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Contribucidon al estudio de la psitacosis

ii. = Empleo de la via intranasal para aislar virus a partir
de gargaras y de esputo

Por R. J. CHIALVO y A. 5. PARODI (¥)

La sensibilidad de los ratones blancos a la inoculacién intranasal
del virus de la psitacosis ha sido comprobada con anteriori-
dad (¥ 2 ). Los animales presentan una neumonia con lesiones
bien ecaracteristicas y por simple impresiéon de los pulmones se pue-
den observar los corpusculos elementales.

Sin embargo la téenica aconsejada para el aislamiento del virus
era a partir de esputo y por inoculacidén intraperitoneal a ratdn
blanco.

La adopcién de dicho método como forma de rutina comporta
dos inconvenientes: 19) la enfermedad humana se caracteriza por
la escasa productividad de la tos, lo cual imposibilita a veces el

tencia de cepas de virus de psitacosis que no son patégenas por
via peritoneal al ratén blanco (% % 6 7. 10),

De acuerdo a esta ultima observacién ha variado el procedimiento
para aislar el virus: cuando se trataba de material proveniente de
animales, algunos autores han inoculado al ratén blanco, primero
por via peritoneal (lo cual no produce enfermedad aparente) y el
segundo pasaje fué hecho por via intracerebral o intranasal (5 7 %),
Otros inoculan directamente por una de estas dos ultimas
vias (5 10, 11)

Entre los casos en que se tuvo material proveniente de enfermos,
el tnico que ha dado datos precisos es Eaton et al. (*) quien ino-
eul esputo y érganc de autopsia por via intranasal aislando una
cepa de virus de psitacosis con ecaracteristicas muy particulares.

(*) De la Seccién Virus del Imstituto Bacteriolégico « Dr. Carlos G. Mal-
bran» de la Direceién Nacional de Salud Pdblica. FEstos estudios fueron sub.
vencionados en parte por una donacién de la International Health Division de
la Fundacién Rockefeller. ‘

Presentado para publicar el 21 de diciembre de 1943.
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A fines del afio 1942 fuimos consultados (*) a propésito de un
caso sospechoso de psitacosis, cuyo analisis clinico y epidemiolégi-
¢o se hace en otros trabajos (77). La dificultad de aislar esta
cepa de virus por la inoculacién intraperitoneal al ratém nos llevé
a ensayar la via intranasal directamente, extendiendo luego este
procedimiento a otros casos; dos de cllos fueron infecciones de la-
boratorio, otros dos no guardaban conexién alguna con los anterio-
res y otro material fué una suspensién de Srganos de loros aparen-

femente sanos, pero que fueron el origen probable de un pequeilo

foco de psitacosis.

MATERIAL ¥ METODOS

Se utilizaron gargaras y esputos de dos enfermos de psitacosis,
gargaras solamente de otros dos y suspensién de higado y bazo de
loros aparcntemente sanos.

La inoculacién fué hecha por via intraperitoneal o intranasal; la
inoculacién intraperitoneal fué precedida, cuando fué necesario, de
una inyeccién subcuténea de 0.4 em?® de una suspensién oleosa de
Dagenan quirargico al 15 % (?) ; este procedimiento probd ser efi-
caz también para diferenciar las lesiones pulmonares de origen bac-
teriano de las sospechosas de virus de psitacosis. Lia dosis de mate-
rial inoculado por via intraperitoneal fué de 0.4 cm® Cuando se
trataba de gdrgaras éstas se inoculaban tal como habian sido extrai-
das (caldo diluido en partes iguales con solucitén fisiolégica pH 7.3).
Lios enfermos se enjuagaban previamente la boea con agua lo cual
disminuye considerablemente el ntimero de bacterias patégenas.

Los esputos eran previamente triturados con alumdum y diluidos
aproximacdamente diez veces con solucién fisioldgica y caldo.

La inoculacién intranasal se hizo con 0.05 em? de material, previa
nestesia etérea.

El intervalo entre los pasajes varié segun el caso y las necesida-
des. Como rutina el pasaje por via intraperitoneal se hacia cada 7
a 12 dias y por via intranasal cada 5 a 7 dias; sin embargo, en pa-
sajes posteriores huho que acortar log intervalos segtn la virulencia
de la cepa.

La identificacién del virus se hizo por sus propiedades tintoriales
¥ sus propiedades patogénicas. Se usé la coloracién de Giemsa pro-
longada, diferenciando con acetona.

(*) Agradecemos al Dr. Marcos Steinbaum el envio del primer material
de la cepa A. L. y a los Dres. Niceto Liéizaga y Salomén Averbach el material

posterior de la misma cepa.
(*#*) Ver trabajo de los Dres. A. M. Vilehes y 8. Averbach.

Ver trabajo de los Dres. N. Léizaga y S. Averbach.
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En dos de los enfermos se establecidé el diagnéstico por medio de
ia fijacién de complemento usindose una suspensién de bazo o de
pulmén (calentado a vapor fluente durante media hora) como an-
tigeno. Lia téenica seguida para la reaccién fué la acomsejada por
Meyer con la Unica variante de usar sblo una dosis hemolitica de
complemento frente a una dilucién de antigeno de cuatro veces su
poder anticomplementario. Se hicieron tubos testigos con suspensio-
nes del mismo tejido usado para antigeno, pero proveniente de
animales normales.

EXPERIMENTOS Y RESULTADOS

A continuacién relataremos los experimentos llevados a cabo eon
cada une de los cinco materiales mencionados.

Cera A, D. L. — Con las girgaras v esputo tomados en el 4° y 9°
dias de la enfermedad fueron inoculados 24 ratones blancos por
wia intraperitoneal, 12 de ellos con inoculacién previa de Dagenan.
Ninguno de ellos mostré signos de enfermedad. Diez fueron autop-
siados a los diez dias, no presentando esplenomegalia ni cuerpos
elementales en su peritoneo espleno-gastrico. Se hizo un pasaje por
la misma via a otros ratones pero esa linea se tuvo gue abandonar
porque la experiencia coineidié econ una epidemia de salmonellosis
en el criadero de ratones. Ninguno de los restantes presenté signos
de enfermedad; fueron autopsiados al mes de la inoculacién con-
firmando los hallazgos de los anteriores. No se hizo pasaje.

Las gargaras y esputos fueron inoculadas independientemente
por via intranasal. En el primer pasaje dieron ya algunas lesiones
¥ en el segundo éstas se hicieron bien evidentes y extensas matando
desde entonees al ratén en 48 horas. Tias impresiones de pulmén en
el porta-objeto y la coloracion por Giemsa permitieron identificar
el virus.

Después de haber conservado las gargaras a — 76°C durante tres
meses, se intenté nuevamente el aislamiento del virus por via intra-
peritoneal. Se iniciaron lineas por via intranasal a partir del se-
gundo y quinto pasaje por via intraperitoneal; los resultados fue-
ron negativos, pero no podemos afirmar si eso se debié a la via usa-
da o, a la desaparicién del virus del material original empleado,
pues no fué posible tampoco el aislamiento de virus por inocula-
cién directa intranasal de estas mismas girgaras a los 5 meses de
tomadas.

Intento de adaptacion de la cepa a vie peritoneal una vez adap-
tada a via pulmonar.— Se hicieron varios intentos para adaptar
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esta cepa a la via intraperitoneal después de haberla adaptade a
pulmén. Los pasajes se iniciaron partiendo del sexto, séptimo y
noveno pasaje pulmonar. En cada pasaje se inocularon 6 ratones.
Cuando alguno de ellos evidenciaba estar muy enfermo o moria, se
mataban 3 y se extraian los bazos, con los que se haclan pasajes
por las viag intraperitoneal e intranasal. Lia finalidad de este @lti-
mo era de tener indicacién sobre la existencia de virus y las modi-
ficaciones que sobre esta via pudiese tener el pasaje intraperito-
neal del virus. Los ratones restantes se observaban hasta su muerte.
Del noveno pasaje intranasal, se hizo sélo pasaje por via intrape-
ritoneal (cuadro N° 1 y 2).

Cuapro 1

I'ntento de adaptacién de la cepa A. L. o via intraperitoneal, o parttr de pulmén de
laucha (6° pasaje infranasal)

L. 2175 (6 1. n.)

E
L. 2414 | L. 2446 . L. 2466 ip L. 2505 ip L. 2548

i. p. i. p. . p. . p.

3/4d.  —>1/5d., 2/7d.—> 1/4d., 1/11d. —> 1/84d., 1/9d. —> 2/8d., 1/10d.
B M. + E M + E M + B M+

N
L. 2441 L. 2448 L. 2506 L. 2549
7/4d., 1/8d. 4/4 d., 2/4 d., 1/5 d. 1/5 d., 1/7 d.

1/13 d.
Cuapro II

Adaptacion a via peritoneal de la cepa A. L. a partir del 9° pasaje intranasal

L. 2869 (9 i. n.)

I+

L. 2899 ., L2058 Ly, L2079 L2998 L. 3018
. D . p. . P. i. p.

1/7d.,1/14d. —> 1/3d., 1/5d. —> 1/5 d. —> 1/3d., 1/dd. —> 1/4 d.

2 X/15 d. 1/64d., 1K/6d. 3K/6d.  1/5d, 1K/d. 2K/5d.

Vol. XII,N° &

Los nameros indican el orden del protocolo,

E. M. = examen microscépico.
i. n. = intranasal.
i. p. = intraperitoneal.
-}- = positivo.

K = sacrificadas para efectuar el pasaje.

El quebrado con el denominador seguido de una d. indica: el numerador el nd-
mero de muerte, el denominador los dias en que murieron los ratones blancos

después de inoculados.
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Como puede verse en el cuadro la inoculacién intraperitoneal
partiendo del sexto y séptimo pasaje maté a la laucha irregular-
mente aunque la inoculacién intranasal del mismo material y el
examen microseépico demostré la presencia de virus y su continua
patogenicidad por esta Gltima via. Bn el novenc pasaje la adapta-
cién se hizo facilmente. El suero de este enfermo fijé el comple-
mento en dilueién 1/8 cuando se utilizé como antigeno bazo (de
cepa heterdloga) y 1/256 cuando el antigeno fué pulmén (cepa
homdéloga).

La cepa

Cerpa R. Ch.— Se hizo inoculacién intranasal de gargaras. Kstas
fueron tomadas en el 159 dia de la enfermedad. Todavia no habia
expectoracién. En el segundo pasaje ya hubo lesiones. Lia identifi-
cacién microscépica se hizo posteriormente. La inoculacién intrape-
ritoneal del mismo material (conservado a — 76°C), dos meses des-
pués, no did ningtin resultado pero tampoco lo dié la inoculacién
intranasal efectuada cuatro meses y medio después.

Cera A.S.P.— Este caso, como el anterior, fué una infeccién
de laboratori e trabajaba con la cepa A. L. Se obtuve
gargaras al tercer dia de la enfermedad y esputo en el décimo dia.

Gargaras. — Lia inoculacién intranasal de las gargaras produjo
lesiones al segundo pasaje. La inoculacién intraperitoneal del mis-
mo material tres meses vy medio después no dié ningén resultado,
perc tampoco lo did la inoeulacién intranasal efectuada 5 meses
después de tomado el material.

Las gargaras tomadas dos dias después de iniciada la convalecen-

cia no demostraron la presencia de virus.

inoculacién intranasal maté a todos los ratones en el segundo pa-
saje al tercer dia de haberlos inoculado. Lia inoculacién intraperi-
toneal enfermd los ratones en el segundo pasaje, matando uno de
ellos y presentando los otros una ligera esplenomegalia.

La comprobacién microscépica no se hizo sino al cuarto pasaje.
Cuatro meses después se inoculd el material por via intranasal e
intraperitoneal, demostrandose la persistencia del virus en el ino-
culum lo que confirma los resultados anteriores.

La reaccién de fijacién de complemento dié como resultado un
titulo > 1/256 tanto con antigeno de bazo como de pulmén.

Cepa A.L.— Este caso fué completamente desvinculado de log

anteriores.
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Se obtuvieron gérgaras en el 14° dia de la enfermedad, un dia
antes de la defervescencia y completa curacién. Se inocularon por
via intranasal e intraperitoneal. Por via intranasal maté a una lau-
rha sobre cuatro en el segundo pasaje, dando en las otras extensas
lesiones. Lia impresién de pulmén demostrd-la presencia de virus.
La inoculacién intraperitoneal dié en el primer pasaje una ligera
esplenomegalia aunqgue nos fué imposible encontrar virus por el
examen microscopico. Este fué hallado en el segundo pasaje. En el
tercer pasaje maté dos lauchas sobre 4 inoculadas al octavo y no-
veno dia; sin embargo, en el guinto pasaje matd una laucha en el
dia 12° pero las restantes estaban sanas el dia 21° en que fueron
matadas. La inoculacién intranasal de los bazos de estos ratones
aparentemente sanos dié extensas lesiones y el examen microseépico
Dositivo.

Cepa B.B. — Se mocularon las gargaras por via intranasal a ra-

b n ¢l segundo pasaje y se com-
probo la presencia de virus en la impresién. Todavia no se hizo la
reaccién de fijacién de complemento.

Cepa Loro. — Se inoculd una suspensién de bazo por via intra-
nasal e intraperitoneal. Por ambas vias fué posible identificar
virus de psitacosis.

Concomitantemente se hicieron pasajes partiendo de gargaras de
neumonias atipicas de etiologia desconocida con resultado negativo.
Esto nos sirvié de control.

REsuLTADOS

De los 6 especimenes tratados fué posible obtener 6 cepas de virus
.dle psitacosis por inoculacién intranasal.

La inoculacién intraperitoneal dié resultados negativos con la
primera cepa cuando se inoculd directamente el material; hubo le-
siones y muerte de los animales, pero con cierta inconstancia cuan-
do el pasaje se hizo de suspensiones de pulmén de sexto o séptimo
pasaje; en el noveno pasaje la adaptacién fué inmediata. Posterior-
mente no fué posible demostrar la presencia de virus en el material
original aungue éste fué conservado a — 76°C. Debido a esta misma
circunstancia no podemos afirmar si los resultados de la inocula-
.cibén intraperitoneal de las gérgaras de las cepas B. Ch. y A. S. P.
fueron realmente negativos. En cambio en el esputo de la cepa
A. §. P.y con la gargara de A Al. o el material de loro, las dos vias
fueron eficaces para aislar el virus. En la cepa A. Al la via intra-
nasal resulté algo mas eficaz, pues se noté6 una atenuacién por via
Aintraperitoneal.
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La fijacién de complemento dié en el primer caso una diferencia
de titulo euando la reaccién se efectud en presencia del antigeno
homélogo gque cuando se efectud con un heterdloge; sin embarge,
como las reacciones no fueron efectuadas en el mismo dia y el anti-
geno no fué titulado, no es posible sacar conclusiones de este re-

sultado.
Digcusién

Lios resuitados consignados permiten diseutir cuatro clases de
necnios: 1%) la existencia de virus en liguido de gargaras; 2°) el
aislamiento efectuado por inoculacién intranasal al ratén blanco,
directamente del material en estudio; 39) las earacteristicas pato-
génicas de algunas cepas de virus y su modificacién por el pasaje
de animal a aniwnal o animal a hombre. v 4°) la inactivacién fre-
cuente del virus contenidos en los gargarismos conservados a — 76°C
(euadro N 3).

El primer punto es particularmente interesante sobre todo desde
el punto de vista epidemiolégico. Hasta ahora el material usado
cra el esputo. Hste ze obtiene {cuando es posible) en wun periodo
avanzado de la enfermedad. En cambio, el aislamiento a partir de
liguido de gargaras permitié hacer el diagnéstico en los primeros
dias de la dolencia (3 y 5 dias). Cabe pues, destacar la posibilidad
de contagio interhumano antes de la aparicién de los signos pulmo-
nares cuando el diagndstico elinico es todavia ineierto.

La inoculacién intranasal al ratén blanco como primer pasaje,
partiendo del material en estudio, hace que se cubran mayor ni-
mero de posibilidades en cunanto al aislamiento del virus. Efecti-
vamente se han deseripto recientemente cepas que no son patégenas
por via intraperitoneal al ratén (# 5 & % 10} Los autores que han
aislado dichas cepas lo Fan hecho eon un pasaje inicial por via in-
traperitoneal y un segundo pasaje a pulmén o cerebro. Nos parecid
més légica la inoeulacién directa por la via intramnasal. Esta via es
rapida y segura, aunque peligrosa para el operador y es aconsejable
tomar todas las precauciones imaginables para evitar el contagio.

La primera cepa aislada, la A. L., no fué patégena para el ratén
por via intraperitoneal, aunque hay que advertir que no se hizo
més que un pasaje. Sin embargo, esto contrasta con el pronto ais-
lamiento cunando se inoculé por via intranasal.

Durante los primeros pasajes por pulmén, esta cepa se mostrd
irregular y poco infectante para el ratén por via intraperitoneal,
pero al noveno pasaje la adaptacién a via peritoneal se hizo rapi-
damente. Ahora bien, la cepa A.S.P. que se originé en una infee-



Cuapro 111

Investigacién de virus
Titulo
Cepa fijacién Dias de la enf R . Intervalo entre
complemento Material en que fué ]Z.h,as conservoa- Via Resultado 1=y 2% tentativa Resultado
tomado cién a — 76°C empleada de aislamiento
girgaras 5 7 1. p. —
» » » i. n. -+
.D. L 1/2 . i —
A D > 1/256 esputo 9 2 i p. o 171 dias
» » » i, n. +
R. Ch. no hecho gargaras 15 0 i n. + 120 dias —_
gargaras 3 0 i n. + 150 dias —
A. S. P > 1/256 esputo 10 0 i n. + » +
» 10 0 i p. + » » +
A. AL 1o hecho gargaras 14 28 1 n. +
» » » 1. P. _l_
B. B. no hecho gargaras 1 in. +
Loros Higado y i n. +
bazo i p. +
i
n. = intranasal.
. p. = infraperitoneal.

429
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cién de laboratorio producida mientras se trabajaba con la cepa
anterior, pudo aislarse a partir del esputo por las vias intranasal
e intraperitoneal. Cabe entonces preguntarse si las variaciones en
la caracteristica de la cepa se debieron al material (esputo) o al pe-
riodo de la enfermedad (10 dias) o, finalmente, al pasaje del animal
a hombre.

Hay que sefialar que la cepa A. Al, fué también algo més patd-
gena por via intranasal. Usando la via intraperitoneal hubo una
atenuacién evidente de la cepa.

Hay gue indicar todavia otro hecho que tiene un interés pracm-

co: es 1a \JAFQ"}’FLIIC bii laluua de la condicibn infectante de los 1i-
quidos de gargaras aun cuando hayan sido conservadas a — 76°C,
temperatura a la que se mantiene intacta la actividad del virus
adaptado a la laucha. No sucedié lo mismo con el esputo, lo que
hace pensar que las condiciones fisicas, tal vez relacionadas con el
contenido en mucina del mater 1a1 lhtEI“vcugau en la conservacidn
del virus a baja temperatura

Es probable que el fracaso de varios autores en aislar el virus

a partir de gargarismos, se deba a este @ltimo hecho.
ReEsUMEN

19— Se aislaron seis cepas de virus de psitacosis, inoculando di-
rectamente el material en estudio por via intranasal al ratén blanco.

2° — Lios materiales utilizados fueron seis liquidos de gérgaras,
tres esputos y una suspensién de érganos de loros.

39— Una de las cepas aisladas no produjo enfermedad en el ra-
tén blanco cuando se la inoeuld por via intraperitoneal pero se:
aislé rapidamente cuando se la inoculé por via intranasal.

49 — Con dicha cepa s6lo pudo obtenerse una aeccién patdgena

constante y marcada por via intraperitoneal después del noveno
pasaje por via intranasal.

— Del esputo de un enfermo infectado en el laboratorio por
la. cepa anterior, se aislé el virus por via intranasal e intraperi--
toneal.

69 — Se observé la inactivacién del virus contenido en los garga--
rismos en tres casos sobre cuatro, aunque fueron conservados a.
—76°C.

7% — Se hacen consideraciones sobre la importancia del hallazgo
del virus en liguido de géirgaras en los primeros dias de la enfer--
medad, sobre la utilizacién de la via intranasal directamente del
material en estudio y sobre la posibilidad de que las cualidades pa-
tégenas de una cepa, experimenten variaciones por pasaje de ani--
mal a animal o de animal a hombre.



