MICROORGANISMO, POSIBLEMENTE DEL GRUPO
BARTONELLA-GRAHAMELLA, AISLADO DE UN PERRO

{ MNota preliminar)

Por Aristmrs Herrer Al

Departamenio de Entomologia Médica del Instituto Nacional de
Higiene gy Salud Pablica, Lima.

Después que Nocucu: ¥ Barnsting (1926) cultivaran por primera
vez la Bartonelfa bacilliformis. se ha logrado cultivar algunas especies
méas de bartonellas v grahamellas. [B. muris (Barmismint v WEss.
1926; Marmorsron v PeEria, 1932; Lawxowicz, 1938), B fyzzeri
{WenMan v Pinkerton, 1938}, Haemobartonella microti {TYzZzEr y
WEINMAN, 1939); v varias especies de grahamellas de pequefios roedo-
res {Tyzzer, 1941}]. Ena cambio la B. canis no se ha podido cultivar
hasta la actualidad no obstante haberlo intentado varios investigadores
{Knourry v Hawxins, 1935).

Aprovechando de la experiencia que teniamos sobre el cultive
de la B. bacilliformis, en el Departamento de Entomologia Meédica de
este Instituto en varias oportunidades hemos tratado de cultivar la B.
canis. Recientemente nos fué posible realizar una serie de cultivos
en cuatro perros esplenectomizados y con abundantes bartonelias en Ia
sangre periférica. Estos animales fueron puestos a nuesira disposicion
debido a la gentileza del Profesor Peoro WEss, per lo que deseamcs
expresarle nuestros agradecimientos, del mismo modo que a sus Ayu-
dantes del Departamento de Anatomia Patolégica de la Facultad de Cien-
cias Médicas. FEn esta ocasién, ademas de los medios ZWE (Zinsser,
Wei y Fitzpatrick, 1937) v el semisolido de Noguchi para leptospira
usades en nuestros ensavos anteriores, empleamos los medios vitamina-
dos recientemente ideados por Gemman {1941, La serie constd de
cinco cultivos, cuatro de los cuales, correspondientes a tres perros. re-
sultaron negativos y sélo en el del cuarto perro logranios recoger vu gér-
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men que por su morfologia, caracteristicas de cultivo, propiedad de pa-
rasitar los glébulos rojos de su huésped, etc., estaria posiblemente den-
tro del grupo Bartonella-Grahamella. En la actualidad se encuentra
en su décimo segundo pasaje y en esta ocasién vamos a exponer en for-
ma preliminar las observacicnes que tenemos sobre él.

Aislamiento,

El cultivo criginal [ué hecho en el medic semisélido de Geiman con
sangre citratada obtenida de la vena. vugular, incubandose a 28°C. A
los cuatro dias, antes de verse todavia ningin desarrollo, con varias go-
tas de este cultivo se efcctud una resiembra en el mismo medio, la que
se incubd a 37°C. Los cultivos criginales se descartaron a los 10 dias,
sin notarse en ellos desarrollo alguno. A las dos semanas, en las re-
siembras se viercn macroscopicamente pequeilas y compactas colonias
blanquecinas de forma mas o menos esférica y superficie irregular. Al
principio su nimerc era pequefio y se encontraban aisladas unas de las
otras, pero posteriormente se iban haciendo cada vez mas numerosas, al
mismo tiempo gue las colonias primitivas, después de haber aumentado
un poco de tamaifio, se-fraccionaban dando lugar a numerosas colontas
pequeflas que se esparcian desordenadamente. El desarrollo practica-
mente alcanzaba a toda la extension hasta donde habia llegado el indcu-
lo. Desde entonces las resiembras se efectuaron sin ninguna dificultad,
especialmente en el agar sangre. FEn la actualidad esta cepa parece es-
tar ya establecida en cultivo en medios artificiales.

Caracteristicas del culfivo.

No se ha conseguido desarrollo en agar simple ni en caldo corrien-~
te y los medios que se han usado con éxito han sido el ZWEF, el semiso-
lide de Geiman y el agar sangre. Sélo en los dos iiltimos se ha hecho
observaciones especiales. Desarrolla tanto a 28 como a 37°C y carece
de movilidad.

Medio semisdlido de Geiman.

Hasta el tercer pasaje se obtuvo facil y abundante desarrollo, de
los 8 a los 10 dias en cultives incubados a los 28°C. Con frecuencia en
estos cultivos primero se desarrollaban aisladamente colonias grandes, de
més o menos 1 mm. de diametro. Luego éstas daban lugar a numerc-
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sas colonias pequefias gue se esparcian a su alrededor, pero sin consti-
tuir hale como sucede en la B. bacilliformis. Ordinariamente des-
pués de los 20 o 25 dias el desarrollo de los cuitivos habia alcan-
zado su maximo. A partix del fercer pasaje se nos ha hecho difici
el cultivo en este medic y en aquellas pocas ocasiones que se consiguid
desarrollo, el aspecto macroscOpico era diferente del gue ofrecieron las
primeras resiembras. En estos casos el desarrollo generalmente se limi-
taba a una zona de mas o menos 3-4 mm. de profundidad a partir de la
superficie y estaba constituida casi Gnicamente por colonias pequefias.
Los cultivos en este medio nos han dado resiembras positivas solamente
hasta los 30 dias.

Agar Sangre,

Durante el primer pasaje las colonias originales del inéculo a
los 4-5 diag se hacian ostensibles comoc puntos blaneos, de borce
circular v superficie convexa, un fanto méas pronuncinda que en las
de la B. bacillifermis. Al tocarlas con agujas o con el asa de platino
se deslizaban facilmente, siendo casi imposible extraerlas solas. Fuera
de estas colonias y en el liquido de condensacién del medio generalmen-
te no se encontraban organismos, al observar al microscopio. Después
de varios pasajes el desarrollo se hacia cada vez mas abundante y gene-
ral a toda la superlicie inoculada. En la actualidad a los ties o cuatro
dias las resiembras ofrecen un desarrollo magnifico, visible macroscépica-
mente, en cultives incuhados a 28°C. Las colonias se ven como {inos
puntitos que cubren casi toda la superficie sélida del medic, dandole un
aspecto granular. A partir de los 8 6 10 dias, con frecuencia algunas se
destacan de las demas por sus dimensiones mayores y por que ofrecen
un color blanco pronunciado, llegando unas pocas & alcanzar un diame-
tro de 1.5 a 2 mm. En este medio hemos obtenido resiembras positivas
hasta los 60 dias, sin notar descomposicion de la hemoglobina ¢ despren-
dimiento de algin olor particular,

Morfologia.

Se trata de un microorganismo de acentuado plecmorfismo, Gram-
negativo vy que con el Giemsa se colorea de violeta rojize. Al campo os-
curo ofrecen el contorno brillante v €l centro obscuro ccmo las bartone-
Has, notandose un poce mas grandes y de.contornos mejor definidos que
en laminas coloreadas, especialmente aquellos gue se encuentran libres.
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Parece que se podria ccnsiderar como forma tipica la bacilar. ya que
es la que predomina especialmente en los cultivos jovenes, al lado de la
que se encuentran también cocobaciles y ain formas francamente cocoi-
des (Fig. 1). Los bacilos tienen dimensiones que varian entre 1-3 mi-
cras de longitud por 0.2-0.3 micras de ancho. Los de mayor longitud
generalmente son algo curvos y algunos tienen uno de sus extremos mas
angosto que el otro, cfreciendo el aspecto de una porra. Las formas co-
coides generalmente tienen un diametro de 0.2-0.3 micras, aungue tam-
bién las hay de dimensiones inferiores. Especialmente en cultivos de
menos de una semana pueden verse algunas veces pequeilas cadenitas,
usualmente de 4-12 organismos. En agar sangre durante los primeros
dias es frecuente encontrar formas irregulares de dimensiones variables,
alcanzando algunas 3-4 micras de longitud por 0.5-1 micra de ancho
(Fig. 8). Todas estas formas pueden estar libres o agrupadas en den-
sas masas (Fig. 2), comparables a las de la B. bacilliformis.

Al lado de los organismos libres o agrupaciones densas de los mis-
mos, suelen encontrarse algunas formas de gran tamaifie, por lo general
de borde circular, con un didmetro que varia entre 1-5 micras. Se co-
lorean de mamnera homogénea y no parecen individualizarse, sino muy ra-
ramente, en las formas ordinarias. Por lo general suelen hallarse mez-
cladas con organismos libres (Fig. 3), pero también se ven agrupacio-
nes grandes constituidas tinicamente por tales formas (Fig. 4). Al cam-
pa oscuro ofrecen también el contorno brillante y el centro oscuro (Fig.

9).

Inoculaciones.

Se han efectuado inoculaciones en dcs perros, cuyos protocolos son
los siguientes:

Perro 1.—De 4-6 semanas de edad, peso 1200 grs. Marzo 20, 1942, esplenec-
tomia.

Abril 3-i4, cobservaciones de centrol con dos hemocultivos y cuatre frotises de
sungre negativos.

Abril i4. Eritrocitos 3.2 millones. Inoculacion, cultivo cuarto pasaje. agar san-
gre, 17 dias: por via endovenosa con 2 cc. e iniradérmicamente en 7 puatos del ab-
domen.

Abril 21. Eritrocitos 1.7 millones; Abril 24, 1.9 millones; Abril 30, 2.6 millones
v Mayo 7, 3.2 millones. Desde entonces sélo ligeras variaciones. )

Derpués de tres o cuatro dias de la inoculacién algunos eritrocitos mostraban uno
o dos puntitos azulados, sin poderse precisar que se tratasen de organismeos. Fué a
los 15 dias gque se vié un glébulo rojo parasitade por 48-50 organismos hacilliformes

(Fig. 5).
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Las inocufaciones intradérmicas al principio mostraron ligeras induraciones gue
desaparecieron & los §-10 dies.
Abril 20 y Mayo 11, Hemocultivos positivos.

Perro 2.~ Adulto, peso 3500 grs Marzo 27, 1942, esplenectomia.

Abril 10 y 17 inyeccion 0.15 grs. de Neosalvarsan, Abril 14-29, observaciones
de control con 8 Frotises de sangre negativos.

Abril 30. Eritrocitos 6.4 millones. Inoculacin, cultive sexte pasaje. medio se-
misalide de Geiman, 10 dias: con 4 cc. por via endovenosa e intradérmvcamente en &
punios del abddémen.

Después de la inoculacidn los eritrocitos sufrieron solamente ligeras oscilaciones.

Escasos eritrocitos mostraban wno o dos puntitos azulados, a veces comparables a or-
ganismos, : :

Las inoculaciones intradérmicas dieron lugar a ligeras induraciones que desapa-
recieron a los 6-8 dias. . i

Mayo 19. Reincealacion por via endovenosa con 3 <., cultive octavo pasa'e,
agar sangre, 33 dias, A los custro dias de la reinoculacion se vio ¢ primer glebulo
parasitade. La cifra de eritrocitos sigue mas o menos igual

‘Mayo 20 v 26, Hemocultivos contaminados.

Por lo general son sumamente escasos los glébulos parasitados, sien-
do imposible sefizlar algona proporcién entre éstos vy los demas glébulos
rojos. Sé-les ha encantrado en el primer perro hasta los 51 dias después
de la inoculacion v en el segundo, 36lo hasta los 13 dias de la reinocu-
lacion, s o

' Ei nimerc de parasitos que se encuentran en un mismo glébule va-
ria entre 1 v 70, siendo mas frecuenie las cifras comprendidas entre 10
v 30. El gérmen wsualmente es de forma bacilar con dimensiones de
1.0-1.5 x 0.2-0.3 micras. También son frecuentes formas cocobacilares
y aun en algunas ocasiones se pueden ver ciertos elementos que. parecen
simplemente granulaciones o pequefias masas cromaticas. So6lo en una
ocasién se ha encontrado organismos con ramificaciones (Fig. 6) seme-
jantes. & las que se ven con frecuencia en la B. canis. )

El aspecto general del animal infectado no muestra ningin trastor-
no o malestar aparente. Las inoculaciones parecen indicar, pues, que no
se trata de la B. canis. Aunque no tenemos referencias sobre la
existencia de grahamellag en el perro v nuestros experimentos de inocu~
lacién no son toedavia de ninguna manera conclusivos, las caracteristicas
del cultivo y las infecciones experimentales obtenidas hasta ahora, pro-
bablemente colecarian al parasito en el grupo Bartenella-Grahamella,
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EXPLICACION DE LAS FIGIIRAS

Microfotografias del germen aislado en cultivo de un perro. Todas, con excep-
cidn de las figs. 8 v 9. han sido tomadas de laminas fijadas en alcobol metilice v co-
loreadas con Giemsa. De meners general pars hacer los frofises se han extraideo una

o mas colonias v se les ha lavade con suero fisiologics. destrozéndolas despuds con
agujas.

Fig. 1. Frofis de an colfive de cuafro dias en agar sangre. Qrganismos lbres en los
que predoming {g Jorma cocobaciiar (1200 x).

Fig. 2. Frotis de una colonia procedente de un culfive de 19 dias en el medio semi-
solido de Geiman. Formas bacilares y cocoides se encuenfran agrupadas en masas
densas, con efementos fibres solamente a los bordes (1200 x).

Fig. 3. Frofis de una colonia de un cultivo de § dias en ager sangre. Elementos libres
de forma bacilar, junfo a ofras formas basfanfe grandes. de conrforno circular {1900 x).

Fig. 4. Frotis de una colonia procedente del medio solide de Geiman., Agrupacién
tinfcamente de las formas grandes, de conformo circular, vistas en la figura anferior

{1900 x1.

Fligs. 5-6. Frotis de la sangre de un perra I5 dias después de haber sido inoculado

cont cultivo. La fig. 5 muzstra un erifrocito parasifado por 50 elementos baciliformes,

la mayoria de ellos con manifiesta coloracidn bipolar: {a Mg, 0. ofre erifrocife con un
organismo ramificado (1900 xJ.

Fig. 7. Frotis de un cultivo de 6 dias en o medic ZWF. Eatre los macleos de dos
céfulas se ven abundantes organismos, tanfo libres como fambién pequefas agrupaciones
densas; #, micleo (1400 x}.

Figs. 8-9, Microfofogralias al campo oscuro de un enlfivo de tres dias en agar san-
gre. En ambas figuras se pueden ver clementos icregulares. de forma y dimensiones
variahles, con el borde brillanfe p el cenfro vscuro (1000 x ).
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