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NUEVOS ENSAYOS PARA OBTENER CULTIVOS DEL
NEISSERIA GONORRHOEAE EN MEDIOS LIQUIDOS

Por NESTOR MORALES VILLAZON, RICARDO A. MARGNI y
GUILLERMO RUFF

En un estudio anterior dimos a conocer los resuitados
obtenidos cultivando el gonococo en medio liguido. En
aquella oportunidad, y sobre la base de numerosos ensayos
afirmamos que era posible tener cosechas abundantes, sin
correr los riesgos e inconvenientes con los cuales se tro-
pieza siguiendo los métodos consagrados.

El medio utilizado fué el de Huntoon, cuya férmula
se di6é entonces. Afirmamos también que estaba casi total-
mente desprovisto de albimina animal, considerada por
log antiguos observadores como indispensable para el cul-
tivo del Gono, con fines de técnica, convenia resolver este
punto sin lugar a dudas, se procedi6 como sigue:

Determinacion cualitativa. — De acuerdo a la téc-
nica de Osgood v Haskin, se afade al liguido problema la
mitad de su volumen de solucidén saturada de cloruro de
sodio. Calentar lentamente y verter cuatro o cinco gotas
de 4cido acético glacial. La intensidad de la turbidez que
se produce, muestra el mayor o menor contenido del ligui-
do en albimina. En el medio de Huntoon apenas se pudie-
ron descubrir vestigios.

Determinacion cuantitativa. — Para tener una valo-
racién exacta seguimos la técnica de Kingsbury y colabo-
radores (Kinsbury F. B., Clark C. P., Williams G., Post
A. L., Jour Lab and Clinic. Med. 11.981-1926), y se obtu-
vieron los siguientes resultados:

Valoracién de albiiminas en el agar ascitis al 5 % 250 a 300 mlgrs. %
” del medio liquido para gono ........ 5 . %

Es decir, una proporcién practicamente despreciable,
lo que nos permite asegurar que el valor nutritivo del me-
dio, no reside en su contenido en sustancias albuminosas.
Tres cepas diferentes de Neisseria Gonorrhoeae, se culti-
varon en el medio de Huntoon, las que después de 96 horas

Presentado para publicar el 13 de diciembre e 1949.



122 NUEVOS ENSAYOS PARA OBTENER CULTIVOS

en la estufa a 37°C dieron por término medio una rigueza
bacteriana de 8.000 millones por c. c. Este resultado se le

podia calificar de satisfactorio, pero quisimos ver si no
era posible mejorarle, pues abrigdbamos la confianza de

que anadiendo el caldo bésico las sustancias conocidas co-
mo activadoras, gue hoy gozan de indudable prestigio,
seria posible obtener un titulo mas elevado.

Con este fin se prepararon 12 féormulas distintas, que
se dan a conocer a continuacién, y para no repetir la lista
de los activadores utilizades, los mencionamos de inmedia-
to, de suerte que posteriormente, cuando de ellos se trate,
g6lo diremos mejorador N¢ 2y N° 3

Formula del mejorador N° 2. — Alanina, 0,115 grs.
Acido nicotinico, 0,115 grs. Acido pimélico, 0.0075 grs.
sulfato de magnesia (con 7 moléculas de agua), 22,5 grs.
Sulfato de cobre (con 5 moléculas de agua), 5 cc de una
solucién al 1 %. Sulfato de zinc (con 7 moléculag de agua),
4 ce de una solucién al 1 %. Cloruro de magnesio (con 4
moléculas de agua), 4 cc de una solucién al 1 %. Acido
clorhidrico concentrado, 3 cc. Llevar todo a 100 cc con
agua destilada.

Formula del mejorader N¢ 8. — L cistina, 20 gr
Acido clorhidrico concentrado, 20 cc. Agua destilada hasta
100 cc. Las formulas ensayadas han sido las siguientes:

(1) Medio original; (%) Medio original 250 ce. Hidroli-
zado de caseina 12,5. Mejorador N9 2, 0.30. Mejorador N°? 3,
,25; (3) Medio original 250 cc. Digestidn triptica de casei-
ia 12,6, Mejorador N° 2, 0,30. Mejorador N° 3, 0,25; (%)
Medio original 250 cec. Hidrolizado de caseina 12,5. Mejora-
dor N° 2, 0,3; (%) Medio original 250 cc. Hidrolizado de ca-
seina 12,5. Mejorador N 3, 0,25. (%) Medio original 250 cc,
Mejorador N° 2, 0,3. Mejorador N¢ 3, 0,25. (7) Medio origi-
nal 250 cc. Digestién triptica de caseina 12,5. Mejorador
N° 2, 0,3. (5) Medio original 250 cc. Digestién triptica de
caseina, 12,5. Mejorador N°? 3, 0,25; (°) Medio original 250
cc., Hidrolizado de caseina 12,5; (1°) Medio original 250 cc.

C)
.

1=

Digestion triptica de caseina 12,5; (*1) Medio original 250
ce. Mejorador N° 2, 0,3; (12) Medio original 250 cc. Mejo-
rador N? 3, 0,25. Todas las férmulas al pH 8.
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GRAFICO N° 2 GRAFICO N°o 1

Cepa de Neisseria gonorrhoeae N? 2 Cuadro que resume la composicién de log medios antes mencionados.
La siembra original se efectud el 28 de Julio de 1949. o
Pias 29 - VIK - 49 S1 - VII - 49 2 - VIIK - 49 _°; ”g § z 3 :%’ “
w ‘ ; Al o= | 288 | S (2
Mediode| g p g (. E. P. S € | E P & C MEDIOS DE CULTIVO 158 e | Se 1223
culiivo - | W - B Bl S
1 SejmE R |8 |85
N.» 1‘ = — — — + + + 2.000 + 4+ + 3.000 ml. ml. mi. ml. m
o i - 4 -
N. Zi * — = - T A 2500 4+ 4+ 3000 Pormula Nov 1. 250 | — N I -
N.e 3; == - + o+ 4 8000 4+ 4 4000 Formula N0 2.0 250t 1251 030 0251 —
|
o 4 - — B -] - £
Ned] + — — — o+ == 2500 | o+ = 3.000 Formua Noo 3 ... L 20| — | o030} 02] 125
N2 sy £ = —— T 425000 A4 4 o 3.000 Formula No & 250 | 125] 030 — | —
Ned = — — — o= s 15000 4+ 4+ 3.000 Formula No 5 250 125 — | o025] —
Ne 70 + — — — == 42 3500 | + o+ o 4.000 Formula Noo G . .. 250 | — | 030] 0,25 —
Ne S o — — — L+ 3000 A 000 e N T 250 | — | 030] — | 125
N o i | . 5
Ne 9 £ — — — o+ 2.000 + o+ 4 250 Formula Nooo 8 .00 00 . 250 - — 0,251 12,5
Ne1w s 4+ — — — oA+ 3500 + o+ 4 4000 Formuln Nooo9 o000 . . 260 | 125 — — —
Neodt o & — — — £ — — 1000 | A+ A+ 4 3000 p Ne10. 950 | — N
Ne12 | . — 5ot o+ 1_5003 L+ o 3.000 Férmula N0 10 ... .00 .. 250 — — - | 125
E: enturbiamiento. Formula No 11000, ., 250 — 0,30 — —
P: pelicula. .
S e limento. Férmula No12 . .. ....... 250} — | -~ lo2s] —
C: cantidad de bacterias, en mil de millén por ml. Todas las formulas a pH - 8

4+, +: grados de intensidad,
~~: ausencia.
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El 28 de julio del afio en curso se hizo la primera ex-
periencia. Tubos conteniendo 10 cc de las diferentes férmu-
las se sembraron por duplicado a las 15 horas, con 4 gotas
de cultivo de 48 horas en medio liquido; de la cepa N 2.
El cuadro N° 2 resume los resultados.

Con el fin de saber si los cultivos procedentes de agar
ascitis daban resultados comparables se procedié como
sigue: Cultivos de las cepas 2 y 4, en agar ascitis de 48
horas, se suspendieron en 10 centimetros ciibicos del medio
original y se sembraron 8 gotas por tubo.

Bl recuento del niimero de gérmenes sembrados por
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demostrd que cada uno de ellos ha
mas o menos 5.600. Para ambas cepas el resultado fué
absolutamente igual y se resume como sigue: a las 24 horas
no se observa cultivo en ninguno de los medios, y a las 48

horas, como se detalla en el cuadro N° 3.

GRAFICO N° 3

Cepas de Neisgeria gonorrhoeae N9 2 y N© 4
La siembra original se efectué el 28 de julio de 1949,

Dias 25 - Vii - 49 31 - Vil - 49 2. VIII - 49
Mediode, { p g C. E.P.S. C | BE. P 8 C.
cultivo

g 1j ] 4+ 4+ o+ 1000 o+ 2500
Ne 2| — — — — | 4+ 4+ + 1500 + + + 2500
N_ogf_*ﬁﬁ + — — 2000 + + + 3.000
Ne 4| — — — — | + + 4+ 200]| + + -+ 2500
Ne 5| — — — — | 4+ + 4 3000 + + -+ 3500
Noe 6] — — — — | == ——1500| + + -+ 2500
Ne 70 — — — — | 4+ + + 1500 | 4+ + + 3.000
Ne 8| — — — — | 4+ + + 250 + + + 3.000
No 9] — — — — | 4+ 4+ + 2000 + + -+ 2500
Ne19! — — — — + 4+ 4+ 3.000 + + + 3.500
Neil| — — — — | == — _—1000| + + + 2000
Ne12| — — — — | + — —1500| + 4+ =+ 2500

Nota: Las abreviaturas corresponden a las del cuadro N© 2.

La densidad maxima en gérmenes no alcanzd a 3.000
millones por cc. Examinando los dos cuadros que antece-
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den, lo primero que salta a la vista es que las siembras
procedentes de medio liquido a otro igual, especialmente
en Ias féormulas ITI, VII, VIII y X, dan desarrollo a las 24
horas, mientras que las de agar ascitis a medio liquido
permanecen sin modificacién apreciable. En segundo tér-
mino, los medios antes mencionados son los que dan mejor
resultado, mientras que las II, IV, V y IX son de menos
valor.

Como los caldos conteniendo digestién tripica de ca-
seina, son aquellos en los que el cultivo es mas rico y los
con hidrolizado de caseina los méas pobres, fluye la con-
clusién de que aquel factor, méas que los mejoradores, es el
que acrecienta el valor nutritivo del medio.

En el cuadro N° 2 se puede apreciar la escala en la
cual los medios III, VII, VIII y X aumentan la riqueza del
cultivo. Se puede comprobar que a las 48 horas se entur-
bien y a las 72 horas presentan sedimento y pelicula fina;
la riqueza bacteriana oscila entre 1.500 y 3.00¢ millones.
A los cinco dias log caldos estaban claros, la pelicula es
bastante gruesa y el sedimento abundante, vy en la mayor
parte de ellos, el titulo se elevé a 4.000 millones. Pasado
este plazo, el titulo empieza a decrecer, lo cual se explica
por la lisis de los gérmenes.

CONCLUSIONES

1° Los medios liquidos conteniendo hidrolizado de
caseina, dan cultivos menos abundantes que los que contie-
nen digestion triptica de la misma.

29 La riqueza aumenta hasta los cinco dias y luego
tiende a disminuir rapidamente. ’
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