Contribucidon al estudio de la verruga peruana

II.—Cultivo de la Bartonella bacilliformis

Por TELEMACO S. BATTISTINI

MorFoLOGIA

Ocupémonos primero del aspecto morfolégico de este or-
ganismo en preparaciones coloreadas. El Giemsa, el Wright y
¢l azul de toluidina, litico de MACKEHENIE son los (nicos colo-
rantes que permiten un exacto conocimiento estructural de la
B. b. Frottis bien finos, fijados @ temperatura de Jaboratorio, o
con alcoho! metilico, son coloreados con una solucidén de Giemsa
por 10 o 15 minutos, lavados en un chorro fuerte de agua co-
rriente que arrastra los precipitados que ocasionalmente se for-
man, sobre el magma amorfo del medio de cultivo, y se dejan
secar al aire libre. :

En preparados de cultivos jévenes, coloreados de la ma-
nera indicada, se distinguen pequefiisimos y finos elementos, te-
fiidos en rojo violaceo, con las siguientes formas fundamenta-
les: ovoide, bacilar y diplococobacilar. La forma ovoide (ele-
mento inictal de desarrollo), estd constituida por un granulo co-
loreado intensamente en rojo violaceo y que ocupa uno de sus
polos, mientras el resto del plasma, formando un halo, se tifie
en azul palido. La forma bacilar o en barra, (forma adulta),
no revela detalle estructural, y se tifie uniformemente en rojo
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Jioldceo. Por dltimo, la jforma ‘diploscocobacilar, representa
la unién de dos elementos ovoides y a nuestro juicio es una for-
ma de reproducciéon. Como hemos dicho, son estos los elemen-
tos morfoldgicos fundamentales, que al agruparse ofrecen las
mas variadas disposiciones y formas, las que en ningin caso,
deben tomarse como tipo morfolégico; esas bizarras agrupa-
ciones son funcién del medio de cultivo, y de las condiciones
culturales generales, temperatura, edad, etc., regla que se aplica
a este organismo como a cualquier otro en general.

Asi, por ejemplo, en los medios gelatinosos o semi-soli-
dos, se distinguen grandes masas, constituidas por sinnumero
de elementos finisimos, de aspecto cocoide, incluidos en una
glea amorfa, y que al ojo poco acostumbrado dan la impresion
de verdaderos cuerpos cocoides, siendo en realidad, una agrupa-
cion de elementos ovoides. Tiene importancia hacer resaltar es-
te hecho pues como veremos mas adelante, los cuerpos verda-
derzamente cocoides, son formas degenerativas, propias de los cul-
tivos viejos, 0 de medios inapropiados al desarrollo de este or-
ganismo.

Al lado de estas grandes masas, verdaderas colonias mi-
croscopicas, se distinguen las otras dos formas, barras o basto-
nes y diplo-cocobacilares, aisladas o reunidas (mds constante),
formando palizadas de variable niimero de elementos.

En estado fresco y al examen en campo ohscuro, aparecen
con un doble contorno bien manifiesto, los mismos tipos mor-
foldgicos, e idénticas agrupaciones a las descritas en los prepa-
rados coloreados. Las dimensiones de 1a B. b. en cultivo, varian
de 0. 6u x 0. 2u a 1.6u x o.5u. No toma el Gram, y es facil-
mente coloreable por los reactivos tintoriales generales.

La B. b. es motil, pero esta propiedad estd en relacidn con
el medio en que se desarrolla; asi, en los medios semisdlidos,
carecen de ella, y en los medios sélidos, los organismos que se
desarrollan al contacto de la zona del agua de condensaciéon ma-
rifiestan un grado de motilidad intenso. La motilidad es funcién
de la edad del cultivo, en cultivos mayores de dos semanas, aun
cuando las condiciones de humedad y temperatura sean Optimas,
los organismos pierden este caracter.

ILa motilidad de este organismo debe estar condicionada a
Ja existencia de 6rganos de movimiento (pestafias), nosotros no
hemos llegado 2 demostrar su existencia; a este respecto conviene
hacer notar, que en los cultivos viejos, al lado de las formas de-
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cencrativhs, se obervan efementos espirilaftes, de dimensionks
muy variables, 7 a 3ou, y que constituyen segiin algunos bacte-
riologistas, formaciones derivadas de flagelos bacterianos.

Zste corganismo no produce esporas, ni tiene capsula. Su
méicdo de reproduccién es simole, binaria.

METODOS DE CULTIVO — ASPECTOS CULTURALES

En medios constituidos por.suero, plasma o sangre total
(5-20%), méas agar simple, de consistencia gelatinosa o soli-
da, la B. b. se cultiva facilmente. El aspecto macroscépico de los
' cultivos, depende, tanto, de la cantidad de inoculum, cuanto, de
la manera de practicar la siembra.

~ En los medios gelatinosos o semi-sélidos (0.05 2 0.2% de
2gar), la visibilidad macroscédsica de dezazrsllo, en los cultivos
origirales, es funcidn de la cantidad de sangre empleada; asi, si
nosotros sembramos mas de o. Ice, la opacidad de la mezcla
sangre-medio de cultivo, hara imposible determinar macroscépi-
camente el desarrollo del gérmen. Si por el contrario sembramos
3 0 4 gotas de sangre, y mezclamos bien, en orden a distribuirla
homogeneamente en la capa media superior del medio, a los 6
o 7 dias de incubaciéon (28° C), dos aspectos culturales pueden
obtenerse: asi la sangre es altamente parasitada (verruga, face
hematica), observaremos una zona superficical de opacidad, de
5 a 8mim. de profundidad, y que representa la zona de activa mul-
tiplicacion del organismo; b) si la sangre es tan poco parasita-
da que al examen microscopico es casi imposible determinar la
precencia de la B. b. (verruga, face eruptiva), cbservaremos el
desarroilo de colonias aisladas (puntiformes, con un ligero halo,
o francamente estelares, que dan la impresion de colonias pro-
ducidas por cierta clase de hongos), dispersas en una zona de
2 a 3 cm. de profundidad en el medio.

Los cultivos pasados por muchas generaciones y perfec-
tamente adaptados al medio cultural, los dos aspectos macroscé-
picos de los cultivos originales a que hacemos referencia en el
parrafo anterior, son facilmente reproducibles; todo depende de
la manera de mezclar €l inoculum al medio de cultivo.

En los medios sélidos, a los 6 o 7 dias, para los cultivos
originales, o 3 a 4 dias, para los cultivos ya acostumbrados, y 2
la temperatura de 28°/C, €l desarrollo de este organismo se ma-
nifiesta por la presencia de finisimas colonias puntiformes ( el
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aspecto mas nitido se obtiene en medios con sangre total), blan-
quecinas ligeramente elevadas sobre la superficie del medio; en
los cultivos originales, es tan discreto el desarrollo, y tan finisi-
mas las colonias, que es necesario muchas veces recurrir al exa-
men microscopico para determinar la positividad o no, del cul-
tivo.

En el cuadro adjunto damos la relacion de los medies em-
pleados por nosotros para el cultivo de este organismo.

MEDIOS DE CULTIVO

Consistencia Composicion Desarrollo
A—Caldo corriente . fliida negativo
B—Agar corriente . solida "

C—Suero  (humano,
conejo, caballo,

mono) . . . . . »

Solucién saling o

agua . . . . .

Agar . . . . . .

Con o sin glucosa. semi-sélida positivo
D—Suero, con o sia

aztcares . . . . flaida negativo
E—Suero . . . .

Caldo corriente .

Con o sin aztca-

res .. . . . . »
F—Suwero . . . . .

Solucion salina ..

Con o sin aziica-

TES . . . . ... ' »
(G—Plasma oxalatado
o citratado . . .

Solucidn saling .

Hemoglobina (hu

mana) . . . . . ’ "
JI—Caldo corriente .

Emulsién cere-

bro (conejo) . . ” o,
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Consistencia

I-—Caldo corriente
Suero .
Emulsién cerebro

J—Caldo corriente
Emulsion cerebro.
Agar . . . ..

K—Suero .
Emulsién cerebro
Agar .

[ —Ascitis
Caldo «orriente

[LI—Ascitis |
Agar . .

M—Caldo corrlente .
Ascitls . .
Agar . . . . ..

N—Emulsion testxcu—
lo conejo .
Caldo corriente
Agar . .

N—Caldo (corrlente
Martin, Douglas,
Huntoon)

Suero

Glébulos - rojos
(humano, caballo,

conejo)

Con o sin azica-

res . .
O—Suero .
Agar .

Con o sin aztica-

cares .

P—Sangre desfibri-

nada .
Agar .

Con o sin azlica-

T€S . . . . . .

Composicion

semi-solida

fliida

. s6lida y semi-sélida

semi-solida

fluida

solida

247

Desarrollo

»

3R

»

escaso

negative

positive
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La lectura del cuadro demuestra: 1) que la B, b. no se
cultiva ni en caldo, ni en agar corriente; 2) que no se cultiva en
medio fluido; 3) que son necesarios los elementos quimicos le
la sangre para su desarrollo, y 4) que la consistencia del medio
(gelatinosa o sélida) es un factor necesario a su multiplicacion.

Una observacidn muy antigua respecto a este organisme
(Drs. RIBEYRO, GASTIABURG—comunicacién personal, el suscri-
to) es la siguiente: en sangre oxalatada, parasitada sola, mezcla-
da con solucién de citrato de sodio al 2%, con suero fisioldgico,
o en caldo corriente, y a la temperatura de 15 a 37°/C., se asis-
te durante un tiempo mas o menos largo (en relaciéon con la tem-
peratura) a la multiplicaciéon un tanto activa de este organismo,
multiplicacién que se realiza a expensas de los materiales nutri-
tivos aportados por la sangre original, v que en ningtin caso debe -
tomarse como un verdadero cultivo, puesto que el resiembro en
las mismas soluciones o medio, es imposible obtenerlo.

La B. b. se cultiva en condiciones de aerobiosis, y la tem-
peratura optima para su resarrollo es de 28°C.

CARACTERES CULTURALES

. Accidn sobre los aziicares. — De diez y siete aztcares (véa-
se el cuadro) probadas, ninguna es afectada por este organismo.
No hay formacién de gas o acido, ni el desafrollo de ningtin olor
caracteristico, Esto se refiere tanto a cultivos recientemente
aislados, cuanto a los que han pasado por un néimero de resiem-
bros durante algunos meses.
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PLANCHA I

Fig. 1, 4, 5, 6—~Bartonella bacilliformis, sangre humana. Co-
loracién Giemsa. 1 X 1.000.

TFig. 2, 3—Bartonella bacilliformis, sangre humana. Aspecto al
campo ohscuro; notese el doble contorno en
algunos elementos. 1 X 1.000.

Fig, 7—Bartonella baccilliformis, cultivo. Coloraciéon Gram. Mi-
cro-fetografia tomada galantemente en 1923
por Miss Ethel Norris, de la School of Hy-
giene and Public Health., J. J. U.

Fig. 8 —Bartonella bacilliformis. cultivo (edad 8 dias), medio
semisolido. Coloraciéon Gi€msa, 1 X 2.000.

Fig. 9, 10.—Bartonella bacilliformis, cultivo (edad & dias), me-
dio sélido. Coloracién Gieinsa. 1 X T1.000.
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0000000000 BOOO O
OO0 0000000000 O0O0OGO
O000000O00O0COO0O0OO0 O
OO 00000000000 O OO
©C0O00000OO0O0O0060O0O0O0O
0000000000000 O0O0O
©0000000000006O0OGO
oo,éooobooooooooo
OO0 0000000000006 O O

Accién de la cencentractin en iones hidrégemo. — l.os
limites de concentracién en iones hidrégenos del medio de culti-
vo, que permiten el desarrollo de este organismo, son bastante
amplios, y equivalente a pH-6.8 — pH-82. Un mejor de-
saricllo se obticne en los medios alcalinos.. No hay alteracion
manifiesta del pfl por la multiplicacion del gérmen. La reac-
cidn oéptima es equivalente a un pH-7.4 — pH-7.6.

Aecion del calor y desinfectantes ‘— -Una temperatura
de 56°/C. por 10 minutos 6 60°/C. por 5 minutos, basta para
matar este organismo. Formol, tricresol y lisol al 1%, esterili-
zan un cultivo en 10 minutos. La glicerina al 40% y la bi-
lis al 10%, matan este organismo en 24 horas, sea a la tem-
peratura del laboratorio, 25°/C,, o la de la nueva 10°/C.

FILTRABILIDAD

La Bb. sea en cultivo o en la sangre del enfermo, no
franquea los poros de las bujias V o N Berkefeld.

JMMétodo — Para las pruebas se han usado cultivos en me-
dios sélidos. El desarrollo obtenido al 6° & 7° dia de incuba-
ciéon es suspendido en solucidn salina estéril o en buffer solu-
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cién de pH-7.4, cuidando al lavar el desarrollo de no arras-
trar particulas del medio. la suspensién bacteriana obtenida se
lleva en cada cultivo al mismo grado de opacidad, diluyendo
con cualquiera de las soluciones en uso o concentrando por cen-
trifugacién, seglin sea el caso. Con el grado de vacio empleade
por nosotros, en dos minutos obtenemos el pasaje de tres cen-
timetros cubicos de fliido, usando bujia Berkefed V.

Cuando se trata de sangre, esta es recogida en una solu-
cién de citrato de sodio al 2%, y diluida posteriormente con
solucidn salina al 1|6, centrifugada a la velocidad y tiempo ne-
cesario que permita la sedimentacion de los elementos figura-
dos de la sangre, y finalmente, el liquido sobrenadante lige-
ramente opalescente pasado a través de la bujia. En tres minu-
tos pasan por la bujia Berkefeld tipo V, dos centimetros ci-
bicos.

Tanto la emulsién bacteriana, cuanto la sangre asi dilui-
da, no filtradas, eran usadas como controles.

La negatividad de los experimentos realizados, no invali-
dan, por lo demas, la posibilidad de la existencia de una face
filtrable en el ciclo evolutivo de la B.b.

El cuadro adjunto presenta los experimentos realiza-
dos.

Sangre Cultivo
Caso : Caso 2% N
S A.1g — —
S.P.37 _ —
S.P.33 — —
S.P.41 ‘ — _
S.EF. 7 — —
S.B.1g : —_— —
) S.A.15 — —
S.P.37 — —
SJ. 3 — —
S.J.22 — —
P2.Cs. — —
P2.C32. — —

S.B.1g — —
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SUPERVIVENCIA

Ya desde los primitivos estudios’ morfolégicos de este or-
ganistho- (modificaciones que sufre law B.B., en singfe origi-
nal a distintas temperaturas), y- dé su habilidad de multiplica=
cién en medios ineficientes a su cgltivo (caldo comin, solu-
cién citratada), que hiciéramos al comienzo d& nuestros tra-
bajos sobre la Verruga Peruana, nos convencimos del alto gra-
do de supervivencia de la B.b. observacion, que nos hizo dudar
desde entcnces de la naturaleza protozoica de ella.

La B.b. en sangre original citratada, a la temperatura de
14 a 26°/C., permanece viable por tres meses y un mes respectiva-
mente. FEn los cultivos en medio semi-sdlido, a la temperatura
del laboratorio (22-25°/C.) y sin ninguna precaucién que im-
pida la desecacidon dz! medio, la B.b. sobrevive por 60 dias. En
medios sélidos, pero cuyo grado de humedad se mantiene 4pti-
mo por adicién de fliido cada cierto tiempo, la B.b. se encuen-
tra viable hasta los 40 dias a la temperatura del laboratorio.

APENDICE

Método simple de cultivo — Tratindose-de sangres bien
parasitadas, procédase de esta manera: una pequefia gota de san-
gre obtenida por puncién del dedo (previa desinfeccién con
acohol iodado y éter) es recogida en una pipeta capilar estéril;
en la misma pipeta absdérvase 0.2 a 0.3cc. de medio semi-sélido,
ciérrese a la lampara la extremidad afilada de la pipeta y colé-
quese esta a la estufa a 28°/C. Al absorver el medio de culti-
vo se hace de modo natural la mezcla de éste con la sangre. A
los 5 6 6 dias de incubacion examinese la pipeta, y se observara
entonces uno u otro de los aspectos culturales de este orga-
nismo, a que hemos hecho ya referencia.

Cultivo de la B.b. del médulo verrucoso — Siendo muy
frecuente la contamiracién de la emulsion de verrucomas, por
los agentes saprofiticos de la piel (estafilococos), nosotros para
salvar tiempo y material, hemos recurrido en mucha ocasiones
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al método que podemos Mamar indirecto, y que consiste, en
inocular la emulsién de verrucoma at testiculo del conejo, érgano
que como es bien sabido, ofrece un excelente medio de multi-
plicacion in vivo para la B.b., extirpar este érgano al 7° 6 ¢7
dia, v sembrar un pequefio fragmento de testiclo en fkual-
quiera de los medios sefialados. De esta manera se obtiene un
cultivo puro de B. b. en cien por ciento de los casos.

Lima, agoste 24 de 1927.
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