ANALES DE LA FACULTAD VETERINARIA

Experimentacion con Bacillus anthracis

Por el Dr. Omar Viera

{Conferencia correspondiente al ciclo de divulgacion cienttfica
para meédicos y estudiantes de los cursos superiores de Medicina,
dictada en el Instituto de Higiene Experimental de Montevideo
en el afio 1940),

Teniendo en euenta el cariacter de divulgacion de estas disertaciones,
daré a conocer en el curso de ésta, algunos hechos salientes de la expe-
rimentacién con Bacilus anthracis, que, aungue conocidos, no estan con-
signados explicitamente en los libros didacticos, y gque se refieren es-
pecialmente a composicion antigénica, variaciones, al aspecto serologico
e inmunoldgico y algo referente a la infeccidn experimental y natural y
a la patogenia del carbunclo.

I.as investigaciones acerca de la composicién antigénica del hacilo
¢el carbunclo comienzan a intensificarse a partir del afio 1921, en que
Kramar dice haher extiraido de este gérmen una sustancia con los carac-
teres de las glicopioteinas y que supuso una pseudo-mucina; en 1929,
Combiesco, Soru y Stamatesce logran demostrar Ja presencia de una
sustancia hidrocarbonada en la composicién del B. anthracis; el mismo
afo & hockart extrae una sustancia similar; del 1929 al 1934 otros inves-
tigadores, Tomesik, Tomesik y Szongott, Tomcsik y Bodon, y Sordetlii
Deulofen y Ferrari, encuentran estas mismas sustanciaz. Es especialmentc
Tomecesik y colaboradores quienes llegan a discriminar la distinta natuara-
leza quimica entre sustancia de la capsula y sustancia somatica, demos-
trando que la sustancia capsular es, ademds, una proteina distinta de los
rucleoproteidos del cuerpo del bacilo. Un impulso mayor hacia este cono-
cimiento dieron algunos colaboradores de Tomesik entre los cuales zabe
destacar a lIvanovics.

Ivanovies y Erdés adslan de la capsula del bacillus Anthracis un
héapten de naturaleza acida y que no contiene hidralos de carbono, como
ya lo habian demostrado Tomecsik y Szongott. Esta sustancia no posee
los caracteres de las proteinas y una soluciéon al 0.5 % da la reaccion
azul del rojo Congo y no da la reaccion de Molisch. Se trata de un dcido
coloidai que se puede obtener como sal de sodio o al estado de écido Tibre.
tal como ya lo habian observado también, Tomceik y Szongott. Por
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hidrolisis clorhidrica este hapten pierde su actividad aumetando su tenor
en nitrdgeno libre.

Ademas, estos investigadores, encontraron +que este hiapten es comin
a varias especies semejantes al Basillus anthracis, tales como los del
grupo Subtilis, Mesentericus, etc.,, del punto de visia gquimico y sero-
Iégico.

En colaboraciéon con Bruekner, Ivanovics progresa en las investiga-
ciones sobre la naturaleza de la sustancia “P” {(que asi fué denominada
la sustancia capsular, reservandose la denominacion de sustancia “C”
al componente somiatico) y logra demostrar por medio de finas operacio-
nes, que el elemento principal del hapten capsular era el Acido I-glutdmico
Yy que el complejo quimico y antigénico de la capsula del B. anthracis
estd constituido por un polipéptico de un so6lo Acido aminado. La sustan-
cia “C” es una sustancia de naturaleza hidrocarbonada que es estricta-
mente especifica, da la reaccion de Molisch ¥ reaccion de las osazonas
(Ionesco, Soru y Wissner).

Como consecuencia de los trabajos anteriores, Schaefer y Sandor,
operando con B. anthracig virulentos y cepas de vacunag del tipo pasteu-
riano, obtienen en ambas, las dos sustancias y observan gue las variantes
de estas cepas que han perdido su poder capsulogeno, no contienen méis
que el hapten somatico y confirman ademds, la identidad del hapten
capsular del B. anthracis con el correspondiente de algunas variedades
mucoides del grupo meseuntericus y subtilis. Los mismos investigadores uti-
lizando las téenicas de Tomesik, Szongott, 'y de Ivanovies y Erdds preparan
los antigenos del bacilo del carbunclo ¥ observan la gran actividad de la
sustancia capsular en su funcién antigénica; la reaccion de Ascoli da
anillo visible aun a la dilucién de 1/100.000.000 del suero anticapsular;
la dilucion del antigeno da reaccién aun a la dilucion de 1/10.000.000
(reaccién de floculaciéon por mezcla del antigeno y del antisuero con
lectura al dia siguiente). La actividad del antigeno somatico (polisaca-
rido) es mucho mas débil: 1 en 100.000 tanto en la reaccidn de Ascoli
como en la mezcla floculante,

JEn la reaccion de fijacién del complemento el suero antisomatico
dilufdo al 1/10 d4a la fijacion completa hasta 1/160.000 e incompleta hasta
el 1/640.000. El antigeno capsular no fija el complemento sino a la di-
lucién de 1/10.000, La especifidad de aglutinacion del suero anticapsular
es muy pronunciada (con B. anthracis}), siendo altamente precipitante
para los extractos de los antracoides Mesentericus y Subtilis; no los
aglutina en cambio, como lo hace con el B. anthracis. Por lo demas, los
antisueros de estos antracoides no aglutinan B. anthracis, precipitando
sus exiractos. El suero anticapsular siendo indiferente frente a las cepas
no capsuldégenas, se presta a diferenciar €éstas de las capsuldgenas.

Tvanovics y Brukner (1938) prosiguiendo sus investigaciones quimi-
cas e inmunolégicas sobre B, anthracis encuentran que, acoplando pro-
telnas diversas a la sustancia capsular (Hépten) el complejo se muestra
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antigénico en el animal. Preparan en conejo suero anti acido l-gluta-
mico -} azoproteina de caballo y estudian por precipitacion este .suero
frente a diversos azo - antigenos difiriendo entre eilos por el grupo pro-
teico o por el grupo Acido - aminado; las mismas reacciones son estudia-
das con los azotantigenos frente a un suero anti “P?” y también este
suero ahsorbido por los azo - antigenos o por la sustancia “P”. Los resul-
tados confirman la especifidad de los azo - antigenos bacterianos y de
sus anticuerpos homdélogos. (Ivanovics y Bruckner. Zeitschr. f. Inmuni-
taft T. 93, pag. 119 - 136 - 1938),

Posteriormente a este ensayo, Tomcsik e Ivanovics, ensayan la pre-
paraciéon de anticuerpos anticapsulares, inoculando a conejos por via
venosa, grandes dosis de bhacilos anthracis capsulados y muertos por el
calor. Qperan con gran cantidad de conejos (214), pues mueren muchos
en el comienzo de las inoculaciones. La sustancia capsular es toxica,
como lo demuestra este ensayo y la experiencia de Robyn que, inoculan-
do por via peritonel al cobayo una cepa del bacilo del carbunclo atenua-
da que sole mata al ratén, pero que capsulada in vitro, mata al cobayo
cuando es inoculada a grandes dosis por el peritoneo, donde se produce
una lisis rapida de los microbios y una absorcion de la sustancia capsu-
lar; ésta es demostrable en los 6rganos y en la sangre del corazén con
reacciones apropiadas o por coloracién con el azul de toluidina.

Estos experimentadores observan que al comienzo de la inmunizacion
son los anticuerpos anti “C” los primeros que aparecen; después estos
desaparecen poco a poce, quedando solamente los anti “P”. Llaman la
atencién de gue es necesario utilizar cultivos no autolisados, pues la sus-
tancia “P"” no es antigeno “in vivo” méas gue bajo la forma “ligada”; en
el autolisado no es mas gque hapten. Con referencia a este punto, nosotros
hemos hecho ensayos sin conocer los trabajos de estos autores que con-
cuerdan en general con log mismos: observando que las cepas atenuadas
del B. anthracis, eapsuladas “in vitro”, inmunizaban muy bien al cobayo,
se nos ocurrio utilizar como antigeno inmunizante en estos animales el
lisado por envejecimiento, de cultivos en caldo-suero. Este lisado fud
inoculado a seis cobayos, (murig uno de esate lote por estreptococia) des-
pués de capsulada “in vitro”. La misma cepa después de capsulada “in
vitro” fué inoculada igual al N.° de cobayos. El resultado fué gue, re-
gistieron el virus de prueba (10 dosis m. m.) estos ultimos, muriendo log
primeros y los seis testigos.

La sustancia capsular obtenida de los cultivos ha sido identificada
desde el punto de vista serolégico (Tomesik y Bodon), con el ant geno
capdular, librado en el organismo por el B. anthracis en los casos de
infececién natural o experimental. Se empled para ello el suero obtenido
en conejos con cepas capsuladas de cultivo y se pudo hacer comparati-
vamente la demostracién usando suero anti “C” (suero antipolitsido so0-
méatico) que en el organismo el antigeno “P” estd en proporciéon enor-
memente superior al antigeno “C”.
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Desde el punto de vista de la eficacia del suero anticarbuucloso y
como complemento de estos trabajos referidos, se estudio el valor de ese
suero especialmente en lo que atafie a la acecidén preventiva., En 1834,
Tomesik ykcolabora-dores. investigan sueros anticarbunclosos del comer-
cio y encuentran que la mayoria de ellos estaban constituidos sclamente
por anticuerpos antipolisacdridos y que poseian poco o ningan valor pre-
ventivo. En 1838 como conclusidon definitiva de sus observaciones, dice:
“que los sueros anticapsulares (hechos con cepas capsuladas) protegen
bien al ratdn contra la infeccion carbunclosa, mientras gque los sueros
antisomaticos (hechos con cepas no capsuladas), no pPoseen ninguna
accion protectora. Los sueros anticarbuncloses obtenidos en caballos y
que no contengan anticuerpos anticapsulares, son inactivos. La satura-
cién de los sueros anticarbunclosos conteniendo anticuerpos anticapsu-
lares, por el héapten homodlogo, priva a estos de su poder protector”.
Aconseja este autor, de modo muy especial, hacer los steros y las vacu-
nas contra el carbunclo con cepas capsuladas,

Variaciones en B. anthracis (1).

La colonia normal, tipica, del B. anthracis se rugosa (tipo “R’); en
cultivos sucesivos por disociacion se pueden obtener colonias lisas (tipo
“S") menos virulentas que las “R” tipicas. A partir de las coloniaz “S”,
mucoides, que estdn en general constituidas por microbios capsulogenos,
por disociacidon, se pueden obtener colonias “R" virulentas y “R’ atenua-
{das vy a veces avirulentas que han perdido la facultad de formar cdpsula.
Los primeros trahajos sobre variaciones datan del afio 1915, en que Balil,
calentando durante cuatro horas a 48, un cultivo de una cepa virulenta
de B. antnaracis, obtuveo, cultivando en snero después, variantes gue se
encapsulan’ y otras que no; una de estas fltimas, después de 25 pasajes
en suero, provocaba edema y muerte en el raton. Después de la muerte
se observaba gque los hacilos del edema, no poseian capsula y en los
-organos y en la sangre no se observaban lesiones aparentes, ni bacilos.

Sterne (1937) hace experimentos muy interesantes sobre variacion dc
colonias y virulencia del B. anthracis. Operando con colonias mucoldes
~“S” las atenva a 42° y obtiene por disociacion de éstas, vaviantes “R”
que eran menos virulentas que las variantes “3” de que derivaban; gue
en algunos casos esag variantes “R” eran completamente avirnlentas.

L.a pérdida de la virulencia y del caracter “S” iba a la par con la
aptitud a formar capsula, tanto “in vivoe” como *“in vitro”. Algunas de
estas varinates ‘*‘R", las gue no habian perdido pnor completo la virulen-
‘cia, conservaban el poder de inmunizar al cobayo. :

(1) Desde el punto de vista morfolégice el B. anthracis constituye una ex!
‘cepcién en cuanto a relacion de forma de colonia ¥ virulencia: en general las
colonias “‘R”’ son poco virulentas en las bacterias patégenas y las 8" son vi-
rulentas: en carbuncle las R’ normales son las virulentas y las “'S8” las ate-
nuadas.
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El misme investigador, trabajando con cepas virulentas recientemente
aisladas, obtuvo por disociacién en gelosa suero y en atmosfera de &cido
carbdnico, variantes mucoides “S”. Esta variante, dié en lag mismas con-
diciones, colonias hijas tipo “R”, tal como acontecia con las cepas ate-
nuadas. Alzunas de estas variantes “R” eran completamente avirulentas
¥ no daban cdpsula, siendo otras capaces de inmunizar al cobayo y, del
ensayo de inmunidad en ovinos y caprinos, obtuvo resultados, aungue no
concluyentes, alentadores. Observa el autor la facultad edematégena de
algunas de estas variantes “R” no capsulogenas. Sin embargo, concluye
Sterne, existe correlacién estrecha entre la capsula, la virulencia y el
grado de inmunidad anticarbunclosa,

Stamatin (1938) obtiene cepas edematdgenas y no capsulégenas tipo
“R”, de poca virulencia, a pariir de wvariantes mucoides “S” de c¢epas
virulentas que previamente habian sido cultivadas en sangre desfibri-
nada de caballo. Obtiene con ellas un buen grado de inmunidad en ani
males de laboratorio y en ovinos. Sostiene gque estas cepas no tienen
cardcter invasor, como las capsulogenas que inoculadas a animales de
laboratorio dan ligera reacciéon local que pronto desaparece, pero que
estos animales pueden morir tardiamente (10 a 12 dias) después de la
inoculacién.

Nosotros ‘hemos observado muertes tardias en cobayos inocuiados
con cepas atenuadas experimentalmente, cepas tipo “Sm” capsuldogenas
de los 14 a 17 dias despuésde la inoculacién. (Nos referiremos mds ade-
lante & este hecho y sobre la necesidad de inyectar estas cepas con una
sustancia de acci6n irritante local == sustancias “adyuvantes” o “estimu-
lantes no especificas” en la terminologia de Ramén), cuando se pretenda
inmunizar animales de lahoratorio y aiun animales de campo.

Vamos a referir un hecho gbservado por nosotros en punto a varia-
cion del B. anthracis, que es el siguiente: tratando de hipercapsuiar
‘“4n vitro” cepas atenuadas por nosotros (cepas mucoides), que sdélo ma-
tan al ratén y excepcionalmmente algin cobayo cuando se les inocula con
la forma miceliana; utilizandg un medio liquido constituido de caldo
simple fermentado y suero de caballo, hemos observado que cuando en
ese medio se ven esporos, es siempre en algunos elementos capsulados.
Es precisamente en agquellos elementos que poseen mayor capsula, a ve-
ces capsulas gigantes, en donde se observa la esporulacién, En este esta-
do, calentando el -«cultivo a una temperatura que destruya solamente los
elementos micelianos, se obtiene un cultivo de esta cepa mucoide “S” que
tiene mds virulencia para los animales de laboratorio fue el cultivo in-
tegral repicado antes de calentar. Como corolario de esta observacion,
observamos gue los esporos una vez obtenidos en medios apropiados
conservaban la facultad capsulégeng “in vive” e “in vitro”. Llegamos a-
la, conclusion de que esta facultad, si bien es mantenida por Tn tiempo,
va perdiéndose gradualmente, lo que se observa por el decreciente niu-
de individuos que capsulan en primo-cultivo en caldo suero y por la
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disminucion de la capacidad inmunizante para el cobayo. Qiro hecho inte-
resante correlacionado con los anteriores, es el que, los esporos de 1as
cepas atenuadas, mucho menos resistentes al calor que los de las cepas
virulentas, readquieren una resistencia intermedia, que decae también,
a medida gue decrece la facultad capsulégena. '
Prosiguiendo con la exposicién del restimen de los trabajos sobre
variaciones del B. anthracis mencionaremos uno de Takahasi sobre diso-
ciacion a partir de un solo gérmen. T. emplea la técnica de la microma-
nipulaciéon y obitiene una serie de cultivoes a partir de gérmenes unicos,
aislados de un cultivo de laboratorio o de sub - ctltivos municelulares.
Concluye que la disociacion microbiana no es debida por lo tanto, a la
heterogeneidad de la cepa original, sino, a cualidades de la plastida mi-
crobiana gque estdn sujetas a modificaciones reversibles o irreversibles.

Estas modificaiones, se traducirian mpor propiedades diferentes, que
interesarian mdas particularmente a la capsulogenesis y a la virulencia.

De los trabajos mencionados, referentes a composiciéon antigénica y
variacién del B. anthracis, hemos visto, especialmente por los de Stama-
tin y los de Sterne, que es posible por disociacién, obtener, a partir de
cepas virulentas o atenuadas, cepas mucoides *“S”, que a su vez darian
cepas “R” con cierta virulencia que pueden inmunizar y cepas “R” aviru-
lentas gque son incapaces de inmunizar. Siendo indiscutible que las cepas
atenuadas del tipo “Sm"” dan una buena inmunidad y que el suero obte-
nido por ellas tiene gran valor protector, no debemos dejar de hacer
resaltar que las cepas “R” edematégenas *‘(Sterne. Stamatin) poseen,
aunque en menor grado, esta misma propiedad.

Pareceria significar entonces, que no solamente por poseer el anti-
geno capsular, se obtendrian estas propiedades biologicas, puesto que hay
cepas no capsulégenas que pueden inmunizar dando sueros protectores
y producir agresinas, ,

Schaefer y Stamatin probaron que se puede obtener un buen suero
con cepas no capsulégenas pero edematdgenas; Stamatin y Stamatin,
pudieron inmunizar activamente con el exudado seroso del edema infla-
matorio provocado con una de estas cepas, demostrando por lo tanto gue
no hay relacién directa entre las agresinas de Bail y la capsula,

Inferimos por estas observaciones gue existen cepas de B. anthracis,
con capacidad inmunizante a pesar de la falta de capacidad capsulogena.
Imaginariamos, a manera de hipétesis, que el poder inmunizante de estas
cepas radique en un factor somatico quiza semejante al factor “Vi” pre-
gsente en otros grupos de bacterias patégenas, tales como Salmonelas,
Pasteurelas, etce,

Creemos que serfa de todo punto de vista muy interesante, tentar
de animalizar v de exaltar ia virulencia de estas cepas por pasajes en
animales receptivos o la, por decir asi, animalizacién “in vitro”, para
estudiar las modificaciones somaticas y serologicas.

620



ANALES DR LA FACULTAD VETERINARIA

Las cepas capsulégenas, que necesitan para mosirar su cipsula, estos
procesos de animalizacién, cuando se las cultiva en medios simples no
acusan el mas minimo rudimento de capsula. Es evidente gue va en la
Pacteria una propiedad de formar capsula cuya condicion especifica del
punto de vista antigénico no debe depender exclusivamente de la incor-
poracion de la albuimina del medio, sino de la intervencion de un factor
somatico, un pre - antigeno (llamemdsle asi) que en las cepas capsulé-
genas tendria la propiedad de esbozarse en la superticie de la bacteria
¥ que en las cepas no capsuldégenas, por circunstancias desconocidas, se
mantendria como un factor rudimentario somatico, pero interviniendo
en la funcién antigénica inmunizante.

Hemos hablado de animalizacidn y es necesario dar una somera ex-
plicacién sobre este fenémeno:; fué Bail quien denominé asfi a los mi-
crobios que acostumbrados a log cultivos y modificados en parte, reco
bran sus cualidades naturales cuando se los inocula a los animales re-
ceptivos, Fué especialmente con B. anthracis gque este investigador estu-
di6é este fenémeno observando asi que el gérmen readquiere en el proceso
mencionado su capacidad natural de virulencia, de resistencia a distintos
factores, poder antigénico, etc., evidenciando a veces cambios morfolo-
gicos: el B. anthracis se hace mas rechoncho, mas grueso y readquiere
su capsula. Estas caracteristicas las pueden readquirir “in vitro” algumos
microbios cuando se les cultiva en medios ricos en alhtmina, por ejemplo,
en suero. Kl bacilo del _carbunclo especialmente, en estas condiciones,,
adquiere las mismas caracteristicas gque el de pasaje por animales re-
ceptivos; de aqui gue por extensién se denomine a este Pprocedimiento
“animalizacion in vitro”,

En cuanto a la posibilidad de pérdida y recuperacién de las caracte-
risticas de animalizacién en cepas recién aisladas, hemos wvisto que es
muy variable: unas las pierden de manera gradual y otras, rdpidamente.

Vamos a referir un ensayo de preparaciéon de suero anticarbuncloso
en caballos con una de estas cepas que habia disminuido enormemente
gu capacidad capsuldégena manteniendo ‘un alto grado de vVirulencia:

Sosteniamos la creencia de que esta cepa inoculada a animales de
laboratorio, iba a recuperar rapidamente sus propiedades perdidas, espe-
cialmente la capsulogenesis y que, usada como antigeno, nos iba a pro-
porcionar un suero de alto valor: sin embargo no fué asf. Poniéndonos
en condiciones Sptimas del punto de vista e usar un B. anthracis ani-
malizado, inocuiabamos al caballo los extractos de 6rganos de animales
inoculados con esta cepa. De paso, habiamos observado que la capacidad
de formar céapsulas, era minima. Con la misma cepa inoculibamos a
otro caballo, 8in previamente animalizarla. El valor de los sueros obte-
nidos después de muchas inoculaciones, no acusaba tanto del punto de
vista de la accién precipitante, como de la de proteccién, una mayor
diferencia entre los dos, ni una gran actividad.

Es razonable deducir, que no todas las cepag, aun capsulogenas en
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pequeiio grado como ésta, y de grah virulencia, adguieren, en el pro-
ceso e la animalizacidén Ias cualidades convenientes y necesarias, para
la obtencién de un buen suero anticarbuncloso,

in cambio, alin con cepas de vacunas anticarbunclosas capsuladas
in vitro, ios resultados, por lo menos en pequeiios animales, son alen-
tadores.

A este respecto, referianos ha poco el Prof. Dr. Sordelli, gue cap-
sulande las cepas de B. anthracis, ain con la vacuna N~ 1 de la doble
de Pasteur, se obtenian buenos sueros antiarbuncloses.

Por lo visto en lo que acabamos de decir, la virulencia, haciendo abs-
traccion de otras cualidades del germen d¢el carbunclo, no es una cunali-
dad suficiente por si sola para obtener un ‘buen suero anticarbuncloso,
por lo menos inoculandolo por via venocsa, que fué la utilizada por nosotros.

SOBRE INFECCION Y PATOGENIA DEL CARBUNCLO.

Abandonada la doctrina nnivoca de Besredka sobre la sensibilidad
de la piel, para la infeecion carbunclosa, admitese, como efecto de com-
probaciones, la infeccidon por todas las vias. Cualquiera haya sido la
puerta de entrada del agente del Carbunclo, ddndonos tipos clinicos de
infeccidn, ya sea como manifestaciéon de carbunclo “externo’”: (hombre,
caballo, cerdo), en los que podriamos decir, se observa el sitio de en-
trada; ya como carbunclo “interno”; (bdvidos y 6vi.d'os) en gue en ge-
neral] no se vé la puerta de entrada, existe siempre una lesién observa-
da en la autopsia gue en mayor o menor grado, es la mds importante:
se trata de la esplenitis del carbunclo, lesion que de antiguo fué la que
motivé la denominacién del Carbunclo en distintas lenguas, con referen-
cia siempre a la alteracion del hazo. Desde el punto de vista clinico,
las lesiones locales, tanto en el hombre, como en los animales que ad-
gquieren el llamado carbunclo “externo”, no tienen en general mis ex-
presiéon al comienzo que la de lesién local con poca. repercusion. Es
solamente después que se ha establecido la lesion del bazo, por una gran
pululacién de gérmenes en dicho 6rgano, que el cuadro clinico es mas
manifiesto. Cuatro horas més o menos antes de la muerte el cuadro
se hace ain mas intenso como sindrome febril, de excitacion o de pos-
tracion: ello responde a una bacteriemia repentina e intensa por inva-
sion de gérmenes a partir del bazo.

Es en ese lapso de cuatro horas, mias o menos, que se observan las:
hemorragias entéricas o urinarias. Observando lag lesiones después de
la muerte notamos el predominio de lesiones recientes de tipo hemo-
rragico, en serosas, miucosas y parénguimas, caracterizadas por grandes
sufusiones, petequias, etc. que tienen el cardcter de lesiones establecidas
en muy poco tiempo, tal como si se tratara de lesiones consecutivas a
una intoxicacién wviolenta.

Tomcsik experimentando en conejos, obtiene en ellos, inmunidad an-
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ticarbunclosa de distintos grados, e inoculando virus de prueba consis- -
tente en cepas muy virulentas, observa bacteriemias poco intensas, sin
mayor repercusién, y comprueba gue son a partir del foco del punto de
inoculaciéon. De estos animales algunos sobreviven y otros mueren mas
tarde, con lesiones tipicas de carbunclo. (No son rarezas los casos de
hemocuitivo positivo en carbunclos externos del hombre a evolucion
benigna).

Deduciriamos de estos ensayos, gue una bacteriemia inicial en ani-
males infectados natural o experimentalmente cuyo foco de infeccion es
externo, no significaria siempre un prondstico fatal, puesto que se puede
observar que estas bacteriemias son distintas en gravedad de las que su-
ceden a la tipica lesidn carbunclosa instalada en el bazo.

El autor antes mencionado ha sefialado que, por lo menos en un
80 9% de los animales infectados con carbunclo, la sustancia capsular apa-
rece en la sangre algunas horas antes de la muerte y que ella no es
debida a la lisis de los microbios en la sangre; seria originada por una
lisis de microbios en el bazo y precederia a la irrupcion bacilar en la
circulacién sanguinea.

Nosotros debemos agregar a esta observacidén, el hecho corrobo-
rante de que en todo animal autopsiado en seguida de la muerte, va
sea de carbuncio natural o ya de carbunclo. experimental ,es solamente
en el bazo donde encontramos elementos lisados, al punto que muchas
veces se encuentran siluetas desvanecidas de elementos bacilares, ape-
nas tefildas. Contrasta este aspecto de los bacilos del bazo con los de
Ja sangre y otros Organos, gque se colorean de manera homogénea e
intensa. Tomesik ha podido seguir estas fases sucesivas por exploracion
periddica de la sangre de animales infectados con carbunclo, pudiendo
pronosticar con bastante aproximacion, el momento de la muerte.

Otros hechos experimentales ilustran y confirman log resultados
mencionados sobre patogenia del Carbunclo: uno de ellos es el referente
a la infeccién crénica obtenida en las ratas con B. anthracis. Es sabido
gue se puede infectar experimentalmente a la rata obteniendo esta forma
clinica, ¥y que al morir ésta, generalmente por encima de cuatro sema-
nas, los episodies son agudos, no difiriendo en ello del carbunclo co-
rriente natural o experimental, siendo las lesiones tipicas agudas un
. epifendmeno terminal que reproduce el cuadro de lo gue sucede en la
infeccién de un animal muy recepiivo.

Otro hecho confirmatorio, es el caso de las muertes tardias de co-
bayos inoculados con cepas atenuadas que sefialabamos antes. En los
lotes de seis a diez cobayos inoculados por via subcutidnea con estas
cepas, ocurre con frecuencia, gue algunos resisten a pesar de un pe-
quefio edema, generalmentie hemorrdgico; otros, con la misma Ilesion,
mueren a los cuatro o cinco diag; otros no presentan lesion local 'y re-
sigten perfectamente, y oiros generalmente 10s gque a veCes menos reac-
ci6on lecal han presentado, mueren entre 14 y 17 dias con una gpticemia
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carbunclosa con muy pocos microbios en la sangre y organos, y grandes
lesiones hemorragicas en las mucosas, Serosas, parénquimas, etc. Sin
embargo, existe algo en la anatomia patolégica que nos ilama en seguida
la atencion: el bazo. enormemente aumentado ¢e volumen, de consisten-
cia bastante firme, esponjoso, con reaccidn hiperplisica del tejido de
sostén y de los corpusculos linfoides; es un bazo distinto al de 1os
animales muertos corrientemente por carbunclo, podriamos decir, una
forma sub-aguda de reaccidn inflamatoria esplénica en el carbunclo,

Si en la autopsia se explora la parte del tejido conjuntivo subcu-
taneo donde se habfa efectuado la inyeccidn en estos animales, mo se
chserva, a veces, ni vestigios de reaccion.

Ensayando cepas atenuadas por inoculacidn de la forma esporulada
al bovino, hemos tenido accidentes de muertes tardias en estos anima-
les, en forma semejante a lo acontecido con los cobayos de la experien-
cia anterior.

De un lote de 50 bovinos, murieron 10 a cousecuencia de la inocu-
lacién de una pretendida vacuna, en distintos lapsos de tiempo: algunos
a los once dias, hahiéndose producido grande edemas en el punto de
inoculacion en estos animales. Ohservamos que antes de la muerte de
los que mas tardaron en morir, los edemas del punto de inoculacion, n
habian desaparecido, o encontrabamos que el exudado se habia infil-
trado por declive en las partes bhajas:; en reswmen: el proceso intlama-
torio habfa desaparecido.

Por lo expuesto, debemos concluir haciendo abstraecién de la puerta
de entrada, que la lesién m4ds antigua y mds importante, en la infec-
clédn carbunclosa, es la del bhazo. Si tomamos estos casos referidos ¥
el del carbunclo tipico de un bovino muerte de carbunclo natural, por
ejemplo, nos encontramos también en este caso, conque la lesién pri-
maria y de mayor entidad es la alteracién del bazo que, si evidente
en log primeros, es tambhién de gran realidad en éste, aunque la infec-
clén haya tenido un cardcter fulminante.

Acerca de las vias de infeccion, especialmente en el llamado ‘car-
hunclo interno” &el hombre y de los animales, vamos a relatar en forma
sumaria una comunicacidon de Sanarelli lelda por Roux en la Academia de
Ciencias de Paris en el afio 1924. Este investigador hace ingerir a co-
nejos y cobayos grandes cantidades de esperogs de B. anthracig viru-
lentos sin que éstos tomen la infeccién., Sin embargo, muchos de estos
esporos atraviesan la pared intestinal como lo demuestra el hecho de
ique sacrificando a distintos intervalos un nimero de estos animales ¥y
dejando otros como testiges, ya a las seis horas se encuentran esporos
en pulmones, higado e intestinos; a las 24 horas se pueden obtener cul-
tivos del germen, sembrando bazo. Los animales guardados como testigos
no han -contraido el carbunclo. Inocula también al conejo por via res-
‘piratoria,* con una dosis sub-mortal de 50.000 esporos y observa que
éstos son fagocitados por macréfagos del pulmdn, que evitan su germi.
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nacion. Del pulmoén los fagocitos con esporos llegan a la circulacion y
van a detenerse en muchos 6rganos donde se mantienen varios diasg sin
gue pululey, si no interviene una causa adyuvante y, con el tiempo son
lisados por las secresiones celulares o descargaos en el intestino. HEstos
esporos inocculados en el Arbol respiratorio, pueden ser encontrados en
el bazo a los cinco dias y en el pulmon hasta los trece dias.

S1 después de varios dias de la inoculacién se inyectan diversas sup-
tancias, especialmente acido lactico, a Ja dosis de un sentimetre cubico
de una solucién al 5 %, por via subcutdnea; o si se les calienta, o si
se les disminuye la racién, estos animales ‘“‘portadores” de esporog mue-
ren de Ia infeccidn carbunclosa. En consecuencia, dice el autor: “estos
experimentos ayudan a explicar Ia génesis, hasta este momento tan
oscura, del carbunclo llamado “interno” o ‘“espontineo’”, en el que ei
proceso moérbido, se desarrolla, generalmente, sin manifestaciones ex-
ternas, es decir, sin piustula maligna, en el hombre, y sin infiltraciones
edematosas de los tegumentos, en los animales,”

Sobre la persistencia de los esporos del B, anthracis en el orga-
nismo, podemos agregar autn, las siguientes experiencias: Basset (1933)
inoculando esporos de vacunas a conejos, observa que aun después de
un mes, se puede desencadenar la infeccidn con muna inyeccién de
dcido ldctico. Ramdén y Falchetti (1935), inoculando a esta misma especie
animal, esporos de B. anthracis incorporados a lanolina, han podido obser-

"var la persistencia de éstos “in locus” aun a los 23 dias.
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