CORIOALANTOIDEAS INOCULADAS
A 547.7 mm.Hg (QUITO)

1.—Reacciones ectodérmicas.

También en este grupo de membranas, como en las
inoculadas a nivel del mar (Guayaquil) , se puede apre-
ciar a pequena ampliacion, zonas de espesamiento y zo-
nas de infiltracién. Pero la intensidad de la reaccion es
notoriamente menor, de manera que, los gruesos ecto-
dermos, de apariencia muy densa, sélida, con formacioc-
nes nodulares marginales, son bastante raros. Los epite-
lios engrosados y con escasa keratinizacién y comifica-
cién, son mds frecuentes. _

Los caracteres celulares son similares a los ya des-

© %
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critos para esas membranas. Es decir, aparentemente, la
respuesta desde el punto de vista cualitativo, correspon-
de enriteramente a las observadas en dichas membranas,
siendo en todo caso, la intensidad y la extension meno-
res. En algunos casos, sélo hay hipertrofia ectodérmica
frente a la zona de reaccidon del mesodermo, encontrdn-
dose el resto del epitelio mds o menos indemne. Hay al-
gunos casos (20.7%) de engrosamiento nodulares, y se
puede descubrir la presencia de las llamadas “perlas ec-
todérmicas’”’, en menor nlimero y casi siempre constitui-
das por células de apariencia poligonal, de ndcleos pa-
lidos, apenas visibles, solo en el centro de las perlas pre-
sentes en las membranas de Guayaquil. En dos casos he
observado bacilos en el corazén de las “perlas”. La dis-
posicidon en varias capas concéntricas es poco definide.
Es indudable que esta estructura corresponde fielmente
a la escasa cornificacion epitelial.
Los focos ectodérmiccs de cardcter inflamatorio,
' presentan una estructura igual a los focos andlogos des-
critos en las membranas de Guayaquil, aunque el nime-
ro relativo de leucocitos con granulaciones acidéfilas es
seguramente mayor.

Los bacilos del inéculo se encuentran sobre el epi-
telio ectodérmico, formando grandes acumulos superfi-
ciales, o se encuentran en el espesor del mismo, fogocn-
tados por células poligonales vacuolizadas. Frecuen’re-
mente, se ven éstas células desprendiéndose del ectoder-
mo, para adentrarse en el mesodermo. Es poco frecuente
encontrar paquetes de bacilos incluidos en las células
epitelicles' y mds bien se encuentran formando peque-
nos grumos en que los elementos bacterianos son bien di-
ferenciados entre si.

En los casos en que macroscépicamente se pueden
observar gran ndmero de focos dispersos, se.puede ver
en el corte, .y a pequeha ampliacién, una disposi-
cidn desordenodo de las células ectodérmicas, que jus-
tamente coincide con focos marginales de reaccién me-
sodérmica. Se puede seguir el proceso de invasién de cé-
lulas ectodérmicas hacia la capa media, con diferencia-
cién inmediata.
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Algunas membranas presentan una reaccién ecto-
dérmica que no podria ser diferenciada de las membra-
nas de Guayaquil, si no fuera porque paralelamente se
encuentran las zonas de reaccién mesodermlca cuyo ca-
racter es bien distinto.

2.—Reacciones mesodérmicas.

Son mds importantes, desde luego, que las ectodér-
micas. Si bien en muchos casos seria imposible separar
los pequefios focos tuberculosos de focos igualmente pe-
quefos que se encuentran en las membranas de Guaya-
quil, en general, la distincion es facil y las diferencias re-
saltan nitidamente. , ,

En estas membranas es mds notoria la correspon-
dencia entre el cuadro macroscépico y el cuadro histolé-
gico. Asi, los nodulos solitarios, estdn constituidos por
una sola lesién con un centro amorfo, rodeado de células®
sinciciales, y de tejido francamente fibroso. A pequefa
ampliacion, fuera de esta imagen, no se encuentra nin-
guln otro tipo de agrupacién celular, a veces, gran infil-
tracion alrededor de gruesos vasos:(Fig. 23) .

(Flguro N 23)
Tubérculo joven con necrosis central ‘rodeada por células gigan-
tes y malla de tejido conjuntive flojo, sin otra respuesta celular
_inflaamtoria. 60x.

Las membranas que presentan gran niimero de no6-
dulos o focos granulosos dispersos, estdn constituidos por

gran nGmero de pequefios focos celulares cuyo centro de-
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muestra una estructura necrética, con escasa reaccién
celular circundante, y sobre todo caracterizada por teji-
do dispuesto con cierta orientacién definida, que a ma-

yores ampliaciones se revela formado por células fibro-

citicas. (Figs. 25, y 26).

(Figura N° 25)

Microtubérculos superficiales con necrosis y engolfando bacilos.
Infiltracién por eosinéfilos.” 200x. )

Las gruesas lesiones en estas membranas estdn

“constituidas por varios focos de cardacter destructivo,

que confluyen, demostrando las porciones centrales sin

Jovenes tubérculos
superficizles sufrien-
do precozmente ti-
brosis: notese la dis-
posicién del tejido
conjuntivo, (La mis-
ma mambrana de la
fig. 25), 60x.

| (Figura N° 26)
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‘ninguna estructura, rodeadas por células gigantes, y
también por tejido fibrético. En estos casos, la reaccién
celular en el resto del mesodermo ya es de bastante in-
tensidad, pero en ninglin caso iguala a la producida en
las membranas inoculadas en Guayaquil. En pocos ca-
sos, hay también mesodermos edematosos, con infiltra-
cién celular muy discreta. (Figs. 27,y 28).

- En las membranas inoculadas en Quito, predomi-
nan las lesiones de cardacter necrético, (40.7%) relati-
vamente a otros tipos de lesiones. En 10 casos (19.5% )
hay franca caseosis, y algunos de éstos parece manifes-
tarse lo que seria:un reblandecimiento caseoso, de ca-
rdcter amorfo, sin nucleos, ni restos de células, muy re-
fringente. En las lesiones necréticas, se ve, a pequefia
ampliacién, una masa central redondeada, de bordes fes-
toneados, amorfa, fuertemente coloreada por la eosina.
rodeada de agrupaciones celulares con ndcleos intensa-
mente coloreados y amontonados, y luego, de un tejido
flojo en que la disposicién de células alargadas, estrella-
das, es distintamente circular u ondulada (fig. 27). Le-

(Figura N° 27)

Pequefios racimes de células mononucleares rodeadas por tejido
" conjuntivo dispuesto en haces arremolinados, 60x.
jos de estas lesiones, se ven pequefas agrupaciones de
otros focos celulares de apariencia uniforme, mds densg,
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en que predominan los gruesos nucleos. A mayor amplia-
cidn, se puede ver la acumulacién de nucleos destruidos,
degenerados, sobre una masa amorfa, fuertemente eosi-
néfila. En la parte mds periférica de estos grumos necré-
ticos, esta masa amorfa estd desprovista de restos nu-
cleares se hace muy refringente, se pone en contacto di-
recto con celulos gigantes. '

(Figura N° 28) '

Gran tubérculo con caseosis central, rodeada por células gigan-
tes y mediana infiltracién celular de origen vascular.

Las células gigantes en estas membranas, pueden
diferenciarse sin dificultad en dos grupos: las primeras, .
estdn constituidas por protoplasmas escasos, con gran
cantidad de nucleos distribuidos en el centro, en forma
irregular; son ndcleos densos y muy coloreodos. Estas cé-
lulas estdn en contacto inmediato con la masa necrética
- periférica, y parecen formadas por la conjuncién de va-
rias células de cardcter epitelioide. Se distribuyen en
gran numero, sin ponerse en contacto unas con otras, se-
paradas, por células de apariencia epitélial, que comple-
tan una barrera limitante de lo que podria corQSIdercrse
COMO MaAsa CAseosa. ‘
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Estas células de apariencia epitelial . son grandes,
de nlcleo, también grande, redondeado, pdlido. Las
otras.células gigantes, de tipo Langhans, se encuentran
mas bien distribuidas en zonas de reaccion celular en
que no hay necrosis: lo mds frecuente es que se encuen-
tren rodeando a bacilos, engolfédndolos, o fagocitdndo-
los, juntamente con otras células, Estas células gigantes
tienen menor tamafo, menor nimero de nucleos dispues-
tos casi siempre en sem|C|rculo El protoplasmc presenta
gronulcaones (Fig. 29)..

(Figura N° 29)

En C, centro de tulx+-uio necréptico, rodeado de :élulas gigentan

y “epitelioides”, ¢u= “rrman raante. 500x.

Més alla de las células gigantes y epitelioides, que
rodean a la masa necrética, se encuentran pocas células
redondas, pequenas, de niicleos densos (linfoides) .y leu-
cocitos polimorfonucleares con gran ndmero de gruesas
granulaciones acidéfilas. Entre éstas células, y mas allg
llenando el resto del mesodermo lesionado se encuentran
células poligonales mesenquimales, predominantemen-
te fibrocitos con sus caracteristicas bien definidas, Es-

- tas células se disponen orientadas en sentldo circular a

la lesidon central.
Las agrupaciones celulares cusladcs de éstas lesio-



nes de cardcter necrético, estdn constituidas por células
mononucleares y granulociticas que forman verdaderos
racimos, sobre todo al rededor de los vasos. Pero, la ima-
gen no es uniforme y siempre es posible ver gran niime-
ro de células fibrobldésticas y fibrociticas. Al contrario
de lo que se observa con bastante constancia en las mem-
branas de Guayaquil, se encuentran entre éstas células
muchos bacilos dispersos, aislados o en pequenos gru-
mitos.

Cuando la lesién principal no es necrética, en todo
caso, la respuesta celular es mucho menor que la obser-
vada en las membranas de Guayaquil. Estd constiuida
por pocas células gigantes, del tipo descrito como “cé-
‘lulas de Langhans” mds arriba por unas cuantas células
de apariencia epitelial, por mononucleares mas densos 'y
pequefos, por células de apariencia linfoide, unos cuan-
tos eosinbfilos y, caracteristicamente por bastantes célu-
fas fusiformes, de nlcleo denso, que le dan una particu-
lar apariencia de tejido arremolinado, con haces orien-
tados. En muchos casos en estos “tubérculos” parece evi-
dente la iniciacién de necrosis por la ruptura de capila-
res sanguineos y la producciéon de pequenas hemorra-
gias localizadas. Esta necrosis se hace evidente en forma
precoz, en “tubérculos” pequefitos, superficiales, sin
mayor reaccién mesodérmica restante. Es también pre-
coz la aparicién de tejido con tendencia a formar haces
fibrosos. ‘

En estas membranas es mas dificil establecer el pro-
ceso de formacion de las lesiones, al menos en lo que se
refiere a los “tubérculos” con centro necrético, puesto
que no se encuentrd ningdn otro tipo de respuesta cir-
cundante. ‘Parece que las células que acarrean los baci-
los desde el ectodermo, sufririan un proceso de destruc-
cidn precoz, sin la presencia de mayor respuesta meso-
dérmica, siendo inmediatamente envueltas por un tejido
que impide una evolucién posterior. Las células gigantes
que rodean a estos centros necrdticos se encuentran rara-
mente fagocitando bacilos y estos mds bien se disponen
entre las células epitelioides, de manera que no se distri-
buyen ampliamente en el mesodermo lesionado. Es de-
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cir, parece que la invasién y la dispersién en el mesoder-
mo, estdn bastante limitadas. (Fig. 24).

(Figura N° 24)

Tubérculo joven, superficial, subectodérmico, con necrosis y fi-
brosis precoz. 60x. ”
- En muchos casos, es focnlmen’re observable la necro-
- sis de las células gigantes tipo Langhans, c¢on formacién
inmediata de células gigantes a cuerpo extrafio, es de-
cir, de aquellas con gran cantidad de nicleos dlspersos.
Es posible suponer que el crecimiento del centro necrbti-
co sigue una evolucién centrifuga, a expensas de células
de Langhans y de células epitelioides que lo rodean.
Cuando la necrosis es franca, las células gigantes que
rodean la lesién parecen mds bien formadas frente a la
presencia de tejido destruido.

La evolucién de los “tubérculos” sin necrosis, ma-
nifiestan a la fecha de fijaciéon de las membranas, pue-
de seguir el mismo camino que en las membranas de
Guayaquil, aunque hay que anotar el hecho interesante
de la presencia de leucocitos “eosindfilos” en el tubércu-
lo mismo, y la existencia, no en caso muy raros, de célu-

- las gigantes rodeadas de escasisima respuesta celular de
otro tipo. ‘

La disposicién de los bacilos en el mesodermo, to-
ma caracteres especiales: se ven confinados o engolfa-
dos a regiones bien definidas, limitadas por tejido me-
senquimal, casi siempre de cardcter fibroso. En muchas
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de las zonas invadidas por bacilos, no hay formacién dz
tubérculo necrético, solamente la presencia de células
mononucleares y “eosinéfilos”. Los bacilos engolfados
se encuentran intracelulares en agrupaciones de pocos
elementos. No se encuentran en ningdn caso grumos o
paquetes gruesos, libres en el mesodermo. No es posible
establecer una idea bien clara sobre la cantidad de ba-
cilos presentes, pero en conjunto, el mesodermo de las
membranas inoculadas en Quito, estd menos cargado de
bacilos que de las membranas inoculadas en Guayaquil.

En los casos en que hay edema mesodérmico nota-
ble (4% ), se puede descubrir la - presencm de células

“mucoides”.

d.—Controles.

En las membranas myec’rados con solucién salina .
fisiolégica, he podido descubrir una ligera hipertrofia
del epitelio ectodérmico, de cardcter muy circunscrito,
seguramen’re correspondlente al sitio de traumatizacién
por la aguja. Por debajo del epitelio hipertréfico, se pue-
de ver una afluencia de monocitos y proliferacién fibro-
blastica, también muy circunscritas y de cardcter micros-
cépico. La membrana, macroscépicamente, no presenta
sino un granulito puntiforme, apenas diferenciable, so-

(Figura N° 30)
)
Dos pequeiios tubérculos con necrosis y fibrosis precoz.
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bre una pequefia zona ligeramente engrosada. No he po-
dido encontrar diferencias entre las membranas trata-
das en Guayaquil y las tratadas en Quito, s6lo con CLNa

~al 8.5 por mil.

Con la cepa BCG, no he logrado una implantacién
de bacilos, en las MCA. se aprecia, al corte, ligera proli-
feracién del ectodermo y afluencia de monocfros al sitio
de inoculacion,

En la gran mayoria de membranas consideradas en
esta investigacién, el tiempo limite impuesto, desde la
inoculacién hasta la fijacién, seis dias, es suficiente pa-
ra poder apreciar las diferencias en el cuadro histopato-
l6gico producido. En cortes realizados en membranas re-

- tiradas antes de los seis dias de incubacién experimental
. se puede seguir paso a paso la formacién de los tubércu-

los, distinguiéndose ya a las 24 horas la presencia de ele-
mentos celulares caracteristicos, formando jévenes tu-
bérculos cuya diferenciacién en ambos grupos de mem-
branas puede ser hecho precozmente, por la predomi-
nancia de células mononucleares en las inoculadas a 758
mmHg. y de leucocitos eosindfilos y fibroblastos en las
membranas inoculadas a 547 mm.

Los cortes efectuados en higados y vasos de varios
de los embriones inoculados, no revelaron la presencia -
de bacilos 4cido-resistentes ni de lesiones de apariencia
tuberculosa.

Las inoculaciones efectuadas en cobayos pusieron

de manifiesto el grado de virulencia de la cepa emplea-
da, la H37Rv. En Quito, de cuatro animales inoculados,

-dos presentaron caseosis en el sitio de la inyeccién (mus-

lo) y caeosis ganglionar de los grupos epigdstricos e ilia-
cos correspondientes. Los otros dos presentaron una tu-
berculosis generalizada. La supervivencia de los anima
les fué de 60 a 100 dias.

Los cobayos inoculados en Guayaquil, murieron a
los 20 dias de la inoculacidn, - pero no se pudo obtener
datos detallados del cuadro patologmo desarrollado.
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RESPUESTA CELULAR EN EL MESODERMO.—PROTOCOLOS HISTOLOGICOS

' CUADRO 111

MCA inoculadas a 758 mm. Hg—GUAYAQUIL
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RESPUESTA CELULAR EN EL MESODERMO.—PROTOCOLOS HISTOLOGICOS
MCA inoculadas a 547 mm. Hg—QUITO
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CUADROS 1y II

FH

it

ACIe

keratinizacién (3) (entre paréntesis, el N® de columna)
cornificacion.

formaciones nodulares de células ectodérmicas.

(2) Proliferacién ectodérmica:

presencia de 2 o 3 hileras celulares.

presencia de 4 o0 5 hileras celulares.

presencia de 6 o mds hileras celulares.

Perlas Ad= adheridas al epitelio ectodérmico.

(4, 5, 6) Sp = separadas del mismo.

CC = capas concéntricas de las perlas ectodérmicas.

(7) Infl Ingm. = infiltracién inflamatoria.

(8) Bacil dist = dlstr|buC|on de los bacilos:
fagocitados.

grumos, s =solitarios, aislados. v
gruesos "‘paquetes’’.—m “—apariencia de ‘‘microcolonias”’.
(9) Proliferacién endodérmica: igual notacién g’ col. N° 2
(10) Invg = invaginaciones.

pal = formacién de papilas evaginadas igual que N9 2.
(11 y 12) Edema del mesodermo y respuesta celular:
abarca hasta 1 mm. de espesor.

abarca entre 1 y 2 mm. de espesor.

abarca mds de 2 mm. de espesor.

reaccién mayor de 5 mm. apreciable en campos.

focos dispersos.

focos confluentes.

respuesta celular minima.

CUADRO Il y IV

At 1

agrupaciones celulagres en racimos.

agrupaciones alrededor de los vdsos.

forma infiltrante de reaccién celular muy debll difusa.
focos dispersos.

presencia de fibroblastos en el foco tuberculoso.
presencia de fibrocitos, coldgenc, fibras.

~ en todo caso, indica reaccién perifocal, a manera de manto

(12} Distribucién de bacilos:

dispersos en el foco, grados relativos 1, 2, 3, 4.
grumos, s = aislados, solitarios, e = engolfados.
presencia de bacilos solamente en los bordes del foco.
reaccién celular minima.
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CAPITULO IV

DISCUSION Y COMCLUSIONES

El estudio de dos series de membranas corioalan-
toides inoculadas con bacilos tuberculosos ha permitido
llegar a la conclusion de que estas formaciones extraem-
brionarias son excelentes medios para el estudio de la
tuberculosis experimental. Se han empleado embriones
de 9 dias de edad, y ld cepa H37Rv de Mycobacterium

- tuberculosis hominis. No sélo la implantacién del baci-

lo virulento sino también las lesiones consecutivas a su
proliferacién, ocurren adoptando ciertas caracteristicas
que permiten la separacion neta entre las dos series de

. experimentos.

El tiempo limite para el desarrollo de las lesiones,

' en estas experiencias, permite establecer que la mem-

brana- corioalantoidea del embrién de pollo, el desarro-
llo de las mismas es suficientemente rdapido, como para

‘lograr en corto perlodo una serie de observaciones que,

por otro lado, ocuparian mucho tiempo, utilizando los

~‘animales de laboratorio como cobayos, conejos, ratones

etc. Sinembargo, el embridon no puede considerarse sim-
plemente un medio de cultivo, sino un verdadero animal
en el que ocurre una interrelacidon huésped-pardsito.
Tedricamente, y admitiendo la posibilidad de man-
tener las condiciones de laboratorio rigurosamente con-
troladas y uniformes, tanto a nivel del mar (Guayaquil)
como g 2860 m. (Quito), se puede admitir que el Uni-
co factor variable dentro de las condiciones experimen-
tales, es la tension parcial de oxigeno. . Bajo estos am-
bientes de experimentacién, la inoculacion de la MCA
con una cepa establemente virulenta, ha dado lugar a
tipos fundamentales de respuesta celular. Entre estos
tipos fundamentales, pueden distinguirse lo que serian
formas mixtas o intermedias que por un lado permiten
establecer la estrecha correlacién de la respuesta celu-
lar especifica del huésped frente a la presencia del mis-
mo pardsito, y por otro permiten un estudio de la evo-
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lucidn de las lesiones. Es indudable también, que es-
tas formas intermedias estdn indicando una ligera di- -
ferencig en la capacidad reactiva de cada embrién, po-
siblemente debida a factores de resistencia individual.
- La primera impresion obtenida al efectuar los exa-
menes macroscépicos de las membranas vy calificar el
tipo de lesiones, es que en Guayaquil, la extension de
las lesiones, es mayor que en las membranas inoculadas
en Quito. En la tabla V1! se han agrupado estas lesio-
nes, permitiendo la comparacién de sus frecuencias re-
lativas en las dos series:de membranas (ver también ta-
blas V y VI). '

TABLA VIl
Tipos de lesiones: ﬁ'et:uenciasrelativas

Lesciohes' ) S G\u‘ayq'quil e Quito

I.—Foco solitario .. ... ceee 0 292% 0 41.0%
2.—Focos dispersos ... .. ... "38.4% 45.9%
3.—Focos conglomerados (*)". - 32.4% = - 13.1 %

. { . . .
. En los: resimenes de protocolos histolégicos (cua-
dro | para 758 mm. Hg y cuadro Il para 547 mm. Hg),
se puede seguir detalladamente la estructura de las le-
siones ecto—, endo— y mesodérmicas. La intensidad
de la respuesta celular, en otras'palabras, la expansion
de la I esi6n, aparece seguramente mayor en las membra-
nas corioalantoideas inoculadas a nivel del mar (Gua-
yaquil ), , Lt :

En dichos cuadros, la intensidad del edema y la res-
puestq celular en el mesodermo, estén indicadas por va-
lores que van de | a 1V, para indicar valores convencio-
nales de lesiones de leve intnesidad, de mediana y de
gran i ntensidad, respectivamente. - Estos valores se re-
fieren g cada una de las lesiones o focos observados en
los cortes histopatolégicos. No hay que confundir pues,

(*)  “'Lesiones gruesas’’ tablas V y VI. .
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este tipo de notacién convencional adoptada a fin de po-
der explicar en un cuadro de conjunto, los hechos que
se describen en el capitulo I1l. Segtin esta notacion, la
frecuencia relativa de lesiones de gran intensidad (111),
para ambos grupos de MCA, es de 26% y 27 % respec-
tivamente (tabla VIIl). Pero en el caso de las mem-

TABLA VIl

Reaccion celular: frecuencias relativas

1% Nl 1 0
Guayaquil ....... 36 29 26 S
Quito ......... ... 29 217 27 17

branas de Quito, casi todos estos valores corresponden a
lesiones Unicas, nho acompahadas sino de escasa res-
puesta celular difusa en toda la membrana, o también,
de ninguna otra reaccién celular circundante.
Aparentemente, existen dos tipos fundamentales
de lesiones: mientras en las MCA inoculadas en Guaya-
quil la reaccién celular es mucho mayor que en las MCA
inoculadas en Quito, en éstas en cambio, la frecuencia
de lesiones necroéticas y caseosas es mayor (tabla 1XX).

"TABLA IX

'Elementos del foliculo tuberculoso: frecuencias .
relativas %

C.. Epit. C.vGiga. Necros. Caseos. Reaccion - Fibrosis

: . Conjunty..
Guayaquil ... 74 31 26 17 76 155
Quito .. EERE 73 47 40 165 67 435

Ademds, en las primeras, la cantidad de bacilos disper-
sos en los focos tuberculosos es mucho mayor que la can-
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tidad de bacilos presentes en el centroy perlferlo de los
focos tuberculosos de las segundas.

En otras palabras, mientras las membranas inocu-
ladas en Quito presentan los elementos caracteristicos
de un foliculo tuberculoso, con necrosis o caseosis rodea-
da por células gigantes y epitelioides, las” membranas
inoculadas en Guayaquil presentan elementos caracte-
risticos del tejido de exudacién tuberculoso, con células
inflamatorias, mononucleares, y también células epite-
lioides y gigantes de Langhans.

En ambos grupos de membranas, la presencm de
mononucleares, células epitelioides y celulos de Langh-
ans, responde seguramente a un solo y el mismo tipo de
estlmuloaon que parte del microorganismo po’rogeno
Se ha atribuido a varios de los componentes quimicos del
bacilo la propiedad de provocar la afluencia o formacion
Cion de ciertos grupos de elementos celulares (v. cap.
). Pero, como quiera que se admita este hecho, es evi-

~dente que no se puede explicar sélo como un fenémeno.
- quimico, menos atin cuando experimentalmente se ob-

serva que la cantidad de substancias de origen -bacilar
necesaria a la producciéon de una reaccion especifica es
tan grande, que corresponderia a muchos gramos de
Cl{erpos bacterlcmos que nunca estdn presentes en la le-
sion “in vivo”

El conocimiento de la existencia en el bacilo, de una
substancia citotéxica, que ya se sospechaba desde mu-
chos afos ha, es demasiado reciente (“cord factor”) y
no han sido adn consideradas experimentalemente sus
potencialidades en la patogenésis de la lesién tubercu-
losa.* Sinembargo, el solo hecho de una demostracion
cierta, sugiere la posibilidad de explicar muchos fenéme-
nos que ocurren en la intimidad de los tejidos. Recordad
por ejemplo que, los leucocitos que intervienen en la
constitucion de las imdgenes histopatolégicas de las
MCA estudiadas, se presentan luego de un proceso de
migracién através de las paredes vasculares, y dentro de
lo que podria considerarse como todo un complejo fend-
meno vascular. Su disposicion difiere, en cierto modo, en
ambos grupos de membranas. Estos leucocitos se encuen-
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tran en varios periodos de su desarrollo, segiin indican
las granulaciones eosinéfilas y basofilas, indicando et
proceso activo de su produccién y su afluencia hacia el
foco lesionado, por estados sucesives con mayor o menor
premura. La presencia de formas jévenes, “eosindfilos”,
puede ser suficiente indicacién de la intensidad del pro-
ceso. Es sumamente interesante que estos leucocitos no
formen parte de las lesiones propiamente dichas, sinc
que se dispongan a distancia, particularmente en las
membranas inoculadas en Guayaquil, en que nunca se
encuentran bacilos entre los “eosindfilos”. Recordad a
este respecto la accién de inhibicién de migracion de los
leucocitos ejercida por el.llamado “cord factor” (cap. 1).

Desde este punto de vista, aparece una discrepan-
cia con las ideas de Canat y Opie (81), quienes recuer-
dan la capacidad fagocitaria indiscutible de los granu-
lucitos jévenes, cuya presencia en zonas en que ho se
encuentran sino raros bacilos, indicaria una reaccién ca-
paz de retardar la invasion del bacilo tuberculoso.

En el momento presente, y como respuesta g una.
tendencia general de los investigadores, se admite (34
90) el origen comUn de todas las células mononucleares
presentes en la lesién tuberculosa. La diversidad morfo-
légica, no corresponderia sino, precisamente a la diver-
sidad de estados fisiopatolégicos que implican también
Una variedad de estimulos. Se consideran células idénti-
Cas, de idéntico origen, el monocito o célula transicional
de la sangre, el clasmatocito o poliblasto o histiocito o
<élula adventicial de los tejidos, la célula epitelioide de
la lesién tuberculosa (,,) (34, 90, 91, 92) . En realidad,
todas estas células no corresponden sino a una forma
f undamental: el fagocito mononuclear presente en todo
foco inflamatorio.

Ahora bien, la reaccién mas importante en las
embranas cornoalontondeos estudiadas en el presente
twabajo, estd a cargo del mesodermo Son celulas meso-

(,;))—La célula de Kupffer del sinusoide hepatico, el fdgocifo de. los senos
essplénicos.
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bldsticas las que han sufrido proliferaciéon y diferencia-
cién y se han agrupado para dar las imdgenes caracte--
risticas. La lesién inicial se presenta de cardcter inflama-
torio, sin ningln elemento particular que permita clasi-
ficarle como inflamacién tuberculosa. Los elementos jo-
venes son estrictamente el producto de una exudacién.
Posteriormente, estos elementos van adquiriendo una

disposicién especial respondiendo a un proceso de ca- -

rdcter toxico dependiente del niimero de bacilos, pero la
forma primordial, el cardcter tipico se conservag, de ma-
nera que en las MCA de Guayaquil, el predominio del
cuadro exudativo, que en uUltimo término debe ir, y va en
efecto en algunos casos, a la neciosis, es evidente; mien-
tras en las membranas de’ Quito, el cardcter prolifera’rl—
vo, fibroso, es bien manifiesto.

La manifestacion téxica estd representada por al-

teraciones vasculares, el edema. generalizado del meso-

dermo y de las células, que es mayor en las membranas
de Guayaquil, y la degenerocnon (de cardacter mucoide)
de las mismas.

Los fendmenos de necrosis ceIuIar han sido atribui-
dos a la hipersensibilidad establecida por algunos de los
componentes del bacilo (tubérculo-proteinas, v. cap. |).

El fenémeno mismo, aparece fundamentalmente de loca-

lizacién citoplosmé’rico y ho corresponderia en la lesion
inicial, a una reaccién general del organismo. Al menos
esto puede deducirse de los trabajos de muchos investi-

.gadores (34, 37) que han estudiado cultivos de tejidos.

Los bacilos que proliferan en la intimidad de los tejidos
del huésped, son fagocitados por neutréfilos y monocitos
que a su vez fagocitan a los mismos neutréfilos; asi, los
monocitos son los Gltimos encargados de transportar a
los bacilos mds profundamente. Los bacilos proliferan
en el interior de su citplasma, hasta desarrollar una hi-
persen5|bll|dod en cuyo €aso, su necrosis y desintegra-
cién no se hacen esperar. Los cuadros Iy Il indican por
un signo x las membranas en las que es posible seguir de-
tenidamente este proceso, desde el ectodermo hasta el

mesodermo. En muchos casos, parece que la hipersensi- .
bilidad no se manifiesta tan rapidamente como la proti-

a
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feracion, de alli que se puede ver verdaderos paquetes
densos de bacilos [lenando un macréfago vacuolado.

En las membranas de Quito, el proceso de hiper-
sensibilizacién me parece estacionario en cierto modo.
de tal manera que la necrosis y caseosis han alcanzado
una extensién definida y enseguida limitada por la reac-
cion del huésped: la fibrosis encapsulante. Parece como
si, luego de un primer estadio de hipersensibilidad, se es-
tableciera una fase inmunitaria, capaz de impedir la
posterior invasién mesodérmica por el bacilo. Un hecho
bien conocido es el que los bacilos intracitoplasmaticos

. comienzan a multiplicar enseguida —dentro de 24 hs.

siguientes a la exposicién, segun trabajos de Mackaness
et al. (37)— dando lugar a muerte y lisis inmediata del
macréfago (37, 34, 92), para luego dar lugar a apari-
cion de un fendmeno de resistencia celular, de cardcter
inminitario, de manera que posteriormente, la multipli-
cacién de los bacilos se realiza mas l[entamente, por pro
ducirse una reaccién entre ellos y las células.

Una lesién que tiene el cardcter destructivo, inclu-
so muy precozmente, es, desde el punto de vista del hués-
ped, mds benigna si se deja rodear por un tejido de resis--
tencia. En efecto, la proliferacién conectival posterior in-
dicaria una respuesta positiva de defensa del organis-
mo huésped, y por esto, una evolucion tardia favorable

Una desventaja de la utilizacion del embrion de po- .
llo en el estudio de la tuberculosis experimental, seria lg
imposibilidad de seguir mds alld de un tiempo estricta-
mente limitado por, su propia evolucién. Por esto, lo que
se puede constatar son fenémenos primordiales de la in-
feccién tuberculosa, lo que podrig considerarse un pr:
moinfeccién, y no los procesos consecutivos a la reaccion
del organismo huésped, ante la cronicidad de la infec-
ciéon. De aqui que, en los dos grupos de membranas, a
pesar de que el proceso es completamente definido, se
presenta incompleto, si bien es cierto que se puede pre-.
ver la caseificacion de la mayoria de-las lesiones de las
membranas de Guayaquil, y la franca regresién de los
tubérculos caseosos de las membranas de Quito.

De todos modos, este trabajo de cardcter experi-
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mental, no puede llegar a conclusiones definitivas y sig-
nifica mds bien, el planteamiento de todo un complejo
plan de investigacion en el futuro. -

g
Y

SUMARIO:

1—Se ha realizado la inoculacién de membranas
corioalantoideas de embriones de pollos de nueve dias
de edad, con dosis constantes, de 0.1mg. en 0.25cc. de
Soluc1on salina, de bacilos de cultivo en medio Tween-
albdmina, de suete dias de edad, de M. tuberculosns ho-
-hinis, cepa H37Rv.

2—Las experiencias se han efectuado en dos gru-
Pos: el uno, de inoculaciones a nivel del mar (Guaya-
quil), y el otro, de inoculaciones a 2860 m. sobre el nivel
del mar- Qul’ro , manteniendo estables las condiciones
de laboratorio, admitiendo como Unico factor variable,
la tensidn porcnol de oxigeno, dependiente de la altltudy.

3—Después de seis dias de inoculacién, se han exa- -
Minado las lesiones producidas en las MCA, macroscé-
Picamente y en cortes histolégicos coloreados con hema-
toxilina-eosina y por una técnica modificada de Galle-
go. “ ‘ '

4—Se ‘hace una discusién de las imdgenes histol6-
gicas, llegando a concluir que las membranas inoculg-
das a nivel del mar, predominan las lesiones de tipo exu-
dativo-necrdéticas, y en las membranas inoculadas a 2860
M. predominan las lesiones proliferativo-necréticas.

5—Se discute el posible origen de esta diferencia
de lesiones, atribuyendo en parte a una variacion de lc
virulencia del bacilo. '
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