ROL PATOGENO EXPERIMENTAL DE LA ENTAMOEBA
COLI ASOCIADA AL ESTREPTOCOCO HEMOLITICO
{EN EL PERRO Y EN EL GATO)

Por Victor M. Avuro RoBLEs
Departamento de Bacteriologiz e Inmunolopia,
Instituto Nacional de Higicne y Salud Publica.

La Entamceba_coli ha sido considerada como saprofita del intestino
debido a que todas las experiencias realizadas con el fin de demostrar
su rol patégeno siempre fracasaron.

Las primeras experiencias de infeccion del gato por la E. coli fue-
ron hechas por CasaGrANDI y BareacaLio (2), “quienes afirmaron haber
conseguido observar la eclcsién de los quistes de la ameba citada en el
intestino de los gatos, en los cuales, el tubo digestivo habia s:do previa-
mente irritado de manera artificial .

. Ensayos posteriores de infeccion del gato por la E. coli, realizados
por QuiNckE y Ross (2), Daruing (2), Craic (2), DoBELL (2) fueron
negativoes.

Las experiencias realizadas por WENYON en 1912, (1} con el fin de
determinar si la E. coli podia causar sintomas de disenteria en el gato
fueron infructuosas, apesar de haber inyectado gran niimero de amebas
en el estomago y en el recto de dicho animal.

Simic en 1933, (2) “En el curso de mis estudios biologicos y expe-
rimentales con Trichomonas intzstinales en el perro, tuve ocasién de te-
ner un perro joven infectado expontaneamente con la E. coli”. Tratan-
do de confirmar este hecho realizé una serie de experiencias utilizando
perrps tiernos, .obteniendo una infecciébn pasajera en 4 de 21 animales.
Tales experiencias le permitieron afirmar que: "“Por pasajes sobre el pe-
rro la E. coli no cambia sus caracteres morfolégicos ni biolégicos; ella no
se hace patégena para el animal infectado.. No he visto jamas amebas
hematdfagas en el intestino del perro”. SiMic concluye afirmando: “El
resultado de mis observaciones sobre la infeccién del perro con la E. coli
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es que esta ameba vive en estado saprofitico en el intestino de este ani-
mal, mas no penetra en la mucosa, ni fagecita gldbulos rojes”.

7 Marcroux {3), comentando el trabajo de Desciiens referente a la
infeccién experimental del gate por la via ileal con la E. higolytica, v re-
firiéndose al poder patogeno de la E. coli, dice: “Yo no estaria sorpren-
dido de que una ameba no patogena como la E. ocli sea susceptible de
volverse patégena por un procedimiento analogo si se le facilitan los
medios’. <

Frnesr E. Tyzzer v Q. M. Gaiman {4}, en un caso de obstruc-
cién intestinal que presenté cadmaras muco-sanguinolentas, observaron nu-~
merosas amebas, que habian ingerido globulos rojos. “Un estudio dete~
nido de la ameba presente, teniendo en cuenfa la morlologia de los tro-

_ fozoitos v quistes, su desarrollo en jos medios de cultivo, y el resultade

de Ia inoculacién en animales, fracasaron en dar prueba alguna de la pre-

sencia de E. histolytica, pero mostraron de una manera concluyente que
los globulos rojos fueron ingeridos por Ia E. cali”.

Estos autorzs con el objeto de probar et rol patogenc de la ameba
que ellos identificaron como E. ccli, inocularon 7 gatitos y 1 perro con
heces ricas en formas vegetativas, siguiendo la técnica de MELENEY y
Frye, y 1 perro con heces ricas en quistes, via oral. Los resultados de
esta inoculacion fueron negativos. : ‘

La accién de patogenicidad en estos animales fundamentéd su diag-
néstico de E. coli.

De otro lado se han realizado multitud de estudios con el fin de
determinar el rol que desempefian las bacterias que se encuentran aso-
ciadas a la E. histolytica en la disenteria. ' .

CrLevELAND v SANDERS (5), en 1930 demostraron: “Que el aumen-
to en virulencia de una cepa pura de amebas después de pasajes por hi-
gado, era debida al aumento en virulencia de las bacterias asociadas”

H. L. Rarcurre {6), en 193] opind que en la amebiasis humana y
experimental: “El rol aparente de la ameba es la destruccion superficial
de Ja mucosa, lo cual permite la invasién de las bacterias pidgenas a Jos.
vasos linfaticos y produccion de abscesos submucosos en los foliculos.
Los abscesos foliculares se rompen dentro del intesting y forman las un-.
dermining ulcers”. : : ‘

' Wriam W. Frve v Hexry E. MeLengy {7}, en 1933 “con el ob-

jeto de determinar la importancia de las bacterias asociadas en los culti-
vos, como posible factor en la produccién de la lesién amebiana en el in-
testino de Jos gatos, y como posible factor en la diferenciacion de la pa-

togenicidad de cepas individuales de amebas”, emplearon 5 cepas de E.
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histolytica: 3 provenientes de portadores y 2 de cuadros agudos, obser-
vando que: “'La separacién de la mayoria de las bacterias de los cultivos
de 2 cepas de amebas, las cuales habian: producido previamente un por-
centaje de infeccién relativamente alto, disminuyeron grandemente el po-
der de infeccién-con ambas cepas” y que: “La interaccion de las bacte-
‘rias asociadas en cultivo con una cepa mas patégena y ofra menos pato-
gena de amebas, no alteré préacticamente la severidad de la infeccién con
cualquiera de las cepas”, llegando a las siguientes conclusiones:

“Las bacterias, sus productos o alguna otra sustancia en los cultivos
de E. histolytica, aparentemente, a veces juegan un rol en Ja produccién
de lesiones en el intestino del gatito, pero ellas no son un factor impor-
tante en la diferencia de patogenicidad emntre cepas diferentes. Esto se
debe probablemente a una diferencia en la actividad patogénica de las
mismas amebas” '

BerTHa KarLaN SpeEcTor (8). en 1935 demostréd que en el gato:
“La proporcién de la disenteria amebiana y extension ce las alteraciones
patolégicas producidas por la E. histolytica, son mayores, cuando son ino-
culados o infectados expontaneamente con organismos como el Strepto-
coco hemolitico, los streptococos productores de pigmento verde de los pa-
cientes de colitis ulcerosa, Preumococos del tipo 1 y 3, etc. y, menores
cuando son inoculados con bacterias tales como el B. subtilis y el Stafi-
lococo albus”. ‘

R. Descuiens (9) (10}, en 1937-38 utilizando el B. coli asociado
a una cepa de E. histolytica. obtuvo un porcentaje mas alto de amebia-
sis en los gatitos (70 % } comparando al de 30 % cuando se excluyo de
las experiencias al B. coli.

Nosotros {11}, al tratar del diagndstico diferencial entre la E. his-
tolytica y la E. coli insistimcs sobre las diferencias morfologicas entre
estos 2 parasitos, quedando. por establecer si en realidad la E. coli es una
ameba saprofita del intestino, o si ella en determinadas condiciones po-
dia ser susceptible de determinar un cuadro de amebiasis. Hemos trata-
do de ver cual seria el papel desempefiado por la flora bacteriana aso-
ciada a la E. c<fi, experimentalmente en el perro y en el gato.

MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo utilizamos 25 perros: 10 de los cuales fluctuaron entre 2 y
10 afios de edad, mientras los 15 restantes fueron de 2 meses aproximadamente, y 7 ga-
titos de 2 meses aproximadamente. '

Tedos los animales fueron sometidos antes de ser inoculados a un previe y severc
centrel parasitoldgico. con el fin de cerciorarse que no fueran portadores de formas
vegetativas o quisticas de amebas.
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Los cultives de B, coli urilizados por nosotros fueron 5:4: {Las cepas N¢ 75337,
2538, 2610- v 2612} se obtuvieron por nuestro métedo {12}, a partiv de rmuestras ri-
cas en quistes de &, coli contaminadas con Blastocystis, de sujetos.qgue nunca presen-
taron wrastorne gastro-intestinal la cepa Ne 3, fué obtenida en cultive directamente
de unn muestra rica en formas vegetativas de E. cofi, libre de Blasfocystis. {L. )

Todas -estas cepas fueron cultivadas en ol siguiente medio: Susmio hemolitico de
cobello {coagulado de tal mancra que quede una superficie inclinada), agregandole a
cada tubo 5 cc. de una mezcla del mismo suerc con solucidn de Ringer, en la propor-
cion de 1:10, ¥y una azada de aimidén de atroz estéril. Couando el sucre de gaballa
25 mas rico en hemoglobina, el desarrolio de las amebas es mejor; por lo cual insisti-
mos eh sn empigp para el culivo de este tipo de amebas.

En este medio, todas las cepas de 8. coli que hemos aislado, desdrrollaror abut-
dantemente. encontrandose muchas en e! pasaje N? 290, al publicarse este trabajo. en
disconformidad con las observaciones realizadas por otros investigadetes como Tyizer
vy Geiman ({4), quienes refiriéndose al cultivo de esta ameba dicenm: "Muestra expe-
riencia ofrece wna evidencia adicional al demostrar que ciertas cepas de enfamcebas
no patégenas son dificiles de cultivar artificialmente”™; tomando en consecuencia la di-
ficultad de cultivo en los medios que ellos wilizaron como un cardcter distintivo de
Ya E. coli frente a la E, hisfolytica que desarrolla muy bien.

Los medios utilizados por estes autores para el cultive de la E. coli fueron: el mies
dio de Drboblav {13}, e medio de Dobell v Laidlaw {14}, ¢! medic de Cleveland ¢
Sanders {3). Medios gue en nuestras manos también presentaron dificultades para el
cultive v mantencién de esta especie de amebas, pero que en cambio. dan magnificos
resultados para el cultivo y mantencion de la B, histolytica,

Las bac:erias gue utilizames fueron: Strepfococo ixem(}ia?tm y B psmenszs {*
con la adicion de bilis de buey en slgunas experiencias.

Todos los animales antes de ser inoculados Ips dejamos en ayunas por espacio de
24 horas. ;

Las inoculpciones las hicimos utilizando cultivos de amebas de 48 Imras de desa-
rrollo, en ¢l medic va mencionadoe {podian ‘ohservarse de 50 a 60 formas vegefativas
por campo microseopico), mas cultives de Sfrepiococo hemolitico o B. peruensis.

Las inoculaciones fueron hechas por via ileal. a 10 e¢m. por encima del clego,
previa laparotomia, sigulendo la téenica de Meleney y Frye {15) que en los casos
de infeccién experimental con E. histolgtica, d3 un porcentaje mucho mas elevado due
las inocualciones por via rectal {16). Al realizarse las inoculadenes en todos los ani-
males se escarificd la mucosa intestinal con la aguja.

Como anestésico usamos dter sulfdrico, sin que se produlera mngana complicacion
durapte o operacién. El post-operatorio en fodos nuesires animeles fué satisfactﬁrim
no habiéndose producide en minguno procese peritoneal.

Todos los animales fueron estrictamente controlados hasta que 'murieron o fueron
sacrificados. El dia de la inoculacidn a ningin animal se le swministrd alimento al~
guno. A partir del din siguiente, hasta el término de la experiencia, todes tuvieron
vna dieta alimenticia rica en proteinas {[carne) (17). Los anim'ales fueron miocados
en condiciones de aislamiento individual:

Loz exdmenes de heces Tueron practicados sobré matenal recientermente emttidm
De los animales gue murieron o fueron sacribicades, se hizo estudic microsedpiio en

{*) B. peruensis n sp.
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fresco v coloraciones por el métode de la hematoxilina férrica de Heindenhain (11) y
cultivos en el medio prescritc. Para el estudio histo-patolégico pequefias secciones de
zonas escogidas del intestino, fijadas en solucién de Regaud fucron coloreadas por el
método de la hematoxilina férrica y el corriente de hematoxilina-eosina.

INFECCION EXPERIMENTAL

Nuestra experiencia consta de 6 series de animales, que las iremos
enumerando sucesivamente. En las 2 primeras usamos perios cuya edad
Fluctud entre los 2 y 10 afios, empero en las 4 restantes todos los anima-
les fueron de 2 meses. ' '

_ Serie N* 1 En esta serie utilizamos 5 perros, a cada uno de los
cuales les inyectamos 2 cc. de un cultivo de 48 hs. de E. coli (cepa N®
2557}..3 (Nos. 1, 4 y 5} recibieron conjuntamente [ cc. de cultivo en cal-
do corriente de Streptococo hemolitico de 24 hs. de desarrollo, mientras
el perro N* 2, 0.5 ¢cc. de cultivo en caldo de 24 hs. de edad del B, pe-
ruensis. .

La cepa de E. coli N? 2557, estuvo en el 4° trasplante cuando se inc-
cularon los perros 1%, 2¢ v 37 y en el 5¢ cuando se inocularon el 42 y 52,

A cada uno de los perros 4 y 5 les dimos 2 hs. después de la inocu-
lacién “per os” una capsula de 0.50 gms. de bilis de buey desecada, re-
pitienda lo mismo al dia siguiente de la operacién.

Los perrcs 1 y 2 fueron sacrificados al 7¢ y 10* dia respectivamente.
mientras los perros 3, 4 y 5 murieron al 6%, 7° y 8 dia. (Cuadro N¢ 1}.

Una nota predominante en todos los animales fué la de presentar un
marcado estrefiimiento. En los perrcs 1 y 3 al 2¢ dia . de la inoculacién
se observé una que otra forma vegetativa de E. coli en las heces.. en los
examenes practicados en los dias posteriores no encontramos ni formas
vegetativas. ni quisticas en ninguno de los 5 animales inoculados hasta
el 6° dia, en que el perro N? 4 hizo una camara muco-sanguinolenta, con
abundantes formas vegetativas de E. coli. muy méviles. gran nimero de
ellas conteniendo 2, 3 6 mas glébulos rojos, el cultivo de estas amebas
fué positivo, '

Al 7¢ dia después de Ja inoculacién sacrificamos al perro N 1, cons-
tatando un puntillado hemorragico que se extendia en toda la mucosa des-
de el ciego hasta 5 cm. por encima del ano, siendo mucho mas marcado
en las vecindades del ciego. La mucosa estaba cubierta de una abun-
dante secrecidn muco-sanguinolenta que al examen microscépico reveld
la existéncia de gran ntimero de formas vegetativas de E. coli, muy mé-
viles, muchas de las cuales presentaban glébulos rojos en el protoplas-



ENTAMOEBA COLI : 325

ma. (Lam. Nt 4, Micro N° 13}. - La.porcién terminal del iledn, normal
vy el examen microscépico negativo.

El perro N° 4 muri6 al 7* dia de 1n0cu]ado, encontrandose una in-
tensa congestion con fccos hemorragicos gue se extendian desde la por-
cién terminal del ileon hasta el ano. En la altima porcién del intestino
grueso v en el recto, se constaté la existencia de ulceraciones de la mu-
cosa. (Lam. N¢ 1, Foto N¢ 3). Todo el tramo intestinal, desde la por-
cién terminal del ileon hasta el ano, estaba cubierta de una- ‘abundante
secrecién mucosa de color achocolatado, en la que existian gran niimero
de formas vegetativas, muchas de ellas hematéfagas.

CUADRO N° 1.
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El perro N* 5 murié al 8° dia de inoculado, presentaba .en el ciego
a. medio centimetro por debajo de la valvula ileo-cecal una gran zona de
ulceracién. Los tejidos vecinos fuertemente congestionados.. Desde el
ciego hasta el recto la mucosa estaba cubierta de una secrecién de color
achocolatado; el examen microscopico de ésta y mas abundantemente el
de la region ulcerosa, contenian formas.vegetativas de E. coli, muy mo6-

viles, gran niimero de ellas hematdfagas. (Lam. N* 4, Mic_r.o Nj“’ 1‘1).L

zona de inoculacion, el ileon, normal. .

El perro N? 3 murié al 6 dia no re_g;strandose mnguna alteracmn
anatomo-patologlca desde el ileon hasta el ano. siendo el examen mi-
croscopico negativo en-todo. ese tramo intestinal. .

El perro N 2 fué sacrificado al 10 dia, presento un proceso mﬂa-
matorio del ciego, el examen microscépico fué negativo.
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Serie N° 2. En esta serie como en la anterior utilizamos 3 perros;
a 3 (Nos. 6, 7 v 8) los inoculamos con una mezcla de 2 cc. de un cul-
tivo de 438 hs. de E. coli (cepa N* 2558 de 7° pasaje) con 1 cc. de un
cultivo en caldo corriente de Streptococo hemoliiico de 24 hs. de edad.
Al perro N9 9 con 2 cc. del cultive de amebas vy, al perro N° 10 con 1 cc.
del cultivo de Strepfococo. A los 5 perros les suministramos 2 hs. des-
pués de la inoculacién una capsula de 0.50 gms. de bilis de buey dese-
cada. Los perros murieron entre el 2¢ y el 11° dia de la inoculacién.
{Cuadro N¢ 2).

De los perros inoculados con la mezcla de amebas mas Streptococo
uno murié al dia siguiente, encontrandose amebas en el intestino grueso,

CUADRO N°2
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las que sin lugar a dudas fueron las mismas que se inocularon. Los otros
2 NY 6 y N* 8 comenzaron a hacer su cuadro agudo al 2° y 4° dia res-
pectivamente, revelando las camaras muco-sanguinolentas de estos ani-
males gran nimero de formas vegetativas de amebas, muy méviles, mu-
chas de ellas hematéfagas.

En ninguno de estos animales se aprecié lesién del ileon, a excep-
cién del perro N® 7 que murié al dia siguiente, en el que se constaté la
lesién traumatica practicada con la aguja. El examen parasitolégico de
esta regién fué en todos negativo.

En los perros 6 y 8, observamos un intenso proceso congestivo des-
de la valvula ileo-cecal hasta el ano, con focos ulcerosos en el perro Ne
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6 v, con focos hemorrégicos en el perro N¢ 8. En el perro N* 7 el in- .
testino grueso se encontrd normal. En el perro N° 9.uno que otro foco
congestivo pequefio {como picadura de pulga} a npivel del recto, reve-
lando el examen parasitolégico una que otra forma vegetativa de amebas.
En el perro N¢ 10 un intenso proceso congestivo en la dltima porcién del
intestino grueso y del recto, con focos hemorragicos sobre todo en esta
dltima regién, siendo el examen parasitolégico negativo,

Serie N* 3. En ésta como en las anteriores, empleamos 5 -perros;
3 {Nos. 11, 12 y 13) se inocularon con la mezcla de 2 cc. de cultivo de
amebas (cepa N 3 de 7° pasaje) v 1 cc. de cultivo en caldo de Strepto-
coco hemolitico, los otros 2: perra N* 14, sdlo con el cultivo de amebas

"CUADRO N° 3
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"y, el perro N° 15 con el cultive de Streptococo hemol¥ico. A los 5 se
les dié 2 hs. después de inoculados una cépsula de 0.50 gms. de bilis de
buey desecada. (Cuadrg N* 3).

Los perros Nos. 11 y 13 fueron sacrificados al 10¢ y 117 dia, mien-
tras. los perros Nos. 12, 14 y 15 murieron al 9%, 21* y 11v dia respectiva-
mente.

De los 3 perros moculados con la mezcla de amebas mas Streptococo,
2: los perros Nos. 11 y 13 comenzaron a hacer su cuadro agudo al 5°
dia de la inoculacién y, el perro N¢ 12 al 6°. Los exédmenes parasito-
légicos de las muestras de heces de estos animales, revelaron gran nime-
ro de amebas, muchas de ellas hematofagas, mientras los examenes y
cultivos én los perros Nos. 14 y 15 fueron negativos.
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A la autopsia en ninguno encontramos lesién del ileon. En el pe-
rro N® 11 observamos intensa congestién del intestino grueso con focos
hemortagicos a nivel del recto'y a un centimetro por encima del ano un
exudado difteroide organizado que daba el aspecto de un papiloma de
mas o menos 1 cm. por 1 em. (Lam. Nv 1, Foto N* 1). En los perros
Nos. 12, 13 y 15 se observé un puntillado hemorragico desde el ciego al
ano, siendo mas marcado a nivel del recto. FEl examen parasitolagico re-
velé gran cantidad de formas vegetativas de amebas, muy méviles, mu-
chas de ellas hematéfagas en los perros Nos. 11, 12 y 13, siendo negativo
en el perro N% 15, (Lam. N* 4, Micros N°? 15 y 16). En el perro Nv 14
un intenso proceso ccngestivo del recto. siendo el examen parasitolégico
negativo desde el.ileon hasta e! ano. . :

Serie N* 4. Como en la seriec N* 2 en la que empleamos la cepa
de E. coli N° 2558, uno de los perros muriera al dia siguiente de la ino-
culacién, repetimos esta experiencia empleando 5 perros, a 3 de los cua-
les (Nos. 16, 17 y 18) los inoculamos con la mezcla de amebas mas Strep-
tococo hemolitico; al perro N¥ 19 solo con cultivo de amebas y al perro
IN? 20 con cultivo de streptocceo hemlitico. Las inoculaciones las hicimos
empleando la misma cepa de E. coli (N 2558) que en la serie N* 2, Ia
cual para esta experiencia estaba en el 10° transplante. {Cuadro Ne 4).

Al 5° dia de la inoculacién el perro N 17 comenzé a hacer su cua-
dro agudo; al 67 dia el perro N¢ 16, y, al 7¢ el perro Ne 18. Los exame-
nes parasitolégicos de estos animales mostraron gran niimero de fcrmas
vegetativas de amebas, muchas de ellas hematéfagas. (Lam. N* 5, Micro
N¢ 17}. Los perros Nos. 19 y 20 en ningin momento presentaron for-
mas vegetativas o quisticas de amebas en las heces al examen directo, por
ccloracién o en los medios de cultivo.

Los perros Nos. 16 y 20 murieron al 10° dia, el perro N* 18 fué
sacrificado al 10 dia y los perros Nos. 17 y 19 al 11° dia respectiva-
mente.

En ninguno de los 5 animales constatamos lesién anatomo-patolé-
gica a nivel del ileon, en cambio, observamos una intensa congestion con
focos hemorragicos de la iltima porcién del intestino qrueso y recto de
los perros Nos. 16 y 18, siendo mucho mas marcada la lesién en el rec-
to del-perro N* 18. En el perro N° 17 ademas de la-congestion del in-.
testino grueso, y de la existencia de un puntillado hemorragico en la
ultima porcion de éste y del recto, se observé una ulceracién a 2 em. por
encima del ano.. (Lam. N¢ 1, Foto N¢ 4). En el perro N® 19 observamos
focos congestivos diseminados en la dltima porcién del intestino grueso;
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y en el perro N* 20, un puntillado hemorragico desde la valvula ileo-ce-
cal hasta el ano. El examen parasitologico del raspado de la mucosa ‘a
nivel de las areas afectadas, fué positivo en los perros Nos. 16, 17 y 18
y negativo en los Nes. 19 y 20, : :

»

Serie N* 5. En esta serie utilizamos 5 perrosy-1 gato, de los cua-
les, lcs perros: (21, 22 y 23) y el gato (N¢ 24) fueron inoculados
con la mezcla de cultivo de amebas {cepa N® 2612 de 5° pasaje) con cul-
tivo en caldo de Streptococo hemolitico, mientras el perro N¢ 25 sélo con
el cultivo de amebas, y el perro N* 26 con el cultivo de Strepfoccco hemo-
fitico. (Cuadro N 5),
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En esta serie, de los 4 animales inoculados con la mezcla de amebas
mas Streptococo, 3, los perros Nos. 21, 22 y 23 comenzaron a eliminar
formas vegetativas de amebas al 2¢ dia de la incculacion, mientras el ga-
to N°¢ 24 al 6¢ clia.

Los perros Nos. 25 y 26 fallecieron al dia siguiente de la inocula-
cion, los perros Nos. 21. 22 y 23 murieron al 79, 5¢ y 6% dia respectiva-
mente; el gatito N® 24 fué sacrificado al 8¢ dia,

En los 6 animales encontramos el ileon, normal. En los perros Nos.
21 y 23 se observd, un intenso proceso congestivo y grandes focos hemo-
trigicos en el recto, sobre todo en las vecindades del ano. En el perro
N? 22 se constaté la existencia de un motillado hemorragico (como pica-
dura de pulga) en la dltima porcion del intestino grueso y recto. . El ga-
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_to N° 24, asi como el perro N¢ 26, presentaron una intensa congestién

desde la valvula ileo-cecal hasta el ano, con focos hemorragicos disemi-

" nados.. En-el perro N¢ 25, solo se presenté un proceso congestivo lcca-
lizado a. la altima porcién del intestino grueso. .

- El examen parasitolégico del mucus sanguinolento que cubria la mu-
cosa en los perros-Nos. 21, 22 y 23 y en el gato N° 24, revelé gian can-
tidad de amebas, muy moviles, muchas de ellas hemato6fagas {(Lam. N¢ 5
Micros N¢ 18 y 19) mientras el examen en el perro N* 26, solo la pre-
sencia de abundantes leucocitos, macréfagos y globulos rojos. La muco-
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sa en-el perro N2 25, estaba recubierta de una abundante secrecion de
~ color verdoso, en la que encontramos de una a dos amebas por campo, al-
gunas de las cuales todavia presentaban granos de almidén en e] interior.

Serie N» 6. A diferencia de las series anteriores, en ésta utiliza-
mos- 6 gatitos, de los cuales 4 {gatos Nos. 27, 28, 29 y 30) fueron ino-
culados con la mezcla de cultivo de E. coli, (cepa N 2610, de 5° pasaje),
con cultivo en caldo de Streptococo hemolitico; de los 2 restantes, el ga-
to N° 31 sélo con el cultivo de amebas, y, el gato N* 32, con el cultive
de Streptococo. {Cuadro N¢ 6}.
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Todos los gatitos murieron entre el 6* y 9 dia, a excepcion del ga-
tito N* 31 que fué sacrificado al 14° dia,

El gato N° 27 comenzé a hacer su cuadro agudo al 40 dia de la ino-
culacién, los gatos Nos. 28 y 29 al 57, y el N? 30.al 6°. En todos estos
animales las deposiciones fueron muco~sanguinolentas, v ¢l examen para-
sitologico en fresco asi como en las laminas coloreadas revelaron abun-
dantes formas vegetativas de E. coli, algunas de ellas hematéfagas {Lam.
N¢ 5, Micros Nos. 20 y 21); el cuadro se fué intensificando en los dias
posteriores, hasta la muerte de los animales, que ocurrié al 6° dia en el
gato N° 27, al 7°? en el gato N® 28 v 29, y al 9* en el gato Nv 30. El
"gato N? 31 en ningin momento presenté deposiciones muco-sanguinolen- 7
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tas, y los examenes siempre fueron negativos. El gato Ne 32, presentd
a partir del 4% dia camaras muco-sanguinolentas, pero los examenes para-
sitolégicos de las mismas sélo evidenciaron: leucocitos, macrofagos v glo-
bules rojos, muriendo al 7° dia de la inoculacién.

A la autopsia, en ninguno hubo lesién del ileon (sitio de la inocu-
lacién). En el gato N* 27 observamos una intensa congestién del intes-
tino grueso, con focos hemorrdgicos en la dltima porcién de éste, estan-
do el recto indemne. En los gatos Nos. 28 y 29, adem:s de la conges-
tion del intestino grueso, un puntillado hemorragico muy marcado en la
dltima porcién del intestino grueso y recto en el gato N° 28, y, focos he-
morragicos a nivel del recto en el gato N? 29. El gato N¢ 30 ademas
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de la congestion del intestino grueso y recto, presenté un pequeiio foco
ulceroso a un centimetro por encima del ano. {Lam. Ne 1, Foto N* 2). El
gato N* 32, marcada congestién desde el ciego al ano; con focos hemo-
rrégicos diseminados en todo su trayecto. El gato N 31 no presentd
ninguna lesién anatomo-patolégica. El examen parasitologico de la se-
crecién que cubria la mucosa revelé gran cantidad de amebas en los gatos
Nes. 27, 28, 29 & 30, siendo negativo en el Nv 31y 32. -

DISCUSION.

Se ha considerado a la Enfa.noeba coli como una ameba no patége-
na, que vive en forma saprofita en el intestino del hombre o de los ani-
-males, porque las experiencias de infeccién realizadas con esta ameha fue-
ron siempre negativas, como lo demuestran los trabajos de QuINCKE y
Ross (2), Daruing (2), Craic (2), DoBeLL (2), WENYON (1), etc.
Atn mas, investigadores ccmo SiMic (2), consideran de manera conclu-
yente que esta ameba aun cuando puede infectar animales como el perro,
no cambia sus caracteres morfolégicos ni biolégicos, permaneciendo siem-
pre en estado saprofito, este caracter seria para él, de capital importan-
cia para establecer una diferencia entre las amebas patégenas, de aque-
llas que viven saprofitas,

Esta falta de patogenicidad para ks animales, sirvié también de fun-
damento a Tyzzer y Geiman {4) para ccnsiderar como E. coli, a la en-
tamoeba que ellos estudiaron; en disconformidad con estos trabajos, no-
sotros, utilizando cultivos de Enfamoeba coli, hemos obtenido la repro-
duccién del cuadro agudo de la amebiasis en el 100 ¢ de los animales
que $ometimos a experiencia; sin que querramos decir que la Enfamoeba
coli por si sola.es capaz de producir el cuadro agudo de la disenteria ex-
perimentalmente en los animales como el gato y el perro, sino que, en
cendiciones apropiadas como las que le dan la asociacién con el Strepto-
coeo henolitico y la bilis, ella-es tan capaz de dar cuadro agudo cemo la
Entamoeba histolytica.

En la amebiasis el rol que desempena la flora microbiana es de
gran importancia como lo demuestran los trabajos de CLEVELAND y SAN-
DERS (5), Rarcuirre (6), FrYE y MELENEY {7}, BertHA K. SPECTOR
(8), Descuiens (9)(10). Este ultimo (18) considera: “gue una cepa
de amela:dysentérica es un complejo: ameba - flora microbiana, en la
cual el elemento flora bacteriana, es necesario’segiin nuestros conocimien-
tos actuales para- que la ameba pueda propagarse por lo menos en cul:
tivo”, :
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Sinembargo, ¢l plantea el problema de si: "Las bacterias juegan un
rol secundario, invadiendo y complicando la necrésis provocada por las
amebas o actuando ellas paralelamente a las amebas?” Considera que
esto no parece aun resuelto.” Con todo maniliesta que: “Los datos ana-
tomo-patologicos permiten dfirmar que en la amebiasis existe una accién
microbiana yuxtapuesta a la de las amebas, pero, sin permitir medir la
parte que le toca a cada uno de estos dos factores’. .

A. Gaunucheau (19) dice: “"No cabe duda de que las bacterias
intervienen en los procesos de la amebiasis, no solamente por sus efectos
patégenos propios que se unen a aquellos de las amebas, sino también
por su accidén sobre las amebas mismas, favoreciendo ¢ impidiendo su pu-
lulacién y modificando su virulencia”.

Nosotros creemos que en la amebiasis, no son las amebas las que
juegas el papel mas importante para dar el cuadro agudo, sino que, son
las bacterias las que primero actian, determinando condiciones tales, que
permiten a las amebas no solo su supervivencia v multiplicacién sino tam-
bién su invasion a los tejidos.

Si el Streptococo o el Celibacilo (8), (9), (10), asociados a la En-
tamoeba histolytica dan cuadros mucho mas severos que los que experi-
mentalmente se cbtienen con el empleo solo de esta ameba, cabe suponer
indiscutiblemente, que son las bacterias asociadas las que determinan la
mayor severidad en las lesiones producidas. :

De acuerdo con estas observaciones hemos utilizado el Streptococo
hemclitico asociado a la Entamoeba coli, asociacién que nos ha permitido
reproducir el cuadro agudo. Ain mas, hemos preparado el terreno a es-
ta asociacién con €l uso de la bilis de buey gue provoca una accién infla-
matoria ¢ irritativa del intestino, Por otra parte, estando demostrado
que la dieta alimenticia juega un papel importante en la amebiasis expe-
rimental (17), hemos dado a nuestros animales una. dieta rica en carne;
creando en consecuencia, un ambiente tal en el intestino de los animales
que. sometidos a experiencia, no solo permitié la supervivencia de la E.
coli sino su multiplicacién y aiin mas la invasién de los tejidos; nutrién-
dose a expensas no solo de las bacterias del intestino, sino también de los
globulos rojos, como lo hacen a expensas del almidon de arroz. en los
medios de cultivo; de ahi que, muchas de las formas vegetativas que ob-
servamos en el curso de las experiencias tuvieran incluidos en su interior
glébulos rojos; dejando de ser la presencia de glébulos rojos en el inte-
rior de la ameba, un caracter fundamental de diferenciacién entre la E.
histolytica y la E. coli. Por otra parte, insistimos como lo hicimos en
nuestra comunicacion anterior (11) sobre el factor movilidad de las for-’
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mas vegetativas de la E. coli, porque este caracter no tiene ningiin valor
para establecer un diagnéstico diferencial con la E. histclytica y al que
todavia muchos autores le dan importancia (4). /

De los 20 animales inoculados con la mezcla de amnebas mas Strepro-
coco, 14 murieron en pleno cuadro agudo, mientras los 6 restantes tuvie-
ron que ser sacrificados también en pleno cuadro agudo, por encontrarse
en malas condiciones y en peligro de que murieran en el curso de la
noche,

Los 5 animales incculados solo con cultivo de Sireptococo, hicieron
un cuadro disenteriforme caracterizado por la presencia de camaras mu-
co-sanguinolentas, muriendo entre el 1* y 10° dia de la inoculacion.

De los 6 animales inoculados solo con cultivos de amebas, ninguno
revel6 la presencia de formas vegetativas en las heces, en el curse del ex-
perimento, sclo a la autopsia uno de ellos revelé la presencia de una
que otra forma vegetativa, micntras que el otro que murié al dia siguien-
te de la inoculacién presentaba en el intestino grueso ‘todavia amebas con
granos de almidén en su interior, tratandose en este caso, solo de la su-
pervivencia de las amebas que habian sido incculadas.

En ninguno de los 20 animales a lcs cuales inoculamos la mezcla de
amebas mas Streptococo, pudimos constatar la presencia de la tipica fl-
cera en botén de camisa, clasica de la disenteria amebiana en ‘el hombre,
y esto se debe a que los animales inoculados murieron en pleno cuadro
agudo, sin dar tiempo a la formacién de la dlcera, coincidiendo con las
observaciones de RATCLIFFE (6) con E. histolytica, quien considera que:
..."las diferencias que se presentan entre la lesién amebiana del hom-
bre y-de los gatitos, depende en parte de la tendencia de la amebiasis
en el gato de persistir el cuadro agudo, resultando frecuentemente la muer-
te, antes de que ocurra el compromiso de la submuccsa”, y las de DEgs-
CHIENS (10), para quien: ..."las ulceraciones clasicas en botén de ca-
misa cbservadas en el hombre, no tienen tiempo de constituirse, siendo
raramente notadas’’.

Los cambios histolégicos notables que hemos encontrado son: la anor-
mal produccion de mucus, dilatacién de los capilares sanguineos y linfa-
ticos, infiltracién difusa de la mucosa, edema de la pared intestinal, tu-
mefaccion y congestiéon de los ganglios linfaticos mesentéricos en los
animales que murieron a poco de inoculades, mientras que, en aquellos
en los cuales el cuadro agudo duré varios dias 'y que terminaron murien-~
do o siendo sacrificados, encontramos preferentemente: necrosis de la su-
perficie del epitelio, que en algunos fué muy intensa, llegando hasta la
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membrana basal pero sin compromlso de la submucosa. (Lam. N¢ 2, Mi-
cros Nos. 5, 6, 7 v 8). :

La luz de las glandulas de LiBERKUHN fueron primero invadidas por
las bacterias y luego por las amebas, las células epiteliales de -estas glan-
dulas desprendidas de su membrana basal, desaparecieron, siendo des-
pués reemplazadas por las amebas, coincidiendo con las observaciones de’
KenTaro Hivepa (20) en gatitos, utilizando E. histclytica, las de Des-
CHIENS (10) y las de RaTcLIFFE (6) quien dice: “En los animales estu.-
diados las amebas son vistas en la lesién mucosa, pero no en la submu-
cosa, cuando los tejidos fueron fijados inmediatamente después de la
muerte” (Lam. Nv 3, Micros Nos. 9, 10, 11 y 12).

En varios animales notamos la existencia de un gran exudado de ti-
po difteroide perfectameste organizado sobre la mucosa intestinal, Ia que
a su vez estaba completamente destruida, (Lam. N¢ 1, Foto Ne 1),

Cuadros semejantes obtuvimos en los animales que solo inoculamos
con Strzptococo hemolitico: anormal produccion de mucus, infiltracion
difusa de la mucosa, necrcsis del epitelio, etc., lo que nos permite afir-
mar que son los gérmenes como el Streptococo hemolitico, los que inician
el cuadro anatomo-pateldgico y que, las amebas como la E. coli en nues-
tro caso. encontrandose en condiciones éptimas invaden los tejidos pre-
viamente alterados por el Strepfococo, no sucediendo lo mismo en los ani-
males que solo recibieron como indculo amebas, ya que en éstos le falta:
ba a las amebas uno de los factores mas importantes: la flora bacteriana,

RESUMEN

Segun nuestras observaciones, el cultivo de la Entamoeba coli es
facil de obtenerse cuando se emplea un medxo rico en hemoglobina como
el que hemos descrito. - :

El 100 ¢ de los anima]es-que inocijlamos-pcnf via ileal con la mez-
cla de cultivos de Entamocba coli mas Streplococo hemolitico y a los que
se les suministré bilis de buey en capsulas de 0.50 gms.; alimentados con
una dieta rica en carne, reprodujeron el cuadro agudo de la disenteria
amebiana, no obstante de haber usado animales de 2 o0 mas afics de edad
en las 2 primeras series, siendo las lesiones anatomo-patolégicas e histo-
légicas semejantes a las encontradas por otros autores quienes ut:hzaron
para sus experiencias Entamoeba histolytica.

De los animales “controles”, el 100 ¢ de los moculados solo con:
Streptococo hemolitico y bilis, sometidos a la misma dieta repredujeron
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im sindrome disenteriforme con un cuadro anatomo-patolégico e histos
logico semejante a aquellos que recibieron la mezcla. de amebas mas Streps
toccco, pero, encontrandose solo leucocitos, macréfagos y glébulos rojos
en las heces. Mientras que, de los 6 que solo se inocularon con cultivos
de amebas y bilis, sometidos a la misma dieta, 2 de ellos (33.3 %} no
presentaron ninguna lesién anatomo-patolégica ni amebas en las heces,
empero 4 (66.6 ) presentaron lesiones anatomo-patologicas de varia-
ble intensidad y, en solc 2 de ellos encontramos una que otra ameba, con-
siderando éntre estos dos al que muri6 al dia siguiente de la inoculacién.

CONCLUSIONES

* El cultivo de la Entamoeba coli no constituye un problema si se
utillza medios ricos en hemoglobina como el que hemos descrito.

2. Experimentalmente se puede obtener el cuadro agudo de la di-
senteria en los perros y gatcs con Ja Entamoeba coli asocrada al Strepto-
cocc hemolitico y a la bilis.

3. Las lesiones provocadas por el Streptococo hemclitico son de tal
magnitud- que permiten no sélo la supervivencia, sino también, la multi-
plicacion e invasién de los tejidcs por la E. coli.

4. La dieta tiene gran importancia favorecnendo la accién de esta
aSOClaClOH.
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" Fotografia N¢ 1

-Fotografia Ne 2
Fotografia Ne 3

Fotografia-‘ I\Ti' 4
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f;-AMmA Ne f

Famgrafsa de Ia dftima porcion del :mestmo giueso v del recto del
perro N¢ 11 mostrando una intensa congestion con focos hemorra-

gicos v up exudado difteroide en fa dltima porcion del recto a 1 om.
por encima’ del ano,

FPotografia de la- {itisha porcién del inlesting grueso. ¥ recto ‘éel gaté

N 30 mostrando una-intensa congestion y un focg. nl::erosoi 2 lem

" por encima del’ 210,

Fotogmfxa del iimfscma grueso del-perro N¢ 4 enla que se apredia

con gran claridad un intenso. procese congestivo, con focos hemorrs-

gicos y varias u]ceracioaes-

Fmograﬁa de Ja. ul!:ma pcrcaon dei intestine gruesa y recto del perrg;

Nv 17, mostrande una, gran congesticn <del intesting gmeso ¢on pua:-

tillado hemorrﬁgico en la Gitima poreddn de éste y ona ulceracidn

a'? em. por encima del ano.
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LAMINA Nv 2
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LAMINA Nv 2.

Microfosografias Ne 5, 6, 7.y 8 Microfotografias mostrando- diferentes grados e he
‘crosis ‘de Ja. mucosa intestinal.

Las microfototrafias Ne 5. ¥7 som’ tomadas de prepareciones coloreadad por of ‘mé-
todo: de la hematoxilina férrica’de. Heidenhain, v las No 6 y & ‘por-el, rnétodo coﬂ;imne
de hematoxilinaeosina;
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Microfotografia Ne 10

Microfotografia Ne 11

Microfotografia _N%*- 12
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LAMINA No 3.

Corte histalégico mosirande 2. zonas marcadas por las Hechas

en ‘las gue $e aprecih una marcada necrosis del epitelio in-
testinal,

Coloracion: hematoxilina Fférrica,

. Aumento: 25 di&mg:tms aproximadamente.

Una de las zonas marcada por las flechas a maypr aumento.
Aumento: 65 dismetros apmxxmadameme

.La otra zona marcada por las flechas ‘en Ia microfotograbin

Ne 8, a mayor aumento.
Agmento: 200 didmetros aproximadamente. -

La misma zona de » microfotografia Ne 10 en la gue s aptes
cizn formas vegetativas de E. coli en las iesmnes

. Authento: 65 didmetros apmxxmaéamente
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LAMINA N+ £

Mjcrofotografia Ne 13 rMi:c_r.bfq[tc'gi'aﬂa mostrando dos. formas’ vegetativas de’ Enta-
" ‘moeba coli; una ellas con 2 glébulos rajos en su interior.

‘Microfotografia Ne.14. Tres. formas Vegetativas de E: coli, una de ellas con un glé-
< ‘bilo-rojo_en suinterior. .
Microfotografia Ne 15 Lisa forma vegetativa de E. coli, con Z.glébulos rojos en su

interior.

Microfotografia Ne 16 Una formd vegetativa de E. coli, con 6 glébulas rajos.en’ su
Interier, A su-lade un' leucoéito.
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LAMINA N¢ 5

Microfotogratia Ne 17 Microfotdg_'raiia en la que se aprecian 3 formas vegetativas
de E. coli, una de ellas con 5 gléhulos rojos en su interior.—

Microfotografias N¢ 18-19 Una forma vegetativa de E. coli, conteniendo 5 gldbulos
‘fojos en su interior; tomada en 2 planos- diferentes. '

Microfotografia Ne 20 Una forma vegetativa de E. coli con un glébulo rojo en su
interior.

Microfotografia Ne 21 Una forma vegetativa de E. coli con un glébulo rojo en su
interior. i

Las microfotografias que reproducimos en las laminas N¢ 4 y 5 son tomadas de
preparaciones coloreadas por el método de la hematoxilina férrica’ de Heidenhain, Au-
mento de 900 diametros aproximadamente.



