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1a tropa fué vacunada (vac. I, II, III). La alteracidén de los resultados provo-
cada por esta medida profildctica podrd apreciarse en la Tabla II, donde para
mayor claridad hemos distribuido los casos en dos grupos, vacunados y no
vacupados, indicando al mismo tiempo el mes en que se produjo la enfermedad.

No obstante indicar estos datos un evidente efecto durante los seis meses
siguientes a la vacunacidn, sobre rodo en las afecciones debidas a neumococos
tipos 1 y I, creemos oportuno no ser concluyentes al respecto y esperamos el
momento de tener Una mayor €xperiencia para emitir opinidn zacerca de la ac-~
cidn ejercida por la vacuna antinmeumococcica en el medio militar.

La infeccién experimental determinada por la Cepa EV. de Girard
(= Pausterella pestis, avirulenta). - Su estudio bacterioldgico
y anatomo-patoldgico !

Por B. ANCHEZAR*

Las investigaciones que a continuacidn se relatan no son. en realidad, mas
que una parte delos estudios preliminares que se efect@an en la Seccidn
Peste del 1. Bacterioldgico. para poder encarar, sobre bases sélidas y seguras,
l2 elaboracidn de unaz vacuna antipestosa con bacterias vivas de cepas avirulen-
tas [Girarp emplea la cepa EV, aislada de un pestoso (1926) en Madagascar
y espontineamente atenuada in vitro; OTTEN, 2 su vez, usa en Java una cepa
atenuada de origen murino], con la cual ensayar uliteriormente, también en
nuestro pais, la vacunacién del hombre contra l1a peste por este procedimiento
reciente, que tan brillantes y benéficos resultados han rendido entre la pobla-
¢idn de Madagascar. Por tanto, y de modo méis concreto, puede decirse que el
propodsito del presente trabajo ba sido, una vez contrastada la perduracidn de
sus caracteres bacterioldgicos especificos, verificar mediante un estudio experi-
mental si las muestras de la cepa EV. de Girarp, gentilmente cedidas al Insti-
tuto Bacteriolégico, seguian manteniendo intacta la mds sobresaliente de sus
caracteristicas: la avirulencia.

I. MATERIAL ORIGINARIO. ~ VERIFICACION BACTERIOLOGICA
Y CONSERVACION DE ra CEPA EV

Mater1AL orIGINARIO.— 2 tubos de agar inclinado, con desarrollo de cepa EV.,
cerrados 2 la llama; que fueron enviados por el Instituto Pasteur de Paris.

VeriFicaciéx  pacreriondcica. — Caracteres morfoldgicos. — En los prepa-
rados de cultives de algunos dias de edad. se trata de un cocobacilo, con ex-

! Este articulo es un extracto de la parte de la tesis del doctorado en medicina del mismo
autor, que fué publicada en Revista del Inslitulo Bacterioldgico del D. N. H, 8, (2), 196-227,
Agosto 1938.

? El A. agradece al Prof. Dr. A. SorpEeLLy, la eleccién del tema, el plan de trabajo ¥ la
asistencia dispensada durante el desarrollo de la labor esperimental.
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tremos redondeados y centro claro, inmévil. sin esporas. Gram negativo. En
los medios liquidos forma cadenas.

Caracteres de los cuitivos. — Temperatura éptima: 20°V. Agar estria: co-
lonias aisladas o confluentes, lisas y rugosas. Caldo peptonado: copos sueltos.
fragiles, primerc en ¢l fondo y luego en la superficie del medio, que no se
enturbia. Formacidn de gas: nula. Medio de Uriarte y Morales Villazén: pe-
quefiisimos copos que no enturbian el medio nutritivo, virado al rojo solferi-
no, sin produccién de gas. Medio de Bezsanova: e} desarrcllo bacteriano no
produce el viraje de la coleracidn propia del medio.

ConsErvACION DE ra c¢Epa EV. — Los primeros transplantes del material
originario, en agar inclinado y en caldo peptonado (pH 7.4 —7.6) dieron,
a 18°-24°C, un desarrollo algo tardio. Luege, en las resiembras sucesivas
ya se obtuvo desarrollo abundante a las 48 horas. La conservacién de ia cepa

se logra: a) por transplantes en agar estria, ¥ b) mediante desecacidn en zlto
vacia fosfdrico.

II. Estupio EXPERIMENTAL

La infecidén experimental de diversos animales de laboratorio, mediante la
inyeccidn de suspensiones de bacterias EV. en diferentes concentraciones, . se-
gun se detallard mds adelante, permitiéd: A} Estudiar la marcha del procesc
infectante y permanencia de la infeccidn en condiciones experimentales diversas,
por medio del examen bacterioscdpico v cultivo de visceras, sangre vy forma-
ciones patoldgicas. B} Verificar la persistencia de 1z avirulencia de la bacteria
EV. C) Apreciar su poder toxico. D) Observar las alteraciones anatdémices
v las lesiones histopatoldgicas producidas en el organismo de los animales ino-
culados

A. Estudio de la marcha del proceso infectante y de la permanencia de la
infeccién. — La investigacién se realizé mediante el examen bacterioscdpico
(preparados, tefiidos con azul de metileno y con Gram Kopeloff, de bazo,
ganglios linféticos y del absceso en ¢l punto de inoculacién o del exudado pe-
ritoneal) y cultivos en agar estria y caldo (siembras de bazo, ganglios linfati-
cos, sangre cardiaca, medula ésea de tibia, y exudado peritoneal o absceso en
el punto de inoculacidn).

Se inocularon cavias, conejos, ratones blancos y ratas blancas. Como los
cavias se demostraron mas sensibles que los otros y los resultados obtenidos
fueron mas regulares, aqui solo se detailardn las investigaciones efectuadas en
los primeros.

Las series inyectadas fueron 10 v con los animales sobrevivientes se cons-
tituyé otra (11?). De éstas en 5 se empled 1 cm® de suspension de 2.000
millones de bacterias EV. por ¢m?® introducidas por vias subcutdnea, intra-
peritoneal, tragueal, percutdpea, digestiva; en 1 se empled 1 cm® de suspen-
sién de 5.000 millones per cm® por vias subcuténea, intraperitoneal y tra-
queal; en ! se empled 1 ¢m?® de suspension de 10.000 millones por cm®; en 2
se emplearon 5 cm® de una suspensién de 10.000 millones por cm® y en 1
se empled suspensiones de 45.000 y 50.000 millones por cm®.

“Polia Biologica™ tiene un tiraje de 9.000 ejempilares y se distribuye
gratuitamente
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En los animales inoculados con 2.000 millones, sacrificados en diferentes
momentos, pero siempre después de las 24 horas, no se comprobd la existen-
cia de bacterias EV.

En los animales inoculados con 5.000 millones, sacrificados dia por me-
dio, tampoco se hallaron bacterias EV; pero 2 cavias inyectados por via in-
traperitoneal murieron antes de ser sacrificados.

En los animales inoculados con 1 cm® de 10.000 millones, 1a existencia de
bacterias EV. sole pudo comprobarse por cultivo en los animales inyectados
por via peritoneal y sacrificados antes de las 24 horas.

En los animales inoculados con 5 cm® de 10.000 millones por via sub-
cutdnea, sacrificados en distintos momentos, la existencia de bacterias EV.
pudo ser comprobada por bacterioscopia: en ganglio inguinal - desde las
2 horas hasta las 4 horas siguientes a la inyeccidn; en bazo -— solo en un
animal sacrificado a las 16 horas; y en el absceso en el punto de inocula-
cién — desde las 16 horas hasta el 6 dia. En cambio por cultivo, 1a bacteria
EV. fué aislada de ganglio inguinal — desde las 2 horas hasta los 2 dias —;
de sangre de corazdn — solo a las 2 horas —; de bazo — desde las 2 horas
_hasta los 2 dias —; de medula &sea — 16 v 24 horas —; v del absceso en el
punto de inoculacién — desde las 16 horas hasta los 15 dias.

En los animales inoculados con 5 ¢m® de 10.000 millones por via peri-
toneal, la existencia de bacterias EV. fué comprobada por bacterioscopia: en
ganglio inguinal — desde las 2 horas hasta las 18 horas —; en bazo —
desde las 2 horas hasta las 16 horas—-:; y en el exudado peritoneal — des-
de las 2 horas hasta las 24 horas —. Y por el cultivo, de ganglio inguinal
— desde las Z horas hasta los 2 dias —; de sangre del corazdén - sélo a
las 2 horas —; de medula osea — desde las € horas hasta los 2 dias —;
de bazo —- desde las 2 horas hasta los 2 dias —; y de exudado peritoneal
— desde las 2 horas hasta los 6 dias.

Los cavias de estas diez series que no fueron sacrificados, sobrevivieron to-
dos (a excepcidn de un 20 %, de los inyectados por via peritoneal con 1 cm?®
de 5.000 millones; un 25 9% de aquellos inyectados por la misma via con
10.000 millones; y la gran mavyoria de los inyectados con 5 cm?® de 45.000
y 50.000 millones — estos dos @ltimos a las 48 horas por via peritoneal y 2
los 5 dias por via subcutinea). En los animales sobrevivientes, sacrificados a
los 30-45 dias, no pudo revelarse la existencia de bacterias EV.

B. Persistencia de la virulencia de la bacterta EV.—7Para determinarla
se recurrid al repetido pasaje de la cepa EV. por el organismo de una mis-
ma especie animal. La técnica empleada fué la siguiente: Una serie de cavias
fué inoculada con una suspensidén de 10.000 millones, por cm® de bacterias
EV.; recibiendo cada animal 5 ¢m?® por via subcutanea. Estos amimales eran
sacrificados a las 24 horas y con material de bazo y ganglio linfitico se efec-
tuaban siembras separadas en tubos de agar estria. El desarrollo obtenido
era resembrado, también separadamente, para obtemer una cantidad de cul-
tivo suficiente a fin de hacer suspensiones de 10.000 millones de bacterias
por cm®. Estas suspensiones volvian a inocularse a otra serie de cavias. La
misma operacidn se repitid cuatro veces consecutivas, dejando cada vez ani-
males sin sacrificar.

El estudio de estos animales sobrevivientes demostrd que la cepa EV. per-
manece avirulenta después de 5 pasajes por el organismo del cavia.
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C. Apreciacion del poder tdxico. — Para cllo se comparé la accién letal
de la cepa EV., viva y muerta por ¢l calor.

La experimentacidn se condujo del modo siguiente: Una suspensién de 50
mil millones de bacterias EV., por cm®, muertas por calentamiento a 58° C.;
durante 90 minutos en bafio de Maria; se inoculd por via peritoneal v sub-
cutanea a 2 lotes de 4 cavias cada uno. Paralelamente, con otra suspension
de igual concentracidn de bacierias EV. vivas, se inocularon otros 2 lotes de 4
animales cada uno, por las mismas vias. Cada uno de estos 16 cavias fué in-
yectado con 5 c¢m® de las respectivas suspensiones bacterianas. La muerte de
las bacterias EV. por el calor era fiscalizada por medio del cultivo en agar v
caldo.

De los cavias inoculados con bacterias muertas por via peritoneal, 3 mu-
rieron 2 las 24 horas y el restante a las 48 horas: mientras que de los ino-
culados por via subcuténea, 1 murid a las 72 horas, 2 a las 120 horas y otro
sobrevivié. En cambio de los cavias inoculados con bacterias vivas por via
peritoneal. 2 murieron a las 48 horas. 1 a las 72 horas v otro sobrevivid;
mientras que del lote inoculado por via subcutinea 2 murieron recién al 5°
dia y otros 2 sobrevivieron.

La investigacidén bacterioldgica cfectuvada en los animales muertos por la
inyeccidn de bacterias EV. muertas por el calor, fué negativa. El cultivo de
los 6rganos de los cavias muertos por inoculacidén de bacterias EV., vivas,
permitid recuperar este miCroorganismo.

D. Alteraciones anatdmicas y lesiones histopatoldgicas experimentales. —
Fueron observadas y estudiadas en todos los animales. principalmente cavxas,
utilizados en los diferentes experimentos realizados. El doctor Anibal Iroiz.
Jefe del Laboratorio del Instituto de Anatomia Patoldgica de la Facultad de
Medicina, realizd gentilmente el estudio microscopico.

En lo que se refiere a los cavias puede decirse gue la inoculacién de 2.000
millones de bacterias EV., por c¢m® siguiendo las vias subcutanea, intrape-
ritoneal. traqueal, percutinea v digestiva, nc determina alteracidn pateldgica
ninguna.

La inyeccidn de dosis mayores de bacterias EV., produce lesiones inflama-
torias localizadas (abceso en ¢l punto de inoculacidn y adenitis del ganglio
satélite; peritonitis) y lesiones generalizadas y efimeras del tipo congestivo em
los dem3ds drganos examinados.

III. CqNCLUSIONEs

12 - La cepa EV. de Girarp aislada de un enfermo de peste ganglionar, co-

rresponde por todos los caracteres bacterioldgicos estudiados. a P. pestis.

-La cepa EV., es avirulenta para los animales de laboratorio.

-La inoculacién de grandes dosis de bacterias EV., produce la muerte
"de los animales de laboratono por intoxicacidn.

-La marcha de la infeccidn experimental demuestra que las bacterias
EV., tienen: a) un marcado tropismo por los ganglios linfaticos y el ba-
zo; b) una fugaz permanencia en la sangre y en la medula dsea, y ¢) una
mayor persistencia en las lesiones producidas en el sitio de inoculacidn.
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