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Bl diagnéstico de la Psitacosis tipica, tiene por lo general sufi-
ciente base de datos clinicos para hacer innecesario el empleo de
otros métodos, tales como los que ofrece el laboratorio por el aisla-
miento del virus o por la fijacién del complemento.

Pero a pesar de ello es siempre conveniente disponer de métodos
exactos que permitan afirmar de manera inequivoca la existencia
de una infeccién por el virus de la Psitacosis para determinar la
verdadera difusién de la infeccidn, y para los casos en que existe
la duda del diagndstico diferencial entre una infeccién respirato-
ria produeida por otros virus y la Psitacosis.

En la literatura argentina de los Wltimos tiempos aparecen des-
criptos dos brotes, cuyo diagnéstico ha sido establecido con la sola
base de los datos clinicos y sin que mediara en uno de ellos la su-
gestién, siempre tan propicia, de un loro enfermo entre log ante-
cedentes. qaod
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torios, el del consejo de sus téenicos y haciendo gue el Profesor Bed-
son, del London Hospital, diera la confirmacién del diagnéstico

cién en el suero de los conva-

por el hallazgo de anticuerpos de fij
lecientes. Faltaba sin embargo, la prieba decisiva, obtenida si-
gulera para uno de los enlermos de un brote, del hallazgo del vi-
emds estd decir que las tentativas del alslamlento fupron rea-

rus. D

lizadas toda vez que un enferino S“*“f ech
circunstancias que hacen a este halla rela
cuente son: a) que la expectoracidn es muy escasa en la PSltaCO:bIS
b) que ella se hace presente a veces muy tarde en la enfermedad v
el virus puede estar aisente; ¢) que los métodos del hallazgo del vi-
rus estdn disminuidos en su efectividad por la mnecesidad de sepa-
rarlo de las bacterias que lo acompafian utilizando procedimientos
que lo reducen en cantidad o lo destruyen.

A pesar de ello uno de nosotros (J. A. Zuccarini) ha podido aislar
el virus del esputo de un enfermo siguiendo las normas clasicas,
con alguna variante, hecho ya comunicado en la Reunién Ne 108
del Personal del Instituto el 27 de diciembre de 1938. De este modo
se tuvo la prueba de la existencia del virus de la Psitacosis en el
esputo de un enfermo de un brote epidémico importante ocurrido
en Bahia Blanca y clinicamente y epidemiolégicamente analogo a
ctros antes acaecidos, con lo cual queda afianzado el diagnédstico
etiolégico de manera irrefutable.

H1 diagnéstico por aislamiento del virus tieme las siguientes ca-
racteristicas y limitaciones:

1) En las visceras el hallazgo es una rareza pues seguramente
la capacidad infectante estd muy disminuida, crando no ha desapa-
recido el virus, pues la muerte ocurre en general recién al prome-
diar la tercera semana.

2) En la sangre no se le encuentra sind rara vez en el co-
mienzo y casi nunca en periodo de estado, ’

3) « Kl esputo, particularmente en el comienzo de la enferme-
dad, es el material que més probabilidad tiene de dar resultados
positivos » (Laboratory diagnosis of Psittacosis, 1937) (*). La trans-
eripeién que sigue del mismo trabajo da idea del método, de sus
dificultades y de su inseguridad. (Ver también Rivers y Berry) (?).
Después de hacer cultivos en placas de agar sangre, el esputo

(1) «Reports on Public Health and Medical Subjects » N° 80. Laboratory
diagnosis of psittacosis. London 1937. H. M. S. O.

(®» A. M. Rivers and G. B. BErRY. « A laboratory method for the diagnosis
of psittacosis in man » Proceedings of the Society of Experimental Biology and Me-
dicine 1932 XXIX pig. 942-44.
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debe ser emulsionado en mas o menos diez veees su volumen de
caldo, agitando bien en un frasco cerrado con perlas de vidrio. La
emulsién se inyecta entonces por via peritoncal cn por lo menos
tres ratones en las cantidades de 0,25 a 0,5 ml. con la esperanza
de que por lo menos uno pueda escapar a la infeccidn casi inevitable
desarrollo del virus. Se debe hacer ademas filtrados de
siéon por arena y pulpa de papel y por bugia Berkefeld V o pov
membranas gradocol, los que deben ser inoculados intraperitoneal-
mente en la cantidad de 1 a 2 ml. en varios ratones. Tal inocula-
cion debe repetirse durante tres dias consecutivos en tres ratones
y este procedimiento es el que da més probabilidades de hallazgo de
pequeinias cantidades de virus de la Psitacosis. Los ratones se man-
tienen en observacién y ademés es aconsejable un pasaje mas, con
el bazo de uno ¢ més de los ratones al {in de los diez dias y de nue-

concomitante con pnenmococos v sobrevivir hastante tiempo para el
Ia emul-

vo al fin de un mes.

Precisamente con los procedimientos de filtracién antes descrip-
tos v atn de inoculacién directa, se sucedieron los fracasos, y se
obtuvo el éxito mencionado.

En el mes de diciembre del ano pasado se presenté un caso de
infeccién de laboratorio con sinfomatologia de la psitacosis, pero
en el cual el diagnéstico clinico no fué aceptado por todos los mé-
dicos. Sospechada la infeccién por psitacosis desde los primeros
dias de la enfermedad se bused el virus con més minuciosidad ¥

como lo dice el relato que sigue:

Caso 1.

INVESTIGACION DEL VIRUS EN LA SANGRE

En el tercer dia de la enfermedad, con temperatira de 39°5H, se
tomé sangre citratada que se inyectd a ratones por via peritoneal.
Los animales no presentan signos. A los 15 dias se hace una reino-
culacion de un ratén con el bazo de uno de los ratones inyectados
con la sangre. En los preparados de bazo del ratén sacrificado no
se observa la presencia de los corptsculos de Lewinhtal (L. L. C.

bodies) (*).

(1) LewintHAL Litnie y Cores descubrieron casi simultdneamente las inclu-
siones en el plasma de las células del SRE que son caracteristicas de la psitacosis
y que llevan también el nombre de corptsculos de Lewinthal Lillie y Coles (en
inglés L. L. C. bodies).
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Los tres ratones sobrevivientes de la inoculacién y el reinocula-
do con el bazo del cuarto, son infectados a los 40 dias con el virus
5 diag por

islado del esputo del mismo enfermo y sucumben en 5 nor

el virus de la psitacosis.
Hsta prueba demuestra que en los animales no existié siquiera
una infeccién asintomética y por tanto que en la sangre no habia

o

virus capaz de infectar el ratén blanco.

INVESTIGACION DEL VIRUS EN EL ESPUTO

a) Por el método de la filtracion. — El séptimo dia de la enferme-
dad se obtiene una pequefia cantidad de esputo que se congela y des-
congela rdpidamente cinco veces, se muele con alumdum y diluye
1/20 en caldo pH 7,6, centrifuga la mezcla a 2.000 vueltas durante
15" y el liquido sobrenadante se lo filtra por Chamberland L2 E] li-
quido se inocula a 4 ratones blancos por via peritoneal y en canti-
dad de 1 em® Al dia siguiente se recoje otra muestra de esputo y
se trata de ignal manera, es decir se congela y descongela, se muele
con alumdum y se centrifuga. Una parte del liquido se reserva
para los experimentos que se describen méas abajo. Lios ratones in-
yectados el dia antes son reinoculados con 1 em® de la mezela de
los filtrados y al dia siguiente se repite otra vez la inoculacién de
1 cm?® de la misma mezcla,

Transcurren doce dias sin que aparezca ningin signo de enfer-
medad y con el bazo de un ratén sacrificado se hace un pasaje a
otro por inoculacién intraperitoneal. En los preparados del bazo
no se observan corpusculos de Lewinthal. Al cabo de 40 dias de la
primera inyeccién se infectan los ratones blancos con el virus ais-
lado del mismo enfermo v los cuatro sucumben a la infeccién por
psitacosis.

Bste experimento mnegativo sélo nos permite negar la presencia
del virus en los filtrados, pero no en el esputo, pues es bien sabido
que la retencion de las particulas por filtros cuyos poros son mu-
cho mas grandes que las particulas, es un fendémeno que ocurre con
frecuencia.

Es decir, que la unica conclusiéon que conviene deducir del ex-
perimento mencionado es que no se puede afirmar que exista el
virus de la psitacosis en los esputos emitidos por el enfermo. Tal es
en verdad lo tnico que debiera decirse en todos los casos en que
la sensibilidad del método es pequeiia y sobre todo cuando pueda



encontrar un tropiezo como el de la incertidumbre de la filtrabi-
lidad.

Fueron estas consideraciones las que nos indujeron a ensayar el
procedimiento que sigue en el cual se ha excluido el obstieulo de la
filtracion.

b) Por el muevo método objeto de esta mota. — Rivers, Lewin-
thal y Bedson, aconsejan inyectar la emulsién de esputo sin fil-
trar, en algunos ratones, con la esperanza de que tn ratén por lo
menos escape a la infeccién concomitante con neumococos y so-
breviva lo suficiente para el desarrollo del virus.

Bsta alternativa, con poca posibilidad de éxito, anadida a la de
filtraciéon por membrana de colodio de dimensién de poros conoci-
das (Klford p. eJ.) es una prueba més de la incertidumbre del pro-
cedimiento.

Una cireunstancia afortunada hizo que uno de nosotros pudiera
traer de Londres en noviembre 1938 la Piridin-benzene-sulfonami-
da (693 MB, hoy llamada Dagenan) que tiene la propiedad de
impedir la propagacién de la infeccién en los ratones blancos, pro-
ducida por los nevmococos y los estreptococos, lo que nos indujo
inmediatamente a utilizarla para inhibir la infeccién pidgena del
ratén por las bacterias mas agresivas y que precisamente se en-
cuentran en el esputo.

Fué asi que el dia 27 de diciembre fué utilizado el MB 693 en
suspension aceitosa al 5 9, para tratar de aislar el virus de la psi-
tacosis del 2° esputo y precisamente de la misma emulsién que des-
pués de filtrada se inyectd a los ratones.

Cuatro ratones blancos de 20 gramos de peso, se inyectaron por
via subcutédnea con 0,5 em® de una solucién olecsa de Piridina-
benzene-sulfonamida (MB 693) al 5 % (25 mg. de substancia acti-
va) v una hora después se inyecta alrededor de 1 em?® de la emul-
si6n centrifugada del esputo; 6 horas mas tarde se inyectan otros
25 mg., 8 horas mas tarde otros 25 mg. y 24 horas después, la altima
inyeccién de 25 mg. mas de Piridin-sulfonamida. Diez dias maés
tarde enferman los cuatro ratones y el onceno dia muere uno. Con
el bazo de los restantes, que se sacrifican, y de la muerta se in-
yectan cuatro ratones.

No es observa sin embargo ninguna inclusion tipica en los prepa-
rados de bazo hechos por impresién.

Los ratones del primer pasaje enferman ya a los 2 dias y con
dos de ellos se hace un segundo pasaje.

Ni en los dos animales del primer pasaje, sacrificados el 21 dia,
ni en los dos restantes, que mueren al cuarto dia, nos fué posible
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demostrar con absoluta certeza que existian inclusiones en las célu-
las que se observan en los preparados del bazo, confeccionados por
impresién. Los animales del segundo pasaje enferman a log do
v se sacrifican para hacer un tercer pasaje.

La investigacién de los corpuiseulos de Lewinthal se 1levé a ¢
ados por impresién de bazo y del peritoneo-gastro-esplé-

s dias

abo

esperada, de la naturaleza del proceso moérbido gue mataba a
ratones.

- Ademds, en mingun raton muerto o sacrificado se pudo demos-
trar la presencia de bacterias por cultivo ni por examen bacterios-
copico.

En verdad el hallazgo de los corpusculos en este 2° pasaje se de-
bié al hecho de haber mejorado la téecnica de coloracién y de exa-
men, pero sobre todo a la blhsqueda practicada en el peritoneo. Lios
preparados que muestran una gran cantidad de células del SRE,
las revela muy alteradas con su protoplasma vacuolizado y poco te-
fiido y un namero crecido de ellos contiene los corpiiseulos de la
pitacosis. En cambio el bazo de los mismos ratones no reveld sind
formas atipicas que no pudieron ser diagnosticadas con certeza.

Este virus {fué desecado en vaclo y después de un tiempo de con-
servaciéon reinyectado a ratones. En el momento actual se encuen-
tra en su centésimo pasaje.

Los preparados que han servido para la ilustracién fueron obte-
nidos con epiploon y coloreados por el método de Giemsa,.

Contrasta en este caso la facilidad con que fué obtenida la in-
feccion de los ratones por el método de la inoculacion del producto
séptico y la quimioterapia simultinea, con los resultados negati-
vos del método corrientemente empleado y descripto antes.

Caso 2

De un enfermo de un brote de psitacosis ocurrido en Castelar,
Provincia de Buenos Aires, el Dr. Osmar T. Grassi envié en julio
7 de 1938, el esputo obtenido en el 10° dia de su evolucién. Este
fué examinado solamente por la nueva téenica descripta mas arriba;
los detalles del experimento son los siguientes:

Se diluye el esputo aproximadamente al vigésimo, con una mez-
cla de 1 parte de caldo pH 74 y 3 partes de agua destilada. Se
agita suavemente con municiones de acero durante media hora, y
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lnego se centrifuga durante 15° a 3.000 vueltas, luego durante 5
a 5.000. Bl liguido sobrenadante completamente claro y que contie-
ne buen nfimero de bacterias, como lo revelé el cultivo, se inyecta
en la cantidad de 1 cm?® en el peritoneo de 6 ratones gue dos horas
antes habian recibido por via subcutédnea 125 mg. de Piridin-sul-
fonamida suspendidos en 0,5 em® de aceite. Al cabo de 5 horas de

la infeccién se vuelve a inocular 50 mg. de MB 693 y la inyeecidn
se repite tres dias consecutivos usando cada vez 125 me. de Piridin-
€ TePite Tres aias COISECUTIVOS WLalluy Calla VO4 Lo g, Uo Liriuiil
sulionamida.

A los siete dias, se hace tn pasaje con el bazo de dos ratones a
otros dos, por inoculacién intraperitoneal e igual cosa se repite a
los 10 dias con ofros dos animales; hasta ese momento ninguno pre-
senta signos de enfermedad. Dos dias después, es decir a los 12 de
la inoculacién, se ven los ratones algo enfermos y tres de ellos, ines-
peradamente mueren al siguiente dia, es decir a los 13 dias de la
primera inyeccién. Los tres animales restantes estdn muy enfer-
mos. Dos de ellos (wio inoculado con el material original y otro del
pasaje del 7° dia que llevaba por tanto seis de inoculado con la
emulsion del bazo) se sacrifican, se hace un pasaje con la emul-
sién del bazo y se confeccionan preparados con el peritoneo-gastro-
esplénico, los cuales tenidos con (fiemsa demuestran gran ndmero
de corpusculos de Lewinthal tanto en el ratén de primera inocula-
cién como en el de primer pasaje. No se observan bacterias y los
medios sembrados con sangre y bazo quedan estériles,

En una 4% inoculacién (3er. pasaje) los animales enfermaron en
3 dias; uno muere al 4° De los 3 restantes, muy enfermos en el 4*
dia, se conservan trozos de bazo desecados en vacio.

Estos resultados fueron confirmados por los del tercer caso des-

crito a continuacion.
Caso 3

Pocos dias después de estudiar el 2° caso se sabe de la existencia
de un brote de psitacosis en Bahia Blanca, hallado por el Dr.
Marqueta, quien gentilmente manda a niestro requerimiento espu-
to emitido al 10° dia de la enfermedad. El material fué enviado
sin precaucién especial para su mejor conservacién, y llegd a las
60 horas de emitido, y fué inyectado después de permanecer 12 ho-
ras en la temperatura de —14°. Se procedié de igual manera que la
relatada en el 2° caso, con la di’erencia que los ratones fueron in-
yectados con Piridin-sulfonamida dos veces el dia de la inocula-
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ciéon y una vez en cada uno de los dias subsiguientes, y no los tres
dias subsiguientes como en el 2¢ caso, y ademés que la centrifuga-
cidn fué de 20" a 2.000 vueltas.

Al 4° dia de la inyeccidn infectante se sacrifica un ratén, se in-
vecta la emulsion del bazo a otros ratones y se confecciona prepa-
rados con el peritoneo -gastro-esplénico. Kl examen microseépico
revela una abundante infeccion de las células reticulo-endoteliiales
con los corpusculos tipicos de la psitacosis.

Los animales inoculados con el esputo enferman al 9° dia y mue-
ren al onceno dia, los de primer pasaje enferman al 3er. dia y mue-
ren al 6° dia. Se practica dos pasajes més y de los animales del

Itimo (3er. pasaje) se conserva el bazo por congelacién y deseca-

<in

cién al vacio.

RESUMEN

to del virus de la psitacosis del material con
do por la flora respiratoria habitual exige una técnica relativamen-
te complicada la cual no tiene gran probabilidad de dar resulta-
dos efectivos, crando se recurre a los procedimientos usuales. La
importancia de obtener un diagndstico etiolégico es tan evidente
que apenas se requiere dar la prueba, y sobre todo si tal hallazgo
se hace en el tiempo en que transcurre la eniermedad. Es clerto
que desde el punto de vista practico no se obtienen beneficios inme-
diatos puesto que ni el tratamiento ni las medidas de la interrup-
cion del contagio variaran despuds de saber que el agente etioldgico
es 0 no el virus de la psitacosis. Pero si, tiene importancia cognos-
citiva, y también practica, para poder llegar a la mejor diferencia-
cién por signos clinicos de un grupo de enfermedades respiratorias
que obedecen a etiologia variada y atn poco conocida, y de las cua-
les son agentes los virus llamados respiratorios. Por estas razones
hemos juzgado interesante dar publicidad a los resultados obtenidos
pues la aplicacion del principio puede ser de utilidad para todo el
orupo de tales virus respiratorios.

La técnica que nos parece conveniente para el caso de la psitaco-
sis es la siguiente:

El esputo (') se diluye 20 veces con una mezcla de 3 partes de
agua destilada y una parte de caldo de cultivo de pH 7,4. Se agita
suavemente por 30" con municiones de acero y se centrifuga el li-
quido durante 25" a 2.000 vueltas con el objeto de hacer sedimentar

(") En todos los casos el esputo estuvo congelado.



Rev, INsSTITUTO BAcTERIOLOGICO LAMINA X
TOMO IX, N° 2, DICIEMBRE 1939 ART®. SORDELLI, ZUCCARINI

oc. 12 15 X, ©0BJ, 100 IMM, X 1500

AD NAT. P. JORGE BASTANIER, 1939
PALUMBO EXCUD,

Inclusiones Virus enfermo Dr. M. de 4° dia inoculacién esputo.

(¢tincidn Giemsa)



Dbre. 1939

—

A. SorpELLT YV J. A. ZUCCARINI 107

las particulas mas gruesas y parte de las bacterias. Se inyectan 8
ratones blancos de 20 grs. de peso con 120 mgs. de Piridin-sulfo-
namida en suspensién aceitosa al 25 % y dos horas despuds se in-
vecta por via peritoneal 1 em® del liguido centrifugado. Seis ho-
ras mas tarde, se inyectan 60 mgs. y 24 y 48 horas después 120
mgs. de Piridinamido-sulfonamida. El examen de la infeceién pue-

iniciar g 2 ( A nranaradaos ner mnresidina Jde
de iniciarse a las 24 horas, haciendo preparados por impresién del

<

tilico y teflidos por 4 horas con Giemsa (1 cm?® en 50 de agua des-
tilada) los gue son lavados con acetona, con agua, luego con aceto-
na y por altimo con agua. Se debe repetir el examen cada uno de
los dias subsignientes con un ratén, haciendo cada vez un pasaje
de bazo a otro ratén. El examen se completa por la observacién de
los ratones por el tiempo que indica la literatura y por la prueba
de la resistencia por premunicién, cuando no aparezean las inelu-

siones caracteristicas del virus.

CoNCLUSION

Se describe un método de investigacién del virus de la psitaco-
sis, en la expectoracién, que une a su sencillez nna mayor sensibi-
lidad que los procedimientos usuales,



