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En una nota preliminar (Herrer, 1942) deciamos que tratando de
cultivar Ta Bartonella canis habiamos obtenido en cultivo un microorganis-
mo en varios aspectos parecido a la B. bacilliformis. El medio emplea-
do para su aislamiento era el semisélide de GEMaN {1941} v el perro de
donde se obtuvo el cultivo habia sido esplenectomizado y estaba fuerte-
mente parasitado por B. canis. Las observaciones realizadas hasta enton-
ces eran incompletas por lo que nos limitabamos a afirmar que dicho or-
ganismo posibic iente pertenecia al grupo Barfonella-grahamella. Pos-
teriormente hemos obtenido dos cepas mas y llevado a cabo observacio-
nes experimentales que nos permiten afirmar que se trata de una graha-
mella, la que en esta ocasién vamos a describirla con ¢l nombre de Graha-~
melia canis n. sp.

La dinica referencia que hemos obtenido en la literatura sobre la exis-
tencia de grahamellas en el perro es la que ofrece Brumer (1928), quien
al hacer una ligera enumeracion de los animales en Jos cuales se habia
enconirado hasta entonces este parasito, dice gue también lo ha sido en
el perro, pero sin dar mayor informacién al respecto.

Morfologia, La morfologia del pardsito ha sido estudiada sélo en
perros infectados experimentalmente. En laminas coloreadas con Giemsa
se presenta de un color rojizo violeta, semejante a las bartonellas vy de~
mas grahamellas. Es de forma bacilar bastante constante a lo largo del
curso de¢ la infeccidn, frecuentemente con marcada coloracidn bipolar (Fig.
1) y solo raras veces se presentan elementos cocoides. No existen las
formas con “‘ramas”, en “arco de violin", “anillos”, etc., que son ten ire-
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cuentes y caracteristicas en la B. canis (*). Por lo general estan en la
parte céntrica del glébulo (Figs. 1-4), especialmente cuando el niimero
de organismos que contiene el eritrocito es elevado.

De manera general los glébulos parasitados son tan escasos que se
hace impesible expresarlos en porcentaje, como usualmente se acostumbra
con otras especies de grahamellas. Es bastante variable el nimero de
organismos que parasitan un mismo eritrocito, dependiendo, segin pare-
ce, principalmente del estado del animal. En un caso, correspondiente a
un perro esplenectomizado que mostraba cierto grado de anemia después
de la extraccion del bazo {3.2 mill. de glébulos rojos), logramos contar
70, cifra esta la mas alta que hemos observado.

Infeccion natural de su huésped. Por medio de hemocultives reali-
zados en 75 perros, procedentes de cinco localidades distintas, logramos
recoger (res cepas. Estas fueron identificadas primeramente a base de
su wmorfologia y caracteristicas del cultivo, comprobandose posteriormente
la identificacion de dos de ellas por medio de inoculaciones.

Para el aislamiento de manera general se usé el medio semisélido
de NocucHl y el agar sangre, a excepcion de la primera cepa cuyo cultivo
original se obtuvo en el medio semisolido de GEmman (1941). Los tu-
bos inoculados con la sangre de los perros se incubaba a 28°C., usando
tapones de jebe a fin de evitar la evaperacién, llevandose a cabo su ob-
servacién de manera rutinaria durante un mes. De la misma muestra de
sangre, obtenido en todos los casos de la vena yugular, se hacia un frotis
de control. 'Observados detenidamente estos frotis todos ofrecieron re-
sultados negativos, inclusive aquellos que correspondian a los anin:ales
de los que se recogib en cultive la G. canis, como se puede observar en el
cuadro siguiente. ' ‘

{*) - Raramente parece que por efecto mecanico del frotis, algunos organismos se
.feunen © juntan de ‘tal manera que a primera vista parecen formas especiales, como la
que expusiéramos -en nuestra-nota preliminar (Herrer, 1942).
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%. Esplenectomizado e infectado con Bartonella canis.

xx. Simplemente_esplenectomizado. Los demds ron perros normales.



GRAHAMELLA CANIS 23

La observacion de este cuadro indica que la infeccion natural del pe-
o por la Grﬂfzanvella canis es sumamente ligéra, susceptible de poneria
de manifiesto daicamente por medio del hemocultivo.

Resumen del Cuadro 1

Total de perros Resultados
‘observados Cultivos Cultivos Cultivos Frotis .
positivos negativos contaminadas positivos
75 3 6 | 3 | 0

CuLTIvos

Caracteristicas generales. Microorganismo Gram-negative y sin mo-
vilidad. Para su cuitivo requiere medios especialmente con sangre. En
medios que contienen células vivas como el de Zinsser, WEI y Firzpa-
TRICK (ZWEF), desarrolla intracelular y extracelularmente. Se cultiva
tanto a 28° como a 37°C. y es infectante para su huésped cuando menos
hasta los 60 dias.

Aisfamiento. El aislamiento de la G. canis es relativamente Facil,
Lo hemos obtenido con regularidad en el medio semisélido de Noguchi,
¢l ZWEF, el agar sangre vy el semisélido de Geiman (1941).  El desa-
rrollo en los cultivos primarios es lento y varia un poco segiin los medios.
En ¢ semisslido de Noguchi, que es con el que hemos trabajado princi-
palmente en el aislamiento, por lo general se pone de manifiesto de los
10 a 12 dias en cultivos incubados a 28°C., aunque también es frecuente
observarlo recién a los 15 6 20 dias, por lo cual es conveniente el uso
de tapones de jebe a fin de conservar un buen grado de humedad en los
tubos. En el agar sangre suele ser mas rapido el desarrollo, pudiéndose
ver las primeras colonias entre los 7 y 10 dias.

En los medios semisélidos las colonias se presentan de forma mas o
menos esférica y con la superficie irregular, de color blanco y con un did-
metro que raramente alcanza 1 mm. El aspecto de-estas colonias es fran~-
camente granular y se encuentran esparcidas a través de toda la exten~
si6n alcanzada por el inéculo, sin constituir una zona bien definida de
crecimiento o “banda” como sucede en la Bartonella bacilliformis. Son
¢scasos los organismos libres,
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Especialmente en el medio semisdlido de Neoguchi las colonias pa-
recen contener alguna substancia adhesiva que reune fuertemente a los
crganismos, haciendo dificil el emulsionarlos. Cuando se extraen colo-
nias aisladas y se trata de destrozarlas a fin de preparar frotis, se nota
que suelen adherirse a las agujas con las que se hace la preparacién. Si
tales colonias se trasplantan al agar sangre, ¢s frecuente ver que sigan
desarrollandose ¢n el sitio donde se lag deposita, pero sin dar Jugar a nue-
vas colonias o desprender orgamismos libres que s¢ encontratian en el
liquido de condensacién. Al tocarlas con el asa de platino ¢ con agu-
jas, se deslizan facilmente sobre la superficie solida del medio.

Resiembras o subcuitivos. Para los subcultivos conviene emplear
medios, especialmente sélidos, que contengan conmsiderable cantidad de
sangre, tal como el agar sangre corriente, el que nosotros lo hemcs usa~
do con el 20-30 por ciento de sangre de conejo.

Corrientemente durante el primer trasplante en el agar sangre, las
colonias originales procedentes del medio semisolido de Noguchi, se de-
sarrollan en el mismo sitio donde han sido depositadas. A los 4-5 dias
s¢ pueden distinguirlas a manera de manchitas circulares de superficie -
geramente convexa, blanquecinas y con aspecto mucoide, que suelen al-
canzar hasta 1.5 mm. de didmetro y fuera de las cuales por lo general
no se encuentran organismos libres; estas colonias son un tante mas pro-
nunciadas que las de la B. bacilliformis. Con las sucesivas resiembras en
el agar sangre este aspecto cambia notablemente, obteniéndose al final un
desarrollo abundante y general a toda la superficie inoculada. Enton-
ces, debido a la presencia de numercsisimas colopias pequefias, durante
los primeros dias la superficie solida del medio ofrece un aspecto fina-
mente granular vy, posteriormente, por lo general a partir de los 12 & 15
dias en cultivos incubados a 28°C., las colonias se van haciendo confluen-
tes al mismo tiempo que adquieren un color blanquecino, observandose al
‘final que la superficie donde ha tenido lugar el desarrollo parece estar
cubierta por una fina capa blanquecina de superficie ligeramente rugosa.
En tales cultivos el microorganismo se emulsiona con gran facilidad, v
al microscopio se observan solamente organismos libres. FEn este estado
¢l germen conserva todavia su infectividad.

Para el medio ZWF {Zinsser, WEI y Frrzpatrick, 1937) hemos em-
pleado embrién de ratén, el que convenientemente triturade se mezclaba
con algunos gotas de cultivo, Al colocar el tejido asi inoculado schre la
superficie del agar, se le lavaba ligeramente en el liquido de condensa-
cién,
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La multiplicacion de la (. canis en este medio es tanto intracelular
como también extracelular. En [rotis coloreados con Giemsa se ven. al
lado de masas compactas de organismos que. se hallan fuera del tejido,
células notablemente distendidas {Fig. 14} per el desarrollo intracelu-
lar del germen. lo que es mucho mas marcado y abundante que en la
Bartonella bacilliformis (Pinkerron y WEINMAN, 1937}, Por medio
de cortes (Hijacidon Regaud, coloracién Giemsa) se puede observar que la
multiplicacién del parasito es tan intensa en determinados tejidos, que
algunas veces las ¢élulas llegan a destrozarse, rebasando apsrentemente
los organismos hasta dar la apariencia de colonias compactas (Fig. 13).

Por lo general ol liquido de condensacién del medio contiene sangre
v células libres procedentes del embrion. En frotis hechos de este liqui~
do se ven tanto organismos individuales como también colonias que al pa-
recer s¢ han desarrollado de manera extracelular.

Morfologia. Ea cultivos tiernos coexisten principalmente formas ba~
cilares y cocoides, pero siempre predominando las primeras. Las bacila-
res varian en sus dimensiones entre '1-3 micras de longitud per 0.2-0:3
micras de ancho y las cocoides tienen un diametro medio de 0.2-0.3 mi-
cras, El microorganismo es Gram-negative y con el Giemsa se colo-
rea de rojizo violeta semejante a jos cultivos de la B. bacilliformis. En
cultivos en. agar sangre de menos de 10 dias, especialmente durante las
primeras resiembras, algunas veces se pueden observar pequefias cadeni-
tas de 4-10 organismos.

Es frecuente también encontrar formas especiales, por lo general de
contornos circulares v con un didmetro que varia entre 0.4-4.0 micras
{Figs. 15 y 17), enteramente comparables a las formas descritas con el
nombre de “discos” en la Bartonella Tyzzeri por WrINMAN y PiNRERTON
{1938}. Corrientemente se colorean de manera uniforme, dando la im-
presion de que s¢ trata de una masa compacta y, al microscopio de cam-
po oscura, se les observa también con el contorno brillante y el centio
opaco (Fig. 19); estas formas corrientemente se hallan mezcladas con
las bacilares (Fig. 15).

A medida que los cultives envejecen las formas bacilares van desa-
pareciendo ostensiblemente, llegando después de la tercera o cuarta se-
mana a no encontrarse mas que las cocoides. Estas, a su vez, parece que
son cada ‘'vez mas chicas, observandose a las 6-8 semanas casi como sim-
ples granulaciones, no obstante lo cual el cultivo conserva su capacidad
infectante {logramos infectar perros con cultivos de tres meses, del mis-
mo modo que hemos obtenido resiembras positivas hasta los cinco meses).



26 REVISTA DE MEDICINA EXPERIMENTAL
QBSERVACIONES EXPERIMENTALES

Infeccion experimental.  Se puede infectar experimentalmente al pe-
10, tanto normal como esplenectomizado, con la Grahamella canis, cual-
quiera que sea la edad del animal. Nosotros obtuvimos resultados posi-
tivos en seis de nueve casos ensayados, én todos los cuales usamos culti-
vOs en agar sangre; la edad de Jos cultivos.variaban entre dos semamas
y tres meses. En ninguna ocasion se hizo inoculaciones con sangre in-
fectada, '

. La observacién de los animales inoculados se llevé a cabo por medio
de hemocultivos y-extensiones de sangre.. En el caso de los frotis, cada
lamina, coloreada ya sea con Giemsa o con May-Griinwald Giemsa, se
observaba a inmersién un tiempo minimo de 40 minutos.

La infeccién experimental puede ser algunas veces de duracién rela-
tivamente larga. Por medio de hemocultives nos ha sido posible reve-
larla en una ocasién hasta los ocho meses v medio de Ja inoculacion {véa~
se el perro N? 1, en el cuadre 1), La intensidad, determinada por el
niimero de eritrocitos parasitados-que se contaban en los 40 minutos de
observacion, varid notablemente segin la condicién del animal, del mis-
mo modo gue el nimero medio de organismos que se encontraban para-
sitando los glébulos. Para observar los organismos en la sangre perifé~
rica se necesitd de un periodo minimo de 10-15 dias {probable periodo de
incubacion), después de los cuales y por un espacio de tiempo variable
segin los casos de dos a doce semanas, se les siguid encontrando en los
frotis. Después de este tiempo no se logré verlos en las extensiones de -
sangre, no obstante que los hemocultivas seguian ofreciendo resultados
positives durante varios meses mas.

De manera general al principio de la infeccién es reducido el nimero
de organismos que se ven en los eritrocitos, no habiéndose encontrade
més decuatro a seis hasta después de dos semanas de la inoculacién,  Si
son solo unc o dos, lo que sucede corrientemente durante los primeros
dias, es frecuente observarlos en los bordes de Jos glébules. Organis~
mos libres en el plasma han sido vistos dnicamente durante los tres prime-
ros dias siguientes a la inoculacién, en los casos .que se usé gran cantidad
de indculo.

Efecto de Ia esplenectemia. Los resultados hasta ahora obtenidos
parecen indicar que la extraccion del bazo tendria alguna influencia en la
infeccién del perro por la G. canis, sspecialmente en lo que se refiere a la
intensidad del parasitismo.
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Juzgados simplemente a base de los hemocultivos, como ya se ha
dicho, seis de los nueve perros inoculados en forma experimental ofre-
cieron resultados positivos; pero en cuanto a los frotis de sangre de és-
tos, se noté que casi Gnicamente los esplenectomizados mostraban eritro-
citos parasitados en la sangre periférica. A dos perros no se les extrajo
el bazo en ninglin momento y fueron observadcs tan sélo por espacio de
8 y 25 dias, respectivamente, de la inoculacién, sin poder ver al parasi-
to-en las extensiones de sangre. Solamente en un animal bastante tier-
no {44 dias de edad al momento de la inoculacién), atin no esplenecto-

CUADRO 11

Infeccion experimental del perro por la' Grahamella canis n. sp.

. : Obs. Graha—l
Ne Sexo | Edad | Esplenecto- | Inoculacién | Hemoculti- Imella en fro-! Observacio-
mia vos positivos tis nes '
1 Py tierno | 20, II/42 | 14 IV/42 | 20, IV al | 29, IV al |8 cult. posts.
30, X1/42 | 1, viyaz
2 F3 adulto | 27, HI/42 1 30, IV ¥y 23, Voal {20y26 V/
19, V/42 6, V1/42 | 42, cuits.
contams.
7 3 adulto NO 2, IX/M42 1 13, X y NO
27, 1X/42
9 & tierno | 10, XII/42 | 26, 1X/42 | 2, X/42 al | 6, X/42 v 89 cult. posts.
18, 11/43 | y 12, 1/43
12 9 tierno NO 2, IX/43 | 10, IX/43 NO muerto por
accidente.
13 ¢ | tierno | 16, IX/43 | 8, IX/43 | 16, IX/43 | 20, IX al |9 cult. posts.
‘|al 22, V/44| 4. X/43

mizado, se encontré grahamellas en frotis, a los 10 dias de la inccula-
cién; durante lcs 64 dias siguientes fué observado cuidadosamente, sin vol-
ver a ver al parasito, realizindose entonces la esplenectdmia. A los 28 y
32 dias, respectivamente, de haberse extirpado el bazo, de nuevo se halla-
ron algunos glébulos parasitados. Parece que en este caso la esplenecto-
mia motivé la reaparicién del germen en la sangre periférica. El cuadro II
‘muestra algunos pormenores observados en los seis casos que se logré
la infeccién experimental del perro.
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Como se observa en el cuadro anterior, de los cuatro perrcs esple-
nectomizados dos lo fueron antes de la inoculacién (I y 2} y dos después
de-ella {9y 13}: en los cuatro se llegd a ver la G. canis en lag extensio-
nes de sangre. . .

En los inoculados después de la esplenectcmia los glébulos parasi-
tados fueron mas abundantes, del mismo modo que mavor el niimero de
organismos que se veian en ellos. De los inoculados después de la es-
plenectomia uno era bastante tierno (4-6 semanas de edad), siendo éste
en el que se noté el mayor parasitisino que hemos observado.

Reinfeccion. Nos ha sido imposible reinfectar un perro que habia
pasado su infeccion. Este animal fué reinoculado a los 7 meses de haber
dejado de mostrar grahamellas en la sangre, durante los cuales se le hizo
cuatro cultives, resultando los dos primeros contaminados y negativos
los otros dos. Durante los cuatro meses siguientes a la reinoculacién
tué observado cuidadosamente, sin poder recoger el germen incculado en
los nueve cultivos que se le hiciera.

Resultados idénticos hemos obtenido con.des perros que se mostra-
ron resistentes a la primera inocuiacién con G. canis. En estos casos fue
ron negativos ain los cultives Ilevados a cabo al dia siguiente de la reino-
culacién.

Infeccién mixta de Grahamella canis y Bartonella canis. Parece no
existir interferencia entre la G, canis y la B. canis, ya que es facil obte-
ner infecciones mixtas de ambos gérmenes.

Perres infectados durante meses con G. canis, al inyectaiseles sangre
parasitada con bartonella hacen su infeccidn para este organismo; del
mismo modo perros que, a juzgar por los hemocultivos negativos que
clrecen, se supone que ya han pasado su infeccién a grahamella. No
hemos puesto atencién especial a fin de observar si en tales infecciones
mixtas el curso de la bartonellosis varia o se altera en algun sentido.

Cuando se tiene algo de experiencia, en las infecciones mixtas hasta
cierto punto es posible diferenciar ambos organismos, simplemente a ba-
se de su morfologia. Pero lo mas segureces recurrir al hemocultive pa-
-xa averiguar la presencia de la grahamella, del mismo modo que usar los
arsenicales para eliminar la bartonella, teniendo asi la seguridad que am-
bos microorganismos pueden infectar simultaneamente a un mismo perro.

Susceptibilidad de otros animales, Ademas de perros, con la G. ca-
nis hemos inoculado también ratas y ratones blancos, obteniendo en am-
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bos casos resultados negativos.  Seis ratas y cinco ratones normales, de
24.0 y 8.5 grs. de peso, respectivamente, fueron inoculados por via intra-
periteneal con cultivo de la grahamella. En todos estos animales se hicie-
- ron frotis y cultivos con sangre del rabo a los 5 y 10 dias de Ia inocula-
ci6n; mas o menos la tercera parte de estos cultivos se contaminaron,
mientras que los restantes fueron negativos del mismo modo que los fro-
tis. A los 12 dias se sacrificaron las ratas y a los 18 los ratones, hacién-
dose entonces tanto cultivos como frotis con sangre del corazoén, todos los
cuales también fueron negativos.

Supervivencia in vitre. Si se extrae sangre de un perro infectado
con G. canis y se la consérva citratada, el microorganismo sobrevive y
se desarrolla, semejante a lo que sucede con la Bartonella bacilliformis.
Come Jos glébulos parasitados son en extremo escasos, al menos durante
la primera semana de extraida la sangre es dificil constatar microscopi-
camente la supervivencia del germen, lo Gue se consigue con facilidad va-
liendose del cultivo. Después de los 10-12 dias ya se ven en los frotis
pequefias colonfas como también algunns organismos libres, haciéndose
el desarrollo mas manifiesto a las 3.4 semanas. Las colonias (Fig. 18)
por lo general son mas chicas y menos compagtas que las que se obser-
van en los cultivos hechos en el medio semisélido de Noguchi. La san-
gre se puede conservar ya sea a 28°C. o a la temperatura del laborato-
rio. No hemos podido observar que in vifro el germen invada los eriiro-
citos. '

DISCUSION

El microorganismo que describimos con el nombre de Grahamella
canis n. sp. posee caracteristicas morfolégicas v bioldgicas por medio de
Ias cuales se le puede diferenciar con precision de la Barfonella canis,
parasito con el que se podria confundir, Entre estas caracteristicas se
encuentra la facilidad de su cultivo, su notable resistencia in vitro, la fal-
ta aparente de patogenecidad v la regularidad de su morfologia. mas o
menos constante a lo largo de todo el curso de la infeccion. Estas dos
tltimas ya han sido observadas en diversas especies de grahamellas lle-
gandose a considerarlas, al lado de ofras, como peculiaridades del géne-
ro, entretanto que el cultivo de las mismas es todavia reciente {Tyzzer.
1941).

El hecho de que la Gradamella canis parasite ton mayor intensidad
en-los animales-esplénectomizados seria contrario 2 lo gue se ha creide
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hasta ahora en relacién con las grahamellas y. por consiguiente, aparen-
temente lo acercaria a las bartonellas zodticas. Sin embargo creemos que
la extraccién del bazo en el perro no tiene para la G. canis tanta impor-
tancia como para la B. canis, siendo su efecto comparable mas bien a la
mayor susceptibilidad del hamster por la Leishmania donovani {WaNG v
CHuNG, 1940), a la reaparicién del Cytoecetes microti en la sangre peri-
férica de varios roedores pequefios (Tvzzer, 1938}, a la alteracion del
ciclo normal de reproduccién del Trypanosoma lewisi en la rata (TaLIA-
FERRO, CANNON y GoODLOE, 1931), etc., observados por medio de la es-
plenectomia.

Compara la Grahamella canis con las demés especies de grahamellas
es seguramente la que parasita en menor grado los eritrocitos al estado
natural, asi como la que ha ofrecido infecciones experimentales con ma-
yor facilidad. Desde que en las infecciones naturales por lo regular no
se le encuentra en los frotis corrientes de sangre, es explicable que no
haya sido observada por tantos investigadores que han trabajado en la
bartonellosis del perro. ‘ _

Aungue la presencia de la G. canis parece que no alteraria en forma
apreciable el curso de la bartonellosis en el perro, podria sin embargo mo-
tivar errores especialmente al apreciar los resultados de ensayos sobre el
cultivo de la B. canis. Ademas, se ha seBalado que en los éltimos perio-
dos de la infeccién experimental del perro por la bartonella, suelen pre-
sentarse algunas veces solamente escasos glébulos parasitados, los que
contienen por Jo reqular un elevado mimero de bacilos bastante unifor-
mes en cuanto a su forma y dimensiones. Es posible que en algunos de
estos casos esté presente también la grahamella, la que en tales circuns-

tancias seria sumamente dificil de identificarla simplemente a base de su
morfologia.

" SUMARIO

En tres perros, de un total de 75 que fueron sometidos a hemocul-
tivos, se ha recogido una grahamella que se describe con el nombre de
Grahamella canis n. sp. La infeccién natural del perro parece ser im-
perceptible por medio de frotis de sangre.

La G. canis se aisla facilmente en cultivo en el medio semisolido de
Noguchi y el agar sangre, consiguiéndose resiembras con regularidad
solamente en este daltimo. Los hemocultivos desarrollan tanto a 28° co-
mo a 37°C. y son infectantes para su huésped.
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Tanto perros normales como esplenectomizados se pueden infectar
experimentalmente con cultivos, obteniéndose mayor parasitismo en los
esplenectomizados. Al mismo tiempo es posible obtener infecciones mix-
tas de Grahamella canis y Bartonella canis.

La G. canis desarrolla in vitro en sangre citratada.
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EXPLICACION DE LAS FIGURAS (*)

LAMINA 1

Figs. i-4. Grahamella canis ., sp. (Coloracion Giemsa; 1900.x). Los eritrocitos para-
sitados - son sumamente escasos y contienen por lo regular un elevade -
mero de organismos, los que presentan notable regularidad en su morfole-
gia vy dimensiones,

Figs. 5-12, Bactonelia ‘canis Kikuth 1929 (Coloracién Giemsa; 1900 x). Algunas de
las principales formas que usualmente se ven en las infecciones experimen-
tales. Comparando estas figuras con las 1-4 se puede apreciar gue éxisten
diferencias morfoldgicas entre la B. canis .y el microorganismo que descri-
bimos,

m Las figuras 1, 14y 15 ya han sido publicadas en una‘notd Fiitninar Hesrer,

¢
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LAMINA IT

Figs. 13-14. Desarrello de la Grahamella canis en ¢l medic ZWF (Zutser, Wel y

Fitzpatrick, 1937). Fig. 13, corte del tefido embrionario vsado en diche
medio, en &l gue se ven masas compactas del organisio. indicadas por las
Hechas {Fijacién Regaud, coloracion Glemsa: M2 x); fig. 14, frotis. del
mismo tejido. Se observa una célula con gran cantidad de organismos en
el citoplasma; n, nicleo {Coloracién Giemsa, 1400 x).

Figs. 15.17. Cultive de 1a . canis (Coloracion Ciemsa: 1900%). PBn las figs. 15 ¢

Fig. 18.

Fig. 19.

17 se wven algunas formas de contormno circular y dimensiones considerables,
que en algunos casos suelen aleanzar hosta 4 micras de didgmetro; fig. 16,
formas cocoides en un cultivo primaris de dos meses en ] medic semizdlido
de Noguchi.

Desarrolfo in vifro de Ta G. canis en sangre citratada (Coloracién Giemsa:
1900 %)

Aspecto que ofrecen al microscopio de campo osewre las formas especiales
de las figuras 15 y 17. -Igual que las formas ordinarias presentan tambiéu
el ceniro opaco v los bordes brillantes {1000 x}.
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