ENFERMEDAD DE CARRION (BARTONELLOSIS HUMANA)

Estudio morfologico de la Fase Hematica v del Periodo
Eruptivo con ¢l Micrescopio Electronico®

Juan Takanc Moron

Después del descubrimiento del agen-
le etioldgico de la Enfermedad de Co-
rridn per Barton, surgen ideas vy opinio-
nes respecio a la naturaleza del germen.
Gaslicburt v Rebagtiali (11) creen que
los Cuerpos Endoglobulares de Barton
son protozoarics, mientras gue Monge
{28) piensa que se trata de alteraciones
de los gldbulos rojes debide a transtor-
nes de los organos hematopoyéticos. Ea
1913, Maver vy colaboradores ( 24) descri-
ben “inclusiones celulares” en las lesio-
nes Verrucosas y sugieren gue se traia de
clamidezoarios, lo que dd& lugar o gque 'o
Comisidn Investigadora de la Universidadd
de Harvard presidida por Strong, conclu-
ya gue la Fiebre de la Orova v la Verru-
ga Peruona (erupcidon verrucosa) son
dos enfermedades diferentes, la primera
oroducida por la B. bacilliformis v la sz-
gundag por un virus.

* Esta investigacidn ha side financiada
con el donative N? CA-0055 del Servi-
cio de Salud Publica de los Estados Uni-
do y el donativo N¢ DA-ARO-49-092-65-
G-91 de las Fuerzas Armadas de los Es-
tados Unidos. Presentada para optar el
grado de Doctor en Medicina. Agosto de
1970, UN.M.S. M.

**  Profesor Asociado de Patologia, Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos.

*

En 1922, Mackehenie v Battistini (21}
dicen haber encontrado, en preparaciz-
nes verrucosas, Bartonella en forma d=
haltera o palanguelas vy sefalan la simi-
litud entre la Bartonslla y lo Ricketisizt
En 1925, Noguchi vy Battistini (298} culb-
van la B. bacilliformis de un caso de Fis-
bre de la Oroya; poco después, Noguchi
(30> cultiva el mismo organismo de ls-
siones verrucosas producidas experimen-
talmente en moncs, demostrando que et
agente eiiologico de la Fiebre de la Oro-
va vy de la Verruga Peruana es un misme
germen, hecho que practicamente habia
sido demostrado 35 afios antes, con el sa-
crificio de Carrion. En 1927, Battistini (5)
estudia lo morfologia de la Bartonella ba-
cilliformis que desarrolla en medios de
cultivo; describe formas cocoides, bacila-
res vy diplococobacilares, sefialando que
las formas cocoides son formas degens-
rativas propias del envejecimiento del cul-
tivo.

Lo primera observaciéon de la Barto-
nella bacilliformis obtenida de medios de
cultivo, con el microscopio elecirénico,
nsanaoo la 1écnica del sombreado al vocio,
fue hecha per Peters y Wigand (33) v,
algunss afos despues, repetidas por P3-
rez Alva v Giuniini (32). Estos autores
concluyen que el germen de la Enferme-



ACADEMICO DE MEDICINA

dad de Carrion es una bacteria con flage-
los unipolares v que se dividen por par
iicion binaria.

En la Anemia Grave de Carricn (3),
ofrora conocida con el nombre de Fiebre
de la Oroya, Borton (4) sz refiers a o
existencia de “cuerpes endoglobulares”,
Strong v colaboradores (44), el afio de
1813, confirman el hallazge de Barton vy
proponen la creacién del génerc Bartona-
fla dando el nombre de Barionella baci-
liifcrmis a la especie en mencidn. A por-
tir de esta época, el germen de la Enfer-
medad de Carrién es considerado como
un micre-organismo de localizacion intra-
globular hasta que, Aldana (17, en 1923,
sostiene que la Barfonella bacilliformis
es un germen inmovil adherido a la su-
perficis de les glébulos rojos, descono-
ciendo la teoria de la localizacion endo-
globular de Barton. El mismo qutor, =a
su moncgrafia sobre la biologia de la
Bartonelia bacilliformis (2), insiste v sos-
fiene sus ideas scbre la relacidén hematie-
Bortenella v la forma come este comple-
jo interviene en el mecanismo de la Ans-
mic de Carrién. Wigand v colakorode-
res (53), en 1953, estudian con el micros-
copio elecirdénico réplicas de gldbulos ro-
jos parasitades por B. bacilliformis v con-
cluyen que el germen se encuenira sobre
ia superlicie del hematie. Recientemenie,
Cuadra y Takano (7)) han demostrado,
en secciones delgadas de glébulos rojos
de pacienies con onemia de Carrion, u-
sando 2] microscopio elecirénico, la lozo-
lizacion endoglobular de la Bartonella bu-
cilliformis.

Parece que lo primera deszripecidn
del cuadro histolégico de la lesidn verru-
cosa culdnea de la Enfermedad de Co-
ridn se debe o Vélez, dascripeién que o-
oarece en su tesis de bachiller publicada
en el aic de 1861 (49). En 1888, Odrio-
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zola publica su monografia: La maladie
de carricn du la verruga peruviénne (315,
en la que menciona el cuadre histoldgi-
co de los tumores verrucosos describien-
dolos come “pegueiios sarcomas fibro-
scs'’ de acuerdo con los trabajos de Cor-
‘nel, Dounen y Renaut Odriozola tam-
hién se refiere a los trabajos de Letulle
quien describe en las verruggs cuténeas,
inflamacion aguda v subaguda del der-
inis y la hipodermis, edema e hiperplo-
sia de los células endoteliales. Tamays,
en su tesis, publicada el afio de 1839 con
al nombre de Histclogla Patolégica de ia
Verruga Nodular {46), denomina la le-
sidn "Noduloma de Carrién” v la consi-
detra ceme una lesién inflamaleria causo-
der por el germen ‘'verrucdgeno'. En
190). Hercelles (16) se refiere a la histo-
génesis de la lesién verrucosa vy la consi-
dera como de origen vascular. El si-
guiente afio, Escomel (9) lanza su “teo-
rici celular” en oposicion a la “teoria vas-
cular” de Hercelles en lo que respecia «
la histogénesis de la lesién eruptiva de la
Enfermeadad de Carridon. En 1913, Mayer
v colcberadores {24) sefalan la natura-
leza anglobldstica del verrucoma y des-
criben inclusiones celulares que las con-
sideran comoe clamidozearios. En 1914,
Hercelles (17) demuestra la presencio ds
esiroma laxo v de elementos celulares an-
giobldsticos en el botén verrucoso. En
1925, Mackehenie v Weiss (22), sostie
ner. que =! verrucoma se origina por pro-
liferacion de histiocitos los que, por dife-
renciacion, se transformaon en células en-
doteliales. Estss autores se refieren tam-
bién o estructuras similares a Ricketisias
las que, por sus dimensiones y caracte-
risticas, son comparables a la B, bacilli-
formis de la Fiebre de la Oroya. En 1938,
Mackehenie (22) interpreta las inclusic-
nes descritas en los verrucomas por Ma-
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ver y colaboradores comeo {ormas de Bar-
tonella bacilliformis. Recientemente U:-
teaga v Calderén (47 ), en secciones his-
ioldgicas de verrusomas coloreadas con
Giemsa, demuestran células histicides
cargadas de granules que son senaladeos
como {ormas coczoides de B. bacilliformis.

El avance en el conocimienic morfo-
légico de la Enfermedad de Carrién per-
mitic a Weiss (51), el afio de 1926, lan-
Zal UNd concepcion paiogénica de la en-
fermedad. Weiss considera una primera
tase de la enfermedad que denomina Fa-
se Hematica vy que corresponde a la lla-
mada Fiebre de I Oroya. En esta prime-
rat fage habla de un primer pericdo ca-
racterizade por hipoergia o anergia del
paciente, de eritrocitos parasitados por
Bartonella bacilliformis, de eritrofagia a
nivel del Sistema Reticulo Endotelial y de
regereracion eritroide medular vy, de un
segundo periode que denomina “Crisis
Sanguinea” caracterizado por la desapa-
ricion progresiva de erilrocilos porasita-
dos. La segunda fase de Weiss es la Fa-
se Histioide o verruga propiamente dicha
en la gue considerda ia accion del germen
sobre los tejidos. En esta fase se refiere
a un Periodo Pre-eruptivo que correspon-
d= al periodo intercalar de Odriozola an
el que la reaccion tisular es difusa vy, a
un Periodo Eruptive caraclerizado per la
presencia de nodulos angiokldstizos d=
los tegumenios ¢on maxima resistencia a
la enfermedad v linfocitosis. Weiss, 1am-
bien se refiere a las {ormas inapareniss
de la enfermedad con hemocultives po-
sitivos para B. bacilliformis. En una Ul
tima revisidon sobre esia enfermedad, el
culor en mencidén (52), sefiala que esta
enfermedad se asemeja en su cuadro no-
solégico, mds que ninguna otra, al de las
enfermedades eruptivas; sefiala la aulo-
nomic que puedan izner las fases descri-
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tas por el, es asi comeo la Fase Hematica
v el Pericdo Pre-eruptive pueden pasar
desapercibidos vy presentarse el brote ve-
rrucoso en forma inesperada. El Periodo
Pre-eruptive puede tener evelucién créni-
ca con brotes frusiros gue se repiten por
afios. Weiss hace énfasis respecto de la
naturaleza alérgica-hipoérgica del brote
verrucoso comparandoelo con los nédulos
reumndatices o los del Eritema Nodoszo en
lo que respecia a su significado.

MATERIAL Y METCDOS

De los cascs. El presente trabajo s=
ha llevado o cabo con material correspon-
diente a 9 pacientes con Enfermedad de
Cerrion. Cuatro de ellos presentaron cuc-
dro clinico y hematoldgico correspondien-
te a la Fase Hemdtica de Weiss y los 5
restantes desarrollaron brote verrucoso,
por constguiente, corresponden al perio-
do eruptive de la Fase Histioide de Weiss.

Pacientes en Fase Hematica de
Weiss, Los cuairo pacienies estuvieron
internades en el Hospital Dos de Mayo
de Lima:; todos eran de sexo mdsculino.
Los dctos de tres de ellos estdn consianc-
dos en un trabajo ya publicado (7) v &l
cuarto caso corresponde @ un paciente Jde
38 afios de edad internado en octubre de
1968. Todos estos pacientes, a su ingre-
so en el hospital se quejaban de males-
tar general, cefaleas, transtornos gastre-
intestinales, artralgias v mialgias; esto-
ban febriles, pdlidos v postrados; se pal-
paban ganglios superliciales moderade-
mente aumentados de volumen, no dolo-
roscs; en un paciente se constato bazo
palpable v en el oftro ictericia de piel v
mucosas. Los datos de laboraterio corres-
pondientes a sangre peritérica revelaroa
anemia severa, parasitismo globular so-



ACADEMICO DE MEDICINA

bre el 53% con predominio de formas co-
coides de B. baciliformis (Fig. 1), aniso-
citosis, poiquilocitosis, policromatofilia,
reticulocitosis, presencia de normoblasios,
granulaciones basdfilas, anillos de Cabot
v cuerpos de Howell-Jolly en escasa can-
tidad pero distribuidos en toda la lamine;
se encontro abundantes siderositos usan-
do la técnica de Sundberg v Brown (45).
Algunos de estos datos se sintetizan en el
Cuadro N° 1.

Pacientes en el Periodo Eruptivo de
Weiss. De los cinco pacientes con bro-
te verrucoso 3 fueron hombres v dos mu-
jeres. Tres de los cinco estuvieron inter-
nados en el Hospital Obkrero de Lima vy
los dos restantes en el Hospital Dos de
Mays de Lima. En el Cuadro N? 2 se ha-
ce mencion a alguncs de estos datos ds
estos pacientes.

En los 5 cusos se encontro lesiones
cutdneas con las caracteristicas de erup-
cion miliar v o nodular verrucosa. Las
lesiones miliares eran de color rejo  kri-
llante, lensas, no dolorosas v, las lesiones
nodulares estaban adheridas a la piel, al-
gunas recubierics por epidermis adelgo-
zadas, de suerte que el cclsr, era simi-
iar a los lesiones miliares. En dos po-
cilentes, olgunas lesiones estaban ulcera-
das y marchitas. En todos los cosos se
escogieron, parc la biopsia, lesiznes ilo-
rides no ulceradas. Laos preparacionss
histologicas de los verrucomas colorea
dos con hematoxiling-eosina mosiraron
el cuadro caracteristico de prolileracion
angiobldstica e histioide descrito clasica-
mente (Fig. 2). En tres de los cinco pre-
dominaba el componente angioblastizo
sobre el histioide v en los dos restantes,
ambos componentes estoban presentes en
cantidad mas o menos igual. En uneo de
ellos se observd librosis focal. En ninguna
de las lesiones estudiadas se vio infiltra-
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cion  leucocitaria en lorma cstensible i
necrosis. Todas las lesiones verrucosas
estudiadas estaban cubiertas por epidar-
mis la que, en las formas miliares, se oro-
vectoba a manera de espolones a nivel
de las mdrgenes, circunscribiendo la pro-
liferacién  angio-histioide casi completa-
menie. En lodos los casos se investigd B.
baciiliformis en secclones coloreadas con
Giemso usando el microscopio cenvencioa-
nal; los resullados fueron dudosos.

Ninguno de los 9 pacientes hablan r2-
cibide {ratamiento con antibidticos antes
de la chtencién de sangre periférica v de
la biogsic de verrucomas usados en: &l
presante trabajo.

Preparacién de material para micros-
copia elecirénica. Sangre periférica de
ios pacientss en Fase Hemdlica de Weiss.
Se obtuve 10 co. de sangre venosa, con je-
ringa estéril y seca, de la {lexura del b:1-
zo dz cada uno de los cuatro pacientes
correspondientes a esta fase de la enfer-
medad v se prepard de acuerdo a los si-
guientes procedimienios:

Procedimienio A: La sangre corres-
rondizsnte ol case | v parte de la corres-
pondierte a los cosos 2 v 4 se deid coa-
gular. Los czdauleos fueron fijados =n
formalina ol 10%
salina por un tiempo minime de una ho-
ra.  Estos codgules fitados en formalina
tueren divididos en fragmentcs de 1 mm3
aproximadamsnte, haciendo use de una
hoja nueva de afeitar. Estos fragmenios
fueron posttijados por 30 minules a 5°C
usando la sclucién de Millonig (selucion
al 1% de tetroxido de osmic en fosfato
buitfer gjustado a un pH 7.4) (Z26) los
fragmentss fueron deshidratados en for-
ma progresiva usando alcohol etilico de
70%, B0%, 95% vy 100%. Terminada ia
deshidratacidén se procedid a la inclusidn
en Maraglas (43).

en soclucién isotonica
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Duracion LA B. bacilliformis
Pacientes Edad Sex de la en- G.R. x % de G.R. .
afios exe fermedad 10%/mm3 parasi- cocos bacilos
en dias* {ados
Caso 1 27 M 10 2.4 98 90% 10%
Caso 2 56 M 15 0.84 80 100 %
Caso 3 13 M 13 1.4 70 100%
Caso 4 8 M 20 1.38 33 100
*= En el momento del ingreso.
Cuadro N¢ 2
Pacientes Eflad Sexo Hospital F_echa ce Tipo ‘(!e Localizacion
anos ingreso erupcion
Caso 1 25 M Obrero 30.3.66 Nodular v Extremicades
miliar
Caso 2 22 F Dos de Mavo 21.4.66 Nodular v Extremidacdes
multiples
Caso 3 26 M Obrero 14.4.66 Nodular v Extremidades
miliar. cara y hom-
multiples bros
Caso 4 58 M Dos de Mayo 18.3.67 Nodular Dede pulgar
anice de la mano
Cuaso 3 27 F QObrerc 20.5.69 Nodular y Dorso de los
miliar, dedos de la
multinles mano
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Procedimienlo B: Las muestras de
sangre correspondienie al caso 3 v una
parte de los cosos 2 v 4 fueron desfibri-
nadas separdndoese el suero después da
‘le centrifugacién. Los gldbulos rojcs asi
obtenidos fueron lavadoes por veces suce-
sivars con una soluridon saling isotonica v
‘luego fijados con la solucion de Millenig
durante 30 minutos a S0°C. Se realizo
post-lijacién con formaling neutra al 10%
spor 30 minutes a 5°C. Al iniciar la deshi-
dralacién, siguiendo el misme procedi-
miento que en A, se obtuvo una masa de
hemcties lo suficientemente consistenie
como para ser dividida en fragmentos de
I mm3 aproximadamente de modo que el
proceso de deshidratacidn e inclusion «n
Muaraglas se llevd a cabo en forma simi-
lar al usade en el procedimiento A.

Procedimiento C: Obienzion de es-
troma de globulos rojos. Las muestras
restontes de los casos 2 v 4 fueron hemo-
hzados con cambios repstides de agua
-destilada v centrifugadas hasta obtensr
residuo blanquecinoe que fue procesado
de acuerdo «a las técnicas de fijacién, des-
-hidratacion e inclusion empleadas en @l
procedimiento A.

Sangre periférica conirol. Para «l
control se obtuvo sangre venosa periféri-
ca de la flexura del brazo de personns
normales v de un paciente con anemic
"hemolitica no bartonelldsica gue tenis
1'200,000 hematies cor mm3 y 16% de re-
ticulocitos, Estas muesiras fueron proce-
sadas de acuerdo a los procedimientos A.
By C

Preparacién de las lesiones verruco-
La mitad de los biopsias corresporn-
dientes a las lesicnes erupiivas escogides
de cuatro cascs fuercn seccionadas en

dragmentos de 1| mm3 aproximadaments,
usando hoja nueva de afeitar, tan pronto

508,
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como se habia obtenide la bicpsia. Los

fragmenios [ueron rdpidamente colocados

en fijador de Millonig por una hora a 5°C
v luego postiijodes en formalina neutra
al 10% por 30 minutos a 5°C. La mitad
restante de dichas biopsias se fijé en for-
malina neutra al 10% para la microsco-
pla de luz.

La biopsia correspondiente al quinto
case fue recibida en formalina al 10% 2n
sclucion acuzsa no tampenada.  La mi-
tad de esta biopsia fue seccionada en
fragmenios de 1 mm3 aproximadamenie
v postiijades en Millonig por 1 hora a
SC. La otra mitad se procesd para mi-
croscopia de luz. Los fragmentos corres-
pondientes a los 5 casos fueron deshidra-

-tados en forma progresiva usando alcohol

etilico de 70%, 80%, 95% vy 100% e in-
cluides en Maraglas.

Oblencidn de cortes finos; empleo de
{écnicas para incrementar coniraste ds
Iimdgenes v observacion con el microsco-
pio electrénico.  El material correspon-
dienls a sangre periférica v lesiones erup-
tivas incluide en maraglas fue secciona-
do en laminillas sericdas o semiseriadas,

obteniéndzse cirtas de 50 1000 A de =s-
nesor. La obiencidn de estas cintas se lo-
gré usandeo ultramicrétomos Porter-Blume
MTLl v MT2 con cuchillas de vidrio.

Las cintas de tejidos {ueron recoqi-
das sobre rejillas metdlicas de cobre de
mclia 200 con membranas de parledion
y de malla 300 sin membrana. Las pre-
paraciones fueron impregnodas con solu-
ciones de hidroxide de plome {27) vy de
acelato de uranil ¥y examinadas con un
microscopic electréonice Philips EM 200
previa estabilizacion de la corriente de
lenies v correccion de asligmatismeo, ace-

lerande el rayo electrénico con corriente
de B0 KV.
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Por lo menos se examind 20 seccio-
nes seriadas de cada caso, {olografiande
~ampos dilerentes de las preparaciones.
Para lor [stografia se uso placas de gra-
no fine y alto conlraste de 3.1 4 x 4 pul
gadas las gue fueron desarrolladas con
revelador D19 vy fijadas rapidamente. Las
copias se cbtuvieron por ampliacién usan-
do papel bromuro.

RESULTADOS

Caracteristicas ultraestructurales y di-
mensiones de la B. bacilliformis en el ha-
matie. BRecientemente, en un trabajo o-
rientade a demeostrar la localizacion en-
doglobular de la B. bacilliformis, hemos
sefialado algunas caracteristizas ultraes-
iructurales del germen de la enfermedod
de Carrion (7). En el presente trabajo,
ampliando nuestras observaciones,
mos enconirado B. bacilliformis cocoidas,
ovoides, cocobacilares (algunas en for-
ma de palanguetas) y bacilares, prede-
minando las formas ovoides. Las medi-
ciones de estas formas han sido someii-
das a cdlculzs vy andlisis esiadisticos
{ Cuadre N¢ 3). Comeo s2 puede apreciar
en este zuadro, las diferencias de tama-
fic de cada una de las iormas son esta-
disticamente significativas. Ellas tenian
caracteristicas  ultraestructurales de bac-
terias (13, 41); esiaban censtituidas por

he-

[+)
una pared bacteriana de 200 A d= espe-
sor promedio, pared gque, en algunos ca-
sos, mostrd hasta 3 hzias; una intermedia
v dos exiremas de mayor densidad elec-
trénica que la intermedia. Algunos orga-
nismos, en cualguiera de sus fermas, mos-
iraron, ademads, microcdpsulas de aproxi-

4]
madamente 50 A de espesor. El citoplas-
ma estaba constiluide por grdnulos osmo-

D
filicos de algo mds de 100 A de diametro
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y membrana ciloplasmatica algoe mas
gruesa que la microcapsula. En algunos
casos, entre la pared bacteriona y la
membrona citoplasmatica, se aprecid un
espacio de mucho menor densidad elec-
tronica que los elementos menciznados.
En ninguna de las preparaciones fue po-
sible apreciar {lagelos unipolares o de ~-
ira lozalizacién. En contraste con el as-
pecto granular del citop'asma se aprecid
zonas irregulares de naturaleza fibrilar,
de menor densidad electrénica que el ci-
tzplasma, variables en extensién, nime.o
v ‘ocalizacion y carentes de membranas
limitantes (Figs. 3, 4 v 5).

Caracteristicas ultraestructurales 2
la B. bacilliformis en el verrucoma. Al
igual gue los hemalies aqui se observo
formas cocoides, ovoides, cozobacilares
v bacilares con predominio de las formas
ovoides; sin embargo, se encontro formas
bacilares en mayor numere gque en los
hematies. Las medicicnes obtenidas en
las diversas fermas también han sido s3-
mectidas a cdiculos v andlisis estadisticos
que scn preseniados en el Cuadro N° 4.
Esios resultados lambién indican variabi-
lided en el iomono de los individuos de
unc misma forma con significado estadis-
tico.

La ultraestructura de las diversas for-
mas de Bartonella bacillilormis encontra-
daz en los verrucornas fue semejante a la
descrita para los microorganismos de los
hematies. Sin embargo, la pared bacte-
'L era muche més delgada, correspon-

diendz mas o menos a unos 100 R de es-
pesor; ademas, algunas formas cocoides
moslroren citoplasma con granulos muy
gruesos y ausencia de zonas fibrilares de
menor densidad electronica ¢ Fig. 8).

Relacion de tamario entre B. bacilii-
formis del hematies y B. bacilliformis del
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ACADEMICO DE MEDICINA

Si comparamos las medicio-
nes de las diversas formas de B. bacilli-
{ormis del hematie con sus similares del
verrucoma encontramos valores cuya di-
ferencia estadistica es altamente signifi-
cativa, como se aprecia en el Cuadro N?
5. La diferencia de la media del didme-
tro mayor de las formas ovoides es de
267.54 milimicrones con un error standard
de = 35.69 vy ei cdlcule de probabilida-
des es menor a 0.001; igualmente, el dia-
meiro menor de esta forma como las di-
mensiones de las formas cocobacilares v
las bacilares indican diferencias de me-
dias obviamente significativas a {aver ds
las formas encontradas en los hematiss.

verrucema.

Multiplicacidn de la B. bacilliformis
en el hematle vy en el verrucoma. Algu-
nos de los gérmenes cocobacilares vy ba-
cilares encontrados en los cortes finos de
gldbulos rojos y verrucomas, mostraron
unas veces tabique Unizo vy otras mulii-
ple, de direccién transversal, constituide
por la pared bacteriana v la microcdpsu-
le cuando esta Gllima existia. En ocasio-
nes, los segmentos resultantes del tokico-
miento iransversal se encontraban algo
separados, dando la conliguracién de va
rosdaric o cadenetd de micro-organismos.
Sdlo en una oportunidad se enconiré es-
‘rangulamiento asimétrico de una lorma
cocobacilar sin la formacién de tabiqus
tremsversal (Figs. 6, 9, 10 v 11).

Caracteristicas ultraestructurales de
los hematies. Las secciones finas de glo-
bulos rojos ne parasiiados v del contrel
se observaron, con el microscopic electrd-
nico, como laminillas ovoeides, redondea-
das, en forma de raguetas © de contornos
irregulares de gran densidad electronica
debido a la reduccion del tetrdxide de os-
mie por la hemoglobina. Estas lamini-
llas estaban limitadas por membranc

23

gue persistia despues de la hemdlisis con
caracteristicas  similares a las descritas
en .membranas de otras células, es decir,
tenian un grosor de aproximadamente 80

F{ vy astaban constituidas por 3 hojas, una
media de'densidad inferior a las dos ex-
iremas. En ocasiones, adheride o la
membrana, se constatd grdnulos de den-
zidad electronica mavyor gue la del hema-
tie, de didmetro variable entre 300 v 1500

}‘Ox aproxirhadamente (Figs. 5y 9). Fre-
cuentemente se observd laminillas con
vacuolas vacias u ocupadas sdlo con gra-
nulos de ferritina o con restos de organe-
las y/o con cuerpos densos; en ocasionas,
con membrana limitente (Figs. 12, 13 v
14, Las!'secciones finas de gldbulos io-
jos hemolizados (estroma) se caracieri-
zaban por la presencia de membranas
globulares gue delimitaban espacios irre-
agulares; estas membranas estaban casi
adosadas entre si v sélo en ocasiones se-
naradas por espacios triangulares.  Algu-
nos hematies resistieron parcialmente el
proceso de hemolisis, de suerte que, con-
servaban sus caracterislicas de lamini-
llas densas con la parlicularidad de mos-
{rar numercsas estruciuras vacuoladas,
sobre todo en la periferia (Figs. 1S v 16).

Complejo Bartonella-hemaiie.

Localizacion de la B. bacilliformis.
En las laminillas de glébulos rojos para-
sitados se observd una o mads estructuras
bacterianas, predeminantemente formas
cvoides, localizadas de prelerencia en zo-
nas periféricas de las laminillas en estre-
cha relaecién con la matriz densa del he-
malie v separadas de ésta por una fina
membrona. En oczasiones se enconird
hasta dos microorganismos libres en una
cavidad mas o menos amplia que tenia
las caracteristicas de una vesicula. En
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ACEDEMICO DE MEDICINA

esias vesiculas, a veces se observéd la pre-
sencia de grénulos adheridos a les mi-
croorganismos o adheridos a la superfi-
cie interna de la cavidad; estos grdnulos
tenicn el tamahfc v las caracteristicas de
aquellos descrites en relazion con la
membinna de las laminillas de hematiss
{(Figs. 17, 18 v 19).

En los preparaciones de hematies he-
molizados s= observé formas ovoides, co-
n~obacilares y bacilares de B. bacillifor-
mis adheridos a la superficie interna d=
la membrana globular {Fig. 20) o sus-
pendidas en resto de matriz globular.

Penetracion de la B. bacilliformis en
el glébulo rojo. Algunas laminiilas de
hematias ne hemolizados mostraron pro-
longaciones citoplasmadticas de aproxima-

dament= 1000 ;l. de groscr vy de algunas
micras de longitud. Estas prolongacionss
se enconiraban atrapando barionellas las
que hacizn muesza en la superficie de la
laminilla del hematie. En otras ocasio-
nes s= observd el extremo libre de las pro-
lengacicnes  citoplasmdaiicas  sefaladas
adherido a la membrana del hemaiie, de
mode que los microorganismos quedaban
encerrados e incluidos en la mairiz cito-
plasmaiica del hematie (Fig. 21, 22).

Caracleristicas uliraestructurales del
verrucomd. El estudio de los cortes fincs
del material correspeondiente a botones
verrucosos observadoes zen el microscopio
electrénico revelo los siguientes tipos ce-
lulares:

Tivre A, Células generalmente ovoi-
des con nucleo vzluminose v mellade v,
citoplasma escaso. Escasa cantidad de
milocondrias v de reticulo-endeplasma
granular v de ribosomas:; complejc de
Golgi toco desarrcllado.  El nucleo era
de cromatinog fina y uniformemente dis-
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tribuido; nucleolo generalmenie prominen-
te. Estas células estaban libres o parcial-
mente unidas a otras semejantes por des-
moscmas y median aproximadamente en-
tre 15 v 20 micras de didmetre mayor
(Fig. 23).

Tipo B. Este tipo de célula era algo
mas grande y con citoplasma mas abun-
dante que el tipo A; tenian un mayer ni-
merc de mitocondrias, mayor cantidad de
reticulo-endoplasma  granular y riboso-
mas v un Gelgi mas desarrollado que la
célula precedente. El nucleo también, a
veces, mostraba melladura, era de cro-
matina uniformemente distribuida; se ob-
servd en ocasiones un nucleclo. Esilas
celulas esiaban rodeadas completa o in-
compietamenie por una lamina fina de
material  electrénicamente denso  (TFig.

23).

Tipo C. Esle tipo de célula era alar-
gada, de caracteristicas nucleares y cito-
plasmdticas similares a la celula tipo B
aurnique las organelas eran mucho mas
numerosas que las vislas en este tipo ce-
luler apreciéndose, ademés, gran activi-
dad micropinocitética. Estas ceélulas fue-
ron vistas aisladamente y delimitando es-
pacios al unirse por desmosomas con
ofras similares; los espacios delimitados
por estas células estaban libres u ccupa-
das por hematies. Estas células, al igual
que las de tipo B descansaban sobre una
membrana fina electronicamente densa
(Figs. 24, 27).

Tico D. Este tipo de célula era la
mas voluminosa de las observadas en =l
varrucoma, aproximadamente dos o tres
veces mds grande que la célula de tipo
A. Se caracterizaba por ser de {orme irre-
gular, unas veces de contornos circulares
v con algunas prolongaciones tipe micro-
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vellos. El ciloplasma de estas células era
tice =n mitocondrias, tenia regular canti-
dod de reliculo-endeplasma gronular, =s-
casoz ribosemas libres, escascs cuerpos
densos v figuras mielinicas delimitados
por membrana; complejo de Golgi bien
desarrollado v numerosos perfiles cister-
nales limitados por membranas lisas en
tada la extension ciloplasmatica. El at-
¢leo era pequefio, de cromatind gruesd,
ron’ nuclecle generalmente Unico, o ve-
ces rechazado hacia la periferia de la zé-
lula. (Figs. 25, 27 ).

Tipo E. Esie tipo celular era de ci-
toplasma v nucleo alargado. El citoplas-
ma mesiro numercsos perfiles de reticulo
endoplasma granular v tenia un comple-
jo de Gelgi bien desarrollado. El nucleo
erc. de cromalina gruesa, desigualmente
distribuida v nucleclo generalmenie -
co y pequefio (Fig. 28).

~ Las células tipo A, B, C y D estaban
separadas por maierial aparentsmenie
amorio de poca densidad electrénica. En
zcnas, donde se encontraban células tipo
E habia numerosas fibrillas aisladas y a-
grﬁpadas en paguetes de diversc grosor;
estas fibrillas tenlan periocidad de apro-

ANALES DEL PROGRAMA

o
Zimademente 640 A (TFig. 26). Entre las
c2lulas descritas también se enconird v
cuclos libres y fragmentos celulares (Fig.
27 )

Complejo Bartonella-Verrucoma.

Como ya mencicnamos anleriormen-
ie, en log verrucomas se observo diver
sas formos de B. bacilliformis, aunque
predominaban las formas oveides. Estos
microorganismos fueron vistos aislada-
mente v en grupos en el inlerslicio y en
las células tipo B, C v D. En el intersti-
cio se encontrd grupos MUy NUINErosos;
en las células tipe D, el niimero de B. ba-
cilliicrmis era ostensiblemente mayor que
en las células tipo By C. En las células
tipo A v tipo E, no se encontré Bartonella.
En alguncs preparadeos se aprecio prolon-
gaciones ciloplasmaticas de las células ti-
po B, C v D, @ manera de pseudépodos,
prolengaciones que enaglobaban uno o
mdas microorganismos conjuntamente con
la sustancio intersticial. En las células
tipo D, los microorganismos fueron vistos
en la luz de cisternas limitadas por mem-
bronas lisas (Figs. 6, 7, 24, 25, 28, 29 v
30).
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ABREVIACIONES USADAS EN LAS FIGURAS

Bb = Bartonslla bacilliformis

HE = Hematie

N - Nicleo

n = Nucleolo

C = Ciloplasma

me = Membrana celular

pb = Pared bacteriana

mig = Microcdpsula

gp = Granulos periféricos

it = Tabique transversal

cd = Cuerpo denso

va = Vacuela autofdgica

of = Granulos de ferritina

dm = Doble membrana

el = Espacio intersticial

mh = Membrana del hematie
pch = Prolengacion citoplasmdatica del hematie
reg = Reticulo endeoplasma granular
m = Mitocondria

e = Prolongacién citoplasmdtica
mb = Membrana basal

Go = Complejo de Golgi

CeA = Célula tipo A

CeB = Celula tipe B

CeC = Celula tipe C

CeD = Céluia tipo D

CeE = Célula tipo E

d = Desmosoma

LU = Lumen

li = Lisosoma

v = Cisternas de perfiles lisos
Co = Coldgeno

VRc = Vacuolas vy restos celulares
SE = Susiancia fundamental
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
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LAMINA 1

Extendid> de songre periférica. Glébulos rojos parasitados por fermoes cocoi-
des de Bartanella bacillifermis, Coloracidn de Wright, X 1,048,

Microfotecgrafia de lesion miliar verrucosa cubiarta en su superficie libre por
epidermis. Los bordes laterales de la epidermis se insindan a manere de es-
polones tratando de circunscribir la lesién., H. E. X 23.

Ultraestructurae de la forma becilar de B. bacilliformis en el hematie. Se
apracia nucleo, citoplasma, pored bocteriano y microcdpsula, X 34,410,

Ultroestructura de la forma cocobacilar de B. bacilliformis en &l hematie.
Nétese la membranc citoplasmdtica. X 31,915,

Ultroestructura de un hematie. B. bacilliformis en el seno del hematie y
gronulos osmofilices periféricos. X 23,438,
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Fig. 6.
Fig, 7.
Fig. B.

ANALES DEL PROGRAMA

LAMINA Il

Ultraestructura de una parte de célula tipo D del Verrucoma. En cisterna
citoplasmatico se observa formas bacilares, cocobocilares y cvoides de Bar-
tonella bacillifermis reconcciéndose pared bacteriana y microcdpsula.  Note-
tese tobique transverso entre dos estructuras bactesianas. X 21,225,

Ultraestructura de una parte de célula tipo D. Se observa prolongaciones
citoplasmaticas a manera de pseudopodos las que tienden & unirse por sus
extremos libres englobando formos ovoides de B. bacilliformis, X 25,875,

Formas coccbacilares v ovoides de B. bacilliformis con cambios ultraestructura-
les citoplasmdticos indicotivos de degeneracion. En el extremo superior izquier-
do se advierte membrana de lo célula huésped. X 51,240.
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

9.

ANALES DEL PROGRAMA

LAMINA I

8. bacillifsreis dividiéndcsz por tabicamiento, {La flecha indica el tobique
transversa).  Grdnules csmafiliccs adheridos ol glébule rojo. X 16,859

Tras firmas cccobacilares dz B. bacillifarmis en codeneto separadas por es-
pacics muy estreches.  Esta fotegrafia es indicative de division del germen
pcr tabicamiento, de formas bocilares en ccccbecilares, dentro del gldbulo
rojo. X 23,438,

Hematie centeniendo B, bacilliformis. Uno de los gérmenes muestra estran-
gulacién asimeétrica (flecha), X 10,478.

Parte de un hematie que centiene fremocion ovoide de alta densidod elec-
trénico cerca a lo periferia {cuerpo denso). X 14,813,

Laminilla (seccicn) de hematie que muestro vacuolas ocupadas por diversas
estructuras {restos de crgeneies). X 11,850,

Parte de una laminilla correspendiente a un hematie ques musstra vacuola
conteniendo granulcs de ferritina, X 35,813
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

15.

20.

21.

22
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LAMINA IV

Seccion ultrafina de glébulos rojos hemolizados (estroma).  Se observa mem-
branas que delimitan espacics irregulares, alguncs parciol o totalmente ocu-
pados por muoterial de mediona densidad electrénica (hematies que hon re-
sistido el proceso de hemdélisis), La flecha indica membronas adosados que
en su extremy inferior se separan quedando un espacio libre entre los he-
maties total ¢ parcialmente hemolizados. X 4,050.

Seccien vultrafina de gldbulos rojos parcialmente hemolizados.  Obsérvess
numerosas vacuclas periféricos. X 11,138,

Seccion ultrafina de un hematie {laminillo) en cuyo seno, localizadas en
zona marginal, s¢ cbservan tres formas ovoides de B. bacilliformis las que
estan separadcs de la matriz del hematie por fina membrana. X 9,375.

Seccion ultrafina de un hematie en cuyo seno, localizade aparentemente
en zona central, se observa dos formos ovalados de B. bacilliformis. X
2,375.

Seccidn ultrefina de un hematie que muestra vesicula conteniende dos es-
tructuras cvoides con caracteristicas de B. bacillifermis. Adheride o una
de los estructuras bacterionas se vé granulo osmofilico (flacha). X 10,478.

Seccion ultrafing de hematies hemolizados., Obsérvese dos estructuras bac-
terianas correspondientes a B, bacillifermis adheridas o la superficie inter-
na de la membrona del hematie. X 18,750.

Seccion ultrafino de un hemotiz que en el polo superier muestra depresion
scbre la cual se abserva estructura ovoide correspendiente a B, bacilliformis.
Notese que en la vecindad hay estructuros alargadas, una de zllas eavcl-
viendo completamente la superficie libre de la bartonella. X ©,375.

Parte de uno lominilla de glébulo rejo en el que se cobserva dos formos co-
cobacilares de B. bacilliformis atrapadas por prolongacion citoplasmatica.
Noétese que uno de los gérmenes aun no ha side cubierto totalmente por
la prolongacion. X 23,888.
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Fig. 23.

ANALES DEL PROGRAMA

LAMINA V

Ultraestructura de las célules tipo A y B observados en el verrucoma. La
célula tipo A (CeA) muestra nicleo veluminoso, nucleolo prominente y, es-
casa cantidad de organelas. La ¢élula tipo B tiene citoplasma amplio con
mayor numero de organelas que el de tipo A y estd rodeada por membrana
basal. X 8,438.
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Fig. 24,

AMNALES DEL PROGRAM A

LAMINA VI

Ultroestructura de la céluto tipo C del verrucoma {CeC). Estas son alarga-
dos, con numerosas orgonelos citoplesmdticas y unidas entre si por desmo-
somas, delimitando un espocio irregulor. En el citoplosma de las mismos
se aprecio numercsas vesiculos pequefas (vesiculos de micropinocitosis).
Estas celulas descansan sobre membrana basal. Notese que en el intersti-
cio celular (extremo inferior derecho), asi como también en cisterno citoplos-
matica de una de ellas y, englobadas por prolongaciones citoplasmaticas en
ctras, hay formos ovoides de B. bacillifermis. X 8,438.
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Fig. 25.

Fig. 26.

ANALES DEL PROGRAMA

LAMINA VI

Ultraestructura de lo célulo tipo D (CeD) del verrucoma. Notese el gran

volumen de la célula, sus contornos irreguilares, nucleoc excéntrico, citoplas-
ma con numerosas organelas y cisternas de perfiles lisos, escasos lisosomas
y vesicula conteniendo Bartonella bacilliformis con sustancia fundamental.

X 4,875.

Ultroestructura de le célula tipo E {CeE). Las caracteristicas de esta c¢élula
corresponden o la del fibroblastc. En la vecindad de este célula se cbserva
fibrillas seccicnaodos en forma transversal y tongitudinal las que corresponden

a coldgeno. X 6,000,
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Fig. 27.

_Fig. 28

ANALES DEL PROGRAMA

LAMINA VI

Ultraestructura de célulos tipo C y D. Notese que una sola célula tipo C
(célula endetelio)) forma lo luz de un copilar. Entre los células se aprecia
“sustancia fundomental’’ de aspecto amorfo y débil densidad electrénica,
osi como también vacuoles y restos celulares. X 3,300,

Fotografia que muestra colonia de Bertonelia bacilliformis, predominante-
mente de formo oval, localizadas en la “sustancia fundamental’” (intersticio
celulas) del verrucoma. X 12,375,
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Fig. 29.

Fig. 30.

ANALES DEL PROGRAMA

LAMINA IX

Parte del citoplasma de una célula tipe D.  Se aprecia, en el interior de un
espacio cisternal limitado por membrana, dos formas ovoides de B. bacilli-
formis y material amorfo con las carocteristicas descritas para la “'sustancia
fundamental”’. X 4,500,

Célula tipo ’B"” con prolongaciones citoplasmdticas a manera de pseuddpo-
dos los que engloban varias formos ovales de B. bacillormis. ({Obsérvese
también lo Fig. 7). X 6,300.
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DISCUSION

La variabilidad de tamafio de las di-
versas formas descritas de B. bacilliformis
en la Fase Hemdlica de la enlermedad se
explica ccnsiderando que estos microor-
ganismos, como cualquier otra bacieria,
estdn sujetos « variaciones individuales
dependientes del genoilipo y probabla-
menie de laclores ambientales. La veria-
hilidad en el lamano de los gérmenes Je
una poblacidn baczteriana puede evaluar-
se con el microscopio convencional. Sia
embargo, en el caso de la B. bacilliformis,
debido « las d:mensiones reducidas, en
opcriunidades casi en el limite de la ca-
pocidad resolutiva de este instrumenis
optico, esta apreciacion resulta dificil; en
cambio, con el microscopio electrénico,
pueden hacerse apreciacionss dimensio-
nales del orden de la milimicra. Asi, Va-
lentini (48) usando el microscopio elec-
tronice ha llevado a cabo mediciones 2n
poblacicnes de Microbacterium
murium.

leprc-

Las caracleristicas uliraestructurales
de las diversas formas de B. bacillifermis
encontradas en el hematie son idénticas.
En otras palabras, no hay diferencias ul-
rraestructurales entre las formas cocoides,
oveides, cocobacilares v bacilares. Esta
observacion no concuerda con lg hipdlz-
sis de Battistini (5) respecto a la natura-
leza degenerativa de las formas cocoides.
Las caractensticas meoriolégicas uliraes-
lructurales de las diversas formas del ger-
men en el hematie corresponden «a las de
una bacteria de pared gruesa, similar «
la descrita en los gérmenes gram-posili-
vos (18); la microcapsula que he descri-
to en algunas f{ormas de B. bacilliformis

[+]
y que mide aproximadamenie 50 A de
grosor, puede ser propia, como la que s@
menciena en micobacterias (54), o pus-

ANALES CEL. PROGRAMA

de tratarse de la membrana del hemade
gue ha sido arrasirada por el pardsite du-
rantz el proceso de penelracion, membra-
na gue cubriria comoletamente al german
aislandolo de la malriz citoplasmdética del
glébulo rojo.  Los grdanulos finos descri-
tos zn el ciloplasma del germen, por su
densidad vy didametro, probablemente co-
rresponden a granules de material ribonu-
cleoproteico, es decir, a ribosomas, como
va ha sido demostirado en otras bacterias
usando técnicas similares y oiras, como
la tecnica de la “"Celoracion negativa’ v
el esludio bioguimico de la {raccién co-
rrespondiente oblenida por ullracentrifu-
gacidn diferencial (13). En el curso de
nuestra investigocion ne hemeos observa-
do otras estructluras citoplasmdticas de la
B. bacilliiormis como cuerpos denscs, va-
cuokis y mesosomas que si han sido des-
tas en olras esgecies bacterianas.

El clloplasma de la B. bacilliformis
fiene membrana limitante de caracteristi-
cas similares a las descritas en otros mi-
croerganismos v ofras células y que for-
ma parte de lo que Robertson denomine:-
ra "Unided de membrana’ (37), estrus-
turc que por ser muy delgada sdlo es vi-
sible con el microscopic electrénico. Pe-
ters v Wigand (33) y posteriormenie Pa-
rez Alva vy Giuntini (32) han demostra-
do con iécnicas adecuadas, flagelos uni-
colares en la B. bacilliiormis de culliva.
Las técnicas empleadas por estos qulcres
permiten apreciar la bacteria enlerqa, Jde
modo que los detalles concernienles a su-
perlicie externa y apéndices siempre son
visibles; en cambio, nuestros preparados
representan secciones de tejide v de B.
bacilliformis, técnica que no nos ha per-
mitide observar {lageles. Las zonas clo-
ras de esiructura fibrilar v gue nc mues-
tran membrenas limilantes corresponden
a material nuclear. Robinow (40) ha z2-
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Aalado, entre otras caracteristicas del nuo-
cleo de las bacterias, la de ser de mencr
densidad que el citoplasma a diferencia
de lo que ccurre en otras células vy, la de
poseer membrana nuclear. Kellenberg y
Ryter (18) han demosirado la naturaleza
fibrilar del material nuclear de las bac-
leriags, fibrillas que tienen un groser qus

varia entre 20 y 50 !f: vy que, de acuerdo
a Lee (20}, son digeridas con desoxiribe-
nucleasa, lo que revela que estan consti-
tuidas por dcido desoxiribonucleico.

Las observacionss clasicas han ze-
Aalado que en la Fase Hemdtica de la en-
fermedad de Carrion hay un primer mec-
mento en que las formas bacilares son
las Unicas y que se encuentran en el he-
matie; conforme evoluciona la enferme-
dad dentro de esta primera fase, apare-
cen las llamadas formas cocobacilares v
cocoides v que, al linal de la misma, las
tormas cocoides reemplazan a las coco-
bacilares vy bacilares. Nueslras observa-
ciones ultraesiructurales demuestran que
en el verrucoma exisien lormas cocoidaes,
ovoides, cozobacilares y bacilares con
predominio de lus formas ovoides. Esie
hecho nos permite suponer que el camkio
de forma bacilar a cecoide, sefalado en
la fase hematica, no debs ser abscluio,
como aun se sostiene. Sin embargo, cu-
be la posibilidad que las formas cocoides
v ovoides, en su proceso de mulliplica-
cidn v desarrolle, influenciade por las
condiciones del medio, pueden generar
formas cocobacilares y bacilares; soélo asi
explicariamos la presencic de estas {or-
mas en el verrucomao.

La voriabilidad en las dimensiones
de las diversas formas de B. bacilliformis
enconlradas en el verrucoma esidn suje
tas a la discusion que se hizo en relacidn
con el mismo fendmeno chservade en he-
maties de nuestro material.

7 "?

Las diferencias sustanciales encontra-
das en la apreciacién comparativa del
tamafio de formas similares correspon-
dientes a poblaciones de B. bacilliformis
del hemaile y del verrucoma resulla inie-
resante v sujeta a comeniario.  Esta difs-
rencia puede ser aparente sl suponemos
un comportamientio diferenle de los he-
maties por una parle, v del tejido cones-
tivo vascular vor otra, frente a la técnica
de procesamiento empleado para el esiu-
dio con el microscopio electrénico, dife-
rencia que podria iraducirse en una ma-
vor retraccion del tejide conectivo vasci-
lar v de los elementos gue en el se en-
cuentran. Por supuesto, cabe tambien la
posibilidad que esta diferencia de tamao-
fno de las diversas formas del germen «
favor de las encontradas en la primera
fase de la enlermedad sean reales; en di-
cho caso, el significado esta sujeto a pos-
teriores invesligaciones. Estudiando la ul-
traestruciura de la B. bacilliformis en el ve-
rrucomd, encontramos como hecho sustan-
cial una pared bactériona cuyo espesor
represenia, aproximadamente, la mitad
de la senalada para las formas observa-
das en el hematie; si esto es toambién is-
sultado de una retraccién del germen de-
bido al procesamienic del material, ten-
driamos gue aceptar que la pared sulre
una mayor reduccidén que el resto de la
estructura bacteriana. Cabe mencionar
que el estudic ultraestructural de bacte-
rics gram-positivas ha demostrado, en
forma concluyente, gue la pared bacte-
riana de éstas tiene un espesor que s
mds del doble que el de los gérmenes
gram-negatives, hechos que tienen sigrnd-
ficade por la diferenie composicién qui-
mica de ambos lipos de pared bacteric-
na (41). Por esta razdn, seria sumamen-
te interesante eslablecer, con otras técni-
cas, si la diferencia en el espesor de la
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pared entre la B. baciliiformis de los hs-
maties v la B. bacilliformis del verruce-
ma es real, porque eslo podria ayudar-
nos o explicar los fendmenos inmunoldgi-
cos que operan en el curso de la enfer-
medad.

Las formas cocoides v ovoides con
granulos citoplasmaticos gruesos Yy au-
sencia de material nuclear probablemen-
te represenion formas degeneradas dal
germen en Trelacién con el proceso fago-
citario que se verilica a nivel del verru-
coma.

La forma de multiplicacion de las
beacterias depende en parte de la estruc-
tura y naturaleza de su pared celular. Se
ha sefialado, en base a estudios con =l
microscopic de luz o convencicnal, que
las bacterias gram-positivas, es decir -
quellas de pared gruesq, se dividen a ira-
vés de un mecanismeo complejo que con-
siste en la formacion de tabiques o puan-
les transversales de la pared bacteriona
y que sirve como limite de separacién de
las bacterias hijas (33). También se han
descriio formos combinadas de division
basteriana, es decir por tabicamiento in-
completo  seguido de estrangulaciéa.
Nuestras observaciones en hematies y en
el verrucoma son indicativos gue la B, ba-
zilliformis se divide por tabicamiento co-
mo lo hacen las bacterias gram-positivas,
haecho que esta de acuerdo con el groser
de la pared celular descrita en Bartone-
llas de hematies. Lo multiplicacion oor
tabicamiento de Barionellas observadas
en el verrucoma, aparentemente no con-
cuerda con las caracteristicas de su pet-
red que, come ya habiamos mencionads,
es de un grosor similar a la de las bae-
terics gram-negativas. El  estrangula-
miento asimétrico v simple, sefalado en
una de las jormas bacterionas en el he-
matie, parece corresponder @ unda angu-
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lacion artificial v ne a una forma de ai-
vision del pardsito.

La presencia de una membrana gue
envuelve el globulo 1oje v que tiene las
caracieristicas de la membrana celular
en general, como hemos senalado en
nuestras observaciones, ha sido descrita
en secciones de hemalies impregnades
con permanganato de potasio {37). Dav-
son (8) se refiere a la estructura molecu-
lar de esta membrona, mencionandeo 1z
naturcleza lipoproteica, similar a la des-
crita para la “unidad de membrana” de
Robertson (37). Parece que estas consi-
deraciones respecto o la estructura y ne-
turaleza de la membrana del hematie no
salisfacen cierles requisitos de sus carac-
teristica funcionales. Asi, Hayden v Tay-
lor (12), seflalan que la membrona pre-
teica-lipidica-proteica puede resulior, des-
de un punto de vista termodinagmico, des-
favorable para la funcién del hematie.
Ultimos estudiocs de la superficie de eri-
irocilos de rata con el microscopio elec-
ironico, usando t{écnicas de sombreado
con melales v réplicas con carbén, reve-
lan estructura granular ¢ manera de bur-

bujas del orden de 400 a 300 10-‘\ ¥ mata-
rial orgdnico a manera de filamentos a-
gregados que forman imdgenes como las
asas de alambre (12). Moskowiiz y Cal-
vin (12) piensan que el material fibrilar
descrito como compeonente de la membraox-
na globular corresponderia a “elinina”,
la que estaria adherida al esqueleto des
la membrana por material lipidice extracs-
iable por el éler v que recibe el nombre
de "estromina’’.

De acuerdo o Ponder (36), la mem-
brana del eritrocite, en eslas condiciones,

o
tendria un espesor de 1000 A. Es posibiz
que en el proceso de deshidratacién e in-
clusidn de los hematies, por accién de los
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solventes orgdanicos, parte de la estructu-
1 de la membrana sefialada por Glaeser
v colaboradores (12) se desprenda y di-
suelva.

Weinstein y Stanley (503, usando 1
técnica de clivaje por congelacién y repli-
cacién del hematie, han observado, con
el microscopic electronico, superticie lisa
cubierta por particulas peguenas las que
corresponderian a antigencs, enzimas o a
alguna estructura proteica. En términos
generales, los grdanulos descritos en nues-
tro maierial como estructuras de mavyor
densidad periférica adheridos o la super-
ficie de las laminillas de hematies, pue-
den corresponder o estructuras propias
de la membrana o a las particulas des-
critas por Weinstein v Stanley.

La presencia de wvacuolas ocupadas
por diversos tipos de elementios como fe-
rritina, restos de organelas, etc. vy cuer-
pos densos, ha sido descrita por Kent v
colaboradaores (19) en relicutocitos de pa-
clentes anemices, de personds esplenecio-
mizadas que desarrollan posteriormente
anemia vy, ocasionalmente, en personas
sanas. Se sabe que estas vacuolas, car-
gadas con granulos de ferritina y orgame-
las, son captadas por los macrdfagos del
Sistema Reticulo Endotelicdl sin destraz-
cion del hematie. La relative frecuencia
con que encontramos estas vacuclas an
nuestro material se explica por e! alto in-
dice reticulocitario que se cbhserva en la
Tase Hemdtica de la enfermedad de Ca-
rrién.  Los cuerpos densos pueden ser u-
na variedad de estos elemenlos eritrocili-
cos, es decir, que se {rate de restos cito-
plasmadticos que han perdido estructurg,
o pueden corresponder a hemoglobina
desnaivralizada.  Schnitzer v Smith (420
han sefialado que los llamados "Cuerpos
de Heinz"' observados con el microscopio
de luz, en algunas condiciones patologi-
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cas del hematie, corresponden a los cuar-
pos densos vistos con el microscopio elec-
ronico. A diferencia de las vacuolas cu-
tofdgicas de los eritrocitos, los cuerpos
densecs determinarion la desiruccién ioial
del hematie por los macrdfagos del Siste-
ma Reticulo Endotelicl. La escasa ire-
cuencia con que estos cuerpos densos se
observan en los hematies de la Fase Hs-
mdtica de la enfermedad de Carridn, aiin
en el caso que tuvieran el mismo signifi-
cado que los "cuerpos de Heinz”, haca
suponer que su rol en la anemia hemoli-
{ica de esta enfermedad no debe ser im-
portanie.

Lo abundancia de vacuolas, especial-
mente periféricas, que se observa en al-
gunas secciones finas de hematies par-
cialmente hemclizados puede interprelar-
se como resultado de vesiculas de micro-
pinocitos confluentes. Grasso (14) ha
demosirado en el citoplasma de les hema-
ties vesiculas de pinocitosis. También wo-
drian correspeonder a vacuolas autofagi-
cas que han perdido su contenido en ol
curso del proceso hemolitico.

En una publicacion previa nos hemos
referide al compleio Bartonella-hematis
(7). En eslo opertunidad sefalamos la
presencia de granulos gue eventualmen-
te se encueniran acdheridos a la B. bacilli-
formis o a la pared de la vesicula eritro-
citica que la contiene. El lamafo v las
caracterisitcas ultraestruclurales de estos
granulos son similares a los descritos en
oquellos encontrados en la superficie ds
las laminillas del hematie. Como va
mencionamos, estes granulos pueden co-
rresponder, enire ofras cosas, a anticuer-
pos. La alia densidad elecirénica obser-
vada, en la periferia de estos granulos 52
deberic o su asociacion con compuestos
lipoidicos.
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Demostrada la presencia de la B. ba-
cilliformis dentro del globulo rojo, cobe
preguniarse jcudl seria el mecanismo ds
penetracion del germen en el hematle?.
En nuesiras cobservaciones hemos ancia-
do lx presencia de prolongaciones alar-
gadas vy delgadas del hematie, cada una
de las cuales llegan a envolver Barlone-
lias incluyéndolas dentro del citoplasma
glebular, Fawcett (10) vy Policar v Be-
ssies (35) se refieren a un fendmenc i-
miilar que ocurre en un tipo de células que
desarrellan in vitro, en células endotelia-
les y celulas libres como leucociics, ma-
crofagos v células tumorales de liguido
ascilico: estos autores mencionan el fens-
meno comeo caracieristico de pinocitosis,
diferenle por ciertc a la llamada micre-
pinocitosis y a la fagocitosis. Al parecer,
este fondmeno no ha sido descrito en he-
matlies pero, en base a nueslras observa-
cicnes, creemos razonable sefalar que la
B. bacilliformis ingresa al giébule tojo per
winocitosis.

Las celulas descritas como tipe A tie-
nen las caracterisiicas ultraestructurcles
de la célula reticular descrila en el me-
senquima primitivo v en los érganos lin-
fo-hematopovéticos, Se sostiene gue la
célula mesenguimal primitiva da origan
a las células mesenquimales adultas, va-
le decir, histiozitos, celulas endoteliales,
fibroblastos, células sanguineas, etc.  Sin
embargo, cabe recordar que no todos las
celulas mesenquimales primitivas necesa-
riamenie evolucionan vy se transforman
en ofras celulas diferenciados; muchas
persisien como lales en la vida adulta del
individue v, por lo fante, tienen capacidad
para diferenciarse en otro tipo de célula
en cudalquier momento de la vida {13).
Siendo asi, la céluia tipe C que tiene las
caracteristicas ultraestructurales de la cé-
lula endotelial, se originaria en la célu-
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la reticular. Esta interpretacion tiene ¢u
fundamento en la presencia de las célu-
las tipo B que, por sus caracteristicas ul-
traestructurcles, corresponden a unc cé-
lula intermedia entre las teticulares v los
endoteliales.

La celula tipo D tiene las caracteristi-
cas ullraestructurales de la célula hisiio-
macroldgica v posiblemente también s=
crigina de la célula reticular. Lo célula
tipo E corresponde al fibroblasto, de al:d
su intima relacion con libras de calageno.

La sustancia descrita come  intersit-
cial es material intercelular no fibriler v
probablemente esia censtituida por muce-
nolisacdridos, sustancias  identificadas
desde las investigaciones de Meavyer (25)
como componentes de la llamada “sus-
tancia fundamental” de los tejidos. Lo
membrana basal que se forma subyaocen-
te a las celulas endoteliales tiene un ori-
gen discutido, pero bien puede represen-
tar un polimero de mucopolisacaridos que
se encuentrem en la sustancio intersticial.

La presencia de vesiculas libres vy
fraocmentes celulares dispersos en la sus-
temaia intersticial es indicativo de destruc-
cién celular, de suerte que, en la lesidn
erupliva de lo enfermedad de Carridn, o
la par que proliferan clerto tipo de célu-
las tambien se produce musrie celular.
Nuestras observaciones uliraestructurales
permiten esiablecer la relacidén estrecha
que existe en la B. baciiliformis v los di-
versos componentes de la lesion erupti-
va. Son las células tipo B, C, v D las que,
per mecanismcs de fagocitosis, airapan
al germen que se encuenira en la sustan
cia tundamentol. La capacidad {agociti-
ca de las celulas endoteliales no sdle ha
sido reconoccida en los drganos del siste-
ma Reticulo Endotelial, sine en endote-
lics independientes de esie sistema (6).
Sin embaorgo, es de notar que la capani-
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dad fagocitaria de las células tipo B v C,
gue como mencionamos tienen las caras-
teristicas de célula intermedia entre re:
cular v endolelial respectivamenie, es
muy limilada si comparamos con la co-
pacidad {agecilaria d= lg célula tipo D
cur rerrognonde @ macrolagos.

Lo cavacidad de muliiplicacién de o
B. bacilliformis en el citoplasma de los
mucrélagos se deberia a la escasa canii-
dad de cuercos denscs, probableinenie
isosomas, que estas células poseen.

Lo coodacidad destructiva o la diges-
1ién de los geérmenes por los macréicges
debe sor limilada, lo que daria lugar a
que estas células se carguen de microor-
ganismos hasla causar el estallido y das-
iruccion de las mismas, dejondo paso o
un gran namero de barionellas que qus
danaen libres en la sustancia intersticial,
las gue nuevomenie serian fageoritadas
wor oiras ceélulas. Este esioria de acuwsi-
do con algunas observaciones llevadas
o cabc por Urleaga y Calderon (47) en
=us estudios con el microszopio de luz

Por lo expuesto, la erupcion verruzo-
sa deb2 considerarse como manifestacion
de la quiebra en el equilibric biolégico
huesped-pardsito a {avor del huésped wn
i mayoria de los casos. El mencionaan
zquilibrio probablemsznile se estableze en
el llamado Periodo pre-eruptive de Waiss.
Yo esie autor ha sefialade las llamad:s
forinas frusiras de brole verrucoso cuyo
significado debe ser la paralizacion de
ia lucha entre el pardsilo v el huéspad
»er remeer el equilibrin bioldgico, ieno-
meno gue debe estar ligado intimamsniz
=1 mecenisme inmunologico que opera @
asla enfermedad. Igualmente, el brote -
ruplivo miliar {lorido, la erupcion nedular
v la mular deben represeniar grados
severcs de esta lucha depondienie dai

numere de germenes o de la sensibilidad
tisular frente o la agresién.

La enfermedad de Carridn es una en-
tidod infecciosa producida por la B. baci-
iliformis, germen que, después de un pe-
riodo de incubacién, se presenla en la
circvlazidn periférica cen la particuler:-
dad muy especial de parasitar los glébu-
los rojes produciende, probablemente, -
ieracicnes de la membrana citoolagsméti-
ca de eslos elemenios formes lo que de-
terminaria gue las células de! Sisterna Ra-
ticulo Endotelial reconozcan al hamatie
como cnermal vy lo destruyan causando
la enemia propia de asta fase de la en-
fermedad. Durante el periodo onémics
hay ung inhibicion, o ial vez un agota-

.mienic de la {uncidén del aparale inmu-

nolégico, hecho que se fraduce POr un =s-
tado de hipoergia ¢ anergia que determi-
na la inslalacion de procesos intercurren-
@5 muy bien sefalados en varios traba-
jos de investigacion. Superada esta cri-
sis lu B bacillifcrmis posiblemente ss
maniiene en estado de latencia en las ~3-
lulas de! RES estobleciéndose un equili-
brio cnire el huéspad y el pardsiio que
vuede manienerse por un liempo varia-
ble que corresponde al ilamade periodo
intercolar o reriodoe pre-eruptivo. Al rom-
rerse csie equilibrio se insiala el periedlo
Crupiivo, que no és sine la exoresidn da
la lucha entre el rardsito y el huésped,
rericdo que generalmente precede « ia
curacion.

Consideramos que se requiere pr.-
iundizar cornocimientos bdsicos scbre ix
B. baciliformis en lo que respecia a sus
carczlerisiicas ulliraestruciurales in vitro
¥ su comporlamienio antigénice; estudiar
los cambics uliraestructurales del Periods
ore-eruntivo v la respuesia del huéspe:}
desde un punio de visla inmunoldgice ru-
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ra tensr una idea completa de los meca-
nismos gue operan en esta enfermedcsy,
que ©.n auda consliluye un modelo sui-
genel's en la patologla infeccicsa.

CONCLUSIONES

1. Laos diferenies formas de Barlone-
Hla bo-illiformis que parasitan los glébu-
los rojos tienen caracteristicas uliraestrac-
turales de bacteria v como tal estdn cons-
tituidos por nuclee, citoplasma, membra-
na ci oplasmadatica, pared bactericna v po-
siblermenls microcdpsula.

2. Los dimensiones expresadas «n
milirnicras de las diferenles formas de B.
bacili!formis en los hematies son las ci-
guien'es:

Cvoides: 603.33 == 33.86 x 405.00 =
28.46 milimicras.

Cocobacilares:
451.88 -i: 14.82.

Eacilares:
= 31.30.

3. Las dilerenles formzs de B. baci-
Iiforriis que parasitan los hematies no
mues'tan  diferencias  uliraesiructuralss,
por consiguienie las descrites como =u-
coidez con el microscopio convencionz:l
no coastituyen formas degeneradas de L.
bacilitformis.

4. En el verrucoma se encueniran
todas las formas de B. bacilliformis des-
criias en los hemalies con caracteristicas
ulirocsiructurales semejantes o aguéllas.
Sin cmbargoe, lgs del verrucoma son mas
pequ-fias vy tienen vared bacteriana mas
delgada.

o, Las dimensiones de las diferentes
formcs de B. bacillilformis expresadas 3
milimicras, en &l verrucoma son las =i
guienies:

QOvoides:
7.29.

977.16 = 2039 «x

1,494.50 = 33.30 x 31375

33579 £ 11.2]1 x 196.84 =

ANALES DEL. PROGRAMA

Cocobacilares: 64500 =+ 60.02 x
282.00 = 20.43.
Bacilores: 1,089.23 = 77.39 x 203.24

= 15.03.

6. La B. bacilliformis que penetra &l
hematie vy lo que se encuenira en los ve-
rrucemcas se multiplica por tabicomienio
completo.

7. La B. bacilliformis penelra en =l
hemaile por rinocitosis.

8. El werrucoma, uliraestructural-
mente, estd constituldo por diferentes ti-
pos de células mesenquimales, siendo 1z
celula de aspecio reticular la gue vroba-
blemente da origen a los otros.

9. Tres de las células mesenqguima-
les descritas en el verrucoma, una de
ellas con caracteristicas de cdlula endo-
lelial v oira con caracleristicas de macro-
{oce, fogocilan B. bacilliformis. Sin em-
pargo. la célula que lagocila mayor mi-
mero de parédsitos es el macrofago.

IC. Los macrotagos del verrucoma
tienen escasos liscsomas, hecho que de-
be de estar relocionado con la viabilidad
v mulliplicacion de la B. bacilliformis fo-
gocitadas por eslas células.

11, La marcada preliferacién de cs-
lulaz histio-endoteliales v la desiruccidn
carcial de las mismas en el verrucomo,
c= deberia o la escasa capacidad diges-
v que se sugiere ilenen los mascrdfagos
de ia lesidn eruptiva.

12, A la luz de las observaciones ul-
iraesiructurales de hematies v wverruce-
mas =n lo enfermedad de Carridon pue-
den plantearse probables mecanismos
gue excliguen algunos fendmenos conoci-
dos en la enfermedad:

a) Que la eritrolagocitosis, respon-
sakle de la anemia severa en el primer
veriodo de la enfermedad, ss deberia o
modilicaciones de la membrana del he-
matie, causadas por accidn directa o ia-
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directa de la B. bacilliformis al constiluis-
se el Complejo Barionella-hematie.

L) Que la hipoergia o anergia que
se establece en el Periodo Hemdtice de
la enfermedad seria resultado de la inhi-
bicién, agotamienio o distraccion funcio-
nal del aocrate inmuneologico come resul-
todo de la intensa eritrofagocitosis.

)  Que el lamado Periodo pre-erup-
livo serig el resuliado del equilibrio que
debe de eslablecerse entre el pardsilo y
el huédsped después de superada la cri-
sis hemdtica, la que se caracterizaria por
cierta tolerancia de los tejidos del hués-
pad frente a la presencia del parasito que
posiblemente seguiria proliferande vy,

d) Que Ja erupcién verrucosa seria
expresidon de la quiebra del equilibrio
huesped-pardsito, la que conduciria a ‘a
exculsion total o, en ocasionss, sélo par-
cial del agente que parasita las células
del huésped.

RESUMEN

En la Enfermedad de Carrion (Barto-
nellosis humana), se ha descrito dos {a-
ses: 1) Fase hematica v 20 Fuse his-
iloide.

En la Fase hemdlico, recientementa
se ha Ademostrade gue la Barionella baci-
Hiformis, agente etioclogizo de la Enferme-
dad, se encuenira dentro de los hematies
del huésped.

En la Fase histicide se describe dos
pericdos: 13 Perizdo pre-eruptive y 20
Periodo eruptivo o brote verrucoso. Ei
cuadro histologico del botén verrucoso es
el de un hemangioma capilar o de un
agranuloma pidégenc; sin embargoe, en oca-
sicnes el diagnéstico diferencial con eotras
zntidades, especialmente con neoplasias
malignas, es dificil.  Con técnicas espe-

a3

claies de coloracidn, se ha observade 2n
el citcplasma de células histioides del ve-
rucoma granulos pequefios que han sido
censiderados como forma de B. bacilli-
formis.

En el presente trabajo se da a cono-
cer los resuliados del estudic uliraestruc-
tural del compleio Barionella-hematie vy
del verrucoma para lo cual se han usado
secciones {inas de sangre coagulada, ds
sangre desfibrinada, de hematies hemoli-
zados v de verrucomas florides no com-
plicados.

Se establece que en el verrucoma e-
xisten los ires formas de B. bacilliformis
descritas clasicamente en los hematias,
es decir, {ormas bacilares, cocobacilarss
y cocoides, considerando que esta ultima
forma, desde el punte de vista ultraestruc-
tural, es predominantemente ovalada. Lz
B. bacilliformis, en los hematies, tiene las
caracteristicas de bacteria con parad
gruesa come la descrita en gérmenes
gram-poitives; sin embargo, la B. bacilli-
formis del verrucoma, siendo ulirasstruc-
luralmente similar, liene pared bacleria-
na delgada, diferencia que es discutida
en cudnto a su posible significado. De
otro lade, las diferentes formas de B. ba-
cilliformis del verrucoma son mds peque-
fics que sus homdlogas del hematie, con-
siderdndose que esta diferencia puede
ser arlificial, dependiente de una mayor
o menor relraccion de los tejidos frente o
los reactivos usados en la preparccion
de las inclusiones para lo obtencién da
secciones finas.

Por las observaciones redlizadas se
deduce que la B. bacilliformis és incorpo-
rada en el seno del glébulo rojo por wi-
nocitesis. Este germen se multiplica &z,
¢l hematie v en el citoplasma de algunas
células del verrucoma por tabicamienio
completo transversal. :
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El verrucoma florido no complicado
estd constituido por varios tipos de célu-
las que, probablemente, se originan de
la célula mdas primitiva; tres de ellas, en-
tre las que figura la célula endotelial, tie-
nen capacidad para fagocitar bartonellas,
siendo el macréfago el que ejerce mayor
actividad {agocitaria. Entre los elemen-
tos celulares del verrucoma se observa
“sustancia fundamental”, detritus celula-
res, fibras de coldaeno y bartonellas.

El macrélago del verrucoma se ca-
racteriza por poseer escasos lisomas, he-
cho que se discute en relacién con las ca-
racteristicas del complejo B, bacilliformis-
Verrucema,

A la luz de las observaciones ultre-
estructurales de la Fase Hematica y del
Periodo Eruptivo de la Enfermedad de Ca-
rTién, se hacen algunas consideraciones
sobre la relacidn hueésped-pardsite y la
proyeccién que estos hallazgos pueden
tener en la mejor comprensién del meca-
nisme inmuneclégico de este proceso in-
fecciose.

SUMMARY

In Carrion’s disease (human bario-
nellosis) there are two phases, the He-
matic and the Histiocytic. It was recently
demostrated by electron micrescepy thed
in the hematic phase, the etiologic agent
of the disease, (Baricnella bacilliformis)
is located within the red bloed cell. In
the Histiocytic phase is recognized « Pre-
eruptive and an Eruptive stages. The Erup-
tive stage is characterized by the pressa-
ce of nodules in the skin which are called
“verrugas’’, os this stage is alse known
as "verruga perucna’. The histolegiz
feature of “verruga’ is an angioma-like
lesion. Sometimes the differential diag-
nosis with benign or malign neoplasms

ANALES DEL PROGRAMA

is extremely diHficult. Using Giemsa's
stain, small granules can be seen within
the histiocytic cells which are considered
ic be B. baciiliformis.

The present paper deals with the u*-
trastructiure of Bartonellag-erythrocyte comn-
plex and of the "“verruga”. For this pur-
pose, ulirathin seciions of erythrocytes
parasitized by B. bacilliformis and of
“verrugas’ have been examined by elsc-
tron microscopy. The siudy concerns
four potients whose blocd smears showed
B. bacilliformis as parasitizing over 53 per
zent of the red cells and five patients
showing skin lesions characteristics of
Eruptive stage of Carrion's disease. Bacil-
lary, coccoid-bacillary, and coccoid forms
of Bartonella bacilliformis are seen in the
red cells as well as in “"verrugas”. The
microorganism is enclosed in the red
cells by pinocitosis. In the “verrugas”,
B. bacillilormis are smaller end showead
ot thinner boclerial wall compared with
those described within the red cells. Tho-
se microorganisms divide by complete
cros wall in the red cells and in cells of
the "verruga'.

“"Verrugas” are formed by several
types of mesenchymal cells, all of them
probably derived from the stem type cell
which is also present in the lesion. Three
of these types, including the endothelial
cell, phagocytize B. bacilliformis; howe-
ver, the macrophage, which shows scanty
lysosomes, has greater ability than othsr
mesenchymal cells to engull bartonella.
Between mesenchymal cells are seen ceil
detritus, ground subsiance, collagen fibers
and bartonella,

The electron micrescopic findings
concern to Bartonella-Erythrocite complex
ond “verrugas” are discussed in relations-
hip to pathogenesis cmd nature of Car-
rions disease.
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