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La epidemia de viruela desarrollada en Rio en 1909 nos
proporcioné la oportunidad de hacer estudios sobre el virus
productor de esta enfermedad. Los resultados de las expe-
riencias entonces practicadas fueron reasumidamente publi-
cadas en Minchner Medizinische Waochenschrift nim. 44, 1908.
La forma aforistica de esa comunicacidn dié lugar & inter-
pretaciones erréneas, por lo que nos decidimos & volver sobre
el asunto en forma mas minuciosa.

I. EL PRODUCTOR DE LA VIRUELA

Para poder abordar mas de cerca la cuestiéon del. agente
productor de la viruela, hicimos en primer término estu-
dios de orientacion sobre la filtrabilidad del virus, y asi
nos pudimos convencer que el virus de pustulas recientes,
mientras no se encuentre mezclado con gran cantidad de de-

absorven, atraviesa los filtros de papel grueso, asbesto,
Berkefeld y Uhlenhuth. Con los filtrados asi obtenidos, con-
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seguimos siempre inoculaciones positivas en la cornea de
los conejos. La cornea inoculada era cuidadosamente extrai-
da al cabo de 24 horas, fijada con el sublimado alcohol-
incluida en parafina, y los cortes coloreados, las méas de las
veces, con la hematoxilina férrea de Heidenhain. En la ma-
yoria de los casos pudieron ser observados los corpusculos
de Guarnieri, tipicos de la viruela. Nos esforzamos por li-
bertar cuanto fuera posible el virus del suero y de la albii-
mina, lavandolo prolijamente por mucho tiempo, por lo que
simultineamente se enriquecia. Para conseguirlo y teniendo
presente lo que ya se habia hecho con el virus de la Hiihner-
pest, filtramos el material fresco 4 travez de camadas coloi-
dales(agar 4 3 %). Se empleé el método siguiente: un filtro
de papel bien mojado con solucién fisiolégica, fué colocado
en elinterior de un embudo pequefio fijado por un cono de
platino, adhiriéndose mediante la aspiracién de la trompa
de agua. El agar se aplic6 dos 6 tres veces, de manera que
el papel de filtro quedase bien impregnado, dejando que se
acumulase un pequeiio depésito en el fondo. La condicién
capital para obtener éxito en la filtracién, consiste en que
el agar impregne por igual toda la superficie del papel de
filtro, sin que se formen burbujas. Se impregna el filtro lan-
zando sobre él cierta cantidad de agar licuado, girando el
aparato en posicién horizontal, de manera que el coloide
se solidifique, formando una delgada capa.

Después de solidificado el agar, héchase en el filtro el
filtrado que ya se ha obtenido por, el pasaje, 4 traves de papel
de material de ptstulas, un poco diluido en solucidén fisiol6-
gica y se deja filtrar por aspiracién lenta de una 4 tres
horas (fig. 1).

La filtracion debe ser sometida 4 continua vigilancia, pues
después del pasaje de las tultimas porciones de liquido, la
camada coloidal facilments se agrieta, y en este caso, el
material queda inutilizado. El tenue depésito obtenido sobre
la masa del agar se extiende con anza de platino en porta
objetos para preparados, se desecan, privandolos del suero
por lavajes sucesivos con agua destilada, se desecan nueva-
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mente y se fijan en alcohol absoluto durante algunas horas,
luego se coloran con la fucsina anilinada de Loeffller.

Para obtener las mayores proporciones de filtrados, pro-
cediose seguin las indicaciones de Giemsa, asi: impregnése
repstidas veces de agar una bujia Pukal cortada, de manera,
que después de la solidificacién del coloide, se formase en su
interior una deigada y regular camada 4 traves de la cual
se hizo la filtracién. Por intermedio de un tapén de goma.

==xx=x Cono deplatino
FPapel defiltro
AT Copa de agar

Fig. 1 IMig. 2

perforado, la bujia se unia 4 un tubo de vidrio capilar de
paredes gruesas y que entraba en el interior de un frasco
de filtracién. El denominado ultra filtrado es rezibido en un
tubo de ensayo estéril (fig. 2).

Para obtenerse material libre de gérmenes, en algunos
casos el contenido d= las pustulas era diluido y pasado &
través de bujia Berkefeld y asi mayor proporcién de ese
filtrado se obtenia con el filtro de coloide arriba referido.
Por el mismo procedimiento se podia conseguir vacuna libre
de bacterios. Para este fin es menester previameats triturar
con cuidado el material de la- vacuna, diluairl>, pasarlo &
través de filtro Berkefeld y concentrarlo finalmentz en filtros
de coloide. Ea todos lnos casiys ea que investigamos, pudi-
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mos constatar en los preparados coloreados por el método
de Loeffler, corplisculus redondos, extremadamente pequeiios,
nitidamente diferenciados, coloreados de rojo oscuro y que
4 veces se dividian bajo la forma de diplococos. Eran mas
pequeiios que las menores formas microbianas hasta hoy
conocidas. Los corpusculos de la viruela se multiplican
por una especie de biparticiéon después de cierto aumento de
tamaiio. No toman el Gram; se coloran por la fucsina de
Ziehl, porla eosina-azul de Giemsa y por la tionina. Con-
trariamente 4 lo que se verifica con los estreptococos y con
los niicleos de los leucocitos, no se coloran aun después de
largo contacto con el Neutralrot 6 el Brillantkresylblau. En
estado vivo se presentan bajo la forma de pequeiiisimos
puntos que refractan moderadamente la luz (brillantes). Co-
mo fueron encontrados estos cuerpos recientemente por nos-
otros, en materia de la viruela, asi como fueron ellos obte-
nidos enel filtrado de las bujias Berkefeld, concentrando
en un filtro de coloide, con ausencia de cualquier otra forma
microbiana, y como con este producto obtuvimos con éxito
Ja inoculacién de la cornea de conejo, nos juzgamos autori-
zados & considerarlos como microbios de viruela.

Cuando efectuamos esas experiencias, ya existian sobre el
mismo asunto, tres trabajos que se podian relacionar con
nuestras observaciones: el de Casagrandi, Volpino y el de
Paschen. Sobre la cuestion de ser todas las figuras vistas
idénticas, diremos apenas algunas palabras, por cuanto Vol-
pino (2 Cetralblatt f. Bakt, Bd. 49, H. 2) ya describié en un
articulo de sintesis, los caracteres de todos los corpisculos
encontrados hasta hoy en la viruela. Juzgamos, sobre todo,
que se deben comparar los corptisculos descriptos por Vol-
pino y Paschen. Nuestros corpusculos aseméjanse mas en
lo que respecta 4 la morfologia y aspecto 4 los descriptos
por Volpino. Las caracteristicas dadas por Volpino concuer-
dan esencialmente con las de nuestro descubrimiento, a
excepcidn de que no encontramos en los nuestros, grandes
movimientos comparables 4 los que se observan en los infu-
sorios y flajelados. No negamos, sin embargo, la existencia
de cierto movimiento de los corpusculos en cuestién, movi-
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miento analogo al de las granulaciones de pigmento de los
parasitos de la Malaria ocasionados por la formacién de los
flajelos. Los corpiisculos que Paschen fué el primero en des-
cribir en la vacuna y de los cuales tuvimos, para compara-
cién, un preparado (de corpiisculo de la viruela) son relati-
vamente 4 los nuestros un poco mas grandes (1,2 micromi-
limetro), diferencia ésta que Paschen atribuye 4 los métodos
de coloraciéon. Al principio concordabamos en una diferencia
de tamaiio del virus variolico, en relacién al vacinico, pero
ya no pensamos de ese modo. Quien fué el primero que observé
los verdaderos corpiisculos, es cuestién dificil hoy de decidir
porque para la diferenciacién de ellos, casi no existen carac-
teristicas morfolégicas y las dimensiones varfan segun la
coloracién, (Paschen) el modo de hacer el preparado y el
estado de conservaciéon del material. Los corpusculos des-
criptos en primer lugar, por Prowazek, como corpuisculos
iniciales, los consideramos como estados de evolucion del
virus; Paschen fué el primero en describir, de modo indubi-
table, corptisculos menores que aquelios.

Los corpisculos arriba descriptos representan, como ya
dijimos, apenas el estado vegetativo del virus variélico. Ino-
culandose ese virus en la cornea de conejos, algunas veces
presentaronse visibles en el protoplasma de las celulas epi-
teliales, figuras mayores, en via de multiplicién, las que son
idénticas 4 los corptsculos iniciales anteriormente descriptos.
Estos tltimos estadios de evolucién encuéntranse incluidos,
en los primeros periodos de la infeccién, en los corptisculos
de Guarnieri, y en los cortes bien continuados en serie, colo-
reados por la hematoxilina férrea, azul Victoria, violeta de
genciana, eosina-azul de Giemsa; muéstranse bajo la forma
de corpisculos intensamente coloreados, redondeados 6 alar-
gados en ¢l interior de una especie de vacuolo de los cor-
pisculos de Guarnieri. En ellos, como ya se ha dicho, obsér-
vase un cierto movimiento oscilatorio.

La subsiguiente transmutacién de ese figura en corpuscu-
los de Guarnieri no fué verificada con seguridad.

Los preparados de pustula variélica frescos, fijados por el
sublimado alcohol y coloreados después por la hematoxilina,

REv. DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA 6

Google



muestran, al lado de muchos leucocitos polinucleares, algu-
nas veces, cuerpos ovalares 6 redondos, intensamente colo-
reados y (ue no son mas que restos degenerados de nucleos
de leucocitos polinucleares. Entre esos cuerpos y los nucleos
de leucocitos que mueren, encuéntranse todos los estadios
intermediarios.

Para la interpretaciéon de los corpiisculos de Guarnieri
como producto de reaccién de la célula y mayormente del
componente plastinico del nucleo, es interesante sefialar el
hecho de que, ni en todos los casos ellos se colocan junto &
los nucleos, como figuras independientes, pero, muchas veces
solo se verifica el aumento de volumen de los nucleolos. En
un caso en que se inoculé virus variélico. con suero de va-
rioloso de 21 dias, no se formaron corpusculos de Guarnieri
intraplasmaticos, pero, en compensacién, los nucleolos de los
nucleos estaban en tal forma aumentados, que se imponfan
como corpisculos de Guarnieri. Después de la inoculacién de
vacuna en el parpado interno del Gecko, pidose verificar un
aumento de los nucleolos. Respecto 4 la biologia del pro-
ductor de la vacuna, consignamos aqui los siguientes hechos:
el virus muere después de un contacto de 24 horas con la
saponina, bilis, tauro, colato y oleato de sodio; por la accién
de la lecitina marca Afga, seguida de 3/4 de hora de centri-
fugacién y 4 lLioras de sedimentacién, obtiénese sobre la cor-
nea del conejo, apenas una reaccién limitada enteramente
local. En los leucocitos coloreados por el método de Loeffler
obsérvanse inclusiones en forma de granulacién en el in-
terior de los vacuolos, redondos 1 ovalares, nitidamente limi-
tados y que se asemejan & los corpusculos descriptos.

El denominado ultra-filtrado obtenido por el pasaje & través
de camadas coloidales no contenia méas wvirus activo; co-
nejos inoculados por la via subcutianea con ese producto, por
tres veces en el intervalo de 4 dias, con 2 c. c. cada vez, no
presentaron sintoma moérbido alguno y no se hallaban in-
munes cuando se inoculaban con material virulento como
acontece en la Hihnerpest, con las gallinas inoculadas con
el ultrafiltrado.
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II. CIRCULACION DEL VIRUS VARIOLOSO
EN EL ORGANISMO

Muchas veces se hicieron inoculaciones sobre la piel ras-
pada del abdomen y en la cornea del conejo, con abundante
material de sangre, suero, parénquima de bazo, rifién é hi-
gado de individuos que sucumbieron a4 la viruela confluente
6 hemorragica. Para obtener tales parénquimas se reducian
los érganos 4 experimentar 4 fragmentos y después se les
trituraba cuidadosamente en un mortero. En algunos casos
obtuvimos apenas reaccién positiva macroscépica. En un
caso de inoculacién con sangre de viruela hemorragica
hecha no solo en las dos corneas sino también en la piel ras-
pada de 4 conejos (abdomen), obtuvimos apenas en una cor-
nea una reaccién retardada, al fin de 6 dias y los cortes
revelaron en ella la presencia de los corpisculos de Guar-
nieri. Elvirus 4 veces atraviesa la placenta, é inoculaciones
con resultado positivo fueron obtenidas en corneas de co-
nejos con el parénquima de higado del feto de una mujer,
fallecida por viruela confluente. En las corneas asf inocu-
ladas pudieron caracterizarse pocos corpusculos de Guar-
nieri, 3 dias después de la inoculaciéon. Es digna de nota la
circunstancia de que el feto no presentaba ningin signo
exterior de la enfermedad.

De esas experiencias se deduce que hay generalizacién del
virus variélico, pero que en general, ella dura apenas un
tiempo determinado y, mas tarde, después de la erupcién de
las pistulassolo porla experimentacion se puede comprobar
una escasa circulacién de virus. Segiin Calmette y Guerin
atin después de la inoculacién endovenosa, el viris vacinico
solo circula en el organismo por espacio de 24 horas; durante
este periodo se puede obtener una formacién artificial de las
puistulas vacinales, raspando 6 arrancando los pelos de los
conejos inoculados. De estas experiencias se deducen ade-
mas los hechos de que: 1° El virus manifiesta la tendencia
de localizarse en las células, multiplicandose alli. 2° de que
su presencia no es constante en los liquidos del organismo.
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Es més bien un parésito de las células que de los liquidos
organicos. Es admirable que con el jugo obtenido expri-
miendo 6rganos internos, apenas se hayan conseguido pocos
resultados positivos de inoculacién, mientras que con el ma-
terial de las pustulas, sin otra preparacion, se obtuvieron en

hechos, que carecen de ulterior comprobacién, que, después de
la generalizacién del virus de la protopidstula hipotética de
Bleiffer, todas las células segiin las experiencias de Meyer
y Keysselitz reaccionan al estimulo del antigeno por una
hiperplasia peculiar de la sustancia nucleolar, pero que des-
pués se sitiia de preferencia en el ectoderma 6 en el tejido
subcutaneo colageno (Nobel y Hiickel) y que de alli también
parte la inmunidad. A favor de esta manera de ver concurre
también la pequeifia cantidad 6 ausencia de anticuerpos en
el suero sanguineo y la inmunidad cutinea admirablemente
duradera.

ITII. LOS FENOMENOS DE INMUNIDAD EN LA VIRUELA

En nuestras experiencias procuramos verificar como se
comportaria, inoculado en la cornea del conejo, el suero de
convalescientes de viruela, tomado 12, 14, 15, 20, 24, 30 y
40 dias después de la cicatrizacién de las pustulas varidlicas,
recogido tanto como fuera posible, en pustulas frescas, y
dejados en contacto durante 20 4 24 horas en la heladera
agitandolo repetidas veces. Las experiencias de Voigt de-
mostraron que la viruela humana inoculada en la cornea
de los conejos produce sintomas tipicos aunque no muy vio-
lentos y que se puede constatar por medio de cortes la exis-
tencia de corpusculos de Guarnieri. Consideramos la ausen-
cia de esos corpusculos, en la cornea, como un indicio de
reaccién parasiticida del suero utilizado. Noétese aqui sin
embargo, que también en la viruela humana, en las células
de la cornea de los conejos, no se encuentran siempre los
corptsculos de Guarnieri junto al nucleo, pero que muchas
veces solo se verifica un aumento de los nucléolos en el in-
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terior del nucleo. Hechos analogos fueron comprobados en
la cornea del hombre infectado por la viruela. Una causa
perturbadora para el examen microscépico de una inocula-
cién corneana es la de que muchas veces conjuntamente
con la linfa se inoculan estreptococos que producen aite-
raciones progresivas del epitelio corneano. Macroscopica-
mente la cornea reacciona en todos los casos como ya varias
veces se ha descripto. Microscépicamente siempre fueron
constatados los corpisculos de Guarnieri, aunque en can-
tidad variable. El suero de 12 4 14 dias, de acuerdo con
esos experimentos, mata definitivamente el virus variélico.
Bajo la influencia del suero de 12 dias, el nimero de cor-
pusculos de Guarnieri, no era muy considerable; el suero
de 14 dias permitia la formacién de mayor cantidad de
corpusculos, y bajo la acciéon de suero de 49 dias, aparecian
no solo aumento de volumen de los nucléolos, sino también
se verificaba al lado de los nucleos la presencia de los
corpusculos de Guarnieri. El suero varidlico, después de
un cierto tiempo, cuando mucho, ateniua el virus y demuestra
ausencia de anticuerpos, en general. Del mismo modo el
virus variélico no se deja influenciar por la accién de un
suero vacinico proveniente de un hombre alerjetico, inocu-
fado repetidas veces por espacio de 3 afios, asi como también,
la vacuna no es influenciada por el suero de varioloso
de 12 dias de enfermedad, recogido después del desapareci-
miento de los sintomas mérbidos, de la manera ya referida.

En la epidemia que tuvimos ocasiéon de observar, el virus
varidlico encontrabase siempre asociado 4 un estreptococo,
existiendo entre ellos una relacién de simbiosis ocasional
analoga 4 la de las complicaciones de la escarlatina, contri-
buyendo para la gravedad de su decurso. Inoculaciones
hechas con esos dos microorganismos, en serie de experien-
cias perfectamente determinadas, dieron en todos los casos
observados, resultados muy particulares. Tratdndose corneas
de conejos con una mezcla de:

1° Virus varidlico (tanto como sea posible material reco-
gido en pustulas frescas).
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20 Suero activo (es indiferente que se tome suero normal
de hombre, caballo 6 suero vacinico 6 variélico del 12° al 40°
dia) y '

3° Estreptococo (vivos 6 muertos por un calentamiento
de media hora & 60°) verificase en comparacién con los tes-
tigos correspondientes, que ya al fin de 24 horas, hay reac-
ciéon extremadamente intensa con pérdidas progresivas del
epitelio, leucocitosis y profundas erosiones. Las pérdidas
epiteliales eran muchas veces muy considerables y por una
especie de citolistesis, las células pigmentadas del limbo
corneano caminaban centripetamente. Encontribanse los
estreptococos entre las células epiteliales; mas tarde, tam-
bién, bajo la forma de agrupaciones entre las fibras del te-
jido conjuntivo bajo puesto '4 la membrana ;basal. Como
testigos se hicieron inoculaciones, con las siguientes mez-
clas, preparadas 24 horas antes:

1° Estreptococos vivos mas sueros de diversas prove-
niencias.

20 Virus varidlico mas sueros inactivos de proveniencias
diversas.

39 Suero solo.

40 Estreptococos solos.

59 Virus varidélico normal, solo.

6° Virus inactivo, a4 45°.

70 Estreptococos mas virus varidlico.

Pensamos en ejecutar las experiencias mas exactas, em-
pleando en las mezclas citadas y dejando en contacto 24
horas, el virus varidlico previamente pasado 4 través de
bujias de Berkefeld. Desgraciadamente, éstos ensayos no
dieron resultados claros, por el hecho de que filtrando se
reducia en mucho la cantidad de virus. Sin embargo de esas
experiencias resulta que, para que se establezca una intensa
reaccién deben coexistir 3 elementos: virus variélico, toxina
estreptococica y la parte termolabil de un suero cualquiera.
Estos hechos nada tienen que ver seguramente con la in-
munidad, porque, en todos los casos, en las pocas células
todavia conservadas, selveian corptsculos de Guarnieri, asi
como también la especie de suero usada no tenia influencia
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sobre el resultado. La asociacién ocasional del virus varié-
lico y el estreptocoso pertenece segiin Frank (Contribucién
para la biologia de las plantas, 1877) al grupo de los fend-
menos biolégicos descriptos bajo el nombre de simbiosis, pero
aqui se trata de pseudo parasitismo, porque los dos organis-
mos son, en lo que respecta 4 alimento, independiente uno
de otro. Ellos pueden también subsistir independientemente
pero, siocasionalmente se asociaran, obran perturbando do-
blemente el organismo atacado. Ward (Philos. Trans, 1892)
describié esa ‘“‘asociacién dijuntiva” de dos organismos que
ocasionalmente ejercen uno sobre otro y de manera transi-
toria relaciones de cambios, bajo el nombre de Meta 6 Anti-
biosis (antagonismo de Bary). Pfeiffer consideraria cl caso
aqui descripto como una simbiosis dijuntiva. Con relacién
4 la infeccién del organismo, debemos agrupar los fenéme-
nos de simbiosis en tres secciones:

1° Simbiotas que absolutamente no se influencian en sus
modos de vivir (simbiotas indiferentes).

2° Simbiotas que adquieren una cierta exaltacién de viru-
lencia y asi perjudican en mayor escala al organismo ata-
cado (simbiotas sinerjéticos).

3° Simbiotas, de los cuales uno prepara el alimento para
el otro.

Asi al Aspergillus orizoe y el Mucor orizoe le prepara el
alimento para la fermentacién sacarificindole el almidén
(simbiotas antibiéticos). '

Al segundo grupo pertenece la simbiosis aqui descripta
entre el estreptococo y el virus variélico. Igual hecho se
verifica entre el estreptococo y el agente productor de la es-
carlatina. Del mismo modo obran sinerjeticamente, segin
Leclainche y Vallée (Ann. Institut. Pasteur, 1900) una es-
treptotricea cromoégena 6 un estreptococo no patégenc, con
el bacilo del carbunclo sintomatico. Al contrario es inac-
tiva la asociacién del Bac. rhusiopathiae sui 6 el Bacterium
coli con el mismo virus del carbunclo sintomatico.

La explicacién maéas simple y natural para la accién sim-
biética de conjunto de los dos microorganismo parece ser,
que, en primer lugar las células epiteliales son lesionadas

Google



— 88 —

por el virus varidlico y reaccionan por la hipertrofia de uno
de los componente celulares, que se relacionan microscépica-
mente con la substancia nuclear (corpiisculos de Guarnieri);
en virtud de esta desproporcién, el proceso vital sufre un
debilitamiento y no puede oponer resistencia alguna 4 la toxi-
na del estreptococo.

Las toxinas parecen perjudicar directamente a protoplas-
ma de las células, por lo que muere éste con rapidez. Secun-
dariamente los cocos se multiplican con vivacidad y afectan
de varios modos las demds circunscripciones organicas. Las
células anormales del cuerpo en relacién con las normales,
sufren mas perjuicio con el ataque de los estreptococos, con
lo que estd de acuerdo la observacion de Janicke y Neisser
(Zentralbl. f. Chirurgie 1884) que, 4 consecuencia de una ino-
culacién de erisipela en un enfermo de carcinoma, verificaron
que los estreptococos produjeron un proceso regresivo de las
celulas carcinomatosas. De que en este caso, se trate en
realidad de la toxina estreptocicica es verificable, por cuanto
¢l mismo resultado se obtiene, empleando culturas de estrep-
tococos muertos por el calor. Segin Lingelsheim los vene-
nos del estreptococos son bastantes resistentes al calor. Papel
analogo al representado en la viruela, ejercen los estrepto-
cocos en varias afecciones vacinicas, en el impetigo (Balzer,
Griffon, Meslay y Kurth) en el exantema escarlatinoso y
reumatismo articular. También se atribuye el exantema de
la escarlatina traumatica 4 la accién toéxica del estreptococo.
También de acuerdo con la definicién de simbiosis arriba
dada, puede existir viruela sin estreptococos, asi como Rum-
pel observd casos de escarlatina, en los cuales el estreptococo
no eran caracterizables.
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