El espiroquete ictero hemorrigico en las ratas de Buenos Aires

Por EDMEE CHIODI

Motiva esta comunicacidn el deseo de hacer conocer la existencia del espiro-
quete ictero-hemorragico en las ratas de Buenos Aires.

L as primeras investigaciones iealizadas en los murinos cen este objeto fueron:
hechas por ¢l Dr. Uriarte. Posteriormente analogas investigacioncs fueron he-
chas por los Dres. Spapa y MoOrALES ViLLazéN.

Hace un tiempo los Dres. Grarioro y Parazzo comprobaron un caso de
espiroguetosis humana en un enfermo procedente de Rufino.

Por haberse producido a mediados del afio pasado un caso clinicamente sospe-
choso de espiroquetosis, ¢l Dr. SORDELLT nos insinud l2 conveniencia de reanudar
la bisqueda comenzada por los Dres. URIARTE y MORALES v en esta forma se
comenzo la investigacion bajo la direccidn del Dr. UrRtarTE. Y es asi que después
de numerosas y sucestvas inoculaciones practicadas en las cobayas con el triturade
de las visceras de las ratas que con otros fines llegan a la seccidén peste de este
Instituto. pudimos enicontrar en algunos de los animales en experiencia el microor-
ganismo productor de la espiroguetosis ictero-hemorrigica en el hembre.

Como este tiabajo serd motivo mas adelante de una publicacidn detallada
resumiremos lo que hemos hecho hasta ahora. Para la busqueda del espiroguete
procedimos en la forma siguiente: pequefios trozos de higado, rifién y capsula
suprarrenal de varias ratas previa trituracidn en solucidn fisiolégica se inyec-
taron, por via subcutinea a una cobaya. inoculdndose asi cada vez varios de
estos animales. Si alguno de los animales inoculados moria después del tercer
dia de ser inyectados se le practicaba la autopsia con el objeto de comprobar
las lesiones. Durante mas de siete meses se procedié de esta mancra hasta gue
el 27 de abril del afio en cursc, dos de las cobavas en ensayo murieron presen-
tando como ¥Ynico sintoma externo una pequefia hemorragiz nasal. sin el menot
vestigio de ictericia. En la neciopsia se observaron diversas hemorragias bien
aparantes en los Organos viscerales v en la superficie interna de Iz piel. Sospe-
chando que estas lesiones pudieran ser causadas por el ecspiroqucte se hicieron
muevas inoculaciones con dichos dérganocs y frotes de los mismos, éstos colo-
reados por ¢l método de GiEMSa mostraion ¢scasos espiroquetes. Los nuevos
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tuberculosis — coloracidén que se efectiia con més lentitud que !a de las bac-
terias no icido-resistentes — la accidn del dcido se manifiesta por una total
impregnacién del bacilo, puesto que desaparece ¢l color rojo que el colorante
ha conferido a los gérmenes, lo cual indica que la fucsina se halla en solucidén
scida v, comsecuentemente, debe admitirse que el dcido penetra en el interior
del cuerpo bacilar. o

Resumiendo el problema se plantea con los hechos siguientes:

El &cide penetra en el bacilo coloreado. )

El complejo acido-colorante, que se forma dentro de la bacteria, no se disuel-
ve en el acido. '

La posterior extraccidon del acido, por medio de solventes cuales el agua o
el alcohol, hace reaparecer el color rojo adquirido én un primer tiempo por las
bacterias.

La interpretacién del mecanismo de la Acido-resistencia se vuelve entonces
una cuestidén muy simple, sin dejar de reconocer que las hipdtisis puedan variar
en detalles de mayor o menor importancia.

Base fundamental para esta interpretacidn es la existencia de una membrana
integra de propiedades particulares, cuya naturaleza seria grasa, siempre que
sea verdad que estas sustancias condicionan la dcido-resistencia. A este respecto
no podemos dar una opinidén categdrica, pues, creemos que muchac membranas
de constitucidén quimica distinta, satisfacen también las exigencizs de nuestza
interpretacion. Asi ocurre por ejemplo con los ooquistes de Eimeria stiedat,
agente de la coccidiosis cunicular, los cuales son acido-resistentes a condicidén de
gue su membrana permanezca integra: pues. cuando ésta presenta una solucidn
de continuidad, los coquistes no retienen ya el colorante bajo Ia accidn de los
4cidos minerales.

Facilitan y hacen mas comprensible esta interpictacidn los detalles siguientes:

1¢* La accién de la fucsina se realiza por su penetracidn a través de la
membrana, coleredndose la bacteria debido a la unidn de la fucsina con la pro-
teina protoplasmatica (fucsina -~ proteina = fucsina-proteina coloreada) .

2* El 2cide penetra produciendo la disociacidn del compleio Fucsing-pro-
teina coloreada y, al mismo tiempo. la fucsina se transforma en combinacién
acida y se decolora (fucsina-proteina coloreada -+ dcido == combinacidén deida
de fucstna decolorada -+ proteina)®.

3* Cuando las bacterias que contienen la combinacién 4cida de fucsina
se ponen en contacto con el agua, la concentracidén del dcido en el interior de
las bacterias se reduce por dialisis hasta desaparecer. Entre tanto la combinacién
acida de fucsina contenida en las bacterias celoreadas no dializa, pero si se disocia
2 medida que disminuye la cantidad de 4cido. Simultineamente ocurren pues dos
fendmenos: g} la reaparicion del color rojo por salida del acide; ) la tin-
cidn de la bacteria por la fucsina que por disociacién se pone en libertad, esto
es, en otras palabras. Iz fijacidn del colorante a la proteina celular. Es bien
evidente que estos fendmenos ocurren en cortisimo tiempo debido 2 las peque-
fisimas dimensiones de las bacteiias.

4¢ Queda por establecer si la retencidn de la combinacidén o solucidn 4cida
de la fucsina en el interior de la bacteria es debida 2 una menor difusibilidad de
esta sustancia en relacidn a la fucsina {por la diferente constitucidn o natura-
leza de los dos cuerpos), o si la membrana después de tratada por el acido,
presenta pasa la fucsina una permeabilidad mucho menor gue la que tenia antes
del tratamiento para esta misma sustancia. Esta Gltima suposicién puede
desecharse por cuanto si las preparaciones del bacilo de Koch. fijadas por el
calor, son tratadas previamente con 4cido nitrico al 25 %, durante 5,10 v 30

3_Quizi la proteina tampoco permanezca inalterada después de la accidn del scido: pero esto
70 mmporta por el momento al desarrollo de nuestra hipdtesis,
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métodos mecinicos (R. Koch). Basta la molienda de bacilos secos en un mo-
lino adecuado para que todos los restos de las formas bacilares pierdan su capa-
cidad de retener colorante bzjo la accidn de los acidos minerales. Esto no
obstante, las sustancias céreo-grasosas del bacilo permanecen quimicamente inal-
teradas.

Por tanto, la primera conclusidn que deriva de este Gitimo experimento es
que los lipidos del bacilo de Koch no son la causa de la dcido-resistencia; pero
cabe advertir gue esta conclusidn solo aparentemente contradice las investiga-
ciones que prueban la dcido-resistencia de algunas sustancias grasas, pues com
esto no se niega, por ¢jemple, la dcido-resistencia del mykol, va gue debe recor-
darse que la demostracidn de la dcido-resistencia de esta sustancia solo se ha
efectuado con toda l2 masa del cuerpo quimico que se obilene después de repe-
tidas extracciones.

Si las grasas no fuesen causa suficiente para originar iz dcido-resistencia, seria
necesario atribuir a otra u otras sustancias la propiedad complementaria que
permite al complejo grasas-sustancias X, ser la causa determinante de [a acido-
resistencia .

Este complejo puede ser considerado: 1¢ una unidén de naturzleza quimica;
2° una solucidn; 3° una mezcla de homogeneidad variable.

La desaparicidn de la icido-resistencia obtenida por simple trituracidn de los
bacilos, permite desechar que dicho complejo sea vna unidon de naturaleza qui-
mica o una solucidn.

En cvanto a la mezcla de homogeneidad variable, colocindonos en el caso
de que la 1eparticion, homogénea de la grasa es la causa productora de tal fend-
meno, podriamos admitir que la trituracidn, por cambiar la disposicidn de los
componentes de Ja mezcla, hace perder la caracteristica acido-resistencia al ger-
men del cual nos ocupamos. Pero prueba de la falta de basc de esta suposicidan
son los experimentos siguientes: 1¢ una colonia de Mycobacterium tuberculosis,
fijada en licor de ZENKER, incluidz en parafina, fué seccionada en cortes de
2 micrones, que se trataron por el método de ZIEHL-INEELSEN, El examen de
las preparaciones microscopicas asi confeccionadas, demostrd que Ias bacterias
cortadas pierden su dcido-resistenciz, mientras la conservan los bacilos enteros
colocados horizontalmente en el planc del corte. 2¢ una colonia de Mycobacte-
rium tuberculosis fijada en formel al 20 9, tefildo in tore por ¢l método de
Z1EHL-NEELSEN, rapidamente deshidratada e incluida en pzrafina, es secciona-
da en cottes de 2 micranes. Observados estos cortes en el micrescopio (claro
esta que después de desparafinizados, deshidratados v montados en resina
Dammar). los bacilos cortados se presentan tefiidos de rojo, esto es, conservan
la acido-resistencia. En cambio cuando estos cortes de colonia tefiida in foto por
el procedimiento de ZIEHL-NEELSEN, son nuevamente sometidos 2 la decolora-
cién por el acido y subsiguiente tincidn de fondo con azul de metileno, enton-
ces, los bacilos cortados ya no aparecen de rojo sino que se presentan coloreados
de azul, mientras que los bacilos enteros colocados en el plano del corte con-
servan el color rojo adquirido con la tincidn in toto.

Ya descartadas tales hipdtesis, podemos enunciar nuestra interpretacién de la
acido-resistencia diciendo que la sustancia grasa o forma una membrana o im-
pregna totalmente la parte externa de la bacteria ®. Por tanto la tincidn del
contenido celular del bacilo de Koch, se haria por pasaje del colorante 2 través
de la membrana, en la cual 12 sustancia tintdrea debe ser soluble, va que se
admite que la grasa acido-iesistente se colorea. Ya tefiido el Muycobacterium

* Al bacer csta suposicidn admitimos. como por otra parte es gencralmente aceptado, que
las sustancias grasas son causa necesaria de la dcido-resistencia.

2 En lo referente a la constitucién del ¢uerpo bacteriano nada agregamos a lo universalmente
conocido. Solo recordaremos aqui que las bacterias tienen uwna gran afinidad por los colorantes
de anilina, determinada especialmente por la naturaleza proteica de su plotoplasma.
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Sz deja enfriar v al otro dia se afladen a la parte acuosa 4 voldmenes de
alcohol a 96° que precipita las proteinas y sales, y se deja reposar 24 horas.
Esta solucién zlcohdlica, bien tapada, puede conservarse varios dias, lo que
permite mezclar las resultantes de varias partidas para trabajarlas conjuntamente.

Ei filtrado alcohdlico de la precipitacidon de proteinas y szles, proveniente de
un total de 40 Kgs de suprarrenales. se concentra nuevamente a baja tempera-
tura a vacio hasta unos 4-5 litros. Se filtra ripidamente por papilla para eli-
minar toda impureza insoluble, se cubre con una capa de ligroina vy se le afade
NH; gota a gota y agitando hasta un pH miximo de 9.5 {cuando vira el azul
de timol).

Habitualmente, antes de llegar a ese pH comienza la cristalizacién, y con un
poco de practica, puede regularse la alcalinizacidn por la formacidn de cristales.

Se deja 24 horas en heladera, y se filtra por Buchner lavando, sin dejar
secay. primero con agua, luego con alcohol v finalmente con éter. Antes que
seque bien, se pasa a un desecador v el éter se elimina haciendo vacio y dejando
entrar aire {o mejor nitrdgeno o CO.) vy repitiendo la operacién varias veces.

I.a adrenalina se obtiene como una sustancia blanca en unas preparaciones,
en otras ligeramente amarillenta, que al microscopio se presenta bajo forma de
rosetas formadas por agujas finas. '

Funde con descomposicidn entre 210 y 212°. Punto de fusién de la adrena-
lina 31280- Poder rotatorio hallado variable segdn la partida entre — 48°,8,

AQo

Ejemplo: 0.1404 grs de adrenalina bisica disuelta en 20 cm® de cloroformo

desvian — 0,35°, en un tubo de 10 cm.
— 0.35 X 20 N
#s = —gia = TS

El rendimiento varia de 1,8 gramos a 2 gramos por kilogramo de glindula
suprarrenal.



