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La oportunidad de haber realizado varias autopsias de casos de Bru-
cellosis, enfermedad que cada vez toma incremento en nuestro pais, ha
despertado nuestro interés por el estudio de los aspectos Patolégicos vy
Patogénicos de este mal. Hemos estudiado la Anatomia Patolégica en
humanos y animales e investigado el papel de la resistencia, sensibiliza-
cién y multiplicacién intracelular en la Patogenia de la enfermedad (1).

En esta nota vamos a presentar algunos de los resultados experi-
mentales obtenidos,

No hemos encontrado estudios histolégicos previos sobre la sucesion
de fenémenos producidos “in situ” por la inyeccién de gérmenes en la
piel. En general, parece haber preocupado poco a los investigadores lag
alteraciones locales originadas por las brucellas en el sitio de inoculacion.
Mever, SHAW y FLEISCHNER (2) encontraron que en algunos casos la
piel del escroto se ulceraba cuando se hacian inoculaciones intratesticula-
res. SMITH (3) en 1926 sefialé “The cutaneous inoculation usually pro-
duced suppurating kneefold nodes up to 1 cm. in diameter. After 9 or 10
weeks these were mere sacs filled with a cheesy mass which emerged
from the incision under pressure as a tape like mass’. BurNET, citado
por ZDRODOWSKI (4), encontrd que “apres l'infection sous-cutanee simple,
on n'observe pas de reaction locale, et en meme temps on constate un
gonflement des ganglions lymphatiques voisins”. Forrus (5) sostiene
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que las bruceHas ordinariamente no producen alteracién en el sitio de in-
vasién, afiade, sin embargo, gque cuando entran a través de piel traumati~
zada puede ocurrir una lesidn local especifica acompafiada de reaccidn
secundaria en los ganglios linfaticos regionales.

Tratando de estudiar escalonadamente la accion del germen sobre
los tejidos y la respuesta de éstos hemos investigado los fendmenos pro-
ducidos por la inoculacion intracutanea en cobayos. Procedimos asi por-
que ¢n la piel es muy facil la obtencién de biopsias v se puede, entonces,
seguir comodamente la reaccién macro y microscépicamente. Los resul-
tados obtenidos dan una pauta de !a relacién germen-organismo y han
permitido demostrar experimentalmente el proceso de multiplicacién in-
tracelular de las brucellas.

Material y Método: Como inéculo utilizamos una cepa de Brucella
melitensis aislada en uno de nuestros casos fatales humanos ({autopsia ’
254~1950) *. En un lote de 20 cobayos se hizo un estudio previo de aglu-
tininas para brucellas por el método de Huddleson, resultando todos ellos
negativos. Luego de afeitar la piel del abdomen se inyects intracutanea-
mente, en 4 zonas distantes de cada anmimal, .05 cc. de una suspensién
de gérmenes preparada en la propercion de 3 cc. de suero fisiolégico pa-
ra el producto de 10 tubos de Agar-papa de 48 horas. No siempre 23 fa-
cil hacer la inoculacion intracutdneamente, hemos encontrade adecuado
introducir Ja aguja primero al subcutaneo y luego alcanzar el dermis de
abajo hacia arriba; asi se consique hacer la inoculacién, por lo menos,
en ¢l dermis profundo. Se puso atencion en la reaccidn macroscdpica
en el sitio de la inyeccidén v en la evolucién de los ganglios regionales,
Se tomaron biopsias de piel, siempre en varios animales, a las 5, 12, 24,
48, 55, 96, 127, 178, 192, 216, 248, 288, 312, 336 y 456 horas. En el mo-
mento de tomar las biopsias se hicieron topes con la superficie de sec-
cion, o frotis con raspados de zonas elegidas. En muchos casos se prac-
ticaron cultivos. Se hizo también biopsias de ganglios regionales. Se uti-
lizé las coloraciones de Hematoxilina-Eosina, Giemsa v Gram.

Resultados: ©Mas o menos a partir de las 12 horas comienza a ab.
servarse una pequefia zona eritematosa en el lugar de la inyeccién, la cual
va aumentando lentamente, transformindose entre las 12 v 48 horas en
una papuia eritematosa. En los dias siguientes continda el desarrollo; Ia

*

La wverificacion bacterioldgica fué realizada por e Dr. Gurmendi, de la Sec-
¢ién de Bactericlogia de los Laboratorios de las Clinicas Fac. Med., Hospital Loayza,
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papula muestra cada vez mayor densidad hasta adquirir consistencia no-
dular. Entre los 6 v 10 dias queda constituido un nédulo de 0.5 a 1.5
ctms. en el cual aparece fluctuacién central, En el periodo que va des-
de el octave al décimotercero diz la reaccién macroscépica alcanza su
maximo grado, el reblandecimiento aumenta, en zonas del nodulo la piel
se adelgaza v presenta placas cianoticas, llegandose lfinalmente a la ul
ceracién espontanea, Fluye entonces material grumoso, espeso, amarillen-
to. Producida la evacuacidn del pus la lesién comienza a regresionar,
Cuando la ulceracién ha sido amplia, y abundante el material necrético
expulsado, la involucién del proceso se hace con gran rapidez. En dos
dias puede establecerse una cicatriz. En el caso contrario, la pequefia ul-
ceraci6én elimina lentamente el contenido nodular en el curso de varios
dias. LEn algunos animales observamos que el pequefio nodulillo consti-
tuido en los tres primeros dias permanecié mas ¢ menos estacionario has-
ta el sétimo u octavo, periodo en el cual bruscamente inicia un rapido
desarroflo que culmina ulcerandose entre el 12 y 13 dia. Si la inoculacién
se hace en 2l tejido celular subcuténeo no se produce alteracion,

Fl aumento de volumen de Jos_ganglios regionales es aparente des-
de la segunda semana. Evolucionan lentamente, llegando a alcanzar 4 a
5 mm. de didmetro. Sélo tardiamente, a las 4 6 5 semanas, puede verse
grandes focos necréticos en la superficie de seccidn.

Histolégicamente encontramos en la piel, a las 5 horas; edema, con~
gestion vy débil infiltracion del dermis superficial, y algo méas pronunciada
en la parte profunda, con histiocitos y polinucleares eosinéfilos; éstos en
mayor numero. So6lo algunos macréfagos perivasculares muestran bruce-
Has en el protoplasma. Se ve histiocitos parasitados rodeados de polinu-
cleares.

Entre las 12 y 48 horas hay varios focos dérmicos constituidos por
acimules de polinucleazes, marginados por histiocitos v raro linfocito o
monocito. Algunas células parasitadas. La reaccién inflamatoria llega, en
zonas, al plano muscular.

A las 55 horas los focos del dermis profundo han confivido forman.
do uno grande gue muestra una parte central de polinucleares eosinéfilos
y raro neutréfilo entremezclados con algunos macréfagos. Rodeando a
ia mitad inferior de este foco se aprecia una banda de proliferacion his-
tiocitaria parcialmente invadida por eosinéfilos. Hay brucellas en el pro-
toplasma de algunos histiocitos.

Entre las 96 v 178 horas el gran foco de polinucleares del dermis
profundo comienzs a migrar hacia la superficie, las células muestran de-
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generacidén protoplasmatica vy picnosis v rexis nuclear. En la base del fo-
co la banda de histiocitos v eosindlilos es bien neta; por debajo se dibu-
ja una faja de histiocitos y fibroblastos. En este periodo se hace eviden-
te un notable incremento en el ndmero de células parasitadas.

En la mavoria de los animales la reaccién locat alcanza la superficic
de la piel v el maximo grado de intensidad entre las 178 v 312 horas
El foco de polinucleares eosindfilos invade v lisa la epidermis; las bandas
histio-eosinéfila e histio-fibroblastica adquieren su mayor desarrollo. Du-
rante esta fase practicamente todos los histiocitos llegan a estar parasi-
tados. Se ve gérmenes también, pero en menor ndmero, en po?inncleares
y #ibroblastos.

Producida la ulceracion, el pus es evacuado total o parcialmente, eli-
minandose con ¢l muchos macréfagos parasitades. El estudio histolégice
muestra, cuando la ulceracion es amplia, un crater desprovisto de epitelio
en cuya base hay delgada cubierta de polinucleares y por debajo las ban-
das histio-eosindfila e histio-fibroblastica. Las células de estas fajas estan
llenas de gérmenes. El proceso involuciona desde ¢l momento v los ma-
crofagos parasitados comienzan a disminuir siendo acarreados por via lin-
fatica. En solo un animal vimos transformacion caseosa del exudado y
células gigantes,

El proceso de multiplicacién de las brucellas lo hemos seguido mejor
estudiando los frotis o topes que haciamos al tomar las biopsias. El te-
jido situado por debajo de ia base del foco purulento v que correspondia
a la banda de proliferacion de histiocitos es el que nos ha servido para
hacer los frotis. Utilizamos las coloraciones de Giemsa v May-Grunwald
Giemsa. Asi hemos podido hacer una apreciacién cuantitativa del name-
ro de células parasitadas. En las primeras horas sélo un 5 % 6 10 % de
los histiocitos mostraban gérmenes en el protoplasma. Conforme aumen-
taba el nimero de dias este porcentaje fué incrementindose hasta llegar
al periodo correspondiente entre las 178 y 336 horas en el cual el 100 %
de los histiocitos estaban parasitados. Los gérmenes se han visto tam-
hién en polinucleares. No todos los macréfagos mostraron un parasitismo
semejante, migntras que wnos tenian uno que olro microorganismo otros
presentaban el protoplasma totalmente Heno de gérmenes. EBn algunos
casos se ve verdaderas microcolonias en un polo de la célula en tanto que
la otra parte del citoplasma puede estar fagocitando polinucleares o detri-
tus celulares. Picnosis y vacuolizacién protoplasméatica puede aparecer
también en los histiocitos parasitados.

En los ganglios linfaticos la primera manifestacién originada al in-
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greso de los gérmenes se caracteriza por una hiperplasia difusa de gran-
des monocitos, los que $¢ ven formando mantos en plens reticulo o le-
nando los senos; después de las 336 horas hemos visto focos circunscri-
tos de clasmatocitos en necrobiosis y arteriolas con hialinizacién o necio-
sis fibrinoide de la pared. Puede haber fusion purulenta en las zonas de
pecrosis. Los gérmenes se ven en los cortes tefiidos con Giemsa, ¢ mejor
" en los topes preparados en el momento de las biopsias. A las 240 horas
apreciamos ¢l mayor niimero de histiocitos ganglionares parasitados.

Comentario: Se ha relatado las caracteristicas histolégicas del pro-
ceso originado por la inoculacidon intracutanea de brucellas. El ingreso de
estos gérmenes al tejido dérmico da lugar a una reaccion inflamatoria
aguda, formandose un foco de polinucleares eosinéfilos entremezciados
con macréfagos parasitados y neutréfilos. Primero situado en la parte
profunda, este foco emigra hacia la superficie por el aumento de volumen
y por el desarrollo de bandas basales de proliferacién histiocitaria v fi-
broblastica. Alcanzada la epidermis se produce la ulceracién. El propé-
sito de la inflamacién de “circunscribir, destruir y eliminar la noxa” se
ve burlado por la capacidad del germen de multiplicarse intracelularmen-
te, pues hemos visto como, expulsado el pus y regresionada la reaccién,
quedan las bandas histio-eosinéfila ¢ histio-fibroblastica parasitadas. Los
gérmenes son pronte trasladados a Jos ganglios linfaticos regionales don-
de se multiplican, Nuestras observaciones no se oponen a las macroscs-

picas seflaladas por Smir y Burner pues ellas corresponden a la inocu-
lacién subcutanea.

Especial interés tiene la experiencia realizada al haberse podido ve-
rificar y demostrar experimentalmente la capacidad de las brucellas de
multiplicarse en el soma celular.

En 1919 TueoaLp Svith (6) describis, en placenta bovina, la pre-
sencia de brucellas en el protoplasma de las células del epitelio corial; al-
gunas estaban totalmente llenas de pardsitos; encuentra también histio-
citos adventiciales con gérmenes y adelanta la idea de que hay multipli-
cacién intracelular. Esta singular observacién no ha merecido comenta-
rio o verificacién hasta los ditimos afios. En 1937 GooppAsTURE v An-
DErSON {7) inoculando la membrana corioalantoica de embriones de po-
ilo encuentran que la brucella abortus es capaz de utilizar el protoplasma
celular para su desarrollo, BuppincH v WomMck (8) en 1941 inoculando
embriones de pollo por via coricalantoica hallan gue las Br.abortus v suis
tienen especial alinidad por las células mesodérmicas, sobre todo, ¢ en-
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dotelio vascular; en cambio, la cepa de Br.mellifensis estudiada sélo de-
sarrolic en el epitelio ectodérmice. Dickey y Fonreus (9) usando téc-
nicas supravitales encuentran que Ja Br.suis puesta en contacto con los
glébulos blancos de sujetos normales es rapidamente fagocitada por los
polinucleares: "When ingested by a polymorphonuciear leukocyte, bru-
cella was found to be surrounded by a vacuole. The ingested organism
was not necessarily killed by the cell; in some instances it appeared to
multiply within the cell body”. En 1947 Ruiz CastafEna (10) presenta
un interesante estudic experimental sobre la patogenia de ia brucellosis.
Inocula con los tres tipos de brucellas cobayos v conejos intravenosamen-
te v directamente en el testiculo, y pericotes intranasal e intravenosamen-
te. Sacrificando los animales en periodos sucesivos para seguir el pro-
ceso de la infeccién, encuentra entre el 3er. v 5to. dia después de la
inoculacidon, en los animales infectados en el testiculo, gérmenes intrace-
lulares que lo impresionan como gue los pardsitos dentro de lag células
han incrementado no por fagocitosis sino por el desarrollo de colonias
después gue el organismo ha ingresado al citoplasma. Srink {11) en 1948
cita las observaciones de BrAupe quien habria demostrado en cobayos,
la invasion de las células hepaticas por la Br.abortus dentro de la pri-
mera semana de la infeccion. En 1949 Ruiz Castalepa {12) presenta
nuevas pruebas de la capacidad de las brucellas de desarrollar intracelu-
larmente: “La inoculacién por via intratesticular o intrahepitica de bru-
cellas muertas da motivo a cuadro fagocitarios en que los macréfagos
tienden a recoger un niimero considerable de los gérmenes inyectados. Sin
embargo, contrariamente a lo observado en la inoculacién de gérmenes
vivos no se observan células parenquimatosas conteniendo brucellas”. Pa-
ra fundamentar su opinion de que las brucellas se multiplican intracelular-
mente, el autor expone: “En los animales inoculados con brucellas vivas
la notable escasez de brucellas en zonas donde hay macréfagos completa-
mente llenos al lado de macrofagos vacios, no puede explicarse por una
simple fagocitosis’. Ademas. infiere del hecho de que las brucellas sean
viables en los tejidos. que éstas no estan pasivamente en el seno proto-
plasméatico.

Todos estas trabajos han dado una sélida evidencia de la capacidad
de las brucellas de vivir intracelularmente. En la experiencia que hemos
reiatado, al haber seguido cuantitativamente la multiplicacion de los gér-
menes, se ha demostrado experimentalmente este proceso de reproduccidn
en el soma celular.
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Sumario

Se hace un estudio de la sucesién de fenémenos desencadenados en
el cobayo por la inyeccién intracutanea de brucellas, dando los caracteres
macro y microscopicos escalonados de la reaccién.

Se logra demostrar la multiplicacion intracelular del germen habién-
dose seguido cuantitativamente, dia a dia. el incremento del ntimero de
Brucellas desarrollandose en los macréfagos en el foco inflamatorio. En-
tre el 9° y 132 dia el 100 % de los histiocitos estaban parasitados.

SUMMARY

A systematic study of the reactions elucidated by intracutaneous
injections of Brucella mellitensis in the guinea pig is given, with the des-
cription of macro and microscopic characteristics. It has been possible to
demonstrate the intracelular multiplication of Brucella day by day, de-
veloping in the macrophages of inflamatory focus. Between the 9th. and
the 13th. day after inoculation 100 % of the macrophages showed the
organisms,
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS
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Fig, I.—Aspecto macroscépico de la reaccion al 13avo. dia.
En A) Se aprecia el nédule con placa cianética central, estando a punto de
ulcerarse.

Fn B) Se ve un nédulo que acaba de ulcerarse y otro menos evolucionado.

Fig 2.—Aspecto de la reaccion dérmica a las 178 horas. Hay un gran foco cen-
tral de polinucleares e histiocitos degenerados y se esbozan las bandas de prolifera-
cién histiocitica v fibroblastica en la base.

Fig., 3.—Aspecto de la reaccién a las 312 horas. El nodylo ha lisado la epider-
mis y comienza a eliminarse. Las bandas histio-ecsindfila ¢ histio-fibroblastica son
bien netas. El cuadrado encierra la zona gue comprenden estas fajas,

Fig. 4.—Vista a mayor aumento de parte de la zona comprendida en el cua-
drado de la figura anterior. Col. Giemsa. Todos los histiocitos muestran brucelas en
¢l proroplasma.
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Fig. 5.—A-Cobayo E-I-7, a las 178 horas. Frotis de blopsia de plel. Col. Giemsa
¥ L2Z00. Histiocite con microcolonia en parte del protoplasma v fagocitosis de restos
tucleares en Ia otra.

Ba. Cobayo E-I-14, a las 288 horas. Frotis de biopsia de piel. Col. (emsa, x
1,250. Histiocitog con ¢l protoplasma lleno de brucelas.

Fig. 6.—~Cobayo E-I.5, a las 312 horas. Frotis de blopsia de piel. Col. Giemsa
% 1400 {ampliada). Se cbserva un histiocile totalmenie Ueno de brucellas y otro, 2 su
iado, con algunas dispersas en o ctoplasma. En este periodo el 100% de los macré-
fagos muesira brucellas en el protoplasma, viéndose todos los grados det paramtlsmo
entre log extremos gque ilustran estas dos células.

Fig, 7.—Cuy E-I-20 a las 240 horas.
Tope de ganglio linfafico regional. Célula reticular totalmente llena de brucellas.



LAMINA I

i
o Ml
Lah ﬁﬁémwﬁﬁt

EEEREEEN Ty

T




