Peste experimental en coba.yos inoculados
con cepas-ecuatorianas’ '
Por ATILIO MACCHIAVELLO y DANIEL URIGUEN

Director del Instityto Nacional de Higiene y ayudante del Laboratorio
de Peste en dicha institucién, respectivamente

A EVOLUCION clinica de la peste humana en la regién del Ecua-
dor interandino, la frecyente aparicion de brotes graves de
neumonia pestosa,” frente a la relativa bénignidad de los casos

~ bubénicos, y las caracteristicas bacteriologicas de las cepas, segiin se
describe en otro sitio,? etc., nos llevé a hacer un detenido analisis
acerca del comportamiento experimental de las cepas de peste
andina en el cobayo con objeto de establecer posibles diferencias con
las aisladas en otros paises.

MATERIAL Y METODOS DE ESTUDIO

Todas las cepas, de peste que aqui se estudian, fueron aisladas en
la Provincia andina del Chimborazo, Ecuador, y provienen de la
zona rural, Gnica donde se observa actualmente la, enfermedad. El
origen de las cepas se describe en la Tabla 1.

El cobayo fué utilizado como animal de experimentacién y la
patologia post mortem—macro y microscépica—se compara con las
descripciones clasicas sobre la materia.

Todos los animales fueron autopsiados integramente tan pronto
como murieron o fueron sacrificados, anotando separadamente el
tipo e intensidad de las lesiones de cada, organo, asi como también la
presencia de todo signo patolégico de cualquier naturaleza.

Se practicaron frotes sobre portaobjetos de cada lesién, utilizando
para su estudio la tincién de Gram y, cuando fué necesario, la de
Giemsa. En cada caso se anoté la morfologia de las Pasteurella
pestis y su frecuencia relativa. Sistematicamente se hicieron cultivos
de sangre del corazén, bazo, higado, ganglios diversos, médula Osea,

1. Recibido en redaccién en junio 3 de 1943. Estudios realizados por orden del Director
de “The Pan American Sanitary Bureau, de Washington, por convenio con las autoridades
sanitarias del Ecuador. El Gobierno ecuatoriano proporcioné la suma de $10,000, con los

cuales se instalé un Laboratorio de Peste, en la ciudad de Ambato. Desempefisbamos en esa -

ocasién los puestos de Epidemiélogo (A.M.) y Ayudante de Laboratorio (D.U.).

2. J. R. Murdock, ‘“Pneumonic Plague in Ecuador During 1989,” Pub.Health Rep., 55 :2172—’

2178, 1940. :
8. A. Macchiavello y D. Urigiien, “Bacteriologia de las Pasteurellas pestis aisladas en el
Ecuador interandino.” (En prensa.)
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pulmén, exudados, etc. Las técnicas para las inoculaciones, au-
topsias, cultivos, etc. son las mismas utilizadas por uno de nosotros
(A.M.) para estudios similares realizados en el Brasil* y no difieren
esencialmente de las aconsejadas por autores extranjeros.®

EXPERIMENTACION

Las cepas de Past.pestis que aqui se estudian, al ser pasadas
sucesivamente por series de cobayos, presentaron en cada pase las
caracteristicas patolégicas que se resumen en la Tabla 2, donde,
aparte de los datos necesarios de identificacion, se establece: a) el
tiempo que sobrevivieron los animales; b) la presencia o ausencia,
e intensidad de las lesiones macroscépicas encontradas en la necrop-
sia; ¢) la presencia y ntmero relativo de Past. pestis sobre frotes de
visceras, exudados, etc., y d) su desarrollo relativo (ntimero de
colonias), en medios sembrados con el mismo material, utilizando
con preferencia agar-triptosa o agar nutritivo, con 0.25 por mil de
sulfito de sodio.

El analisis de la Tabla 2 permite de inmediato.observar que junto a
las lesiones propias de la peste del cobayo, segin las descripciones
clasicas, existen dos tipos de lesiones, las cuales, sin ser privativas de
la peste experimental con cepas ecuatorianas, se repiten con una
frecuencia no acostumbrada, a saber:

1. Reaccion inflamatoria intensa y casi constante del ganglio
pélvico correspondiente al sitio de la inoculacién subcutédnea, en la
extremidad posterior del mismo lado;

2. Extraordinaria frecuencia de lesiones pulmonares de varios
tipos. 3

Las lesiones del ganglio pélvico son, a menudo, tanto o més in-
tensas que las lesiones de los ganglios inguinales mismos; presentan
por lo general mayor niimero de microorganismos y, con frecuencia
también, el primer ganglio comprometido suele pertenecer a la
cadena ganglionar sacro-lumbo-dorso-adrtica' que puede estar in-
vadida en conjunto, si bien en menor grado que el ganglio pélvico.
Constituyendo el ganglio inguinal bubén primario de 1T orden y el
pélvico, bubén primario de 2° orden, etc., su invasién por via lin-

4. A. Macchiavello, Contribuciones al estudio de la peste bubénica en el nordeste del Brasil
(Washington, D. C.: Pan American Sanitary Bureau, Pub. 165, 1941).

5. C. L. Williams, “Diagnosis and Detection of Rodent Plague,” Am.J.Pub.Health, 10:851—
864, 1920. g

Lien-Teh Wu, J. W. H. Chun, R. Pollitzer y C. Y. Wu, Plague: A Manual for Medical and
Public Workers (Shangai: Weishengshu National Quarantine Service, 1936).
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fatica contrasta con la de los ganglios que—como los mesentéricos—
se infectan por via sanguinea, cuyas caracteristicas patoldgicas son
diferentes..

Las lesiones pulmonares por su parte, varian desde la simple
embolia, o la embolia seguida de necrosis, asentada o no sobre area
congestiva, a la neumonia lobulillar o lobar, etc. :

8. Tipo general de las lesiones. A causa del bajo poder téxico y
elevado poder invasor, las cepas de peste andina desencadenan un
cuadro necrépsico general, en que predominan las lesiones necréticas
y son escasas las lesiones congestivas viscerales.

Tal vez esto se deba a que la baja potencia endotéxica de las
cepas permite la formacién lenta de necrosis al ser liberada la endo-
toxina n situ (por desintegracién bacteriana), atin cuando el efecto
a distancia de la misma esté casi suprimido. Hasta en los casos con
septicemia puede observarse que el efecto téxico sobre el sistema
vascular sanguineo es virtualmente nulo. La congestién de los vasos,
las sufusiones sanguineas y las hemorragias son constatables rara
vez, y ocurren casi exclusivamente a nivel de los ganglios inguinales,
menos atn en torno a los ganglios pélvicos y nunca son acentuadas y
extensas. Sin embargo, esta caracteristica no es privativa de la
peste andina, sino también de cepas de otros origenes, de escasa
virulencia, y, por lo tanto, no hemos de hacer mayor hincapié sobre
este punto. :

DESCRIPCION DE LAS LESIONES PULMONARES Y DE LOS GANGLIOS
PELVICO-AORTICOS

En un cierto ntimero de cobayos inoculados con cepas de peste
extranjera, prodicense lesiones pulmonares; pero éstas, por lo
general, son discretas, poco conspicuas y consisten en puntos necré-
ticos aislados, rara vez nédulos necréticos o caseosos, mas a menudo
congesti6én circunscrita a pequefias 4reas o a un lébulo, y, excep-
cionalmente, hepatizacién lobar, a menos que no sean especificas
con relacién a la peste. :

Es necesario observar que, por ejemplo, entre mas de 1,000 co-
bayos inoculados en el Brasil con unas 80 cepas diferentes de peste,

_las lesiones pulmonares fueron poco comunes. No més de 10 cepas,

entre ellas algunas atenuadas o atipicas, determinaron lesiones pul-
monares de caricter necrético, y ello en uno que otro cobayo entre
series extensas de animales inoculados. Las lesiones congestivas,
generalmente discretas, especificas o no, también fueron raras. Una
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sola cepa di6 sistemiticamente lesiones pulmonares necréticas, a
veces de consideracion. !

En cambio las cepas de’peste ecuatoriana, gisladas en la zona
andina, determinaron lesiones pulmonares tipica%, constantes y bien
definidas, que pueden clasificarse sisteméticamente como sigue:

3

1. Lestones congestivas

a) Hepatizacién, neumonia lobar o lobular, con todas las ca-
racteristicas de la neumonia pestosa. Se presenta rara vez y puede
distinguirse de procesos semejantes no especificos, por la enorme
abundancia de P. pestis presente y por su histopatologia;

b) Congestién y hepatizacién lobular. Cuando estas lesiones estan
situadas profundamente en el parénquima, los focos aparecen esféri-
cos; cuando son superficiales tienen forma de conos de base pleural.
En el Gltimo caso la superficie pulmonar presenta zonas congestivas
circulares, que varian en didmetro, desde 2 mm. a 1 cm. o algo més;

c¢) Lesiones corticales, con la misma apariencia en la superficie
pulmonar que la descrita anteriormente; pero con la diferencia de
que, ‘en contadas ocasiones, en el centro del area hay un punto
hemorragico oscuro y, mucho mas frecuentemente, pequefias zonas
de necrosis de 1 a 2 mm. de didmetro. El color amarillo-grisiceo de
la lesién necrdtica contrasta notablemente con la base congestiva de

color rojo intenso.
6

2. Lesiones necréticas

Estas lesiones son lo mas a menudo puntiformes, variando en
color desde el amarillo al gris. Rara vez la necrosis es irregular y,
atin mas raramente, forma placas extensas hasta de 1 cm. cuadrado.
Cuando las necrosis ocupan el centro de 4reas congestivas cons-
tituyen las lesiones descritas en el parrafo 1,c).

3. Lesiones proliferativas

En los cobayos inoculados con cepas frescas de peste, si éstas
poseen cierta virulencia, las lesiones proliferativas no son frecuentes.
Pero, como se verd mas adelante, los animales que fueron inoculados
con cepas depositadas un afio en la refrigeradora, sin haber repicado
las siembras, mostraron un gran namero de lesiones nodulares del

pulmén, consistentes en formaciones esféricas o poliédricas, hasta

de 8 a 4 mm. de didmetro, duras, prominentes por debajo de la
serosa, dando al 6rgano un aspecto especial que puede verse en los
grabados 1y 2. El centro de estos nédulos presenta a menudo proce-
sos de necrosis y caseificacion. :
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Estas diversas lesiones pueden resumirse en dos procesos: uno—
fundamental—consiste en embolias microbianas, formadas por
grumos de P. pestis que se detienen mecénicamente a nivel de los
capilares. Si la cepa posee cierta virulencia, lo que se produce es un
proceso necrético. Si la virulencia no es muy grande, en torno a la
necrosis se desarrolla un proceso perinecrético defensivo, formandose
un nédulo en que hay proliferacién celular progresiva y a veces
infiltracién de polinucleados, en torno a una lesién, progresiva tam-
bién, pero lenta, de necrosis. A menudo las P. pestis que se en-
cuentran en estas lesiones noduladas, son capsuladas. La infiltracién
leucocitaria se traduce en fagocitosis del microorganismo por poli-
nucleados neutroéfilos, hecho que nunca sucede con cepas virulentas
de peste.

El segundo proceso es la congestion que rodea el irea necrética, o
la congestién focal pura. Ella generalmente revela una infeccién no
especifica asociada, las més de las veces de origen neumocéccico. La
neumonia lobar pestosa del cobayo es excepcional.

En cuanto a las lesiones de los ganglios pélvicos, o tal vez mas
propiamente, lumbares o lumboadrticos, debemos aclarar que no nos
referimos aqui a la leve reaccién inflamatoria ganglionar que suele
encontrarse en cobayos inoculados eon peste, tanto en ésta como
en otras regiones del cuerpo. La reaccién inflamatoria del ganglio
pélvico correspondiente al punto de inoculacion, es la excepeién con
las cepas brasilefias, p. €j.; porque, si bien es cierto que suele pre-
sentarse a veces una pequeifia hipertrofia, su contextura permanece
blanda y contiene rara vez abundantes P. pestis. Apenas un 2 por
ciento entre més de 1,000 cobayos inoculados con cepas brasilefias,
presentaron reaccién apreciable de los ganglios pélvico-lumbares y
esto cuando se trataba de cepas de poca virulencia. Tal vez no més
de 3 cobayos presentaron invasién total de la cadena de ganglios
lumbo-dorso-aérticos.

En los cobayos inoculados con cepas de peste ecuatoriana, en
cambio, la inflamacién de los ganglios pélvicos—generalmente uno
del lado del punto en que se hace la inoculacién, que cuando es sub-
cuténea se presenta en una de las extremidades posteriores—es casi
constante y facilmente visible y demostrable. - Se trata de verdaderos
bubones primarios de 2° orden, a veces mas hipertrofiados que los
ganglios inguinales del mismo lado, presentando aumento de volu-
men considerable—por lo menos de 1 cm. de didmetro mayor—
rodeados de tejidos hiperemiados o francamente hemorragicos, muy a
menudo con hemorragias o caseificacién del parénquima. La hiper-
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trofia de los ganglios pélvicos, o mejor dicho, del ganglio pélvico
correspondiente al lado de la inoculacién, se acompafia de inflama-
cién algo menor de los ganglios lumbo-adrticos, los cuales suelen
alcanzar hasta el tamafio de una arveja, o algo menos. Los otros
ganglios paravertebrales (dorso-aérticos, p. €j. ) pueden o no estar
comprometidos en este proceso.

A nivel de los ganglios pélvicos las lesiones congestivas son menos
frecuentes; pero la caseificacion es la regla. Comtnmente desde la
pelvis hasta el diafragma existe un verdadero rosario de ganglios
comprometidos en el proceso, en todos los cuales la cantidad de
P. pestis es enorme.

Las dos caracteristicas anatomopatologicas de las cepas de peste
ecuatoriana descritas, no dependen de una constitucién especial de
los cobayos de experimentacién, pues la inoculacion en ellos de cepas
extranjeras no provoca el mismo tipo de lesiones. Segin se vera en
otro sitio, ello depende de propiedades intrinsecas de las cepas de
peste de la regiéon interandina, y desde luego, podemos establecer
aqui que ambas caracteristicas, a saber: reaccién ganglionar pro-
funda y lesiones pulmonares, reconocen un mismo mecanismo fisio-
patolégico al que haremos mencién en otra parte,® cuando estudie-
mos la peste neumoénica experimental.

COMPORTAMIENTO DE LAS CEPAS DE PESTE ANDINA, SEGUN SU ORIGEN

En la Tabla 2 se puede observar que las cepas de microorganismos
pestosos estudiados, seglin su origen, se comportan en la forma si-
guiente: :

1. Murinas. Las cuatro cepas de peste de origen murino demos-
traron poseer una baja virulencia inicial. En la cepa R3, aumenta
dicha propiedad desde el 7° al 16° y Gltimo pase. La cepa R1 también
produce mayores signos patologicos post mortem en los dos tltimos
pases.

Mientras las cepas murinas conservan su baja virulencia, las
lesiones no se diferencian de las producidas por cepas atenuadas de

otro origen; mas, tan pronto la virulencia se exalta, se observa que—-

aparte de las lesiones comunes a la peste—aparece con frecuencia
constante una acentuada reaccién inflamatoria de los ganglios
pélvicos, de la cadena ganglionar lumbo-aértica y de los pulmones.

2. Piilidas. Las dos cepas pestosas procedentes de pulgas, de baja
virulencia inicial, al ser pasadas por series de cobayos tendieron a

6. A. Macchiavello y D. Uriguen, “Peste pneuménica experimental.” (En preparacién.)
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perder atin més esta cualidad, fenémeno cuya posible explicacién ha
sido considerada en otro sitio.” La reaccién patolégica de los ganglios
pélvicos y pulmones fué minima; pero en los pases 3° y 4° de la cepa

" proveniente de X. cheopis, hubo concomitancia de ambos tipos de

lesiones.

3. Humanas. Con 13 cepas pestosas de origen humano se hicieron
85 pases en 90 cobayos. Ocho de estas cepas, desde su obtencién, se
mostraron virulentas (H-15 a H-19, H-25, H-35 y H-39); cuatro
(H-6, H-10, H-14 y H-34) alcanzaron tanta virulencia como la que
ordinariamente presentan las cepas de peste virulenta, después de.
pases seriados por cobayos. La‘cepa H-11 conservé siempre una
virulencia baja. En todo caso debemos observar que las cepas
ecuatorianas andinas recién aisladas rara vez poseen el mismo grado'
de virulencia que las cepas consideradas virulentas en la India, p. €j.

Separando el total de los cobayos utilizados para pases en serie,
en dos grupos, a saber: (1) cobayos que en sus lesiones anatomo-
patolégicas post mortem, presentan una infeccién atenuada, y (2)
cobayos con signos patoldgicos de peste de virulencia corriente,
hemos confeccionado la Tabla 3, en la que se muestra la frecuencia
que en cada grupo tienen las lesiones pestosas de los ganglios pélvicos
y de los pulmones.

Resumiendo en conjunto la experimentacién con todas las cepas
ecuatorianas andinas de P. pestis, segiin se expone en la Tabla 3, se .
deduce: (1) que las cepas recién aisladas son muy a menudo de baja
virulencia, sobre todo las de origen murino y ptlido; (2) que a través
de pases seriados por cobayos, generalmente se exalta su virulencia,
aunque sin llegar al grado de lo que se considera normal en cepas
pestosas extranjeras; (8) que tanto estas cepas de virulencia exaltada
artificialmente, como las virulentas desde el momento en que se las
aisla, son capaces de provocar lesiones en los ganglios pélvicos y
en los pulmones, con frecuencia mucho maés corriente que las que se
suelen describir en los tratados especiales sobre esta materia.

Como pudiera objetarsenos que para determinar con exactitud los
grados de virulencia seria necesario utilizar procedimientos mas
precisos (métodos de titulacién hoy dia en uso), debemos aclarar
que, con este objeto, hemos seguido siempre en nuestras investiga-
ciones de laboratorio métodos técnicos sujetos a normas fijas, y asi
hemos considerado como “avirulentas” las cepas que no producen

7. A. Macchiavello, Comportamiento experimental de cepas de
8 peste aisladas en el nordeste
brasilesio (Washington, D. C.: Pan Amencan Sanitary Bureau, Pub. 165, 1941).
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lesiones en el cobayo; “poco virulentas,” las que permiten sobrevivir
mas de seis dias al animal después de la inoculacién y no provocan la
sintomatologia ni las lesiones patolégicas tipicas; ‘“‘virulentas,” las
que las provocan; e “hipervirulentas” las que matan al cobayo tras
una infeccién pestosa” sobreaguda. Este somero criterio nos ha
bastado para apreciar el grado de virulencia, suficiente, no obstante,
para la finalidad que perseguimos en este trabajo. Bien se nos al-
canza que el concepto de virulencia respecto a la P. pestis necesita
ser revisado y a ello hemos de referirnos extensamente mas adelante
en otra comunicacion.?

ESTABILIDAD DE LAS CARACTERISTICAS PATOLOGICAS QUE PROVOCAN
EN EL COBAYO LAS CEPAS DE Pasteurella pestis DEL ECUADOR
ANDINO :

Lo interesante ahora en nuestra investigacién es saber si estas
caracteristicas de las cepas de peste andina corresponden a condi-
ciones accidentales, o si son inherentes a la biologia o a la constitucién
intrinseca de los microorganismos. Las siguientes observaciones
parecen aportar una respuesta a este problema.

Los cultivos originales—es decir, los obtenidos directamente de
pus ganglionar de enfermos pestosos, o de las visceras del primer
‘cobayo inoculado con dicho material, o de las visceras de ratas

pestosas—fueron conservados, sellados a la lampara (y, por lo tanto, -

sin repicar) en la refrigerédora, a una temperatura oscilante entre
0° y 5° C, durante el tiempo que se indica en la Tabla 4. En esta
tabla se dan ademas detalles sobre la composicién del medio de
cultivo empleado y de los hallazgos necrépsicos encontrados en los
cobayos inoculados con dichos cultivos, anotando especialmente las
lesiones de los ganglios pélvicos y de los pulmones.

Resumiendo los datos recopilados en la Tabla 4, vemos que 10 de
los cultivos originales, después de un afio, mas o menos, de perma-
nencia en la refrigeradora, habian perdido su virulencia, atin cuando
la recuperaron ficilmente en los subcultivos (Cepas H-14, H-15,
H-18, H-19, H-34, H-35, H-40, H-41 y H-44); una cepa (H-48), a
pesar de ser aiin virulenta, no provoco lesiones en los ganglios
pélvicos ni en los pulmones; dos cepas (H-16 y H-25) provocaron
solamente lesiones en los primeros, y cinco (R-2, R-3, H-17, H-39 y
H-42) produjeron lesiones tanto en los ganglios como en el pulmoén.

O lo que es lo mismo: independientemente de la virulencia original,

8. A. Macchiavello y D. Urigiien, op. cit. (6).
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muchos cultivos, precisamente los méas virulentos, habfan perdido,
por lo general, esta propiedad. Otros cultivos habian conservado una
virulencia atenuada, mas en estos casos las lesiones pulmonares y
ganglionares pélvicas que provocaban, conservaban su tipo y frecuen-
cia. Entre 8 cepas, 7 (87.5%) produjeron lesiones en los ganglios y
5, entre 8 (62.59%), en los pulmones. "

Las lesiones pulmonares fueron bastante mas acentuadas que con
las cepas originales, predominando las del tipo nodular, lo que a
nuestro entender indica una disminucién de la virulencia, ya que el
nédulo es la resultante de un proceso defensivo del organismo en
torno a la necrosis, que es el proceso fundamental originado por la
actividad metabélica de la P. pestis en ese 6rgano.

Al cabo de dos afios, aproximadamente, con otro ntiimero de culti-
vos originales de las mismas cepas, conservadas en la refrigeradora
en las mismas condiciones ya descritas, inoculamos otro lote de
cobayos obteniendo los resultados que se anotan en la Tabla 5. Del
anélisis.de dicha Tabla se desprende que la virulencia de las P. pestis
habia disminuido atin m4s en comparacién con lo ocurrido anterior-
mente, y esa disminucién de virulencia se acompaifié6 de una menor
frecuencia e intensidad de las lesiones pulmonares, aunque todavia
persisti6 un cierto ntiimero de lesiones bien definidas de los ganglios
pélvicos. La menor virulencia no sélo puede apreciarse en estos
hechos, sino en el aspecto general del cuadro necrépsico. En efecto,
las lesiones del bazo, p. €j., dejaron de ser necréticas puntiformes,
para convertirse en nodulares, y, en los mas de los casos, hubo
ausencia de toda lesién pestosa tipica, si bien las P. pestis abundaron
en los frotes del 6rgano. La morfologia de estos microorganismos
result6 de lo més extrafia, encontrandose formas de involucién de la
mas variada morfologia, signo adicional de atenuacién de la viru-
lencia. :

Pensamos entonces que podriamos obtener ‘experimentalmente la
reproduccién de estos hallazgos y constataciones, siempre que al
aumentar por métodos artificiales la virulencia de las cepas, pudié-
semos hacer revertir los procesos descritos. Para ello tomamos las
P. pestis obtenidas en cultivos de érganos de los cobayos del dltimo
lote, y los inoculamos en serie, de cobayo a cobayo, en la misma forma
y obtuvimos los resultados que se resumen en la Tabla 6. El analisis
de esta Tabla nos ensefia lo siguiente:

1) Los cobayos inoculades directamente con los cultivos pre-

-sentaron en este primer pase lesiones en los ganglios pélvicos provo-
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cadas por sélo 3 de las 10 cepas investigadas, no coexistiendo en
ningtin easo lesién pulmonar. : :

2) La exaltacién del poder invasor se produjo con mayor o menor
rapidez, comenzando a los pocos pases a observarse la invasién de
los ganglios pélvicos; pero, por lo general, fueron necesarios mas de
3 0 4 pases para que aparecieran lesiones pulmonares, signo in-
equivoco de mayor exaltacién virulenta. :

3) Entre el ntimero total de pases verificados, 28 por ciento de los
cobayos inoculados resultaron negativos (la mayoria en los primeros
pases), sin presentar lesiones ganglionares ni pulmonares.

4) Otro 28 por ciento de los mismos cobayos, entre el ntimero
total de pases, presentaron lesiones de los ganglios pélvicos sola-
mente, y 8 por ciento de los pulmones. En los cuatro animales co-
rrespondientes al ltimo grupo, las infecciones (neumonia y embolia,
pestosas) pudieron haber llegado por via hemética y no linfatica. En
36 por ciento de los cobayos las lesiones pélvicas se acompafiaron de
lesiones pulmonares, siendo éstas muy intensas en més de la mitad
de los casos.

5) Las lesiones ganglio-pulmonares fueron mas frecuentes en los
altimos pases verificados.

6) En conjunto se puede hacer el siguiente resumen :

: Porcentaje del Porcentaje
Total total de cobayos de cobayos con

1noculados lesiones
Cobayos inoculados 50
1) Sin lesiones ganglio-pulmonares 14 28
Con lesiones de los ganglios pélvi-
cos 0 pulmonares, o ambas a la
vez 36 72
2) Total con lesiones de los ganglios ;
pélvicos 5 32 64 88.9
Total con lesiones pulmonares 22 44 61.1
8) Con lesiones de los ganglios pélvi-
cos Unicamente 14 28 38.9
Con lesiones pulmonares tnica-
mente 4 8 11.1
Con ambos tipos de lesiones 18 36 50.0

De lo expuesto puede concluirse :

1) Que, en su mayoria, las cepas que habian perdido casi total-
mente la virulencia, fueron capaces de Fecuperarla mediante pases
seriados a través de cobayos.
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2) Que con la pérdida de la virulencia no sOlo habia disminuido 1a
toxicidad inicial de las cepas, ya baja de por sf, sino que también se
habia operado un descenso del poder invasor, demostrable por la
disminucién de las lesiones de los ganglios pélvicos y pulmones.

3) Que con la recuperacién de la virulencia las cepas volvieron
ser capaces de producir este tipo de lesiones; y

4) Que los pases seriados a través del cobayo no lograron exaltar
la virulencia més all del limite inicial.

Ahora bien, no pudiéndose conseguir la exaltacién de esa pro-
piedad para producir asi cepas de tal potencia téxica que mataran a

~ los cobayos en un corto espacio de tiempo antes de la formacién de

lesiones pulmonares, nos era imposible comprobar nuestra suposicién
de que dichas lesiones se producen entre ciertos limites de virulencia:
ni muy bajos (capaces de anular el poder invasor), ni muy altos
(exaltado al méaximo el poder toéxico para determinar la muerte
precoz del cobayo). .

Observaciones anteriores nos permiten confirmar las experiencias
de ciertos autores,’ en el sentido de que los pases seriados por ani-
males susceptibles no logran exaltar la virulencia de ciertas cepas de
peste mis all4 de un cierto limite. Nosotros creemos que si se logra
tal objetivo, el resultado favorable puede significar que en el mo-
mento del aislamiento la cepa ya habia experimentado una de-
gradacion espontéanea, reversible.

Y si esto resultase cierto, podria significar que la peste andina
tiene una constitucién antigénica incompatible con un grado mayor
de virulencia que el que hemos encontrado; o sea, que su naturaleza
intrinseca sélo le permite llegar a un méximo de poder invasor, pero
nunca adquirir una elevada toxicidad, y esto concuerda con los
datos que nos proporcionan la epidemiologfa, sus manifestaciones
patolégicas y su neumotropismo comprobado y persistente.

Asi se comprende que aunque la P. pestis andina no pueda ad-
quirir mayor poder de invasién del que ya tiene, la virulencia de la
infeccién no sea muy elevada, pues su moderado poder téxico im-
prime un sello de benignidad relativa a sus manifestaciones patolégi-

cas.

La variacién—mayor o menor—de la toxicidad de estas cepas
oscila entre limites muy estrechos, al paso que las variacionts del
poder de invasién—Ilas que caracterizan en conjunto su virulencia—

9. A. Yersin, A. Calmette, Y Borrel, “La peste bubonique,” Ann.Inst.Pasteur, 9:589-592,

. 1895,

W. Kolle y E. Martini, “Ueber Pest,” Deutsche med.Wehnschr., 28:1, 1902.
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pueden ser muy amplias. Pero, como, a pesar de su amplitud, no se
pueden apreciar objetivamente, esto es, medirlas en el tiempo—dfas
de supervivencia de los cobayos inoculados experimentalmente—,
siempre queda la impresién de que las cepas andinas son poco
virulentas, no obstante su grande o pequefio poder invasor.

Ahora bien, parece ser que este elevado poder invasor unido a una
baja toxicidad son cualidades caracteristicas y permanentes de
estas cepas andinas, lo que les permite producir el tipo especial de
lesiones descritas, las cuales no se producirfan si el microorganismo
poseyese estas cualidades en distinta proporcién. ‘

Asi se explica que estas cepas, por més pases que hagan esponta-
neamente en la naturaleza, de uno a otro animal susceptible—rata,
cobayo u hombre—, la peste andina persiste en su caracteristica
afinidad por el pulmén, cualidad que probablemente hubiera perdido
de haber logrado en forma esponténea exaltar ambas propiedades de
la virulencia a un mismo tiempo y a un alto nivel. En cuanto a si
las caracteristicas que hemos atribuido como propias de las cepas de
peste andina, son estables o0 meramente transitorias, nosotros esta-
mos convencidos de su estabilidad. Esto puede apreciarse mejor en
la Tabla 7, en que se compara la frecuencia de las lesiones de los
ganglios pélvicos con las de los pulmones, en las tres series de cobayos
que utilizamos en este estudio.

En las series 1* y 3 concuerdan los porcentajes de lesiones obteni-
das. La serie 2* aparece con porcentajes menos elevados, pero
pronto se echa de ver que esta setie no puede compararse con las
otras: a) porque representa apenas el primer pase de los cultivos
conservados durante un afio en la refrigeradora y b), porque en ella
estan incluidas 9 cepas que resultaron inocuas para los cobayos a
quienes se inocularon.

Si se hubieran realizado pases en serie con las cepas de este grupo,
posiblemente los porcentajes habrian sido mas elevados, ya que asi
parece indicarlo la muy elevada frecuencia de este tipo de lesiones
en los cobayos positivos (Véanse, ‘en la Tabla 7, los niimeros entre
paréntesis debajo de las cifras correspondientes a la 2° serie).

Asi pues, en conclusién, la produccién de los dos tipos de lesiones
descritos parece ser una cualidad intrinseca permanente y efectiva
de las cepas de peste andina.

CONSIDERACIONES

Del conjunto de los experimentos descritos se desprende que la
propiedad que poseen las cepas pestosas andinas del Ecuador de

E
.
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producir en el cobayo lesiones més acentuadas de los pulmones y de
los ganglios pélvicos que las cepas extranjeras de peste, es inherente
al microorganismo y se relaciona con su virulencia. En otras pala-
bras, cuando la virulencia de estas cepas flucttia entre ciertos limites
son capaces de provocar dichas lesiones patologicas. g

Pero lo que resulta cierto para las cepas de peste ecuatoriana, no
lo es para cepas extranjeras, de manera que el simple cambio en el
grado de esta propiedad no explica por si todo el fenémeno. En
nuestra opinién, la diferencia reside en una distinta constitucién
antigénica de las cepas de peste andina, constitucién que gobierna
sus propiedades y caracteristicas biolégicas. La variacién de estas
cualidades antigénicas especiales conlleva manifestaciones diferentes
a las que se observan comtinmente en las cepas extranjeras, cuando
éstas sufren variaciones similares.

En primer término, queremos aclarar la aseveracién que hemos
hecho de que las cepas de peste andina son menos virulentas que las
cepas extranjeras. En efecto, segin las observaciones epidemiolégi-
cas indican, a) en la Sierra ecuatoriana los casos humanos de peste
son mas benignos; b) en estos enfermos son frecuentes las localiza-
ciones en los ganglios cervicales, lo que, a nuestro juicio, es signo
de baja virulencia;! c) en estos ganglios los signos congestivos e in-
flamatorios son minimos; d) atin cuando adquieran gran tamaifio no
siempre tienden a la supuracién, estando el pus formado principal-
mente por polinucleados neutréfilos en los cuales se' encuentran
abundantes P. pestis fagocitadas; e) las P. pestis aisladas de estos
ganglios son poco virulentas para el cobayo; f) las cepas de peste
aisladas en roedores son también de virulencia rélativamente baja,
ete.

En otro sitio hemos dicho que en la zona rural andina los indios
suelen tener crianzas domésticas de cobayos que utilizan en su ali-
mentaci6n, y con frecuencia sucede que el primer indicio de peste sea
la muerte de estos roedores, sobreviniendo en dias sucesivos, entre
una semana y un mes, después de comenzada la epizootia. Ahora
bien, cuando la peste humana va precedida de mortalidad pestosa
entre los cobayos, es mucho mas grave y letal que cuando los casos
humanos aparecen sin conexién con epizootia previa entre dichos
roedores.!!

10. A. Macchiavello, La ingua de frfo, o fiebre de carozo, es una forma de peste ambulatoria

. (Washington, D. C.: Pan American Sanitary Bureau, Pub. 165, 1941).

11. A. Macchiavello, “Epidemiologia de la Peste en el Ecuador con especial referencia a la
zona interandina,” Bol.Soc.Med.Quir.del Guayas (en prensa).
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La. explicacién posible de estos fenémenos podria ser la siguiente:

1) Los reservorios naturales de la peste rural son las pulgas, en las
cuales, seglin observaciones de George y Webster y nuestras,!? la
P. pestis sufre una atenuaciéon progresiva de la virulencia.

2) Al comienzo de la estacién lluviosa, las ratas campestres in-
vaden las viviendas campesinas, distribuyéndose en pequefios
ntcleos, y, al ponerse en contacto con pulgas infectadas, se contagian
de peste, brotando entonces pequefias epizootias domésticas, que las
més de las veces pasan ocultas y desapercibidas para el hombre.1?

3) Por escasez de animales susceptibles, la epizootia se desvanece
prontamente sin que el virus haya alcanzado gran exaltacién, pues el
ntimero de pases sucesivos de rata a rata puede haber sido insufi-
ciente.

4) A virtud de las condiciones climiticas y por quedarse las
pulgas confinadas en los nidos y cuevas de ratas, los casos humanos
resultan meros accidentes, presentdndose, por lo general, aislados.
La levedad de estos casos indica justamente la moderada virulencia
de la infeccién.

Ahora bien, cuando por casualidad la epizootia pestosa, después de
exterminar la poblacién murina, se entretiene en animales tan ex-
traordinariamente sensibles a esta infeccién como son los conejillos
de Indias, las posibilidades de que se exalte la virulencia son mucho
mayores, y de ahi que los casos humanos que ocurran después sean
mas graves y la mortalidad mas elevada.

La experiencia nos ensefia que la peste relativamente atenuada de
la regién andina produce més frecuentemente brotes de forma neu-
moénica, como lo hace notar Saenz Veral® comparando la incidencia
de neumonia pestosa entre el Litoral y la de la Sierra ecuatoriana.
En -Guayaquil, por ejemplo, la neumonia pestosa es una excepeién.
Por otra parte, la posibilidad de que la peste pase de rata a rata en
largas series, hasta adquirir una notable exaltacién de la virulencia,
es la regla, dada la abundancia y distribucién de la poblacién murina
en esa region. _ :

En resumen: si todo esto sirve para explicar la poca gravedad de

12. P. V. George y W. J. Webster, “Plague Inquiry in Cumbum Valley, South India,”
Indian J. M. Research, 22:77-104, 1934.

A. Macchiavello, H. Paracampos y C. Arcoverde, La pulga, reservorio rural de la peste del
N.E.del Brasil (Washington, D. C.: Pan American Sanitary Bureau, Pub. 165, 1941).

13. A. Macchiavello, “Peste en Ecuador,” Am.J.Pub.Health. (En prensa.)

14. A. Macchiavello, 0p. cit. (11). &

15. C. Saenz Vera, “Breves observaciones sobre neumonia pestosa en Ecuador,” Bol.Oficina
Sanitaria P teana, 20:11-17, 1941.
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los casos de peste humana en la Sierra, no explica, en cambio, el
porqué de la frecuencia de neumonia pestosa, a menos de aceptar que
ésta sea precisamente una consecuencia de la forma atenuada de
peste, lo cual parece estar en contradiccién con lo comprobado en
otros paises como en el Brasil, en que la peste rural se presenta con
frecuencia en forma atenuada, sin dar lugar a complicaciones neu-
monicas secundarias, de las que se originan a su vez epidemias de
neumonia primaria. |

Estudiando cuidadosamente la morfologia de las colonias de
P. pestis aisladas en la regién andina, se comprueba que, casi sin
‘excepcion, corresponden a la variante lisa S, rara vez descrita en la
bibliografia sobre esta materia, pues la tendencia actual es aceptar
la afirmacién de Schiitze de que la P. pestis sblo se conoce en su
forma R.1¢ :

Nuestras observaciones, que seran publicadas en otra ocasién,
permiten establecer que esta morfologia lisa corresponde a una par-
ticular constitucién antigénica de las cepas de peste andina. Ahora
bien, creemos que con esta particular constitucién antigénica deben
relacionarse las caracteristicas patolégicas experimentales de la
peste que dichas cepas producen en el cobayo, econforme las hemos
descrito; pero, para poder comprender esta aseveracion, es necesario
discutir previamente qué debe entenderse por virulencia de una cepa
de peste y cémo deben interpretarse las lesiones que provoca en los
animales de experimentacion. ,

Muchos autores consideran la virulencia como la capacidad para
invadir los tejidos de un determinado hiiesped. Topley y Wilson
(p4g. 791),% llaman la atencién sobre la necesidad de no confundir
este poder de invasién con la virulencia; porque, en tal caso, los
microorganismos que obran por intermedio de sus toxinas, como el
bacilo diftérico, no podrian ser clasificados como virulentos. Viru-
lencia seria la cualidad que hace patégena una especie microbiana
para un determinado hitiesped, independientemente del mecanismo
determinante de esta patogenicidad, pudiendo en algunos casos
predominar el poder invasor y, en otros, el poder toxigénico.

El poder de invasién de una especie microbiana puede ser la
resultante de efectos mecénicos, méas que de la dispersién activa del
propio microorganismo invasor. En la peste, p. ej., el virus se

16. H. Schutze, “Studies on P. pestis antigens as prophylactic agents,” Brit.J.Exper.Path.
20:235-244, 1939.
17. A. Macchiavello, “Constitucién antigénica de la P. pestis.” (En prensa.)
"18. W. W. C. Topley y G. S. Wilson, The Principles of Bacteriology and Immunity, 2d ed.,
(Baltimore: Williams and Wilkins, 1937).

1)
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desplaza por el sistema linfatico, posiblemente como si estuviese
constituido por particulas inertes, y luego invade el sistema sangui-
neo a favor de la permeabilidad de los vasos y de la alta presion del
liquido intraganglionar. En los linfaticos contintia su lento avance
por la misma vis a tergo que moviliza la linfa.

Las lesiones de las paredes vasculares que favorecen su per-
meabilizacién, son de origen toxico. Pero no poseyendo la P. pestis
una exotoxina, toda accién local requiere la presencia previa del
microorganismo y su desintegracion liberadora de la endotoxina. En
ciertos 6rganos prodicese una respuesta a la presencia‘del microor-
ganismo y de la endotoxina que éste libera; en otros, la presencia del
microorganismo no provoca directamente lesién alguna y sélo se
observan entonces lesiones toxicas. :

De lo dicho parece desprenderse a primera vista que la virulencia

" de la P. pestis pudiera depender en esencia de su poder de invasion,
y esta presuncion es cierta, pues es un hecho comprobado que las
cepas de pestis minor o de ingua de frio brasilefia, aunque incapaces
de invadir el organismo del hitesped, determinan lesiones gan-
glionares circunscritas, sin gran repercusion sobre el estado general.
Pero he aqui que cepas de peste de pequefio o grande poder invasor
pueden a su vez poseer endotoxinas potentes o, por el contrario,
inactivas, o casi inactivas, de manera que en tltimo término, el pre-
dominio de una u otra de estas cualidades es lo que determina su
virulencia. Asi pues, teéricamente, pueden obtenerse cepas toxi-
génicas (endo-toxinas) e invasivas; cepas toxigénicas, pero no in-
vasivas; cepas invasivas, pero no toxigénicas, y cepas totalmente
avirulentas, privadas de poder de invasién y toxigenicidad.

Ahora bien, ninguna cepa que posea una de ambas cualidades,
est4 totalmente privada de la otra y los grados intermedios son in-
contables. En el caso de las cepas ecuatorianas andinas la peste
corresponde al tipo invasor, con escaso poder toxigénico.

De ambas cualidades descritas, al efecto téxico debe imputarse
su mayor accién deletérea; de manera que una cepa grandemente
invasiva, pero atoxica, no provoca la muerte del ser que la alberga.
En este caso dicha cepa se considera avirulenta, aunque la pasteurela
pueda aislarse en las visceras y en la sangre. Esto no solo indica la
inconveniencia de describir la virulencia como dependiente del poder
de invasién, sino también que las pasteurelas avirulentas circulan en
el organismo, méas que como elementos vivos como particulas

inertes, y en este caso su paradero finl depende de la fagocitosis, a.

la que queda sujeta toda cepa de peste invasora de los tejidos que no
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posea una .endotoxina capaz de desarrollar un tropismo i
Ia destruccién de los fagocitos. o
I.dSegun ’,vgremos. en otra parte, creemos que, ligadas a estas cua
clo I?S(i(;s;utc(;)’ncas (;.nfv:ftsora]; de las bacterias, existe una determinadaj
‘ on antigénica. Baste decir ahora
an(.i}na del .Ecuador son lisas, y que nosotros 21111:01111?:51?1?(:: Sux(li: cpeSte
!acmn positiva entre esta morfologia, sus particulares cualidoje-
Invasoras y su endotoxicidad menor que las de las ce -
s pas corrientes
COI{;:;OScePafs i)o(;:o t()xiclas permiten que la supervivencia de los
ob: Infectados sea larga. Las cepas muy i i
rdapidamente los ganglios profundos yIl)as vichr;Isl.V f;n‘l?f)eizzz(i){uzzn
escasas endotoxinas favorece la lentitud de la necrosis y la for cu i
de lesiones patolégicas proliferativas por acumulacién de elemacmn
ce’l.ulares defensivos, incluso leucocitos. polinucleados neutr(')ﬁlmentoS
evidente actividad fagocitésica. La posibilidad de que la POS’ c?l
alcance’los pulmor}es partiendo de los ganglios para-a(')rtic-osp &:‘iz
pfande s6lo de una simple ley de probabilidades, todo ello inﬁuid(’) or
diversos factores, como son, la rapidez de la invasién, la resistenp'
de las barreras ganglionares, la supervivencia del anima:l ete =
En resumen: la patogenicidad tipica de las cepas ,ecua.tt i
andinas depende de la constitucién intrinseca de los mi i
A e. tucié S microorganismos
aislados en esa region, constitucién que determina su biologia y ésta
g:;li(fiiistsu comporfiam,ignto definitivo. Este comportamiento se
A a en una elevada potencia invasora y u fi
toxico, .lo que permite la aparicién de lesionesyextltlenI::slu(;:1 (1)11? (;('ier
fleterl?nnado en las visceras, incluso en el pulmén, érgano que por it
:invadldo tardiamtsnte, se encuentra indemne en los casos corfienig:
azt;;:ste q}llle ocasionan l'a muerte a los animales de experimentacién
S que hayan tenido tiempo de formarse dichas lesiones
mPc;r I.I}edlo de hemoqultivos seriados en los cobayos b:atjo experi-
def;lll) lig(;lo:ilé Il)sdi(;lsosl al.s’lar la pas:ceurela de la peste pocas horas
- Inoculacién subcuténea. El cilculo de la potencia
) endotoxinas) de estas cepas nos demuestra que es de 50 a 200
veces me’n.OI-' que en las cepas extranjeras virulentas.
El analisis del tltimo experimento (reversién de las cepas a la

-virulencia primiti imiti
primitiva, o mayor que la primitiva) pareceria indicar

ue las lesi ‘ i élvi
gien " l:sllon.e’s de los .ganghos pélvicos y de los pulmones estAn mas
o e a;:lon con 01e.rto y determinado grado de virulencia. Esto
» €N etecto, ocurrir con las cepas corrientes de peste, en que la

'virulencia i
cla crece o decrece segiin aumentan o disminuyen paralela-
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mente las dos cualidades—invasividad y toxigenicidad—que la
integran. Al aumentar la virulencia por toxigenicidad aumentada
produciriase la defuncién precoz de los cobayos, disminuyendo, por
tanto, el azar de que se formen lesiones pulmonares, las cuales,
como hemos visto, son de produccién tardia. Al disminuir la viru-
lencia, la pasteurela perderia su poder téxico y de invasion, de
manera que, atin sobreviviendo el animal largo tiempo a la infeccion,
el microorganismo careceria de capacidad para colonizar el pulmén
u otros tejidos u 6rganos profundos.

Justamente lo contrario de lo que sucede con las cepas de peste
aisladas en el Ecuador andino, en que la disociacién de las cualidades
integrantes de la virulencia y la disociacién en las variaciones de
éstas—en sentido positivo o negativo—crean un tipo patolégico que
depende principalmente del caracter invasor de la cepa y, antes que
nada, del grado cuantitativo de esta propiedad eventual.

Lo expuesto anteriormente confirma nuestro aserto de que las
cepas ecuatorianas andinas poseen propiedades diferentes de las
cepas pestosas de otros paises, aunque no se pueda definir con
exactitud cuél es la causa primaria de estas diferencias, problema,
este tltimo, que habremos de hacer objeto de una préxima comunica-

cién.?
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CONCLUSIONES

En el cobayo inoculado experimentalmente, las cepas de peste
andina del Ecuador producen dos tipos de lesiones interdependientes,
que aparecen con frecuencia no acostumbrada a lo observado con las
cepas de otros paises: 1) intensa invasion infecciosa de los ganglios
pélvico-adrticos; 2) lesiones pulmonares, especialmente necréticas.
Estas lesiones se deben a que dichas cepas andinas poseen un gran

* poder invasor y un poder téxico relativamente pequefio.
Pudiera ser que la mayor o menor intensidad entre ambas cuali-
dades de la virulencia sea el resultado de la constitucién antigénica
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29-1-41
17-1-41
2-4—41
4-4-41
6—4—41
31-3-41
8-4-41
27-4-41
9-6-41
9-6-41
9-6-41
1041

19. A. Macchiavello y D. Uriguen, op. cit. (6).

Rattus rattus
Ganglio
epa proce

Subcut
Cepa procedente de pulgas

P
H=—C

1

NN WOOCO—~F 150 1~
ja=f-4-¥

A AR AT T i e

? = Dato desconocido

Perc.
R=C

signacy

xR
<
=

H 438

SBBET
s)=nfenfanfen

Abreviaturas:
R.r
g
S.c

‘De
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