BARTONELLOSIS. CULTIVO DEL TEJIDO
DEL VERRUCOMA*

MAaNUEL CUADRA ™"

Alzamora Castro (1938-1945) (1) hizo el primer intento de cultivar
el tejido del Verrucoma, aparentemente sin éxito.

La patogenia del Verrucoma y el significado de la Bcrrtone]lcx ba-
cilliformis presente en los angioblastos, bajo las formas de bacteria,
seqlin unos autores, v la de cuerpo de inclusidn o de virus, segin otros,
constituyen enigmas a cuyos desentraflamiento podrian llevar alguna
luz las téenicas modernas de los cultivos de tejidos.

Hemos logrado hacer proliferar in vitro las células del tejido ve-
rricoso; este hecho, mds los resultados de la busqueda del supuesto
agente inductor del Verrucoma, la B. bacilliformis, en las células en
multiplicacién deseamos hacer conocer en la presente comunicacién.

MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

Paciente verrucoso. Los estudios fueron realizados con dos ndédu-
los verrucosos subdérmicos ( Verruga nodular) extirpados en distintas
oportunidades de un paciente (T. F. C., Sala San Vicents, coma 16, Hos-
pital Dos de Mayo) de 23 anios de edad, nacido en Huancavelica y pro-
cedente de Cajatambo (zona verrucogena) en la que reside S meses
Yy que presentaba erupcién generalizada, predominantemente en miem-
bros inferiores, de los tipos dérmico (eflorescencias rojas) y subdérmi-
co (tumoraciones recubiertas de piel sana). La erupcién se habia ini-
ciado dos meses atras con discrelas molestias generales y no fue pre-
cedida de anemia.

* Trabajo realizado en el Laboratorio de Virologia de la Facultad de
Medicina de la U. N, M. S. M. (2? piso, I. de Medicina Social).
** Profesor Asociado de Medicina Tropical, F. Medicina, U. N. M. S. M.
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Toma de la muesira. Nédulo subdérmico del iamado aproximado
de una pequena aceituna situado en el tercio inferior, parte anierior,
del muslo izquierdo. Afeitada de los vellos vy lavado de la piel con
agua v jobén. Desinfeccidn con tintura de yodo y eliminacidon del nie-
taloide con alcohol corriente. Lavado con suero fisiolégico estéril. Anes-
lecia por infiltracién de novocaina, sin comprometer el nddulo. Incisidn
de la piel en losange y extirpacién de la losange cutdnea (tapa del né-
dulo verrucoso). Extraccidn del nddulo e infroduccidn en medio de
culiivo de tejidos sin antibidticos.

El medio de cultivo de células (Medio de crecimiento) utilizado
por nosotros, con ligeras variantes de lo establecido por sus creadores
(2) (8) es el siguiente: Solucién Salina Balanceada de Earle 87.95;
suaro de vaca 10; hidrelisado de lactoalbimina 0.5; sol. de bicarbona-
to de sodio 2.5 (de una sol. al 1.4% ). Total 100 cc. '

Fragmentacién del nédulo verrucoso. Se eliminé el téjido adiposo
que recubria al nédule. Una pequenia porcién de él, de algo menos que
1 ¢m® de volumen, fue introducido en un frasquito pequerio de boca an-
cha de mds o menos 5 cms. de alto, que contenia | cc de medio de
crecimiento de tejidos sin antibidticos (Pdérrafo anterior); dentro de él
fue reducido a minusculos fragmentos de mds o menos | mm* de vo-
lumen mediante cortes al azar practicados con tijera fina, dando una
suspension espesa como resultado (papilla).

Cullivos de los fragmentitlos. La “papilla’ fue lavada dos veces,
suspendiendola en 5 cc de medio de crecimiento vy luego centrifugando.
El sedimento fue finalmenle suspendido en 10 cc de medic de crecimien-
‘o y distribuido en tubos de 12 1,2 por 1 1/2 con tapad de rosca, 1 cc por
czda tubo, conteniendo de 10 a 20 fragmentitos cada une. Incubacién
a 37¢ en posicién inclinada. A las 48 horas se hizo la primera micros-
cepia (Mijcroscopio invertido Leitz) y el primer cambic de medio de
crecimiento, eliminando el “medio vieio” con una pipeta Pasteur, cui-
dendo de no lastimar los fragmenios. Posteriormente los exdmenes
tueron hechos diariamente y los cambios de medio de cultive en caso
de cue se hubiera tornado amarillo (pH &cido).

El primer examen microscopico reveld que varios {ragmentitos ha-
bian quedado adheridos o la pared del tubo vy otros permaneciom sus-
penaidos; de la base de los primeros pudo advertirse el nacimiento de
numerosas células adheridas al vidrio y formando una capa (“mono-
layer’), con nucleos destacados y protoplasma alargado (apariencia
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fasciculada en conjunto). En los dias subsiguientes se constiluyeron
rapidamente amplios “monolayers”, visibles macroscépicamente, forma-
dos por células lanceoladas en disposicién radiada a punto de partida
de los fragmentitos (Figs. 1 y 2).

" De los tubos con abundante desa:rollo pudo ser pasado (repica-
je) ¢ nuevos tubos, a los 35 dias, mediante el método de la tripsiniza-
cién (3) (4) (5). Estas resiembras a las 48 horas mostraron vigoro-
sos "'monolayers”, los que en los dias siguientes formaron una capa
muy tupida y con un poder metabdlico intenso apreciado por la rapi-
dez de acidificacién del medio de cultivoe. Se mantuvieron vivas (aci-
dificacién del medio y células de aspecto saludable), aunque ya sin
multiplicarse, durante tres meses a cuyo téimino quedaban pocas cé-
lulas y con franco aspecto degenerative. Se hizo la tentaiiva de un se-
gundo repicaje, de cultivos florecientes obtenidos con el primer repica-
je y de 30 dias de edad, pero las células escasamenie se redondearon
con la solucidn tripsina-versene (6) (7) (8), sin llegar a despegarse
hasta las tres horas. En vista de ello se lavaron los cultivos (elimi-
nacion de la tripsina-versene) y se anadié medio fresco de crecimien-
fo; las células recuperaron su forma poligonal manteniéndose vivas
por ires meses.

Busqueda de virus en los cultivos. De 4 tubos que mostraban exhu-
berantes “monolayers” y que estaban incubados a 37¢, el liquido sobre-
nadante fue aspirado e inoculado en frasquitos con cultive de tejidos
(lineas establecidas), dos de Hela y dos de Amnios Humano. Se usé
medio de mantenimiento (2% de suero de vaca en lugar de 10) sin
antibidticos. No se produjo efecto citopdtico. Tampoco, en ninguno
de los tubos, se produjo efecto citopdtico espontdneo.

Intenlo de cultivar la Bartonella de los cultivos de tejido verrucoso.
De un tubo que mostraba abundante desarrollo de tejido verrvcoso fue
aspirado el medio de crecimiento e inoculado en su lugar medio de cre-
cimiento para Bartonellas (Caldo-sangre de Hercelles) (9). Incuba-
cién a 28°. No hubo en absoluto crecimiento de ningun germen hasta
los 108 dias.

Intento de cultivar la Bartonella del nédulo verrucoso. Fueron ino-
culados fragmentitos de nédulo verrucoso en caldo sangre de Hercelles.
No hubo desarrollo de Bartonellas ni de ningun otro germen hasta por
78 dias que duré el control.

Intento de cultivar la Bartonella de la sangre. Fueron practicados
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dos hemocultivos en caldo corriente con 12 dias de intervalo. Los dos
resultaron negativos.

Busqueda de la Bartonella en secciones de ndédulos. Las secciones
histoldégicas de nddulo verrucoso coloreadas con hematoxilina-eosing,
mostraron la arquitectura conocida del tejido angiomatoso, mas no Bar-
iorellas o inclusiones clamidozoarias en sus células.

Busqueda de Barfonellas en frotises de tejido verrucoso. Pequetios
fragmentos de tejido verrucoso fueron frotados muy suavemente en por-
taobjetos a modo de obtener célular integras; asi como preparaciones
por impresidn. Las preparaciones coloreadas con Giemsa mosiraron
numerosas células, mas no Barlonellas, sean las formas corrientes o
las formas clamidozoicas.

Busqueda de Bartonellas en los cullivos de lejido verrucoso. Los
“monolayers’”’ coloreados con Giemsa mostraron células grandes, alar-
gacdas (Figs. 3 y 4), con nucleos ovalados y vanos nucleclos.  Algu-
nas células mostraban particulas finas de color rojo que ocupaban di-
fusamente el protopiasma o eran zonales en otros casos (mitocondrias?
lorganellas?). En ningin caso fueron vistas imdgenes compatibles
con Bartonellas ni fuera ni dentro de las células. Otrcs células mos-
iaban vacuolas y algunas otras masas hialinas rojas.

Cultivo del segundo nédulc verrucoso. Nueve dias después de la
primera extirpacion se hizo la ablacion de un segundo nddulo subdér-
mico de color azulado, del tamafio de una uva pequena, situado en lo
cara dntero-lateral del tercio inferior de la pierna izquierda, cuya pre-
sencia fue notada por el paciente desde 15 & 20 dias atrds. Al seccic-
natle por la mitad se encontrd un codgulo de sangre en su interior que
explica el color azulado. La fragmentacién y los cultivos fueron reali-
zados con el método ya descriic, obteniéndoss resultados semejantes a
los hallados con el primer nddulo.

Los intentos de aislamiento de Bartonellas de este segundo nédulo
(freogmentos sembrados en caldo-sangre) fueron negativos.

Un fragmento vermiforme de mas o menos | cm. de largo obteni-
do por aspiracién de un tercer nédulo con jeringa y cguja N° 20 y cul-
tivado en caldo sangre no did lugar a desarrollo dz Bartonellas (Con-
tro! durante 32 dias).
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DISCUSION

Hemos podido obiener f&cilmente la multiplicacién in vitro de ‘as
céiulas del Verrucoma. No hubo necesidad de fijar previamente los
fragmentitos a las paredes del tubo de vidrio, sea con plasma de ga-
llina, tal como estd establecido (10) (11) (12) (13) (14) (15), 6 ca-
lentando de antemano el tubo a 45° (16). Con el método sefialado he-
mos logrado también obtener el desarrollo de fibroblastos de embrio-
nes de galling en una cantidad tan abundante y confluente que seme-
jon “monolayers”’ preparados por dispersién con tripsina de fragmen-
tos de drganos (4) (5) (3) (Serd publicado).

Hubimos de actuar con exiremas precauciones de asepsia pues la
eliminacién de antibibticos de los medios de cultivo, para no interferir
la multiplicacién de la Bartonella, exponia los cultivos a la contamina-
cién. Nuestro primer iniento de cultivar el nddulo verrucoso en 1964,
de un paciente con verrucomas subcutdneos que Aldena habia pues-
fo a nuestro alcance, fracasé por contaminacién bactzriana. Con algun
reiraso hemos logrado finalmente cultivar el tejido verrucoso; retraso
debido a que aguarddbamos pacientes apropiados, con verrucomas sub-
dérmicos (recubiertos de piel sana), ya que los verrucomas que com-
prometen la piel (eflorescencias rojas) se encuentran altamente conto-
minados (17) (18).

No nos parecen concluyentes las pruebas, en espscial la documen-
tacién fotogrdfica, de que Alzamora Castro (1) hubiera logrado culti-
var el tejido verrucoso empleando técnicas recomendadas por Fischer
(18) en 1927 y por Schaffer (20) en 1928.

Nos toca precisar, en primer lugar, cudl es el tipo de célula que
entra en multiplicacion. El tejido verrucoso es esencialmente vascular
y el angioblasto es la célula predominante desde que él forma las po-
redes de una tupida red de capilares y el endoielio de los vasos ma-
vores (21) (22) (23) (24) (25). La tendencia de los angioblastos o
la multiplicaciért es muy pronunciada, pues las paredes de los vasos
frecuentemente muestran hiperplasia a dichas células (21) (22); ade-
més existen, diseminados, nidos compactos de angioblastos (22). En
las mallas de la trama vascular (espacios intersticiales) existen ele-
mentos conjuntivos, histiocitos y leucocitos, cuya predominancia relati-
va depende de diversos factores ‘(edad del nddulo, infecciones secun-
darias). Segun Mauakehenie (25) en los verrucomas iniciales predo-
minan los histiocitos, en los adulios los angioblastos y en los termina-
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les los fibroblastos. Los verrucomas que hemos estudiado, cuya edad
clinica no pudo determinarse, eran de tamafo muy apreciable; la mi-
croscopia de sus secciones histolégicas mostrd arquitectura vascular
predominante con relativamente escaso componente intersticial. Bajo
estas condiciones creemcs que en los cultivos enlraron en multiplica-
cién tanto angioblastos come fibroblastos, cuya demarcacién es imposi-
ble de efectuarse.

Nuestros intentos de cultivar la Bartonella de la sangre del enfer-
mo, de fragmentos del verrucoma mismo, o recuperaria de los cultivos
del verrucoma han sido infructuosos; iampoco pudieron ser vistos gér-
menes en las células de los cultivos (monolayers). La Bartonella es
un germen de relativamente marcada resistencia (26). De acuerdo a
nuestra experiencia el medio de cultivo de He:celles (caldo corriente -
glébulos rojos) (9), con el que hemos trabajado, es excelente, tanto
para aislamientos primarios cuanto para subcultives. El medio de cul-
fivo de tejidos que hemos =mpleado (Solucion Salina Balanceada de
Earle (2) como base) o el de Melnick (3) son variables en sus resul-
lados frente a la multiplicacidén de la Bartonella; la adicién de gdébulos
rojos favorece indiscutiblemente la multiplicacién. En definitiva no he-
mos podido localizar « la Bartonella obligdndonos este hecho a dar una
explicacidn.

La negatividad nos hace pensar o que el Verrucoma no es causa-
do por la Bartonella, o que ésta por alguna razén no estaba presente en
el tejido verrucoso, o que los medios de cultivo han sido inapropiados.
La posibilidad de que la erupcién verrucosa no sea determinada por
la Rartonella, que fue motivado de candente controversia en el pasado,
nos parece muy remota, pues en efecto, numerosos autores han certifi-
cado su inoculabilidad (Cuadro N° 1‘).

La Bartonella ha podido ser cultivada del Veirucoma por numero-
sos autores: por Hercelles (9) (1926) ds verrucoma humano; por No-
guchi (35) (36) (1926-27) de verrucoma humano y simiano; por Mar-
quez da Cunha (43) (1928) de verrucoma simiano; por Aldona (18)
(1929) de verrucona humano; por Batlistini (17) (1927) de verrucoma
humano; por Kikuth (44) (1929) de verrucoma simiano; por Strong
(413 (1937) de verrucoma humano; por Pinkerton y Weinmon (38)
(39) (1937) de verrucoma simiano y humano.

En cuanto a la forma de la Bartonella visible con el microscopio
en el seno del tejido verrucoso las opiniones discrepan (Cuadro N9 2).



Cuadro 1.

Autor

Carridén (27), 1885
Tamayo (28), 1899

ANALES DE LA

Inoculacion del Verrucoma

Jadassohn y Seiffert (29), 1910

Jadassohn y Kolle (30), 1912
Strong (31), 1913; (32), 1945
Mayer y col. (22), 1913
Arce y col. (33), 1913

Arce y col. (33), 1913

Arce y col. (33), 1913

Arce y col. (33), 1913

Arce y col. (33), 1913

Arce y col. (33), 1913

Arce y col. (33), 1913
Monteverde (34), 1915

Mackehenie y Weiss (23), 1928

Battistini (17), 1927

Noguchi (35), 1927

Noguchi (36), 1027

Mayer y Kikuth (37), 1927

Mayer y Kikuth (37), 1927

Aldana (18), 1929

Pinkerton y Weinman
(38), (39) 1937

Strong y col. (41), 1937

Donante

Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Conejo
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Hombre
Mono
Hombre
Hombre
Hombre
Mono

Hombre
Hombre

Receptor

Hombre
Perro
Mono
Mono
Hombre
Mono
Conejo
Conejo
Perro
Mono
Asno
Cabra
Carnero
Hombre
Mono
Conejo
Mono
Mono

Mono (Esplenec.)
Mono (Esplenec.)

Conejo

Mono
Mono

Resultado

Fiebre Grave
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Verrucoma
Fiebre Grave
Verrucoma

Verrucoma
Verrucoma

Cuadro 2. . Forma de la Bartonellza que ha podido ser vista en las células
del Verrucoma

Autor

Mayer y col. (22), 1913
Mackehenie y Weiss (23), 1925
Noguchi (35) (36) (42), 1926-27
Marquez da Cunha (43), 1928
Weiss (45), 1932
Pinkerton y Weinman

(39) (40), 1937 °
Urteaga (46), 1948 .
Alzamora Castro (1), 1945
Urteaga (47), 1965

Forma bac- Inclusiones
teriana y clamido-
cantidad zoarias

No Si
Si (muy escasas) No
Si (abundante) No
Si (escasa) Si
Si (escasa) Si
Si (abundante) Si
No Si
Si (abundante) No
Si (no precisable) No

Animal

Hombre y mono
Hombre y mono
Mono

Mono

Hombpre

Hombre y mono
Hombre
Hombre
Hombre
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Nosotros nc hemos logrado identificar la Bartonella, sea la forma
bacteriana o la de cuerpos de inclusién en secciones de verrucomas co-
loreados con hematoxilina-eosina. Nuestras observaciones con otras
técnicas de coloracién (Regaud-Giemsa) se encuentran en ejecucion;
también buscamos la Bartonella en células desprendidas del verruco-
ma por tripsinizacidn; estas células son coloreadas directamente con
Gremsa o previamente cultivadas.

La morfologia de la Bartonella en los tejidos varia con los autores;
Noguchi (35) (36) (42) en verrucomas del mono muestra tipicas y muy
abundante formas bacterianas; Alzamora Castro (1) en verrucomas
humanos en forma semejante v Urteaga (47) {otdlmente diferente. Al-
dana (48) no acepta la presencia de la forma bacteriana en las célu-
las del verrucoma sino solamente la de cuerpo de inclusién clamidozoica.

Pinkerton y Weinman (338) (40) encuentran formas bacterianas en
unas células v formas de inclusiones clamidozoarias en otras; no se
aireven a pronunciarse sobre si las inclusiones corresponde a masas
de gérmenes degenerados o si  éllos representan estadios en el ciclo
vital de la Bartonella. Mdrquez da Cunha (43) y Weiss (45) encuen-
{ran coexistencia de las formas bactericmas y de inclusién dentro ce
las mismas células. Urleaga describia en 1948 (46) “tipicas inclusio-
nes citoplasmdticas de Mayer, Rocha Lima y Werner” suméndose a la
teoria de Aldana (48) de gque éllos representan la forma de virus de
la Barionella; en 1965 describe solamante formas bacterianas (47).

En nuestra opinién las formas bacterianas y de inclusién clamido-
zoica co:responderian a estadios evolutivos de la Bartonella. El desti-
no de la Bartonella en el tejido verrucoso asi como el de éste que ia
alberga es la involucién y su desaparicidén. Las inclusiones clamido-
zoarias corresponderian a las etapas finales del proceso degenerativo
o cde digestién intracelular del germen. Observaciones seriadas en
cuitivo de tejidos podrian dilucidar el problema, asunto en el cual es-
tamos empenados, representando el presente {rabajo un primer inten-
to. El germen ha mostrado hdébitos de multiplicacién dent:o de célules,
de tejidos humanos (1) (31) (32) (35) (48), de animales de experi-
mentacién incluyendo el embrién de gallina (49) y ds cultivo de te-
jidos (38).

La identidad del germen aislado de botones verrucosos con el de
lo Fiebre Grave de Carrién ha side probada por multiplés procedimien-
tos: a) Por pruebas de inoculacién (Germen de la Fiebre Grave que
poi inoculacién determina Fiebre Grave o Erupcidn verrucosd; garmen
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de la erupcién verrucosa que por inoculacidn determina Fiebre Grave
o nédulos verrucosos). En el caso de Carrién (27) por inoculacién con
mecierial de nédulo verrucoso ocurrié Fiebre Grave mortal; en Garcia
Rosell (50) por autoinoculacién accidental con sangre parasitada de
Fiebre Grave se produjo erupcién verrucosa; Kuczynski Godard (24)
se ouloinoculo con cultive de Bartonella proveniente de un caso de Fie-
bre Grave resullande con erupcion verrucosa generalizada. Nume-
rosas experiencias de inoculacién (35) (36) (39) (40) (S0) (51)
(52), ademds las referencias dadas en el Cuadro 1, prueban que la Fie-
bre Grave y la Verruga Peruana son producidas por un mismo agenie
eliolégico. b) Por los caracteres culturales y morfoldgicos de la Bar-
torella aislada de uno u otro sindrome (35) (38) (39) (40) (50)
(58). ¢) Por la inmunidad cruzada (Erupcidn verrucosa conira Fie-
bre Grave y viceversa) (54). d) Por la igual distribucién geogrética
(55), con la salvedad de que hay zonas con preponderancia de la for-
mc eruptiva y zonas con la de la forma anemizante.

Hercelles primero en 1935 (56) y Urteaga después en 1965 (47)
describen la presencia de la forma bacteriona de la Ba:tonella en sac-
cionés de piel aparentemente normal de pacientes en pericdos interca-
lar (Preeruptive). Creemos que lo que Urteaga describe como célu-
las cdventiciales cargadas de Bartonellas corresponden a la “‘capilari-
{is trombosante” descrita por Hercelles, con la reserva de que toda-
viee son necesdrios efectuar estudios de inmunofluorescencia para sa-
ber si se trata o no de Bartonellas, pues el organismo del verrucoso
es muy receptivo para gérmenes de infeccién secundaria (57) y los
verrucomas dérmicos frecuentemente se encuentran contaminades (17)
(18) (21) (58) (59). Noguchi (60) ha podido aislar de verrucomus
humanos una bacteria contaminante o asociada a la Bartonella (Bac-
terium peruvianum) con marcada capacidad patogénica para los ani-
males de laboratorio.

Debemos manifestar finalmenie que nusstro multiple esfuerze por
localizar a la Bartonella en el tejido verrucoso ha resultado infructuo-
S0, nuestro propdsilo de encontrar una explicacién razonable nos ha
llevade a hacer una revisién ds la etiopategenia del verrucoma. He-
mos de creer que la negatividad se debe a que el tejido verrucoso con
el que trabajamos ya no contenia elementos viables; tal vez inocula-
ciones en animales, que no hemos hecho, habrian podido desenmris-
carar al agente etiologico.
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SUMARIO

Ha sido obtenida “in vitro” la multiplicacién de las células del Ve-

rrucoma.  No pudo ser localizada la Bartonella bacilliformis, ni nin-
gin otro germen, en los cultivos ( microscopia y cultivos); ni pudo ser
aislada del paciente mediante hemocultivo y cultive de fragmentos de
verrucoma.
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