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INTRODUCCION

Objetivo fundamental de esta nueva {écnica es incrementar, en la
mavyor escala gosible, el cullivo de la Bartonzlla bacilliformis (1) con
el fin de producir apreciables cantidades de desairollo y oblener anli-
genos en ccnfidades adecuadas que permitan llevar a cabo esludios in-
munoseroldgicos en la Enfermedad de Carriédn.

Fueron Noguchi y Ballistini quienes, en 1926 (2), cultivan por pri-
mera vez a la B. bacilliformis en el medio que ellos venian empleando
vara la Leplospira ictero hemorrdgica, medio que se conoce como ‘me-
dio leptospira”. En 1929, se sefiala a los medios corrientes como adecua-
dos para el.cullivo del mic:oorganismo; Aldana (3) emplea con éxito
el caldo infusién corriente para el cultivo de la sangre del enfermo ve-
rrucoso.  Un nuevo medio fue estudiado y publicado por Geiman (4)
en 1940, el meadio puede ser liquido o sdhdo, pero, en todo caso, emplea
la yptona en vez de las peplonas comunes, medios a los que agrega
suerc de coneio, glutation vy dcido ascérbico. Para esie autor, un me-
dio asi preparado resulia adecuado para producir antigenos para aglu-
tinocién.

Otros autores en diferenies épocas se han ocupade del tema del
inedio de culiivo de la Bartonella; sin embargo, la técnica que presen-
tamos en este trabajo pone en evidencia nuevas caracteristicas del de-
sarrollo que no aparecen en las técnicas conocidas (3, 4) a la vez que

* Nota preliminar entregada para su publicacién el 15 de set. de 1966.
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se produce crecimiento considercble en el que se pueden avrecicr co-
lonias gigantes y microcolonias en la superficie del medio sodlido zu-
perpuesto, demostrdndose que no es precisarrente hemoglobina ni san-
g-e fotal lo que el microcrganismo requiere, simo cierlos {actores Jifu-
sibles a iravés del agar son los que determinon su mejor desarrollo.

METODOS

PREPARACIONES PRELIMINARES

CALDO TP:
Tryptosa Difco (B 124) 15 gm.
Cloruro de sodio Q. P. 5 gm.
Fosfato disodico anhidro 2.5 gm.
Agua destilada 1000  ml.

pH 7.0

Esterilizar a 15 libras por 20 minutos.

Después de autoclavar se deja sedimentar 1 o 2 dias, luego decantar y
a este decantado se agrega 15% de plasma de carnero y distribuir aséptica-
menie. Control de esterilidad 37°C - 24 a 48 horas.

AGAR TP:

Al caldo anterior no autoclavado se agrega Agar Difco (B 140) en la
proporcién de 13 gm. por mil de caldo. pH 7.0 remojar una hora. Aulocla-
var. Cuando la temperatura es de 45°C se agrega 15 ml. de plasma por 100
de agar TP.

MEDIO BORDET GENJOU (modificado)

Infusion de papa (b) 1000 ml
Glicerina Q. P. Merck 10 wml.
Cloruro de Sodio Q. P. 5.4 gm.
Proteosa Peptona N¢ 2. Difco (B 121) 10.0 gm.
Bacto Agar Difco (B 140) 14.0 gm.

Remojar una hora. pH 7.0

Autoclavar a 15 x 20, cuando la temperatura es de 43"C se agrega 15 ml.
(por 100) de sedimento globular (SG).

z) Puede usarse Bacto Peptona, Difco (B 118)

b) Picar finamente 250 gm. de papa blanca *, colocdndola en una boi-
sa de gasa (doble o triple) se le sumerge en 1000 ml. de agua destilada a la
que se agregan 10 ml. de glicerina indicados en la formula. Se hierve 30

* En el Pert hay papas amarillas, moradas, etc.
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minutos se restituye el agua perdida por evaporaciéon lavando la bolsa sus-
pendida.

PLASMA DE CARNERO Y SEDIMENTO GLOBULAR (SG)

A un frasco graduado de 500 ml. se le agregan 3 gramos de Citrato de
sodio (5 1/2 H,O, Merck), el frasco (que es el mismo que sc usa en la clini-
ca para aplicar soluciones fisiolégicas en la vena de Jos pacienies) lleva un
tubo de vidrio corto cuyo extremo estd dentro del frasco y por e} otro csta
acoplado a un tubo de goma cuyo extremo lleva un trocar de calibre 12-14.
El sistema se autoclava a 15 x 20 y sirve para obtener 400 a 500 ml. de san-
gre ¢e un carnero sanao.

Obtenida la sangre se reparte y se le centrifuga con cl objeto de sepa-
rar la mitad de su volumen de plasma (PC), dejando un sedimento de he-
maties con el resto de plasma (SQG)..

PREEPARACION DEL MEDIO SUPERPUESTO

1) A 1000 ml. de Agar Bordet Genjou aun fluido y a 45°C se agvega
150 ml. de sedimento celular (SG) que se mezcla por agitacién. Mezcelan-
do sin hacer espuma o burbujas el agar sangre se reparte en frascos esté-
riles de 200 ml. cantidades de 80 a 100 m!l. de medio, luego se inclinan los
frascos de costado en cajas o canastas de alambre preparadas para este {in.
Inclinando los frascos de costado (fig. 1) se dejan enfriar y endurecer.
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2) Al medio “Agar TP” f{undido o recién preparado cuando aun esta
fluido y a 45°C se le agrega 15% de plasma (PC): mezclar y lucgo agregar
a los frascos cantidades de 12 a 15 ml.

Volver a inclinar para superponer una capa de poco espesor. Se deja
endurecer. (En tubos (180 x 20) se colocan 10 ml. de agar sangre Bordet.
se inclinan y luego se recubren con 2 a 1.5 ml. de Agar TP rccién prepara-
do). (Fig. 1).

3) Finalmente, cuando los medios sélidos superpuestos estan comple-
tamente duros, se agrega asépticamente 25 a 30 ml. de “Caldo TP por fras-
co. Incubar a 37'C para su control.

LA SIEMBRA:

Para la obtencion de antigeno sc siembra cada frasco con 1 a 2 ml de
un cultivo de caldo de otro {rasco de 6 a 9 dias de incubacion (a 28-29-C).
Anles de sembrar se agita el frasco inéculo por suspender el sedimento. Sc
incvba 7 a 9 dias a 28-29C. Si se siembra sangre de pacientes o portado-

res es preferible usarla citratada ( al 0.6 a 0.75% de citrato). Si se siem-
bra tubos (fig. 2), la sangre se diluye en la proporcion de 1.5 ml por 10 ml
de caldo TP y luego se distribuye en cuatro o mas tubos.
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RESULTADOS
CARACTERES DEL CRECIMIENTO:

El desarrollo puede aparecer desde dos a tres dias de incubacion.
Er el caldo avarece ligerisima turbiedad o se observan grénulos blan-
quecincs o incoloros flotantes que, a veces, se pegan a las paredes del
recipiente (Fig. 2). A medida que los dias avanzan cumenta la tur-
biedad o la floculacién y a les siete o nueve o mds dias, el crecimien-
to da lugar, en gran nimero de frascos o tubos, a la formacidn de una
velicula fragmentada, algo asi como si sz tralara de lémranos que flo-
tan en la superficie de! liquido (figs. 3, 4, 5) y que algunos de estos
fragmentos adhieren a las paredes (fig. 2). Es importanie anotar que

debajo de eslos fragmentos flotantes ss cbserva con frecuencia una sus-
tancia algo mucilaginosa poco detectable, que también se encuentia
en el sedimento del cullivo en la cual micrescopicamente s2 obsarven
"las grandes masas microbicnas de la Bartonella.
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En los dos primeros dias es conveniente regar la superficie del agar
con la parte liquida; las colonias pueden aparecer desde cuatro a cin-
co dias. A los 7 o 9 dias tales colonias han desarrollado bien, son de

diferentes tamanos (fig. 6, 7) siendo blanquecinas o incoloras redon-
deadas, algo acuminadas y adherentes al medio; por su aspecto se pa-
recen a las colonias de Bordetella pertusis, llamando la atencién la di-
versidad de tamanos habiendo muy pequefias que apenas se observan
y otras demasiado grandes que a veces hacen dudar de la pureza del
cultivo. Las colonias medianas intermedias son las que predominarn.

Observando al microscopio el desarrollo en el Agar TP superpues-
to, se observa en ciertas cepas o casos, infinidad cde microcolonias co-
mo si se tratara de las formas "L (PPLO) de la Bartonella bacillitor-
mis que crecen interpuestas entre las colonias gigantes.

DISCUSION

El método del cultive superpuesio para la Bartoneila bacilliformis
se basa en el pasaje a través de la capa de agar de sustancias, prin-
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cipios © factores contemidos en la sangre iresca. En el agar TP super-
puesio las colonias crecen mucho mds que en el mismo medio no su-
perrpuesio. Lo mismo ocurre en el caldo TP, que sélo cuando estd su-
perpuesto da lugar al crecimiento en pelicula {ragmentada o témpanos,
lo cual no ocurre en coldo TP no superpuesto o en el caldo iryptona-
aolulation-deido ascorbico (4) o en les medios liquidos de otros aulo-
res gue hemos reproducido y comparadoc en recetidos experimenios.
En los cultivos de primer aislamienic en caldo (3) infusidén corriente
aue lleva plasma del propio paciente hay desairollo limitado que no
lleaa =t la fermacion de pelicula m de “témpanos {lctantes”. No hay

referencia en Jos trobajos de los autores nacionales y exiranjeros de
il jorma de desarrollo. El cultivo en el Madio Leptospira da lugar «a
colenias granulares, o veces turbiedad en una zona préxima « la su-
perficie del medio; en el caldo Trypiona gluiaiion ascorbico tampoco
se sbserva pelicula ni “témrcanos floiantes”; no hay refsrencia de que
en otros medios liquidos ocurra.

En cuanto a los medics sélidos lamgoso puede encontrarse colo-
nias de las dimensiones y el numero que se ops2rvan cn el medio su-
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perpuesio. Se han heche esludios comyparativos de esie medio con los
de Geimann (4) encontrdndose que el rendimiento en c¢ntigeno es muy
niferior al de! medio superpuesto que proponemos.

El medio superpuesto rinde desarrollo en la parte liquida y desa-
itollo en la parte sélida lo que da lugar a una mayor cantidad de an-
ticer.o bacteriano.

El desarrollo en la parie solida es muy adherente, siendo necesa-
rio remojar el desarrollo de agar con el agua de condensacién para
roder despegar las colonias lo que generalmente hacemos con espdlula.

La recoleccidon del cultivo en el caldo de condensacion permite reu-
nir el desarrollo de 100 o 200 placas que rinde aproximadamente 2 a
5 litres que se les puede centrifugar en una super-cenirifuga Serval
inodelo SS-1 a flujo conlinuo, obleniéndose grandes cantidades de se-
dimenio microbiano o antigenc.

CONCLUSIONES

1) El medio de cultivo superpuesto, tal como sz describe, permi-
ie obtener grandes cantidades de masa bacteriona de B. bacilliformis.

2) En la parte liguida del medio, la B. bacilliformis produce pe-
licula fragmentada semejanie a "témpanos flotanies”.

3) El antigeno que se obliene en el medic superouesto estd hbre
de los pigmentos sanguineos.

4) El tamons de las colonias desarrolladas es muy variable y di-
verso habiendo entre las colonias macroscopicas, microcolontas tipo
“"L”, que solo se observan al microscopio.
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