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Tuberculosis Experimental (,,

No tengo pretensién de decir ni siquiera someramente, todo 1o
que debiera, para corresponder al titulo del tema asignado. —Tampoco
haré un recorrido bibliografico ordenado de los trabajos experimen-
tales, que han terminado con la comprobacién de hechos, cuyo enca-
denamiento ha tenido como resultado aplicaciones de indiscutible
valor para la medicina practica, con los beneficios consiguientes para
la salud publica. Sélo me ocuparé de algunos puntos de la bacteriolo-
gia experimental de la tuberculosis, a la que he dedicado la mayor
parte de mis afios de laboratorio, razén por la que me he sentido obli-
oado a aceptar el honor que ha querido dispensarme el Comité Eje-

-eutivo de este Congreso presidido por el distinguido tisiélogo y amigo
Doctor Lépez Bonilla.

Y al traer al recuerdo mis afios de laboratorio dedicados a la
bacteriologia de la tuberculosis —a los que tan amablemente se ha
referido esta mafiana el Profesor Sayago— quiero en esta oportunidad
citar especialmente aquellos que tan a mi satisfaccién pasara en el
primer Instituto de Tisiologia del pais, que creara y dirigiera dicho
profesor mediante un convenio entre la Sociedad Transito Céaceres de
Allende que presidiera la Sefiora Amelia Lépez de Ferndndez y la
Universidad Nacional de Cérdoba, dirigida por el doctor Sofanor No-
villo Corvaldn. —En aquél Instituto, tuve todos los elementos de tra-
bajo que necesitaba en la oportunidad, mas un grupo de decididos
colaboradores y en el Profesor Sayago, un director cuya comprensién

(1) En el afio 1951 se realiz6, en Rosario de Santa Fe, el Tercer Congreso
Argentino de Tisiologia, al que asis‘ié el Seiior Académico Dr. Andrés
R. Arena, presentando un estudio sobre ‘“Tuberculosis Experimental’.
En la sesién de la Academia, del 21 de noviembre de 1951, el Dr. Arena
hizo una exposicién respecto de dicho Congreso y sobre el trabajo pre-

sentzr)io, que ahora se publica in extenso. (Nota de la Secretaria Ge-
neral).
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hizo que gestionara para cada uno la situaciéon que correspondia en
un organismo en creacion, lo que permitio que todos trabajaran con
dedicacion exclusiva ¥ con entusiasmo.

Por razones ajenas a mi voluntad tuve que dejar Cérdoba y cn
Buenos Aires ingresé, a mi solicitud, en la Citedra de Clinica y Pato-
Jogia de la Tuberculosis, encontrando en el Profesor Raul A. Vaccarez-
za al correcto caballero y amigo, que también me brindara todo lo que
estuvo a su alcance para la mejor realizacion de nuestras tareas.

Esta digresion, que para mi es apareute, por ¢udnto lo que acabo

de decir tiene relacién con la tuberculosis experimental en nuestro
pais, lleva el fin de mi agradecimiento personal, como asi también del
reconocimiento que todos debemos a los Profesores Sayago y Vac-
carezza por el apoyo decidido y entusiasta que han prestado y siguen
prestando a la investigacion de la bacteriologia de la tuberculosis.

Influencia de los experimentos de Villemin sobre el descubrimento del
bacilo de la tuberculosis.

La diversidad de resultados obtenidos por aquellos experimenta-
dores que inspirados en la doctrina de Pasteur, encaminaban sus his-
quedas hacia el descubrimiento del elemento animado como causa es-
pecifica de la tuberculosis, lo explicaron después las particularves ca-
racteristicas del agente microbiano causante de la enfermedad. Carac-
teristicas que hoy sélo conocemos en parte v que seguramente lo que
se ignora es aiin mas de lo que se sabe.

Lia presuncion de la existencia del agente especifico de la tubercu-
losis que se tuvo mucho tiempo antes de su descubrimiento, fué in-
discutiblemente consolidada por la prueba fundamental de Villemin
(1865), que aparecié precisamente en momentos en que Virchow y sus
colaboradores con sus prolijos estudios andtomo-patolégicos, hacian pe-
ligrar la causa defendida por el genial lLaenec. Los experimentos del
profesor de Val de Grace demostraron que era una sola la causa
de los diferentes cuadros anatomos patoldgicos de la tuberculosis,
tanto para el hombre como para los animales, especialmente para los
hovinos, cuyas lesiones caracteristicas, habian sido rechazadas termi-
vantemente por Virchow como correspondientes a dicha enfermedad.
Me refiero a las designadas después con ¢l nombre de tuberculosis
perlada.

Mientras otros investigadores iban comprobando la doctrina de
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Villemin sobre la inoculabilidad y virulencia del material proveniente
e distintas formas de tuberculosis, los opositores multiplicaban sus
actividades para demostrar que en un terreno favorable, cualquier
causa podia determinar lesiones semejantes, las que se podian conse-
guir hasta con la inyeceion endovenosa de finos triturados de piezas
anatomicas conservadas en alcohol. Sostenian asi, estos investigado-
res las conclusiones a gue arribara Cruvehlier, cuando afirmaba que
la enfermedad nada tenia de especifico ¥ que se podia reproducir en
perros con la inyeceion intra-traqueal o endovenosa de mercurio.

La constancia y clarividencia de Villemin, hizo que nuevos ex-
perimentos le dieran el convencimiento de que la tuberculosis era pro-
ducida por un elemento invisible vehiculizado por la materia tubercu-
losa, como la llamara Laenec¢, y que los adelantos de la téenica mi-
croscopica facilitaria su descubrimiento.

Entre los que comprobaron los experimentos de Villemin figura-
ba C(‘onheim, inicialmente opositor v que después con Salomonsen,
mediante la inoculacion en la camara anterior del ojo del conejo,
tuvo resultados tan demostrativos en favor de la inoculahilidad ¥
virulencia del material proveniente, yva de tuberculosis pulmonar co-
mo de la piel, que le permitié profetizar, tres anos antes, el descubri-
miento de la causa especifica de la enfermedad.

DESCUBRIMIENTO DE KOCH

El talento, gran habilidad téenica y rigida disciplina cientifica
que el mismo Koch se impusiera con sus postulados, lo llevaron sin
desvios al descubrimiento del bacilo de la tuberculosis, cuya comuni-
cacién se hizo en forma irrefutable en la sociedad de fisiologia de
Berlin el 24 de marzo de 1882.

La repercusion logica de este acontecimiento, tuvo la virtud de
convertir en colaboradores a casi todos los laboratorios del mundo.
que no soélo comprobaron la presencia del bacilo en los distintos ti-
pos de lesiones de la enfermedad, sino que reconocieron la justeza y
utilidad de los métodos de coloracion y e inoculacion indicados por
el descubridor.

Koch, estudi6 las caracteristicas de las cepas de los bacilos aisla-
dos del hombre, del mono, de los hovinos y de las aves ¥ en su me-
moria de 1884, se pronuncié sobre la identidad de las mismas,

El errvor que cometiera Koch al considerar al hacilo aviar igual
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al de los mamiferos, se produjo cuando él se aparté de sus propios
postulados, pues sin practicar la reproduccién experimental de la en-
fermedad mediante la inyeccion de material procedente de aves, ni
aislar de las lesiones el germen, ni reproducir de nuevo las lesiones
por la inoculacién de cultivos puros del mismo, se conformé con el
eximen microscopico de los preparados sometidos al método de co-
loracién de Ehrlich,, que en aquellos momentos se considerd como su-
ficiente para la identificacion del gérmen.

MICROBIOLOGIA DEL BACILO

Coloracion —Ehrlich, basado en la teoria de Koch, sobre la ac-
c¢ion favorable de los alcalis para la penetracion del colorante (azul
de metileno) a través de la membrana del bacilo, cuya existencia fué
supuesta por Koch, creyé que dicha membrana podia ser impermea-
ble a los 4dcidos y a un preparado intensamente tefiido por un coloran-
te basico lo tratd con acido nitrico diluido, previendo la posibilidad
que el bacilo no perderia la coloracion. Y asi fué como Ehrlich, des-
cubrio la condicién de acido resistencia del bacilo de la tuberculosis.

L.a teoria que se llamo Koch-Ehrlich, tuvo corta vida, pues Ziehl,
se encargd de demostrar que la tineién podia realizarse igualmente
con colorantes acidulados con acido acético. Ziehl no pudo explicar
por qué el bacilo se tefila nejor con el liquido de Ehrlich que con el
de Koch, ésto es reemplazando la potasa por el acetite de anilina o
por el acido fénico que él mismo propusiera. Tampoco pudo explicar
el por qué de la descoloracion que sufrian todas las demdas bacterias
la de Koch, al ser tratadas por diluciones de 4cidos minerales. Pero
ante la insistencia de Ehrlich sobre la impermeabilidad de la mem-
brana a los 4cidos, Ziehl se concreté a realizar un experimento con
el que demostré bajo el microscopio la descoloracién del bacilo por
el tratamiento con solucién de acido nitrico y el retorno de la
coloracién mediante el lavado con agua.

Este mismo experimento fué repetido por nosotros cincuenta anos
mas tarde, ante quimicos y hacteridlogos, quiénes posiblemente in-
fluenciados por la creencia general de la existencia de la ecaparazon
de cera y grasa de] bacilo, ponian reparos a la interpretacién del
fenémeno de Aacido-resistencia basada precisamente en el grado de
permeabilidad de la membrana de Koch, cuyva existencia tedrica la
confirmaban, comprobaciones de hechos observados, por Koch, Ziehl
v otros.
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No mencionaremos en esta exposicion la gran cantidad de tra-
bajos existentes sobre la posible explicacién de la caracteristica tin-
torial de las micobacterias. En publicaciones que hiciéramos en otra
oportunidad (1945), figura en la cita bibliografica la mayor parte
de lo publicado hasta esa fecha, aunque después se ha continuado tra-
pajando, lo que demuestra el interés que tiene el problema que atn
esta sin solueién. Sin embargo, he de pedir perddn si en esta oportu-
nidad, me referiré con algin detenimiento a la interpretacién sobre
¢l posible mecanismo de la resistencia a la descoloracién como un fe-
némeno de membrana permeable como asi lo llamara el Dr. Alfredo
Sordelli, Y esto lo hago porque Houduroy, que escribe el capitulo
correspondiente al tema que nos ocupa en su libro realizado con la
colaboracion de Chain, Florey, Jensen, Penso Trefouel y \Wells, al
reconocer que la teoria publicada por Sordelli y Arena, en 1934 (que
él llama hipoétesis) es entre las teorias fisico-quimicas la mds consis-
tente e ingeniosa, agrega que por ser pura hipotesis seria muy dificil
aportar pruebas en su favor. No c¢reo éste sea el momento propicio
para hacer la defensa de dicha teoria, pero por lo menos deseo dejar
constancia en esta exposicion, que la interpretacion del fenémeno de
la dcido-resistencia publicada por Sordelli y Arena, no es una hipé-
tesis desde que estd basada en hechos experimentales que se pueden
reproducir facilmente, como ser: a) la pérdida de la Acido-resistencia
de la masa bacilar resultante de una prolija trituracién de los hacilos,
tal como lo ensefiara Koch; b) la pérdida de la caracteristica tinto-
rial de los bacilos componentes de una colonia seccionada con la na-
aja del micrétomo; ¢) el fendmeno de descoloracion del bacilo por
el deido y regreso de la tintacion por el lavado con agua, fenémeno
que se puede apreciar macro y microscopicamente; d) la dcido-resis-
tencia de los huevos de parisitos, condicionada por la integridad de
su membrana, y por 1iltimo el experimento realizado con sacos permea-
bles (papel celofan), dentro de los cuales habiamos colocado prepara-
dos efectuados con bacterias no dcido-resistentes y agua. Los sacos
Tueron sumergidos con su contenido, primero en el colorante de Ziehl,
'o que permitié ver como éste penetraba en el interior-del saco y te-
fifa los bacilos de Eberth; cuando el saco fué transportado a una pro-
beta conteniendo solucién de acido nitrico al tercio, é] todo tomd un
color ligeramente amarillento. Observado en este momento uno de
Jos preparados, permiti6 ver a los hacilos de Eberth, con el mismo
tinte amarillento y cuando se transportd el saco a un vaso con agua
circulante, se aprecié la rapida difusion del dcido haeia el exterior
reapareciendo en el interior del mismo nuevamente el color rosado,
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observandose entonces que los bacilos de Eberth estaban tefiidos de
rojo. De estos hechos se infiri¢ que la propiedad de la icido-resisten-
cia se podia explicar de la siguiente manera: se fija sobre los elemen-
tos afines del citoplasma especialmente del tipo proteico. El acido
aue llega a ellos por el mismo mecanismo transforma el colorante en
un complejo acido-fuesina de color amarillento. El lavado produciria
Ja difusién ‘a través de la membrana en primer término de] acido que-
dando de nuevo el colorante fijado en el interior del bacilo.

Este experimento postula la existencia de una membrana permea-
ble como ya se dijera entonces, cuya estructura no tendria que ser
necesariamente de cera y grasa.

La teoria de la existencia de membrana con cierto grado de per-
meabilidad, no sélo permite dar una interpretacién al fenémeno de
dcido-resistencia, sino también nos puede ayudar a explicar el com-
portamiento semejante que tienen las microbacterias frente a otros
dlescolorantes que no son icidos minerales. Eberspacher, ha demos-
trado que el agregado de una pequefia cantidad de cloruro de sodio
al aleohol, lo convierte en un activo descolorante para todas las bae-
terias, menos para las acido-resistentes.

En la préctica, la diferenciacién del bacilo de Koch por el mé-
todo del alcohol con cloruro de sodio, ha dado resultados hemejantes
a los obtenidos con otro precedimiento de descoloracién. Resultados
yue mejoran ain como lo ha comprobado entre nosotros el Dr. Coira,
si se contrasta la tinticién del preparado con el Amarillo de Victoria.

No quiero dejar de transcribir en éste momento las interesantes
opiniones publicadas en éste ultimo afio por Paraff y su discipulo
Deshordes, sobre esta cuestién, que en cierto modo nos dan algo de
razén: ‘'L.a acido-resistencia no implica como se pensaba, la existencia
de una caparazén cerosa-impermeable. El bacilo tuberculoso como to-
do ser vivo, se comunica ampliamente con el exterior y respira con
gran avidez de oxigeno, se nutre y vuelca sus productos’’, —Agrega-
mos también, contintda diciendo Paraff ‘‘que las sustancias activas
contra este germen, estreptomicina y &cido paramino salicilico, no
tiene ninguna accidén particular de disolucién sobre los lipidos’. —
Por otra parte, la presencia de lipidos y de ciertos acidos grasos,
no es especial de los bacilos dcido-resistentes, pues la mayoria de
las bacterias contienen esta subtancias.

Deshordes, en su interesante libro sobre diagndstico de las mico-
hacterias, pone al dia todos los trabajos sobre las teorias quimicas de
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la 4cido-resistencia y concluye que auin no se conoce cuil es la sus-
tancia responsable del fenémeno. Segin este autor el mecanismo po-
dria explicarse por una desigual velocidad en la desccloracién, pro-
ducida por una diferencia de permeabilidad debida a la presencia de
cargas eléctricas independientemente de la integridad de la cubierta.
Aceptando por otra parte, que las formas no 4cido-resistentes se en-
cuentran particularmente en los cultivos j6ovenes, con lo cual rela-
cionaria el fendémeno de la acido-resistencia mas bien con la estructura
de la membrana que con su integridad. Stacey, considerando el caso
particular del Mycobacterium Tuberculosis, en el Symposium de la
Nociedad de Microbiologia General de Inglaterra, celebrado en Ox-
ford en 1949, llega a la coneclusién de que los bacilos dcido-resistentes
son Gram positivos en los cultivos jévenes y débilmente en otras con-
diciones. 'Y que, cuando se extrae con procedimientos muy cautelo-
sos una buena parte de las ceras y &cidos grasos. conteniendo el
material, polisacaridos y 4cido deoxiribonuecleico, la célula residual
no es un simple esqueleto, sino que contiene abundantes proteinas
basicas con carbohidratos y acido-nucleico tipo ribosa.

En esas condiciones las bacterias asi extraidas mantienen la pro-
piedad de la dcido-resistencia haciéndose muy dudosa su Gram vosi-
tividad.

Membrana del bacilo tuberculoso. - Su estructura: Poco se sa-
be sobre su estructura, pero todos coinciden en que es semi-imper-
meable y que su espesor oscila alrededor de 10 a 100 A° La mem-
brana creceria hacia afuera formando sobre su superficie la pared
compuesta por capas amorfas que se observarian mejor en las bac-
terias de cultivo. La existencia de la membrana se acepta mas bien
por sus reacciones y sus efectos, que por su anatomia poco visible.

Por tenirse con los colorantes de las grasas solubles (el sudan)
se acepta la presencia de un liquido o de un compuesto lipoteico que
también existiria en otras bacterias no #dcido-resistentes.

La membrana estaria ubicada entre la parte interna de la pa-
red y el citoplasma, pero es muy dificil ponerla de manifiesto en las
bacterias que no sufren plasmolisis, como es el caso de las Gram po-
sitivas.

La membrana, o mejor dicho la barrera osmética, es dificil dis-
tinguirla de la margen externa del citoplasma en las micrografias
electrénicas. En aquellos micro organismos Gram negativos con plas-
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molisis, la contraccién ocurre entre el cuerpo celular y la pared, de-
ijando poca duda de que la barrera osmotica esti situada en la su-
perficie del citoplasma.

Respecto a las diferencias de permeabilidad de las bacterias, la
Gnica observacion cualitativa, es justamente la que se refiere a la
baja permeabilidad de la barrera osmética del bacilo de la tubercu-
losis. Parece que el retardo producido por la barrera es por lo me-
nos de un orden superior que para otros microorganismos. Es posi-
blemente mas que una coincidencia que la micobacteria tenga gene-
ralmente una velocidad de crecimiento y un metabolismo sustancial-
mente menos rapido que en otras bacterias, aunque indudablemente
esa permeabilidad ha de tener una relacién con la edad y en conse-
cuencia con la actividad nutritiva, cuyo proceso ha de balancear la
velocidad de pérdida y de ingreso de las sustancias.

BARRERA OSMOTICA ACTIVA Y PASIVA

La permeabilidad de la membrana ha sido estudiada por de-
terminaciones de velocidad de migracién de metabolitos en las bac-
terias Gram positivas. Asi por ejemplo el dcido glutdmico pasa con
determinada velocidad en las células en reposo, pero en presencia
de una fuente de energia como ser la glucosa, dicha velocidad au-
menta significativamente.

Esto permite aceptar un estado pasivo de la barrera que puede
hacerse activo, cuando es estimulado por una fuente de energia. Este
estado de actividad de la membrana estd fundamentado ademais por
el hecho de que el dcido-glutamico para llegar al interior del cuerpo
celular sufre una transformacién al estado de glutamina, para nue-
vamente aparecer en el citoplasma como acido-glutdmico.

Segtin Dubos, el Tween 80 en determinada concentracién favo-
rece la permeabilidad de las microbacterias y agregado a los medios
de cultivos sintéticos favorece el desarrollo de las mismas.

Resumiendo, repetimos que sobre la anatomia de la membrana,
poco se sabe, por hallarse en el limite de la visibilidad y que mas
bien se la aprecia por su funciéon. En cambio la pared que es pro-
duceién de la membrana y que es invisible con los métodos comunes
de tinecién, se observa en las micrografias electrénicas y también se
pone en evidencia con métodos de tineién especiales, Esta pared es
rigida y esta propiedad es mis evidente en las micobacterias.
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FALLA DE LOS METODOS BACTERIOLOGICOS ACTUALES

lia desecacién de los preparados, tiempo indispensable para el
empleo de los métodos comunes de laboratorio, més la fijacién tam-
bién por el calor v la intensa coloraciéon reforzada a su vez por la

temperatura (cuando no se utilizan métodos en los que se econseja

hervir el preparado), modifica enormemente la realidad morfelégica
de los elementos microscopicos.

Estos procedimientos groseros, pueden continuarse usando para
el trabajo de rutina, aunque no sabemos cuantas estructuras dejaran
de verse por las mismas razones. Pero para estudios de investigacio-
res morfolégicas se imponen técnicas que alteren lo menos posible las
células, como lo sostienen Risset y colaboradores de la Universidad
de Birmigham. Asi por ejemplo. ellos afirman que los eranulos que
vemos teflidos en rojo por el método Ziehl y Neelsen, en el interior
de los bacilos, que debido a la rigidez de su pared se ven dispuestos
eu cacena, corresponden a nicleos de células contraidas por la alta
terperatura que han debido soportar durante la desecaciéon v fija-
cin Fstos nucleos pertenecerian a células. o mejor, a microcéivlas
que tormarian parte de la estructura de las bacterias. I.o mismo ocu-
rriria con los granulos metacréomicos del bacilo diftérico, apoyvanda
esta opinién el hecho de que éstos sélo se ven cuando se emplean lus
métodos de desecacién v fijacién citados.

Segiin el autor de referencia, las bacterias serian multicelulares,
pudiendo las corine-bacterias y las mico-bacterias estar compuestas

por una o doce células, las eubacterias por cuatro v las cociceas por
una, dos, tres o cuatro.

Las micobacterias y las corinebacterias, parecen diferenciarse
mucho en su morfologia de los deméas hacilos. Un bacilo puede tener
la forma oval y ser en ese caso una sola célula o tener la forma de

bastén y contener entonces hasta doce células.

Por lo que se refiere a la multiplicacién del bacilo de Koch, se
haria generalmente por simple divisién de las células que lo compo-
nen. Esta divisién vegetativa puede presentarse de dos maneras que
corresponderian al tipo simple y al tipo complejo.

En el simple, e] crecimiento activo y rapido se iniciaria por las
células centrales que se duplicarian y por divisién formarian dos ba-
cilos. En la otra forma de divisién, por separaciéon de las células,
cada una actuaria como una unidad microbiana.
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Estas dos maneras de multiplicaciéon pueden observarse en un
mismo cultivo, existiendo sin emhargo cepas que tienen predileccién
por uno o por otro proceso.

Wykoftf y Smithborn, sostienen que e] periodo residual del My-
cobactrium Phlei, resulta de la fragmentacion del bacilo que termina
por la formacién de pequefios cuerpos cocoides acidos resistentes o no,
los cuales trasplantados darian de nuevo bacilos.

Pero no es facil determinar por el material grafico de estos in-
vestigadores si esos cuerpos cocoides corresponden a la forma vege-
tativa o a formas del proceso sexual que Lindgreen y Mellon han des-
cripto. En cambio para Espersen. los granulos ue se ven libres en
los cultivos, serian resultado de la lisis bactérica como la que se ob-
tiene con antibidticos, ¥ nada tendrian que ver con la reproduccion.

El polimorfismo del bacilo tuberculoso y la interpretacién de las
diversas formas que aparecen por fragmentacion celular explican la
cantidad de trabajos que se han publicado sobre el posible ciclo evo-
lutivo del bacilo, llegando hasta las formas filtrables. No incluyo en
el posible ciclo evolutivo, el que se atribuyd a las mutaciones bruscas:
pues sin negar su posible existencia en la naturaleza. lo que se ha
publicado hasta la fecha en lo que se refiere al bacilo tuherculoso
segun nuestra opinién a infecciones accidentales de los cultivos.

Lias interpretaciones de los citélogos ingleses han originado en
estos ultimos afios controversias violentas v hasta ofensivas para los
morfologistas. Sin embargo, la experiencia ensefia que no se debe
negar terminantemente lo que no se alcanza a ver o a comprender.

Nunca olvidaré la discusiéon que presencié en el Congreso de Mi-
crobiologia celebrado en Taris en 1930, en la que el bacteriélogo mas
considerado por su capacidad indiscutible, terminé por decirle al
descubridor del hacteriofago, que perdiese la esperanza de alcanzar
a demostrar que la lisis microbiana en los cultivos se debia a un ele-
mento figurado y sin embargo hoy el microscopio electrénico nos de-
muestra la presencia de dichos clementos, con la misma seguridad con
que se ven las bacterias.

De todos modos, dejemos para la mayor comprobacion la estrue-
tura multicelular de las bacterias ¥ volvamos a lo que es aceptado
por todos —la membrana celular, o harrera osmética—. para decir
que si me he permitido mantener la atencién de ustedes con estos
detalles sobre lo que ain tampoco tenemos un conocimiento acabado,
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ha sido porque por lo menos, lo que se conoce admite la idea que
dicha barrera osmética activa o pasivamente influye en el metabo-
lismo del bacilo de Koch, cuyo estudio, hoy se considera de la mayor
importancia porque quizd ayude a desentranar fenémenos relaciona-
dos con el mecanismo intimo de las transformaciones que sufren las
poblaciones microbianas puestas en contacto con los bacteriostaticos
o antibiéticos.

ESTREPTOMICINO-RESISTENCIA

Laos limitaciones —que con cierta frecuencia se producen— de los
hendificos resultados del tratamiento estreptomicinico que se liga eon
la resistencia de las bacterias que aparece en forma irrevisible en las
roblaciones microbianas, representa en la actualidad una de las ma-
vores preocupaciones de los médicos v de los hacteridlogos que se
seupan de tuberculosis,

Aforutnadamente, cuando la resistencia de la cepa, se ha hecho
total ¥ se suspende la administracion de la estreptomicina, los be-
neficios del tratamiento contintian por un tiempo mas o menos pro-
longado, siempre v cuando el organismo mantenga sus defensas na-
turales, que fueron reforzadas por la infeccién, contra la infeceion
misma. Este fendmeno tiene su explicacién en la falta de paralelismo
entre resistencia adquirida por las bacterias y la conservacion de su
virulencia. Ello indica que es necesario intensificar los trabajos de
investigacion relacionados con el aumento de las defensas orgini-
c1s, a los efectos de dar con el producto eficaz y ¢l momento oportuno
de su aplicaciéon. como coadyudante al tratamiento antibiético.

Sabido es que el mantenimiento de la sensibilidad de las micro-
bacterios o su transformacién en resistentes, guarda cierta relacion
2on la lesion tuberculosa y su localizacion,

Cuando se trata de experimentos en el cobavo tal como lo hicie-
ran Vaccarezza y (‘etrdngolo, si se inicia el tratamiento conjunta-
mente a la infeccién tuberculosa experimental, es decir, sin que se
haya aln constituido la lesién, el desarrollo de la infeccién experi-
mental continia, observandose sélo una reducciéon de los fenémenos
de sobreinfeccién y alergia.

Jensen, por un parte y Steenken por otra. han demostrado que
los efectos del antibiético ‘“invivo’’, se observan a partir del momen-
to en que aparvece la alergia e inmunidad. Todo sucede segiin estos
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autores como si la estreptomicina fuera incapaz de ejercer su activi-
dad bacteriostatica invivo sin el recurso del organismo. Mientras que
no necesitaria de ninguna avuda invitro. Esta aparente contradicc¢ion
de la accién del antibidtico invivo e invitro puede explicarse, como
lo sostiene Barski, porque el bacilo tuberculoso seria insensible du-
rante su posicién intracelular.

Esta cireunstancia explicaria también, por qué la multiplicacién
el bacilo no es detenida por el antibidtico, nero no aclara porqué la
multiplicacién es detenida cuando el animal se hace alérgico e inmu-
ne, como lo sugieren Lina y Dubois.

Steenken, ha demostrado que en el cobayo, el tratamiento es to-
davia eficaz, cuando la cepa infectante contiene 0,1 % de bacilos
resistentes a 1.000 gamas de antibiético por em3.; que la eficacia es
menor cuando contiene 1 %, pero que no seria nula, ain cuando
hubiera el 10 % de resistentes. No debe olvidarse que la resistencia
determinada invitro no es necesariamente el fiel reflejo de la accién
terapéutica del antibiético invivo.

Por eso Gernes, Rieux, Sevin y Chenet preconizan la convenien-
via de realizar el control en animales.

Las causas de este comportamiento diverso, estarian atn en
discusién. Mientras unos sostienen que la estreptomicina requiere
la aparicién del estado alérgico para actuar sobre la bacteria, otros
explican e] fenémeno por el englobamiento celular que sufren los
bacilos por las células del huésped infectado, dentro de las cuales se
cultivarian libres de la accién del antibibético. Este hecho nos ense-
naria también el por qué es posible aislar micobacterias sensibles de
organismos tratados. Y quizd serviria para explicar la recaida en los
rasos de meningitis que terminan por curar ante un nuevo tratamien-
to. En estos casos también seria de interés conocer el papel que pu-
diera desempefiar en la acecién del antibidtico las variaciones de la
glucorraquia. Hago esta referencia por la posible similitud, con el
aumento de la velocidad de pasaje del acido glutdmico al interior de
las bacterias en presencia de'una fuente de energia como la glucosa.

El conocimiento de los distintos resultados del tratamiento, en
relacién con los diferentes tipos de lesiones tuberculosas, demuestra
que no basta con mantener el nivel bacteriostatico sanguineo adecua-
do, sino que es necesario que el firmaco llegue en esa cantidad a las
bacterias. Lia falta de irrigacién o la fijacién del antibiético en par-
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te por los tejidos de la lesién o por los bacilos muertos existentes en
la misma, pueden ser factores coadyugantes de una aparente resis-
tencia. En estas condiciones aquellas bacterias que tienen de por si un
cierto grado de resistencia pueden aumentarla, debido a un bloqueo
parcial del sistema enzimdtico, relacionado con los metabolitos esen-
ciales implicados en la acciéon del antibidtico. lias bacterias podrian
adaptarse al antibiético reaccionando con una mayor formacién de
antagonistas que contrarrestan la accién del inhibidor. Por eso, cuan-
to mas probabilidades existan de]l bloqueo total del sistema enzimati-
co de los bhacilos, desde el inicio del tratamiento mediante la asocia-
cién de antibiéticos o bacteriostaticos, como ocurre —por ejemplo—
con la estreptomicina y el dcido paraminosalicilico; menos posibilidad
existird para que las bacterias formen o aumenten su resistencia, que
ecomo cs sabido la poseen en grados distintos.

SUSTITUCION DE LA POBLACION SENSIBLE POR LA
RESISTENTE

La interpretacion sobre el reemplazo de micobactérico sensible, por
¢l resistente, puede atribuirse a dos causas: seleecién y adaptacidn.
—De acuerdo con la teoria de Hinshelwood, la define como un proce-
so de mutaciones espontineas y de alteraciones hereditarias del sis-
tema enzimatico de las bacterias en el cual el producto antibiético

ejerce la doble funcién de selectivo v causativo.

El estudio de la estreptomicino-resistencia, ha revelado por otra
parte, que existen otros fenémenos demostrativos de la aptitud ad-
quirida por el bacilo para la demolicién de la molécula del antibi6ti-
co. —Nos referimos al que termina por convertir a la estreptomicina
es un elemento 1util y necesario para la vida misma de la micobac-
teria. Esta condicién crea otras, que son llamadas por los autores
ingleses estreptomicino-dependiente ¥ que Daddi y sus colaboradores
Ilaman estreptomicino-incitables, porque ellos sostienen que no sélo
han realizado la conversién del antibiético, en un factor necesario
para la vida del bacilo, sino que esas cepas se inoculan a cobhayos
v a estos se los trata con estreptomicina, la cepa adquiere para el
animal de experimento un mayor poder patégeno.

CULTIVOS

Nos referiremos ahora brevemente a los cultivos invitro del ba-
cilo de la tuberculosis, cuya téenica ha progresado hasta el grado de
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gue algunos autores opinan que puede sustituir en la practica a la
investigacién por inoculacién en cobayos. —Dada las ventajas que
reportaria la implantacién de la investigaeién por cultivos en luear
de la inoculacién, hemos realizado trabajos comparativos en distintas
oportunidades, v hemos encontrado siempre en conjunto un mayor
porecntaje de positividad en el cobayo. —La inoculacién en general
puede practicarse directamente con el material a investigar; en cam-
hio, para los cultivos, salvo raras excepciones es indispensable el tra-
tamiento previo del material con soluciones acidas, alcalinas o anti-
sépticas , las que indudablemente tienen alguna aceién perjudicial so-
bre las micobacterias, como lo ha demostrado entre nosotros Carlos
Acuna. —Muy rara vez ocurre que un cultivo positivo se acompafie
con el resultado negativo de la inoculacién, poro esta posibilidad.
aunque remota, nos ha hecho aconsejar en una publicacién que hicié-
ramos con Cetrdngolo y la Sra. Ramirez, el empleo de los dos métodos
con el mismo material.

MEDIOS NUTRITIVOS

Koch eultivé por primera vez el bacilo en suero sanguineo coagu-
lado. Los cultivos en este medio eran de muy escaso desarrollo, de-
biendo sembrarse varios tubos para poder observar algunas colonias.
Ademas no se conocia otro método de purificacién del material sos-
pechoso que el del pasaje por el cobayo (de cuyas lesiones viscerales
especialmente del bazo se debia efectuar la siembra).

La feliz modificacién introducida por Nocard y Roux, que con
el fin de evitar la desecacién del medio nutritivo agregaron gliceri-
na al mismo en la proporcién del 5 al 8 %, tuvo un éxito que hizo
época. —La glicerina no sélo actué como higrosedpico, sino también,
como un elemento de alto valor nutritivo que favorecié el desarrollo
tanto en los medios s6lidos como en los liquidos, entre ellos el caldo
olicerinado de carne de bovino con el cual se preparé la tuberculina.

La glicerina ademds de ser una fuente de carbono, actiia sobre
la pared del bacilo, favoreciendo su permeabilidad y en consecuencia
su metabolismo. Si la dosis es elevada puede actuar como bacterios-
tatico o bactericida.

La glicerina en determinada proporcién es un activante para el
cultivo del bacilo tipo humano v un bacteriostatico para el hovino.

El bacilo bovino es mucho més sensible en sus primeros cultivos, pe-
ro cuando se adapta a ese alcohol termina por serle casi indispensable
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para su crecimiento. En los primeros cultivos tolera sélo el uno o ¢l
Jdos por ciento, en estos casos ‘el cultivo del bacilo bovino es caracte-
ristico: las colonias son de superficie lisa y de erecimiento disgdnico.

MEDIOS NUTRITIVOS DE ORIGEN VEGETAL

El suero sanguineo coagulado fué reemplazado durante un tiem-
po por los medios nutritivos de origen vegetal y después del cultivo
en papa glicerinada obtenido por Pawlowsky. se emplearon con tal
fin las hortalizas mis diversas,

OTROS MEDIOS NUTRITIVOS

Pero el verdadero progreso por lo que se refiere al uso del cul-
tivo relacionado con el diagnéstico y la higiene, se debi a la posibi-
lidad de la siembra directa del material purificado por la destruccion
quimica de la flora microbiana asociada y al empleo de huevos de
gallina en la preparacion del medio nutritivo.

Actualmente se seflalan otros técnicas basadas en la utilizacion
de los medios sintéticos que fueron el ideal de Pasteur para el culti-
vo de las bacterias en general, por cuanto su composicién defini-
Jda permitia obtener resultados mas constantes.

Las primeras férmulas para el cultivo del bacilo de la tubecu-
:osis se deben a IKuhne, Prodkauer y Beck, derivando de ellos todo
lo demdas preconizado por diversos autores y que con el agregado de
sustancias orgénicas, especialmente suero sanguineo o fracciones pro-
teicas del mismo, constituyen lo que podriamos llamar medios mixtos.

El agregado del Tween 80 a este tipo de medio que hiciera Du-
bois, ha permitido por las modificaciones fisico quimicas del mismo,
la obtencién de cultivos homogéneos por otras técnicas. L.a mayor
permeabilidad de la membrana del bacilo en este cultivo lo hace ina-
decuado para la determinacién de la estreptomicino resistencia, por
cunanto las bacterias pueden aparecer con mayor sensibilidad al an-
tibidtico de la que presentan las mismas en el organismo o en otros
medios de cultivo.

INFECCION Y SOBREINFECCION EXPERIMENTALES

I.a inoculacion en animales se hace con diferentes fines y en con-
secuencia debemos analizar por separado el uso debido de la via de
inoculacién y la especie animal empleado.
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Para el diagnodstico y la investigacion del bacilo tuberculoso re-
lacionada c¢on la higiene, debemos seguir utilizando la inoculacién
subcutanea en el cobayo. que por su sensibilidad y fdaeil manejo
resulta el animal de eleccion.

Para el dosaje de virulencia, dada la escasa cantidad de liquido
de la emulsién que conviene emplear, la utilizacién del método de
Ninni (inyecciéon intraganglionar), nos parece la méas indicada. —En
el caso de bacilos muy virulentos, convendri completar el estudio en
animales mds resistentes, como ser el conejo cuya inoculacién puede
realizarse por via endovenosa, intraperitonal, o subdural, como se 1con-
seja para la tipificacién de cepas, —Ultimamente también se ha in-
dicado con aquel fin el ratén blanco.

FENOMENOS DE CHARRIM — FENOMENOS DE KOCH

A los tres anos del descubrimiento del bacilo, Charrim realiz6
cxperimentos de autoinoculaciones y reinoculaciones en el cobayo tu-
berculoso. En las sobreinfecciones efectuadas con material, prove-
niente del mismo animal o de otro origen, obtuvo la formacién de
una nueva ulceracion semejante a Ja de primo-infeccion. —Estos re-
sultados experimentales contribuyveron para que el investigador citado
atribuyese a las ulceraciones de la trdquea y de la laringe el meca-
nismo de una autoinoculacién en terreno tuberculoso.

Posteriormente Koch, empleando en determinadas condiciones
cultivos vivos o muertos, realizd en el cohayo el experimento funda-
mental que se Jlamé Fenémeno de Koch.

Koch, dedujo que los bacilos de la segunda inoculacién se elimi-
narian conjuntamente con la escara producida en el sitio de la mis-
ma, que los ganglios regionales no sufririan mayor repercusion y que
la lesién cutinea curaria sin defecto.

Roemer, ensayd sobre las infecciones que denominé infecciones
adicionales y a pesar de haber usado bacilos de cultivo como asimix-
mo material bacilifero provenientes de lesiones, no consiguié el re-
sultado que obtuviera Koch. Esto motivé el aplazamiento de la im-
portancia, que posteriormente muchos investigadores asignaron con
razén al experimento de Koch, euya reproduccién se conseguia me-
Jdiante la observacién de condiciones que para tal fin se requieren.

El fenomeno de Koch tipico, se obtiene siempre en el cobayo
cuando se practica con cultivos de un mes, ¥ en cantidad suficiente,
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en un animal que haya alcanzado el elevado grado de sensibilidad
que determina la primo-infeccién. La, cantidad de bacilos debe ser por
lo menos de un décimo de miligramo, con lo que se logra la enérgica
reaccién cutdnea que lo caracteriza, sobre todo si la inyeccién se ha
efectuado por via intradérmica.

.

La disgregaciéon ‘‘in situ’’ de una gran parte de los bacilos de
ia segunda inoculacién, pone en libertad sustancias que acttian de
manera semejante a una concentraciéon fuerte de tuberculina. Entre
las doce y cuarenta y ocho horas aparece una intensa inflamacién de
la piel del tipo hemorragico necrético, forméandose después una esca-
ra que se elimina en un tiempo variable.

Mientras tanto muchos bacilos de esa sobreinfeccién —como lo
demostré Boguet— mantienen su vitalidad en el lugar durante un
tiempo méas o menos prolongado . de acuerdo a las defensas del animal
en experimento. Esta vitalidad estd en relacién con el tiempo trans-
currido entre la primo-infeccién y la provocacién del fenémeno. Lia
!legada de estos bacilos a los ganglios regionales y las lesiones que
ellos constituyen después, dependen del estado inmuno biolégico del
cobayo.

Durante los experimentos de comprobacion que realiziramos con
los doctores José Goémez y Angel Brisco Capurro, relacionados con
los trabajos de Koch, Roemer, Boquet, Toyoda y otros, pudimos apre-
ciar que cobayos en los que se habia obtenido el fenémeno de Koch
tipico, cuando se les sometia a un tiempo prolongado de observacién
(3 meses aproximadamente), presentaban una adenitis de la regién
correspondiente al lugar donde se habia obtenido el fenémeno acom-
pafandose con una lesion cutdnea. Este complejo cutdneo ganglionar
se diferenciaba del primario por su mejor intensidad. Otros animales
en los que se aprecia inicamente un aumento de volimen ganglionar
y cuya lesién cutdhea aparecia cicatrizada, observamos una particu-
lar fragilidad de la piel, bastando una simple traccién para provocar
de nuevo una herida.

Los conocimientos actuales sobre el fenémeno de Koch que como
sabemos orienté al autor hacia el descubrimiento de la tuberculina
Jdebido a las reacciones de orden general que se producian en el ani-
mal sobreinfectado, conducen a interpretar el mecanismo del mismo,
como debido a dos estados: el de sensibilizacién que se caracteriza
por la reaccion cutanea de tipo alérgico tuberculinico y el de resisten-
¢ia por el retardo en la dispersién de los bacilos de sobreinfeccién
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y por ¢l tipo de lesion ganglionar que se produce.

El fenémeno de IXoch, es un sindrome con caracteristicas propias
v su nombre se debe reservar para referirse exclusivamente al que se
abtenga con las caracteristicas observadas en el cobayo.

(uando se emplea en la sobreinfeceion material proveniente de
lesiones tuberculosas, el fenémeno de Koch no se obtiene, sélo s¢ con-
sigue ¢l fenémeno de Charrim,

Toyoda ¥ colahoradores, atribuyeron esos resultados negativos a
una posible mayor resistencia que tendrian los bacilos provenientes
de las lesiones, frente a las defensas del organismo tubereuloso.

Con ({6mez vy Brisco Capurro, observamos gue los hacilos prove-
nientes de lesiones formaban en realidad un segundo complejo, pero
nuestros experimentos de control, no nos permitieron atribuir ese re-
saltado a una mayor resistencia de Jos bacilos a la “‘bactericidia”’
como la llamaron los autores japoneses. Este particular comportamien-
to se podria obtener con bacilos de e¢nltivos con el agregado de tejido
de animales sanos.

Ademads, es muy posible que la relacion entre bacilos vivos y muer-
10s sea muy diferente entre la emulsién proveniente da cultivos y la
de los hacilos tuberculosos provenientes de lesiones.

DISPERSION BACILAR EXPERIMENTAL

Las investigaciones que con tanto acierto efectuara nuestro inol-
vidable amigo Alfredo Boquet, sobre dispersion bacilar en animales
primo y sobreinfectados, no sélo le hizo llegar a claras conclusiones so-
hre la patogenia de las generalizaciones y a un mejor conocimiento sobre
las bacteriemias, sino (ue tambié¢n esos cstudios han dejado ensenan-
zas que repercutieron sobre problemas relacionados con la higiene y
Ia economia, como ser, el destino de la carne de animales tuberculosos,
cuya peligrosidad esta inicamente relacionada con el estado bacterié-
mico que pueda diagnosticarse por cl cuadro anatomo-patolégico. Por
otra parte. estos conocimientos permiten utilizar para el consumo la
carne de animales portadores de lesiones ¢rénicas en cuya sangre. en
el 100 % de los casos | no ha sido posible encontrar el bacilo de la tu-

b

herculosis,

Estas derivaciones pricticas de los estudios experimentales, han
de permitir aprovechar grandes cantidades de carnes que aum se de-
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comisan en nuestro pais debido a las reglamentaciones anticuadas. Al-
eunas cifras que he podido obtener de los comisos realizados en los
frigorificos bajo en control nacional, nos demuestran que se inutilizan
indehidamente mas de once millones de kilos por afio. Sin contar todo
io que se desecha por la llamada tuberculosis localizada en los demas
mataderos del pais.

PASES EN SERIE

Los pases en serie por inoculacion sucesiva a cobayos sanos con
(riturados de érgzanos, con lesiones atipicas en las que es difieil reve-
lar bacilos, permiten obtener la enfermedad tipica en el cobayo, en pre.
sencia de bacilos tuberculosos con un nimero de pases que oscila entre
dos ¥ cinco.

Esta téeniea nos ha permitido confirmar la presencia del bacilo
‘le Koch en el eritema nucdoso que puede encontrarse en la piel en
distintos estados de bacteridlisis, el que esta en relacion con el tiempo
Jde evolucion del mismo.

DIFERENCIACION DE CEPAS MEDIANTE LA INOCULACION

El animal mas indicado para la diferenciacién de cepas es el co-
nejo. La inyeccién subdural endovenosa o intrapleural, de minimas
cantidades de bacilos (un centésimo de miligramo) provenientes del
primer cultivo original, permiten diferenciar hacilos humanos y ho-
vinos.

Respecto a las cepas atipicas que con frecuenciy se aislan del
hombre tuberculoso, a nuestro entender, debemos interpretarlas como
cepas de origen bovino en adaptacién al organismo humano o c¢omo
cepas mixtas. es decir constituidas por mezclas debidas a sobreinfec-
ciones exbgenas. '

Nosotros hemos obtenido con Cetrangolo por atenuacién de cepas
de bacilos de bovinos tipicos. desde el tipo intermedio hasta aquel cu-
vas caracteristicas no se diferenciaban del bacilo humano. Hoy en
realidad no es problema de mayor importancia la clasificacién de 1as
cepas, pues se acepta el origen Gnico de los dos tipos de bacilos, cuyas
diferencias se interpretan ecomo fenémenos de adaptacién. Ademais, co-
mo el bacilo bovino es mas virulento que el humano para todas las
especies y se le encuentra como agente patégeno en los animales mas
resistentes. L.a tuberculosis de los bovinos ha de combatirse por todos
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los medios sin necesidad de nuevas tipificaciones, si se quiere llegar
a los mejores resultados en la lucha antituberculosa para la especie
humana.

OTROS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Cuando ha sido necesario realizar experimentos de infeceién y de
inmunidad cuyas condiciones debian acercarse mis a lo que ocurren
cn el hombre, con el agregado también de obtener lesiones mis seme-
Jantes, se emplearon los hovinos, dadas las dificultades de la utiliza-
¢ién de los monos superioves.

(almette y (Guérin, pudieron con el empleo de bovinos, demostrar
la propiedad inmunizante del B.C.G., contra la infeccién natural de
la tuberculosis por cohabitacién. Con el uso de pequenos animales de
laboratorio, hubiera sido muy dificil llegar a los resultados de premu-
nicién que indicaran la posibilidad de utilizar ese medio preventivo
para la especie humana.

La situacion creada por la terapéutica actual hace sentir cada
vez mds la necesidad de la experimentacion en la especie animal que
ofrezca mayor similitud con la enfermedad del hombre, lo que no se
obtiene con los pequeinios animales de laboratorio, que en cambio son
ian utiles para el diagndstico.

(Creo, como lo insistiera Ascoli en el ler. Congreso del BCG en
Paris, que el bovino ofrece el cuadro anadtomo patolégico mas parecido
al del hombre y que el uso de ese animal de experimento debiera ser
de preferencia. No cabe duda que los estudios sobre inmunidad reali-
zados asi lo demuestran y que los experimentos podrian extenderse en
esa especie a la fisiopatologia y ensayos terapéuticos.

l.a especie caprina nos ha resultado muy 1til en la demostracién
de la actividad de la vacuna antituberculosa de Calmette y Guérin.
Pero no podemos decir que pueda reemplazar a la bovina por cuanto
no existe un estudio comparativo de la enfermedad entre las dos es-
pecies. En el experimento realizado econ R. Schwartz en el Instituto
de Tisiologia que dirigiera el Profesor Sayago, demostramos claramen-
te el poder de resistencia que determina la vacuna en los cabritos re-
<ién nacidos que nos facilitara un distinguido tisiélogo, ejemplo de
trabajo honesto y de bondad. ecuyo respetuoso recuerdo tenemos, me
refiero al maestro Antonio Cetringolo. Por otra parte hemos obser-
vado en nuestro experimento lesiones de tuberculosis cronica muy se-
mejantes a las de los bovinos, sin creernos por eso autorizados para
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proponer por ahora el reemplazo de una especie por la otra. Seria ne-
vesario primero el estudio comparativo a que me he referido.

I’ara estudiar la primo infeccién del aparato digestivo, formas de
generalizacion aguda, precoz o tardia, el animal mds indicado scria
el cerdo, por ser éste uno de los mas receptivos a la infeccién tubercu-
losa como lo prueba el hecho de que se enferma naturalmente con las
tres cepas, la bovina, la humana y la aviar. —Con esta tltima que es
ia menos virulenta para cobayos, bovinos y caprinos, se ohtiene un
cuadro andtomo-patolégico de tipo productivo tan caracteristico que
Hasta observar las lesiones sarcoides para diagnosticar la infeccién
por bacilo aviar,

Otra especie que podria ser 1til para ciertos estudios experimen-
tales de la tuberculosis ed la equina.

En la tuberculosis del caballo predominan las lesiones de tipo
productivo. El aspecto lardaceo de algunos cuadros anatomo-patold-
gicos cuya etiologia tuberculosa se ignord por mucho tiempo hicieron
que se atribuyese a este animal mas resistencia a la infeceiéon natural
de la que en realidad tiene. Lia proporcion de animales tuberculosos
observada en los mataderos europeos es de 1 X 10 mil

Dado el escaso porciento de tuberculosis en el caballo que vive en
las mismas condieiones (ue el bovino, es l0gico pensar que esta espe-
vie tiene mucha mayor resistencia a la infeccion natural. Sin embargo,
experimentalmente ¢l equino se infecta como el cerdo con las tres ce-
pas y es muy sensible a la enfermedad experimental con cepas alter-
nadas, como tuvimos ocasién de comprobarlo en el Instituto Pasteur
inoculando el BCG por via venosa. Este hecho, de apariencia paradojal,
debiera ser motivo de investigaciones conducentes a explicar por qué
una especie tan receptiva a la infececién experimental, resulta tan re-
sistente a la infeccién natural.

Sefnores —Si con esta exposicién he llegado a cansarlos con hechos
conocidos, con explicaciones tedricas o con sugestiones de trabajos
experimentales, mis faciles de enunciar que de realizar, pidoles per-
don, pero he de confesar que al sugerir investigaciones complementa-
rias he perseguido un sélo fin: el de hacer resaltar la necesidad de la
creaciéon de un Instituto destinado al estudio de la tuberculosis expe-
rimental con mas medios de los que cuentan los existentes. Fse Insti-
tuto si fuera posible, debiera ser sostenido por la accién privada, bajo
¢l patrocinio y direccién administrativa de una comisién permanente
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designada por las Sociedades Argentinas de Tisiologia. Asi contribuiria
nuestro pais con los demas laboratorios del mundo, a la dominacién
definitiva de uno de los mayores peligros para la salud del hombre y
de los animales. Pues, si bien es cierto que el bacilo de la tuberculosis
es un enemigo que marcha en retirada, no olvidemos que esa retirada
es defendida por la misma naturaleza, que en su afin de mantener
el equilibrio biolégico, pone en juego sus fuerzas de seleccién y adap-
tacién, (tanto para el huésped como para la bacteria), que si bien es
cierto puede permitir la conquista de un estado simbiético, cada vez
mas firme, no deja de estar sujeto a variaciones que siempre signifi-
can un peligro para el huésped.

Afortunadamente la aceién médico-social que con tenacidad e in-
teligencia aplica los conocimientos consagrados por la experimen-
cién para la prevencidn y curacién de la tuberculosis, tiene en sus
manos un arma, que permite la creaciéon de ese estado simbidtico nece-
sario para la premuniciéon: una micobacteria de propiedades fijas y
conocidas, que aumentan y mantienen las defensas naturales del or-
ganismo, sin ningin riesgo, me refiero sefiores, al BCG que nos diera
¢l brillante equipo del Instituto Pasteur, encabezado por un médico y
un veterinario: Calmette y Guérin.—
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NOTA COMPLEMENTARIA (1)

Las modificaciones de orden biolégico que suele presentar el
bacilo tuberculoso sometido a la accién de los antibiéticos, tanto en
el organismo, como en el tubo de cultivo, han abierto un amplio campo
a la bacteriologia de la tuberculosis.

Las consecuencias que puedan tener las modificaciones aludidas
con respecto a la enfermedad tuberculosis del futuro, son todavia di-
ficiles de prever. —De todas maneras, el nuevo capitulo de la bacte-
riologia, que se ha iniciado hace yva aproximadamente diez afios, se
ird engrosando con nuevas observaciones e investigaciones, cuyos re-
sultados ayudarén a interpretar y resolver los problemas cue ofrezca
el empleo de dichas drogas, que desde ya representa un gran beneficio
para los enfermos, con la consiguiente repercusién en la disminucion
de la mortalidad por tuberculosis,

RESISTENCIA

La aparicién de la resistencia vital, que presentan frente a los
antibidticos o bacteriostaticos, algunas cepas o bacilox que forman parte
de ellas, han sido desde un principio y continuan siendo ain motivo
de realizacion de importantes trabajos de investigacion. —A ellos nos
hemos referido en la conferencia sobre ‘‘Tuberculosis Experimental’’
dada en el Tercér Congreso Argentino de Tisiologia, realizado en Ro-
sario en Octubre de 1951, de la que hicimos en noviembre del mismo
afio una informacién a la Academia Nacional de Agronomia y Veteri-
naria. —En aquella oportunidad, nos ocupamos tamhién de los posibles
motivos de los diferentes resultados que se observan en los tratamien-
tos, con relacién a los diferentes tipos de lesiones tuberculosas, por
cuanto estas podian influir como causa de la resistencia adquirida
por los bacilos, a los cuales no llegase el antibiético en la cantidad su-

(1) Arena, A. R. — Noviembre de 1958.
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ficiente, ya fuese por falta de irrigacién;por fijacion de la droga por
parte de los tejidos de la lesién; por bacilos muertos y (agregamos
ahora) o por la flora microbiana asociada. —Cualquiera de estas cau-
sas, podrian actuar como coadyuvantes favoreciendo la adaptacion de
tos bacilos, mediante la formacién de substancias antagénieas corres-
pondientes.

Por eso deciamos, que cuanto mas probabilidades existiesen en
1ealizar un rapido y mayor bloqueo del sistema enzimético de los ba-
¢ilos, desde el comienzo del tratamiento con antibidticos y sobre todo
asociados, como ya se habia observado con la estreptomieina y decido
paramico salicilico (P. A. S.), seguramente se obtendria menor forma-
cion de bacilos resistentes.

Los trabajos publicados desde aquella fecha hasta el presente,
va sea sobre ‘‘resistencia’ u otros motivos relacionados con la acecidn
de los antibiéticos, han sido muchos ¥ muy importantes, tanto en el
extranjero como en nuestro pais, contandose entre estos tltimos los
realizados por Cetrdngolo (bacteriélogo) y Croxate (anatomopatélo-
go) en los laboratorios de la cdtedra de tuberculosis que dirige el Pro-
fesor doctor Ratl F. Vaccarezza. Y aunque no se haya dado la al-
tima palabra sobre el mecanismo intimo, de la aparicién o acrecenta-
miento de la resistencia del bacilo de Koch, al antibiético empleado
en determinadas dosis, por lo pronto, ha quedado bien establecido el
beneficio de la terapéutica por los antibiéticos asociados. Se cuentan
a este respecto trabajos muy importantes, como los dados a conocer
por el Medical Research Clounsil, cuyos mejores resultados correspon-
den a las asociaciones de antibidticos o hacteriostaticos en cuya for-
mula predomina la Tzoniacida.

SENSIBILIDAD

Tna de las consecuencias de orden practico provocada por el uso
de los antibiéticos en tuberculosis, ha sido la modificacién de la va-
loracién que se adjudicaba a los métodos de laboratorio confirmativos
del bacilifero, —Recordemos que dicha valoracién se hacia de acuer-
do a la seunsibilidad de cada método. que en orden creciente cra: la
-nbservacion microsceépica, el cultivo v la inoculacion, adjudicindose a
Tos resultados negativos de este iltimo, convenientemente repetido, un
valor decisivo. —En cambio. en la actualidad cuando el material pro-
cede de enfermos tratados con antibiéticos, ¢l orden del valor de los
tres métodos puede variar. —Sin entrar al detalle de las miiltiples
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causas que pueden influir sobre la mayor o menor sensibilidad que
vdquieran los bacilos bajo la accién de los antibidticos y que abordan-
do ¢l problema desde el punto de vista practico, recordaremos que el
porciento de la negatividad de los cultivos, puede también estar in-
fluenciado por el método de purificacién del material antes de la
siembra, pues, se ha comprobado que el bacilo que proviene de en-
fermos tratados con antibiéticos, presenta menos resistencia a las
substancias quimicas que entran en la composiciéon de las soluciones
purificadoras, que el bacilo de los enfermos que no han sido sometidos
a dicho tratamiento. —Esa comprobacién pudiera también servir para
explicar las minimas o tardias lesiones o los resultados negativos de
las inoculaciones, aunque no se hiciese sufrir la accién purificadora
al material que se inyecta, pues, la disminucién de resistencia de los
hacilos, puede no permitirle vencer en la lucha que éstos deben soste-
ner con las defensas del organismo.

Lia consecuencia que se sacaria, colocandose en el caso extremo
de la persistencia del bacilo en el examen microseépeo con reiteradas
inoculaciones negativas, seria la de considerar positiva la investiga-
cién del bacilo tuberculoso y no como lo hubieramos hecho antes de
la época del uso de los antibiéticos, en que la sola presencia de bacilos
dcidos resistentes en el examen directo, con repetidas inoculaciones y
cultivos negativos nos hacia sospechar mis bien en la presencia de
una microbacteria saprofita o muerta.

QUIMIO-PROFILAXIS

La llamada ‘‘quimio-profilaxis’’, corresponde al uso del antibié-
tico en los casos libres de infeccién o de enfermedad, que se ven
obligados a convivir en un ambiente infectado.

Los resultados conseguidos con este procedimiento son ya pro-
misorios, esperandose que dicho método represente una nueva arma
para la lucha contra la enfermedad. —Muchos son los trahajos de
investigacién realizados hasta la fecha y Gltimamente (septiembre de
1958) Canetti, Bretey y colaboradores, han publicado experimentos
tendientes a la apreciacién del poder inmunizante del B.C.G. Standard
en cobayos sometidos al tratamiento con Tzoniacida desde el momen-
to de la vacunacién y mantenido durante un tiempo prolongado.

Los animales fueron vacunados con la dosis que se emplea para
el hombre por via intradérmica.
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La diferencia entre los grupos vacunados y tratados con Izonia-
¢ida y los vacunados sin haber sido sometidos al antibiético fué grande.

El tratamiento precoz por lzoniacida en cobayos vacunados con
Josis de B.C.G. como la que se emplea por via intradérmica en el hom-
bre, impidié la aparicién de la alergia y de la inmunidad.

En cambio, en el lote de cobayos solamente vacunados con la do-
sis mencionada, o sea sin tratamiento con Izoniacida, la alergia y la
inmunidad ha sido semejante a la que presentan los cobayos vacuna-
dos con dosis mayores de B.C.G.

En consecuencia, el tratamiento precoz con Izoniacida en los
cobayos vacunados con la dosis indicada de B.C.Gv., tiene un efecto
negativo.

Otros experimentos realizados con el B.C.G. Standard y con el
B.C.G. izoniacida resistente, han demostrado para ambas cepas un po-
der alergénico e inmunizante parecidos, siendo algo favorable el de
los vacunados con B.C.G. Izoniacida resistente.

En las aplicaciones efectuadas en el hombre, se han obtenido ve-
sultados semejantes a la de los cohayos.

En consecuencia, (‘anetti v colaboradores aconsejan que en casos
en que las circunstancas epidemiolégicas exigieren la prictica de la
vacunaciéon simultanea con la Quimio-profilaxis, debe darse preferen-
cia a la vacuna con B. C. G. Izoniacida resistente.

Al terminar esta limitada ampliacion de mi informe, debo mani-
festar que con ello, no pretendo hacer una puesta al dia sobre Tubercu-
iosis Experimental, sobre la cual se ha trabajado tanto durante estos
ultimos siete aiios, sino que s6lo he deseado referirme someramente
a lo mucho que se ha progresado en el campo de la investigacién so-
bre la nueva bacteriologia de la tuberculosis originada por el empleo
de los antibidticos o bacteriostaticos.





