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El presente trabajose ha realizado conla intención de aul

tivar Brucella abortus cepa B19 en medio liquido y en forma continua o se

mi-continua con miras a la obtención de Vacunacontra la brucelosis bovina.

La primera parte, incluye una breve reseña ,de muy diversos

autores sobre las bacterias en cultivos de tejidos y sus diversas aplica
ciones .

En 1a segundaparte, e detallan! el material, mediosde cul
tivos y técnicas aspleadas, tanto para la obtención de los cultivos celula

res y sus mantenimiento, caso para el crecinintc de las bacterias en ellos

y sus determinacionescmtitativas.

La tercer parte, es experimental y reproduce las técnicas

empleadaspara tratar de conseguir el objetivo previsto en el presente tra
bajo.

Se ha demostradoel carácter intracelular de la Brucella abor

_t_u_srealizando experiencias en nonocapas de células de riñón de cerdo; pre-.6

via. eliminación de la infección extracelular. Eh efecto, se probó que las b

bacterias habian penetrado en la célula cuando la infección era masiva y

que continuaban liberándose si se hacian incubaoiones sucesivas con cambio
de medio de cultivo.

Se subraron tubos de Leighton que se fotografiaron antes y

después de la infeccidn con Br.abortus a con esto se demostró que dicha

bacteria afecta intensamente a las células de riñón de cerdo, destruyéndolas

y desprendiándolas del vidrio.

Se colocaron nonocapas celulares bajo distintas condicionee

y se estudió su influencia sobre el crecimiento de la Br.abortus , quedando

danostrado que ella no existe cuando se las e-plea comoextracto calentado

o comodesintegrado ultrasónicoo

Se realizaron pasajes sucesivos en tubos de mcnocapasde ri 

ñim de cerdo concluyóndose que existe una cierta adaptación de la Br.abor

tus a las células sobre las cuales se desarrolla, ya que se ha obtenido en



Íodos los casos un amante progresivo del minero de bacterias viables presen
tes.

En estos mismospasajes se estudiaron los tiempos óptimos de

cultivo realizándose cuentas de colonias, demostrdndoseque el tiempo ópti

mo de cultivo era de 4dias a 31°C para Brggbortus cultivadas en monocapas de
riñúm de cerdo.

Se estudiaron los distintos pasajes desde el punto de vista one
tigénico,quedando demostradoque las bacterias obtenidas en cultivos sucesi

vos en minero no menor de ll poseen estabilidad de antígeno; lo cual repre
senta una ventaja para un cultivo en masa.

Se inocularon pasajes alternados en cobayo realizando luego

pruebas de aglutinacidn, quedando demostrado que poseen muybuenas propieda

des antigénicas para los mismos, comparadoscon experiencias semejantes reali 

andas con cultivo de Br.gbertus provenientes de medios sólidos.
Para tratar de conseguir cultivos continues o semi-continuos

trabajamos en menooapasde células de riñón de cerdo en frsoo de nous. Ello

es posible pero resta por resolver la poca estabilidad de la capa celular por
destrucción de las mismasdebido a la acción bacteriana enérgica. Es factor

adverso el hecho que se obtenga poca concentración de bacterias, pero hace

mos incapie en que se podria subsanar ello trabajando en condiciones mejores,

tales comoagitacidn mecanica o burbujeo de oxigeno, dando así mejor rendi

miento.

Trabajamosposteriormente con cultiovs en suspensión, los re

sultados no del todo satisfactorios no son obvise para desechar las experien

cias realizadas, de por si pocas, pués se podria aqui también mejorar las con

diciones de trabajo con agitacidn con oxigeno y estudio de la relación suspen
sión de células a vollssentotal.

Suspensiones bacterianas obtenidas por desarrollo en cultivos
celulares en botella de Bou: y posteriormente concentradas hasta obtener las

cantidades de bacterias que req nieren las normas internacionales fueron ino



t.

cnladas a ternera, pudiéndose empatar comobuenosantígenos para ellas.

Quedapendiente realizar un ensayo de liofilisacidn confirman

do o negando el hooho cqrobado de que los cultivos provenientes de medios
I

liquido. por razon“ ah no establecidas son llenosestables a la desecacihw
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dos tii-OI. Se agrega,entonces 100 nl. d. triplinn rd 0.85%en P.B.S. pra
firmante culontnd. n 31°C. iio agita con agitador m'gu-suco durante 13 nm.

Se extrae el líquido sobrunndanür: (que se doscru'to pnrc impedir ln conteni

naciónpore! mipuloo sun-1dopc lo. tii-u ¡1 mula) y .1 tuu".
no lo mi“ o. agregar otros 100m1. de tripsinn que se dejan actuar durm

te 15 minutos con agitación constan“. So extrae ol sobrmndanto recogiéndo

lo c- u- M do 1 litro au Mo rapizxanabsuen. opa-nenatantas nee.
¡una natu- qne todo al tejido ha sido dosintegrndo. Apruinadanento d. 4
.1.8 veces.

Pararealinr esta.operacidndn poon docut-Miu n
¡una al ¡latina quese dueña a continuacion.

En m "hound; h trinidad. nocentran. a trucos
¡oun al. , h napa-“I de05h!“a 1.!“ q- m“ losin“: ene.
trimum oPc,W olnur-alonso.

Al“¡pihdó ¡o lo"¡nop-¡ha Wan-to 100nl. de
IndioIIJJI. ¡of +a .1. do¡olmlb do“unath porlitro y u “un
s mi. do371..El{ute-Ilolo"ha a cum 40W. ol ¡chro
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bacterias con células. Para ello se eligieron sendos gruros de ó tubos de
cultivo en nonocapas de riñón de cerdo nada uno.

Se lavaron 3 veces con 2 nl. de medio ILL. cada tubo, para e

liminar el resto de antibiótico que pudiera tener la nonoeapaproveniente de
su medio basal.

A los tubos de todos los grupos se les agregaron 0.5 nl. de

suspensiónde Br.nbort_g¿cepaBIO(apron 3.1zloqbaaterias) de
Jnndo en contacto con las oólulae tieqoe diferentes para eada uno de los

grupos de tubos, volcandouna.vel transcurrido el tiqe establecido en ea

du caso la suspensiónde bacterias. Se laurel posterior-ente con el lis-e

medioILL. adoptandoprecauciones para no roger la “ocupa.

l todos los tubos se les agregaron a a1. de n.L.s.lofi+ o s1.

de solución de antibióticos por litro, dejando en contacto 24 horas.

Al cabo de dicho tio-po se lavaron nuevamente, eieqv‘e con el

mimo medio pero sin antibiótico y agragando final-ente a cada tubo 2 nl. de

HJuSJOf, incubando a 37°Cen roller durante 96 hs.. Se contaron entonces

las bacterias en placa de agar papa suero equino(Ver apóndiee).

b) Conel objeto de determinar si las bacterias desarrolladas en cn.
tacto con células quedabanincorporadae a las lis-s se planeó la siguien

te experiencia.
Se tonto!) 5 tubos de cultivo aelulares lavados 3 veces c

z nl. de solución RJ... sin antibiótico eada vez, con el objeto de eliminarlo
del.cultivo.

Se agregaron entonces 0.5 nl. de suspensión de Br.abortns

(3,7xloq'bacterias ) por tubo, dejando en contacto lo ninutos. Se deseohó
luoqo la suspensión y se agregaron a cada tubo 2 nl. de nedio 3.1.3. lo}

inoubando a 37°C en roller durante 96 hIee

Al cabo de dicho tiaqo se separó el sotn'enadante donde se

contaron las bacterias desarrolladas. Es decir que esta etapa de la aspe

riencia era la infección celular previa. A la nonoeapase la trató de la

siguiente torna.



Se lnvurcn los células con medio sin antibiótico, para quitar

cualquier resto de bacterias extrecclularea. Se agregaron 2 al. de H.L.S.lofi

+antib16tico, dojando en contacto 24 horas.

Posteriorwente se lovaron con medio ein antibióticos. Final

nmntc ee agregaron 2 m1. de medio H.L.8. 10’ por tubo y se incuberon nueva

mente u 37'0 en roller durante 96 horas.

Transcurrido dicho tiempo se contaron les bacterias del pobre

neüante. Además se hizo una deterninación del grado de disociación de las

colonia: obtenidas.

c) Comola acción celular sobre los bacterias puede manifestarse de

diverses maneras se trató devolorer si los células actuaban mediante algún

principio activo de las mismaso el ser las bacterias del género Brucollc
intracelulnres influla el metabolismocelular sobre el desarrollo de ellos.

Conel objeto de aclarar cúel ero la acción celular se han

realizado los experiencias siguientes y que consisten en lineas generales

en colocar al aismo númerode bacterias, en diferentes condiciones y obser
Vnr el crecimiento encadn uno de los casos.

c') Se calentaron sendos tubos de cultivos de riñón de cerdo e 100'6

durante BOminutos. Se lararon para eliminar antibióticóe y se inocularon

con 0.5 m1. de suspensión de bacterias Br.gbortgg(oproximndamente 3.7110q

bacterias).
Sc dejaron en contacto 10 minutosy se descartó lo suspensión

y ae agregaron 2 ml. de H.L.S.10%. Se incubaron e 31°C en roller durante 96

horas.

E") Se procedió en forma idéntica que en c‘ pero sobre cultivos
celulares no calentadon, infectados con le ¡lana suspensión bacteriana. Eo
te ensayo se consideraba testigo.

c"‘) A sendos tubos con 2 ml. de sobrenudnnte de células desinte

grades por ondas ultrasónicao( Ver aplndice ) se le agregaron 0.5 ml.de ens

pensión de bacterias empleadas en c‘ y c". Se inoubnron n 37°C en roller



¡[rento 96 horno

0"") Se edicionó un conjunto de tube- omovteotiaeo ¡Mondo lo

nina cantidad de le. ¡ni-ne mpeneifin betta-tono en 2 ll. de H.L.S.10f,ee
decir hule en ausencia,de celula... Se han!!qu do lo li- tor- «¡ton
lee meo anteriores,

d) Para estudiar lo tnfluenoio de leo células oellre el cultivo de

W oeefectuaronuneserledeexperiqu queoom ee-eoi
gllo para mejor ordenamiento.

i') Estudio del tien» de incubación óptimoen ¡odio y en loüo + c‘
1111“.

_. d") Influencia del nba-o de posoon oehroel nfinoroHaine de boo-
terieu ubtenidu pero. deterniner oi ha) odoptooióncelular.

d'") Influencia del núnero de puojoo sobre el grodc de disociacióndele o
En todo- loe colon ee trohoj‘ ledionte lo ¡inn una“ que

en la oigniente.

¡han 10 u 15 tubo- de cultivo do_r1iidn de cerdo, ¡o lens-en

3 mee con 2 ¡1. de ¡odie H.L.ol.nentibióttooo o. el objeto de oli-¡nor

“too flttmoe. Luegoee agregaron 0.5 nl. de ooopenounde lil-¡bum por
tuho(3.1¡10‘baeter1u) dejmdo en contacto lelúleo # bacteria durante 10
minutos. Unono puede dicho tiempo ¡e vulneren lo. contenidos do lo. tnboo

yoeegregermznl.donediefl.luso101mm», nom-.31 ’C-ro
ner. A lee 12, 96, 120 y eh 163 he. oe tonren 8 -3 tuboo, oe neaolorm

sus contenida y ee procedió o efectuar mo cuente vioble cen ol objeto do
deternhor ol ¡fiero de bocterho ein-ido...

Lu cuentas se reeliuren en ¡ser pepe.y enero equino tel co

mose detalle en el apéndice.

¿üfomaperdon eerepitieron.¡no¡1- Iminom e.
plena ontovor.medio“es. (sin anula) procediendoes 1od-¡o do ub
tics form que un lu experiencias enterleroo.
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Variación del n° de bacterias con respecto a1 n° de pasajes por cultivo
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wm li"a

mutación ua la ¿uuiguniciduide las Win obtenidasnotte cultivo.
da 06111103rulos porcina y noir. nao 11.1..8.pm cobnyo.

drigen del 01111010110del anoto da comoantiran

1/20 ' ¡[sol 1/100 l 1/¡00 l 1/400 I 1/300 l 1/1000

l't‘pasnjo por l
¿nuvo de +(3) + + + + .(4) g 
tejido (1)

11°pannde por
¡odio ¿1.11.5. + + + + + + 

(2)

(1). 1.22.19hnct./ m1.amm ide00 ha. . n00.
(2). 0.4¡1m u n n u n '
(3) y (4) Ver Cuadro N’ 7.

cum N. 2

DetenninndSnde lo concentradfin ¡mutua ¡falto para el enhnyodo boot.

rios obtenidas sobre cultivo de célula. ran!“ porcina. y sobre ¡1.1.5.

Origen del N’de boct. 01111010110:del moro de eolnyo Cmmtroclón
Antígenoinch antigua

1/ 26 i 1/00 l 1/100 l 1/200 limito de hac.
ll’pnsrsje 0.18210“ + + + 
por cnltivq 0.013110q - - - - edema“
de tejido 0.001331?! - - - 

11°pmje 12.00an + - - 
por mua 0.039110‘! - - - - > o.09::10q

¡1.1.5. ’



.MM
Dotarairufiión¿o ln, concentracian anting limito para el cobayode bact.
oLtcnidue sobre cautivos renales poroinus y sobre nadia 11.1..5.

(¡rigen dal N‘de hasta l üiluuiouea del mo do oohuyo ConcentracidnAntiguo inyecmúaa y untigéuicu
'Ï 1/25 Í 1/50 1 1/17 1/200 11mm de bue.

ll’pasage l 1.551171"I + + ; - i — q
por cultivo IJGEIO q - - - - 1.5310de tejido 0.o1au10 - - - 

ll’pusnje 0.9310 qq l + + I + ‘ + fl
por medio 0.09210 I + - - - 0.09810
11.1.5. l 0.000310q ¡ - - l - 

Conmiran u un obtención min da baztériun en condicimos

lo más 3121110.panama eu «¡lavar eolre cultivos 'polulurea m suspensión.
Los resultados obtenidos

CLLMN.

Cultivo de ¿ig-39m carpa319 en farm so
rinda. sobre células renal“ porcino- en

auspenahïn

en experiencias sobra dl

uboacultin figurunen
ol Cuadroll.

De ellos so deduce que ol

métodono aparta ventajas

kuando Mtiw sobre 4161qu Cultivo entre
N' ramales a1 suspensión medio ¡1.L.S.

Mo/flo(l)í
1° l 1.0310 q ‘3.0:10 "
2° 2.61110 “1

3' 1.2310 5 l 1.15.10 q
4- 1.1310 6 g 0:10:10 ¡
5' 3 ' ¡nano 3

x

(1):: Cultivos de 96 ha. a. 87’0.

¡otra el cultivo en mono

earu. El dable observar
(¡dada que por pasajes u
eeaivos el aúna-o de gér
ou diminuta.
Contodos los resulta!“

u la. vista se pluneó una.

experiencia final.
El cultivo moho de hacé
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