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Uno de los problemas mas discutidos v atin no resuelto es el que se
refiere al cultivo de la Bartonelle muris, ya que como dice Weinman (1}
“Son extraordinariamente divergentes los resultados sefialados por dife-
rentes imvestigadores”.

Maxer, Borcmaror v Kikvrn {1) v, Barmisrinr v Wess {2}, en
1926 fueron los primesos en sefialar la obtencién del cultive puro de Ja
Bortonelle murts in vitro,

Haast, Lavoy y Sorce (1) en 1927; Scmnnive y Sax Magrin (1),
Merersix (1), Bavox (1) y Nocuent (4) en 1928; Lworr y Provost (6).
Divegr (1) v Mavsr (1) en 1929 Lworr vy VAUCEL {7y v Jvpesie (1},
en 1931: Manyonsyon v Perra (8), Romporyr (1) y Cossart (1) en 1932
y Lawkowiez {9) {10) en 1938 y 1939, afirman iguaimente haber cul-
sivado la Bartenelle muris, habiende utilizado cada uno de ellos, con tal
finalidad, diferentes medios de cultivo.

Wemmay (1) después de hacer un estudio exhaustivo sobre los di-
ferentes trabajos publicados por los investigadores antes mencionados,
acerca del cultivoe de la B. muris, llega a la conclusién de “que ninguno
de los estadios sobre cultivos es completamente satisfactorio”
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Por otra parte Forp v Erzior {(11) en 1928, después de maltiples en-
sayos con el objeto de cbtener el cultivo in witro de la Bartonela muris,
llegan a la siguiente conclusion: “Hasta ahora no hemos obtenido nin-
gén cultivo satisfactoriamente vy nos parece muy dudoso gque dicho or-
genismo haya sido jamas cultivado artificialmente”.

Bonx v Joxcneres (12} en 1929 refiriéndose a la cultivabilidad de
la B. muris, dicen: "Los ensayos de cultive que hemos practicado en el
medic de Noguchi han sido infructuosos™.

MoCrosrie y Noven {13) en 1934, igualmente, consideran la im-
prosibilidad de cultivara la B. muris, in vitro.

Kigora (14) en su informe al IX Congreso Internacional de Der-
matologia, celebrado en Budapest en setiembre de 1933, afirma que: “la
B. muris no puede ser cultivada”; no obstante haber afirmado en 1926
con Maver y Borcuarpr el haber cultivado a este micro-organismo,

Wennax (1) en 1944, refiritndose a la posibilidad de cultivar a
fa B muris in vitro dice: "Como las ottas  hoemobarionellae, H. muris
es un organismo dificil de cultivar”™,

Siguiendo el programa trazado de acuerde con el Profesor Dr, TE-
LfMaco 8 BarTisvini sobre  borionellesis muring. estudiamos el capitulo
referente al cultive de la B. mauris in vitro.

Marerianes v MeTopos

Después de multiples ensayos el medio que nos ha permitido obte-
ner el cultive de la Boarfonella muris, es agar semi-sélido preparado en
fa forma siguiente:

Agaral 2% (Ph: 22) . . . . .. 10.00 cc.
Suero hemolitico de rata . ., . . 10.00
Suero fisiolégico al 8.5°%/w . . . . 80.00 .,
Suplement A, . . . ... ... .. 0.05 .,

El agar utilizado en la preparacién de! medio que acabamos de deg-
cribir, lo preparamos, 2 su vez, en la forma siguiente:
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Extracto de corne = . . . . . . . .. 3 grs.
Peptona proteosa . . . . . . . . . . i .
Clorurodesodio . . . . . . .. . .. 5 .
Agar bactereolégico . . . . . L . 20 .
Aguadestilada . . .. .. . ... .. 1000 cx
Ph. 72

Filtrar y esterilizar a 15 librag de presién durante 15 minutos.

Al agar preparado en esta forma v a la temperatura de 50%., se le
agrega ¢l suero hemolitico de rata, el suero fisioldgico y el Suplement
A., e lag proporciones que hamos indicado. Hecha la mezcia se zeparte
en fubos {4 cc. por tubo) los que se colocan a Ja estufa a 37, durante
24 horas para control de esterilidad.

Para la obtencién de cultivos utilizamos ratas en pleto cuadro de
bartonellosiz, en las que el parasitismo globular con B. murds, estd por
encima del 58 %.

Iguaimente empleamos solucién de penicilina en suere fisiolégico
{200,000 unidades por cc ).

La técnica ntilizada por nosotros, s la siguiente:

0.2 cc. {40.000 umdades) de la solucién de penicilina se aspiran con
una jeringa, con la que. ast cargada, se realiza la puncién cardiaca de la
rata bartoneflosica de Ja cual se desea obtener cultives, previa anes-
tesia al eter. Después de mezclar Ja solucion de penicilina con la sangre
del animal parasitado, se siembra una serie de tubos con ¢l medio de cul-
tivo que hemos indicado. Generalmente sembramos 6 tubos {1 gota a un
tubo, 2 al 290 3 al 3% 4 al 4* 5 al 5° v 6 al 7). Después de sembrados, ca-
da uno de los tubos, e agitado suavemente, para mezclar e} indondo con
el medio de cultivo, evitanda Ja formacidn de burbujas. Terminada Ia
siembra, 1os tubos son colocados a la estula a ko temperatura de 258%. A
partir de las 48 o 72 horas de realizada la siembra cada uno de los tubos
es examinado macroscopicamente primero v luego en preparaciones al ul-
tramicroscopie.

Para Iz conservacién de Jas cepas efectuamos los transplantes cada
20 diag, utilizando el mismo medio. ‘

Con el fin de cerciorarnos que los organismos cuitivados por nos-
otros eran capaces de reproducir la enfermedad, utilizamos 12 rates gue
no presentaron M, muris en la songre periférica después de la esplenec-



BARTONFLIOSIE MUERINA, . 39

tomia, las gue fueron controladas por examenes hematolégicos serfados
cada 24 horas, por espacio de 7 dias. con Ja finalidad de asegurarnos que
estaban libres de infeccién con B muris. Al términoe de este periodo las
dividimos en 2 grupos (A vy B} de & animales cada uno.

A cada una de las ratas del grupo A, les invectamos por via peri-
toneal 1 cc. de un cuitivo de B. muris de 10 dias {Cepa Al de reciente
aislamiento}: guedando los animales del grupo B como control

A partir de las 24 horas que siguieron a la ivoculacién, los indivi-
duos de cada uno de los grupos: A v B, fueron controlados por exame-
menes hematolégicos seriados cada 24 horas por medio de frotises de
sangre coloreados por el método de Wright,

Resvurapos

Macroscopicamente a partir de las 48 o 72 horas de realizada Ja
siembra, se puede observar por medio de una lupa o sin ella, fa presen-
cia de colonias, unas de forma esférica, otras irregulares de contornos
difusos de 1 milimetro de didmetro mas o menos, o mas pequefias. En
el transcurso de los dias se aprecia un aumento en el nimero de colonias,
a la par que muchas especialmente las que se encuentran cerca de la su-
perficie confluyen dando el aspecto de pequefias nubes de color gris blan~
quecino o formando una especie de banda de color blanco grisaceo cerca
de la superlicie; aspecto semejante al que se observa en los cultivos de
Bartonella bacilliformis en ) medio de Battistini,

Al examen ultramicroscépico se aprecia la presencia de formas ba-
cilares o cocobacilares aisladas, o colonias de contornos irregulares en

las cuales los parasitos pueden ser individualizados solamente en la pe-
riferie.

Como dicen Barrmrint v Werss {2) “Las agrupaciones de elemen-
tos formando palizadas o colonias microscépicas, segin el nimero de
ellas, es Ja misma que se observa en los cultivosde la B. b.”

Al examen ultzamicroscdpico, la B muris es movil

Las estructuras espirales, descritas por Barrisnint (1927) (3} y por
Noguenr {1928} {5} que se observan en los cultivos viejos de Barlonella
bacilliformis, no se observan en Jos cultivos viejos de  Barfonelle murds,
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La B muriz se puede mantener en cultivos por transplantes suce-
sivos en ¢l medio gue hemos indicado, no siendo necesario en estos ca-
sos el empleo de penicilina, va que ésta la usamos exclusivamente para
el aislamiento de las cepas.

El 100 % de los animales del grupo A, libres de infeccion con A.
muris, a los que se les inyectd cultivos de este micro-organismo desarro-
Haron el cuadro de la bartonellosis muzina, la que evoluciond tanto en
to que se refiere a la infeccién porcentual de glébulos rojos, cuanto a la
mortalidad, hemoglobinuria, etc., en forma semejante a la que hacen las
ratas portadoras de B. muris después de la esplenectomia.

En 3 {50 %) la enfermedad se inicié a Jas 24 horas de la mccuia-»
citn; en 2 {33.3 % ) a las 48 horas y en la iltima {16.7 %} a las 72 horas,

De las 6 ratas inoculadas 5 {83.3 %) muriercn entre Jas 96 y 144
horas que sigitieron a la inoculacién,

Ninguno de los animales del grapo B {control}, desarrollaron la en-
fermedad durante el tiempo que duré la experiencia. {166 horas}.

Disctszon

Una de las mayores dificultades en el estudio de la bartonellosis
murina es la que se refiere al cultive de la Bartonelle muris in vitro.

A este respecto Lawkowicz (%) dice: “Es muy dificil de obtener
in vitro el cultivo de- Borfonelle, a causa de su adaptacidn estricta a su
existencia intracelular (glabulos rojos)., Esta dificultad constituye el
mavor obstaculo a las investigaciones sobre la estructura de estos para-
sitos’)

Otros estiman que tal dificultad ¢s debida al pasaje de diversos gér-
menes a la sangre circulante de las ratas después de la esplenectomia.
Participan de esta opinidn Barristing v Wess {2) quienes manifiestan lo
siguiente: "Si no es en realidad dificil ] cultivo de las bartonellas, es-
tando habituados a las técnicas especiales gue reguicre, en ¢l caso par-
ticular de la B. m., la constante presencia en la sangre de las ratas de or~
ganismos del grupo Salmonella, hace que Ia obtencién de cultivos puros
sea bastante dilicultosa’.

Prrrsrsves (14, a su vez expone gue: “No solamente en el caso de
Ia B. muris. sino como hemos visto en los trypanecsomas {77 gambiense,



BARTONBELLOEIS MURINA. Ii. 41

vhodesiense, crugi, lewisi, ete.} diversas bacterias, especialmente pasteu-
rellas y salmonellas pueden exaltar su virulencia y determinar una inva-
sién a la sangre después de Iz esplenectomia. En muchos casos que noso~
tros no deseamos enumerar, las inoculaciones con cultives de  Rartonella
han side hechos con cultivos impuros, infectades por bacterias diversas
{de las cuales algunas han sido reconocidas, por ejemplo por Noctvons
Bact peruvigoum, Baol wuris)”

Nosotros creemos que en el caso de Ia 5. maurds, como en el de mu~
chos otros micro-organismos, una de las dificultades con que se tropieza
para la obtencién de cultivos s¢ debe a que no se les proporciona las
condiciones necesarias para poder vivir artilicialmente,

En el caso particular de Ia B. muris, la presencia del suero hemoli~
tico de rata en el medio de cultivo, es a nuestro modeo de ver. un factor
fundamental para el desarrollo de este gérmen. Con tal finalidad Is san~
gre de rata que utilizamos para Ja obtencién del suero, la guardamos en
el frigidaire, hasta que éste, esté hemolitico. Creemos que por la destruc~
¢ion natural de globulos rojos, quedan hibres en el suero una serie de sus-
tancias (7} indispensables para la vida de este gérmen.

" No obstante que la mavor parte de investigadores aseguran que las
contaminaciones de los cultivos se debe a la presencia en Ja sangre de la
rata bartonellosica, de gérmenes del género Salmonella o Posteurella; la
mayor dificultad con que hemos tropezado en un principio, ha sido da~
bida a la frecuente contaminacién de nuestros cultivos con Staphylococous.

En vista de gue el e:mpieo de grandes dosis de penicilina, no modi-
fica el curso normal de la bartonellosis murina, ni impide que las ratas
portadoras de 3. muris desarrollen la enfermedad después de la esple~
nectomia {15} y estando ampliamente demostrada 12 accién bacterios-
tatica que ejerce la penicilina sobre determinados germenes coma  Stophy-
loeoecus, Strepiococeus, ete. utilizamos la mencionada droga%on la fmahciaci
de obtener cultivos puros de B. muris
" la presencia de penicilina en los medios de cultive juega un papel
muy importante inhibiendo ¢l desarrolle de fos micro-organismos antes
sefialados, sin afectar en lo mas minimo el desarrollo de la B. muris
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La inotulacion de los cultivos de B. murds, obtenidos exn Ja forma que
hemos expuesto, en ratas libres de infeecién con este organismo, repro-
duce e} cuadro de la bartonellosis murina en forma semejante 2 la que
desarrollan las mates portadoray de B muads al ser esplenectomizadas.

Sumanio ¥ CONCLUSIONES

Del estudio que hemos heche acerca del cultive de la Bartonello
muris in vitro, llegamos a las siguientes conclusiones:

i.—~La Barioneile muris e3 un organismo celtivahle,

2~Hacemos la descripeion de un medio en <l que hemos cultivado
ala B muris

3.—La presencia del suero hemolitico de rata en la preparacién del
medio de cultive, es fandamental para el desarrollo de la B. muris.

4.~El empleo de penicilina inhibe el desarrollo de gérmenes como
el Stopylococeus que contaminando los cultives impiden ¢] desarrolle de
ia B. muris

5.~La penicilina no inhibe el desarrollo de lo B. muris.

6.—~La inoculacién de cultives de B, muris. por via peritoneal en
ratas Hbres de infeceién con este micro-organismo, hace que estas desa:
rrollen el coadro de Iz bartoneliosis murina,

SuMMany AND CoxcCLUSIONS

The following conclusions are derived from the nwifro study of
Bartonella muris:
Lo~ In gitro culture of Bartowells muris is readily feasible.
Z2~~A culture medivm for B, muris is described.
3.mPresence of rat haemolyzed serum in such medium is essential for
the growth of B. muss,
4.~ Using Penicillin in the inoculation of culture media prevents growth
of contaminating organisms, such as Staphylococei, which inhibit
growth of B, murés in such media,
5,~-Penicillin does not inhibit growth of B, muris i vitro,
6.~Intraperitoneal inoculation of B. murés cultures in rats free of Sar-
tonellue induces development of murine bartoneliosis.
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