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1l. - NUEVO MEDIO DE CULTIVO.

Por ENRIQUE SAVING y EDUARDO RENNELLA

En este trabajo consideramos algunas caracteristicas fisicas y qui-
micas que condicicnan el cultivo de la Leptospira icterohaemorrha-
grae v la aceién de varias sustancias sobre su crecimiento i vitro.
Para poder apreciar comparativamente el desarrollo de la leptospira
en los diversos emnsayos realizados, hemos recurrido a la cuenta de
estos microorganismos mediante un método fundado en los mismos
principios de la hematimetria. Los resultados conseguidos nos han
permitido concretar un nuevo medio nutritivo que, en nuestra opi-
nién, es éptimo para el cultivo de la Leptospira icterohaemorrhagiae.

ANTECEDENTES

En la literatura microbiolégica estan deserito diferentes medios
nutritivos para el cultivo de la L. icterohaemorrhagice.

Inada, Ido, Hoki, Kaneko e Ito (1916), emplearon liguido asei-
tico adiecionado de trocitos de rifién.
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Noguchi (1917), aconsejé el siguiente medio de cultivo: suers
sangnineo de conejo: 1 p.; solueién salina de Ringer: 8 p.; plasma
citratado de conejo: 0.5 p.

Vervoort (19283), preparé una solucién de peptona (0,1 %) y clo-
ruro de godio (0.05 %) en agua corriente, que llevé a pH 7.2 me-
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diante adicién de una solucibn de f
inactivado de conejo (10 %) v sangre de conejo (1 gota por ml.
Sin embargo, este autor sostiene que la sangre de conejo no es
indispensable para el desarrollo de la leptospira

Noguchi y Lindenberg (1925), sostienen que los sueros de conejo
v de oveja son los mejores favorecedores del cultive de la L. ictero-
haemorrhagice, sobre todc si al medio se afiade agar en la concen-
tracién del 0.1 al 0.3 %. Noguchi recomienda usar: clorurc de so-
dio al 0.9 % (800 partes), suero de conejo (100 p.), solucidn de
hemoglobina (10-20 ».), agar nwutritive al 2%, pH 7.2 (100 p)

fundido se deja enfriar hasta los 45°C.,

b a FLLE g

El agar nutritivo una vez C

momento en que se le agrega rapidamente la solueién salina, mante-

nida a la misma temperatura. Después agrega el suero y la hemo-
1

010}3..13 de conejo Prepara la solucion de hes molmm mezclando

una parte de sangre defibrinada de conejo y tres partes de agua
destilada.

Wenyon (1926), propone el medio nutritivo siguniente: solucidn de
cloruro de sodio al 0.85 % (270 ml.) y agar nutritivo al 2.5 %, pii
7.5 (30 ml) A la soluei én caliente de cloruro de aodm grega el

L dilucién de agar en tubog de ensavos

ag i} g \OAT en
(9.4 ml. en md’t ano ) nfria hasta 50°C., y a esta temperatura deja
caer en cada tubo K\f gotas de sangre de conejo, dejando que la
sangre se difunda a través del agar.

Fletcher (1928), diluye el suero sanguineo de conejo en agua des-
tilada (12 %) vy calienta a 50°C. A cada 100 ml. de dicha solucién
le agrega 6 ml. de agar nutritive (2 %), lo lleva a pH 7.4 y distri-
buye el medio nutritivo en tubos de ensayos. Finalmente calienta
el medio de cultivo a 56°C., 1 hora durante 2 dias sucesivos.

Smith v Tulloch (1937), toman 1500 m!l. de agua destilada y le
agregan 1.5 grs. de peptona Witte. Hierven la mezcla y después le
afaden 300 ml. de solucién salina de Ringer. Luego le agregan
150 ml. de la solucién de fosfato de Sorensen (72 ml. de PO,HNas,
M/15 para 100 ml. de POKH,, M/15) pH 7.2. El liquido lo lle-
van a ebullicién hasta tener una precipitacién completa. Enfrian
en heladera, separan el precipitado por filtracién a través de papel
y rectifican el pH., Luego distribuyen el liquido obtenido, en pe-
quefios tubos de ensayos colocando 3 ml. en cada uno y lo esteri-
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lizan por calentamiente a 115°C. durante 20 minutos. Finalmente,
le agregan 0.3 ml. de suero fresco de conejo estéril y calientan el

medio nutritive a 56°C. 30 minutos con cbjeto de inactivar el suero.
I. CONDICIONES ¥ FACTORES QUE RIGEN EL DESARROLLO DE pA Leptospi-

oD
7 zcterohaemwr‘rhagme in vitro. - METODO PARA LA CUENTA DE

LEPTOSPIRAS.

Marerian. En nuestros ensayos hemos utilizado las cepas de
leptospiras siguientes: RGA, Tisboa, STIV y China enviadas desde

3 3 Ao axn
Aontevideo, aislada en

=

Berlin por el Ministerio de Higiene; la cepa
la ciudad del mismo nombre; y las cepas 189, 462, 467, 161, 192, M.A
v Ry, Lag cepas nombradag en fercer término, a difere‘ cia de las pri-

meras, eran virulentas para el cavia, fueron aisladas (Seemon Pes-
te) de ratas grises, en su mayor parie obtenidas por el Dr. N. Mo-

.

rales Villazdén y conservadas por transplantes en el medio de
Wenyon.
Eontoa gENErRAL. — 1. Juenta de lepiospiras. — Con este objeto

hemog desarmado una camara de Thomas Zeiss para cuenta de glo-
bulos sanguninecs y la hemos recomstruido sobre un cubre-objeto de
0.35 mm. de espesor. Para ello hemos pegado, sobre dicho cubre-
objeto, el disco que lleva el reticulo y la ldmina cuadrada que lo
rodea, utilizando Béalsamo de Canadi. TLwego, con un compés de

espesor determindbamos la profundidad de la cdmara.

Para la observacién de las leptospiras hemos empleado un micros-
copio binocular Zeigs, condensador cardiode, objetivo 40 y ocular 10 x,
Con el objeto de contar las leptospiras hemos colocado en el interior
dle ambos oculares un diafragma (una lamina delgada de hierro gal-
vanizado, pintada de negro y con una abertura cuadrangular en
su parte media de 5.5 mm. de lado). De esta manera sélo es po-
sible la visién conjunta de cuatro pequeiios cnadrados de la edmara
o sea 1/100 mm?.

Para realizar la cuenta de leptospiras colocamos sobre el disco
sitnado en centro de la cimara, una gota del eultivo (o una dilu-
cién del mismo en solucién fisiolégica, si su nimero fuera grande)
v contamos el numero de leptospiras contenidas en 1,/100 mm?2. (o
sea en el espacio delimitado por el diafragma oecular); teniendo la
precaucién de recorrer con el tornillo micrométrico toda la altura
de la camara (1/10 mm.), porque las leptospiras son muy tenues,
no sedimentan y permanecen en suspension en toda la altura de

la cidmara.
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Asi en esta forma vealizamos la cuenta en 10 voliimenes, cuyas
dimensiones hemos citado en el parrafo anterior y con este proce-
dimiento tenemos le ntunero de leptospiras contenidas en 1,/100 min?,
Conociendo la dilucién del cultivo, con un sencillo caleulo es facil
saber cuantas leptospiras estan contenidas en 1 ml. de cultivo.

2. Medio nutritive bdsico. — El medio de cultivo que nos sirvid
de base para nuestros ensayos lo hemos preparado en la forma si-
guiente: en 20 ml. de agua destilada disolvemos PO HK,: 2 grs.;
CINa: 3 grs.; SOMg: 0.05 grs.; CloCa: 0.01 grs., agregando una
cantidad tal de HCl que cuando esta solucién de sales minerales
es diluida 1/50 en agua destilada, su pH sea 7.1-7.2.

TLos 20 ml. de la solucién salina, preparada en la forma indicada
anteriormente, la distribuimos en ampollas, que cerramos a la llama
v la esterilizamos por calentamiento, en agua en ebullicién, durante
20 minutos.

Por otra parte tomamos fraseos de Erlenmeyer « Pyrex» de 500
ml. de capacidad, colocamos 175 ml. de agua destilada y lo esteri-
lizamos a 115°C., 30 minutos. ILmego, a estos frascos que contie-
nen agua destilada estéril, le afiadimos 1 mi. de sangre defibrinada
de conejo, estéril, agitamos suavemente hasta hemolizar los glébulos
sanguineos; y finalmente le agregamos 4 ml. de la solucién salina,
arriba citada y 20 ml. de suero de oveja esterilizado por filtracién
(bujia Chamberland ILi;).

Siguiendo este procedimiento tenemos el medio de cultivo basi-
co, que fraccionamos, estérilmente, a razén de 10 ml. por cada tubo
de ensayo.

La siembra de las leptospiras la hemos realizado tomando 0.1 ml.
de culiivo de 5 dias de incubacién a 29-30°C.

TECNICA BSPECIAL, — Preparacion de hemating, autolizado de le-
vadura e hidrolizado de caseina. 1. Hemating. — Hsta sustanecia fué
gentilmente preparada para nosotros por el Dr. Rafael A. Labriola,
signiendo el método de Nencki y Zaleski (1900), citado por Gatter-
mann (1936). El procedimiento de obtencién consiste en colocar en
un balén de 4 litros de capacidad, 3 litros de 4cido acético glacial
que contiene 5 ml. de solucién saturada de CINa y calentada a
100°C., en bafio de arena o de vapor de agua sobrecalentado. Te-
niendo la precauciéon de mantener dicha temperatura se hace caer,
sobre el acido acético, gota a gota 1 litro de sangre defibrinada de
bovino, que previamente ha sido filtrada por una tela de hilo. La
sangre defibrinada de bovino debe caer en 20-30 minutos y la tem-
peratura no debe bajar de 90°C. ILuego el liquido se mantiene en

Vol. XI, N° 1
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ebullicién 30 minutos y llevado entonces a 40-50°C., para separar
los cristales de hemina. El precipitado obtenido es separado por
entrifugacién y lavado, suecesivamente, econ &eido acético 50 %,

2. Autolizado de levadura. — Fué preparado siguiendo el mé-
todo de Grassmann y Haag (1927), que consiste en autolizar la le-
vadura con acetato de etilo, propiedad que fué utilizada por Weiz-
mann y Rosenfeld (1937), en la obtencién del autolizado de leva-
dura. Para ello a 1 kilo de levadura de cerveza agregamos 100 ml.
de acetato de etilo y agitamos, con una espatula de vidrio, algunos
minutos hasta que la levadura esté completamente licuada y se tenga
1ma plasinolisis de la levadura. Hnioneces Ie agregamos una solucion
al 10 % de PO4HNa, hasta llevarlo a pH 6.8-7.0. Lo dejamos 2
horas a temperatura ambiente, rectificamos el pH, le agregamos 100
ml. de toluol y en un frasco bien tapado lo llevamos a la estufa a
37°C. Al dia siguiente, le agregamos al liquido, una determinada
cantidad de la solueién de fosfatos, hasta llevarlo nuevamente a pH
6.8-7.0 y lo llevamos nuevamente a la estufa por otras 48 horas.
Luego el autolizado de levadura lo dializamos en tubos de papel
de celofan, empleando en el liquido exterior 4 litros de agua desti-

~< prve | A AT
Y 1506 ml. de clorol

”

1 « -3 i o TV
lada cue contiene 150 ml de xilol o, Dies-

pués de 24 horas de didlisis a temperatura ambiente, recogemos el

-

el

ligmdo de dialisis y colocamos otros 4 litros de agma con xilol
cloroformo. Hsta operacién la repetimos en total 8 veces y los li-
quidos de dialisis lo concentramos al vacio hasta que aparezca en él
un enturbiamiento (més ¢ menos 600 ml.). Finalmente, el liguido
asi obtenido lo dejamos 2 dias en camara fria para facilitar la for-
macién de nin precipitado amorfo que separamos por centrifugacién
o por filtracién.

Siguiendo el procedimiento, arriba citado, nosotros hemos obteni-
do un liguido (autolizado de levadura) de color amarillo rojizo,
con un 23 % de residuo seco, 2.5 % de nitrégeno y 0.1 % de ClNa.

3. Hidrolizado de caseina. — Fué preparado por el Dr. A. Sor-
delli y el Sr. J. P. Ierrari, quienes gentilmente nos facilitaron dicho
hidrolizado. Para su preparacién siguieron, los autores citados, el
método de M. Mueller y Miller (1941); era un liguido de color
amarillento, econ un precipitado que se disolvia por calentamiento;
tenfa 1.86 % de CINa y 1.44'% de nitrégeno.
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Resvrrapos. — Los ensayos efectnados para establecer las condi-
clones y factores que rigen el desarrollo in vitro de la L. icterohae-
morrhagiae, se vefieren partienlarmente a: 1. Influencia del pH.

Influencia de la presién osmética. 3. Influencia del suero de
oveja. 4. Influencia de la sangre de oveja. 5. Influencia de los
izados de conejo y del suero de oveja.
6. La hematina, factor del crecimiento de la Leplospire icterohae-
morrhagiae, Aceién activadora del antolizado de levadura y del hi-
drolizado de caseina. 7. Accién de las sustancias aetivadoras en el

medio nutritivo bésico con suero de oveja y sangre hemolizada de
conejo.

1. Influencm del pH en el desarrollo de la leptospma Para

nrenaramos log siomisntes mediog de
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el DAL preparamos 108 siguienies med
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cultivo: a 10 frascos de Erlenmeyer que eonteman cada uno, T
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hemolizada le adlelonamos a cada uno de los flaseos la siguiente
mezela salina, disuelta en 10 ml. de agua destilada, y esterilizada

ente g 115°C. durante 15 minutos. (Véase 1a Tabla 1)

Tasra 1
Namero del POHK CINa NaOH (20 %)
frasco
1 0,2 grs. 0,2 grs. 0.01 ml.
2 » » 6.05 »
3 > > 0,15 »
4 » » 0.20 »
5 » » 025 »
6 » » 0.27 »
7 » » 0.28 »
8 » » 0.29 »
9 » » 0.30 »
10 » » 0.32 »

Finalmente, a cada fraseo le agregamos 10 ml. de suero de oveja,
esterilizado por filtracién (bujia Chamberland L) y eon agua des-
tilada estéril completamos hasta un volumen de 100 ml. Una vez
preparados los medios de cultivo, lo fraccionamos en tubos de en-
sayos estériles; en cada caso determinamos el pH con el potencié-
metio a electrodos de vidrio de Beckmann y sembramos 0.05 ml. de
un cultivo de leptospiras desarrolladas en el medio nutritivo basico
de 6 dias de ineubacién y que tenia alrededor de 30.10° leptospiras

por ml.
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En la Tabla 2 tenemos el desarrollo obtenido en los medios de
cultivo, a distinto pH y a diferentes dias de incubacién a 30°C.

Tasra 2
Nimero - Namero de leptospirag por ml.
del cultivo 20 dia 4o dia 60 dia
1 6.30 1.1.108 5.108 9.10¢
2 6.60 1.8.» 12, » 22. »
3 7.10 2.8.» 20. » 30. »
4 7.20 2.0, » 19. » 21. »
5 7.30 2.0.» 11. » 12, »
6 7.60 1.0.» 10. » 12, »
7 7.80 1.0.» 7. > 10. »
3 8.30 0.8. » 2. » 2.
9 2.50 0.6. » 2. » 2. »
10 8.80 0.3 » i.» 1>

De la tabla anterior deducimos que el pH épitmo para el desarro-

7 ! o SN mrpan it A romioa manax al
lo de las leplospiras es 7.1, MNosotros hemos repetido varias veees el

€
experimento anterior y en todos los easos hemos encontrado que el
mejor erecimiento de estos microorganismos se tenia a un pH 7.0-7.1.

2. Influencia de lo presién osmética en el desarrollo de las lep-
tospiras. — Para estudiar la importancia de la presién osmética

Tapra 3
Medio CINa "0l Presilén Leptospiras
Fosfatos (%) pH £ osmotica por ml
nutritivo 20 % 1% Atms. 6o dia

1 1 ml. 5 ml. — 7.00 0° 72 3.69 0
2 i 2 — 7.08 ° 37 4.46 5.10¢
3 1 > 1 » —_ 7.10 0° 30 3.62 25. »
4 1 » — 0.2 ml. 7.10 0° 14 1.69 32. »
5 6.5 » — 04 » 7.20 0°12 1.45 22, »
G 0.2 » — 0.8 » 7.15 0° 07 0.84 16. »
7 01 » — 9.8 » 7.15 0°05 0.83 12. »

(*) La solucién de fosfatos era la siguiente: PO HLK: 10 grs.; NaOH, 20 %:
8.5 ml.; agua destilada: 50 ml.

en el crecimiento de las leptospiras realizamos el siguiente ensayo:
tomamos 7 frascos de Erlenmeyer, a cada uno le agregamos 75 ml.
de agua destilada que esterilizamos por ecalentamiento a 115°C.
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durante 15 minutos y luego le afladimos 0.5 ml. de sangre defi-
brinada de conejo; hemolizado los glébulos sanguineos le agregamos
10 ml. de suero de oveja estéril. Finalmente, a cada frasco le adi-
sionamos 1a s oluelon de fosfatos, de CiNa al 20 % y de HCl al 1 %

—
=5

idicadas en 1a Tabla ") ; Lueg'o ”O‘Lpl@t%lﬂ@“ con

i1
agua destilada esterﬂ, a un volumen de 100 ml

Los medios de
cultivos, preparados en la forma arriba indicada, lo fraccionamos en
tubos de ensayos, determinando para cada caso el pH y el descen-
so criosedpico. Cada tubo, con 10 ml. de medio nutritivo, fué sem-
brado con 0.05 ml. de un cultivo de leptospiras de 5 dias de desarro-
llo y que tenia aproximadamente 30.10% mieroorganismos por ml.
El experimento indicado en la Tabla 3 fué repetido variag veces
¥ de los resultados obtenidos nosotros hemos llegado a la conelusién
que la presién osmdtica mAas favorable, para el desarrolle de lag

leptospiras, estd comprendida entre 3.62 y 1.45 atms.

O
P~y
N
iy
—
S
=2
‘3
=2
Q.
2
xS
&

) net suere de ovejq. ,
mogs utilizado el mecho nutritivo bésico, descrito en el péarrafo 2,
con la diferencia que hemos variado la cantidad de suero de oveja.
En 10 ml. de medic nutritive hemos sembrade 0.05 ml de un desa-

rrolio de leptospiras de 5 dias de incubacién y que tenia una con-
centracién de 30.10° microorganismos por ml

Tasra 4
TLeptospiras
Medio nutritive| Suero de oveja por ml
100 dia
1 30 %, 0

2 20 » 6.4.10°

3 10 » 13.8. »

4 5 7.0.»

5 G » 0.2.»

Los resultados obtenidos estin en la Tabla 4. FEste mismo ex-
perimento fué realizado repetidas veeces y en todos los casos el me-
jor crecimiento de las leptospiras correspondié a la concentracién
del 10 % del suero de oveja.

4. Influencia de la sangre hemolizada de conejo.— En estos en-
sayos hemos utilizado el medio nutritivo bésico, con el 10 % de
suero de oveja y con cantidades variables de sangre hemolizada de
conejo. Los resultados obtenidos estan en la Tabla 5.
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Los experimentos realizados demostraron que utilizando el medio
nutritivo basico con el 10 % de suero de oveja y cantidades varia-

TasLa 5
Sangre Leptospiras
Medio nutritivo] hemolizada por mli
de conejo 100 dia
1 40 9, 0
2 20 » 64.10¢
3 10 » 105. »
4 4 » 58. »
5 2 » 25 »
6 1» 24 »
7 0 » 20. »

bles de sangre hemolizada de conejo, el cultivo de la leptospira es
més abundante cuando se emplea la sangre hemolizada de conejo
en la concentracién del 10 %.

5. Influencia de los glébulos hemolizades de conejo y del suero
de conejo.— En este ensayo, al igual que en los anteriores, hemos
empleado el medio nutritivo bésico con el 10 % de suero de oveja
y cantidades variables de gl6bulos sanguineos hemolizados de cone-
Jo, los que previamente habian sido repetidas veces lavados con una
solueién de ClNa al 0.85 %. Los resultados demostraron que el
desarrollo de la leptospira era mayor cuando al medio nutritivo
basico agregamos 10 9% de glébulos hemolizados de conejo.

Iguales resultados obtuvimos cuando en lugar de glébulos sangui-
neos hemolizados de conejo, empleamos el suero sanguineo de este
mismo animal. ¥l mayor crecimiento correspondid al 10 % del sue-

ro sanguineo de conejo.

6. La hemating, factor de crecimiento de las leptospiras. Accion
activadora del aqutolizado de levadura y del hidrolizado de caseing. —
Con esta finalidad hemos realizado una serie de experimentos con
el objeto de determinar la accién de estas sustancias en el desarrollo
de las leptospiras y la concentracién en que mejor se manifiesta su
aceion.

Para ello utilizamos, como siempre, el medio nutritivo bésico ya
descrito, con el 10 % de suero de oveja y sin el agregado de sangre
hemolizada de conejo. ILmego agregamos los activadores en dife-
rentes concentraciones y 10 ml. del medio nutritive fué sembraco
con 0.1 ml. de un ecultivo de 5 dias que tenia 4.10° leptospiras
por ml.
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En la Tabla 6 tenemos el resultado de estos ensayos.

La Tabla 6 nos indica que el autolizado de levadura, el hidroli-
zado de caseina y la hematina activan el desarrollo de la leptos-
pira. Las concentraciones méis favorables corresponden al 0.1 %
1 autolizado de levadura, 0.5 % para el hidrolizado de caseina

e
y al 0.005 % para la hematina.

TasLa 6§
Nimero
Concentracién ;
Medio nutritivo Activador de leptospiras

del activador por ml

90 dia

1 A de L 19 62.100
2 02 102. »
3 » 0.1 » 136. »
4 » Q.05 » 0. »
5 » 0.02 » 32, »
5 B de C 2 » 72, »
7 » 1 » 128. »
3 » 0.5 » 132, »
9 » 0.2 > 126, »
10 > 01 > 116, »
11 Hematina * | 0.02 » 22, »
12 > 001 » 6. >
13 > 0.005 » 58. »
14 > 0.002 » 26. »
15 » 0.001 » 20. »
16 — — 20, »

(*) La hematina se agregé al medio nutritivo en solucién al 1 9, pH 8.5.

Es importante hacer notar gue una serie de experimentos reali-
zadog por nosotros demostraron que la hematina es un factor de
crecimiento para la Leptospira tcterohaemorrhagiae. En este tra-
bajo séle vamos a consignar el resultado obtenido empleando el me-
dio nutritive basico con el 10 9% de suero sanguineo de conejo (sin
agregado alguno de suero de oveja al medio nutritivo). KEste me-
dio nutritivo estaba caracterizado por no poseer hemoglobina (la
reaceién de la benzidina fué negativa). Le agregamos los activa-
dores en las concentraciones mas favorables para el desarrollo de la
leptospira y 10 ml. del medio nutritivo fueron sembrados con 0.05
ml. de un ecultivo de leptospiras que tenia una concentracién de
0.4.10% microorganismos por ml. Hste desarrollo provenia de un
medio nutritivo, sin hemoglobina, que tenia 0.005 % de hematina.
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Igunales caracteristicas tenia el enltivo de leptospiras que utilizamos
para la siembra en el experimento de la Tabla 6.

El resultado de estos ensayos estd indicado en la Tabla 7. De su
analisis deducimos que la hematina es un factor de crecimiento para
la Leptospire scterohaemorrhagiae; en cambio, el hidrolizado de ca-
seina y el autolizade de levadura son activadores del crecimiento

Lo Y L dhu

de las leptospiras.

Tasra 7
Medio nutritive Activadores Leptos_piiraipor m!
110 dia
1 — 0
2 A. de L. 0
3 H. de C. 0
4 Hem. 43.108
5 A deL,H. de C 0
6 A.de L., Hem. 68.10¢
7 H.de C., Hem. 89.10¢
<1 A.de L., H.de C.,y Hem 157.108

También hemos realizado una serie de experimentos en los cua-
les el medio basico nutritivo tenia el 10 % de suero de oveja, més
todas las combinaciones posibles de la hematina con las sustancias
activadoras. En estos casos como el sunero de oveja tenia hemo-
globina la hematina se comporté como un activador y no aparecid

como factor de crecimiento.

7. Accién de lo hemating y de las sustancias actiwadoras en el
medio nutritivo basico con suero sanguineo de oveja y sangre hemo-
lizada de conejo. — En este ensayo hemos empleado la hematina, el
antolizado de levadura y el hidrolizado de caseina en las concen-
traciones mas favorables para el ecreeimiento de las leptospiras. En
cambio, la concentraciéon de la sangre hemolizada de conejo y del
sunero sanguineo de oveja varié del 1 al 10 %. Sin embargo, en
la Tabla 8 sélo hemos consignado los valores del 5 y del 10 % por
corresponder a estas dos concentraciones los resultados de mayor
interés. En este caso 10 ml. de medio nutritivo fué sembrado con
0.2.10% leptospiras.

El examen de la Tabla 8 es muy ilustrativo porque demuestra que
la hematina, el autolizado de levadura y el hidrolizado de caseina
anmentan el desarrollo de la Leptospura tcterohaemorrhagiae, en
presencia de suero sanguineo de oveja o de sangre hemolizada de
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conejo. Ademas, la Tabla 8, al igual que la Tabla 5, muestra que la
sangre hemolizada de conejo activa el crecimiento de la leptospira.

TaBra 8

Sangre Ntmero de lep-

Medio nutritivo] hemolizada Suero de oveja Activadores tospiras por ml
conejo 100 dia
1 10 9 59 Hem., A. L., H. C. 260, 168
2 5 » 5 » » » » »  » 166. »
3 10 » 5 » — 168. »
4 5 » 5 » — 82, »
5 — 5 Hem., A. L., H. C. 48. »
6 — 5 — i8. »
7 10 » 10 » Hem., A. L., H. C. 232. »
8 10 » 10 » — 150. »
9 — 10 » Hem., A. L., H. C. 124. »
10 — 16 » — 66. »

II. NUEVO MEDIO NUTRITIVO

Como resultado de nuestros experimentos sobre el desarrollo de la
Leptospira 1cterohaemorrhagice deseribimos un nuevo medio nutri-
tivo para el cultivo de este mieroorganismo. Para ello empezamos
por preparar el siguiente medio mineral: POsHK,: 2 grs.; ClNa: 3
ers.; SOMg: 0.05 grs.; CloCa: 0.01 grs.; agua destilada 1 litro.
Con HOI se leva a pH 7.1 y se esteriliza a 115°C. 15 minutos.

Al medio mineral descrito anteriormente le agregamos 10 % de
suero de oveja esterilizado por filtvacion (bujia Chamberland Tug)
v hematina, autolizado de levadura e hidrolizado de caseina en las
concentraciones mas favorables para el crecimiento de la leptospira.

Hn este medio nutritivo nosotros hemos podide enltivar cualguie-
ra. de las 12 cepas de leptospiras que teniamosg a nuestro alcance
y el desarrollo del cultivo aleanzé en todos los ecasos una coneentra-
cién del mismo orden.

En el nuevo medio de cultivo, deserito por nosotros, hemos 1le-
gado a sembrar hasta 10 leptospiras, en 10 ml. del mismo, sepa-
radas por dilucién de un cultivo en medio basico (ver téenica ge-
neral) de 5 dias de incubacién y después de un mes de permanecer
en estufa a 30°C. hemos tenido un desarrollo abundante.

En otra ocasién hemos tomado el rifin de una rata gris infee-
tada espontineamente con Leplospira icteroh@emorrhagiae, y en el
cual con el fondo oscuro pudimos apreciar la presencia de al-
gunos de estos microorganismos. KEn este caso, con una pipeta
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recogimos una pequefia cantidad del tejido renal y lo sembramos en
el medio nutritivo arriba indicado. Al mes de incubacién pudimos
comprobar que con este procedimiento habiamos conseguido aislar
por cultive directo la leptospira del riién de la rata. Hste hallazgo
nos induce a pensar que éste podria ser un método de diagndstico
v de aislamiento de la Leptospira icterohaemorrhagiae de la rata
gris.

El desarrollo mas abundante que hemos llegado a obtener con
este nuevo medio nutritivo para la Leptospira icterohaemorrhagiae,
fué de 240.10° microorganismos por ml.

Al aleanzar el maximo de desarrollo la leptospira enturbia lige-
ramente el medio nutritivo y por agitacién aparecen ondas de « moi-
rée ». Bl examen con el fondo oscuro de estos desarrollos demuestra
que esa turbidez es debida a la alta concentracion que alcanza la
leptospira en este medio nutritivo.

También debemos decir que el CINa, el S0Mg y el CloCa que
contiene el medio nutritivo estudiado por nosotros favorece el desa-
rrollo de la leptospira. Iliminando estas sales del medio nutritivo,
el crecimiento de la Leptospira tcterohaemorrhagiae es menor, co-
mo lo demuestra una de las experiencias realizadas por nosotros y
cuyos resultados estin indicados en la Tabla 9.

TaBrLa 9
I O Y Leptospiras por
Medio nutritivo ml 100 dia
1 POHK,, CINa, SOMg vy CLCa oooo oo 236.106
2 POHK, v CINA oo 172. »
3 POHK, oo 102. »

Para mayor claridad diremos que la experiencia anterior fué
realizada con el medio nutritivo gue hemos descrito en este mismo
capitulo, es decir, ademis de las sales indicadas en la Tabla 9,
el medio de cultivo contenia 10 % de suero sanguineo de oveja, he-
matina y autolizado de levadura e hidrolizado de caseina. En 10 ml.
de medio nutritivo hemos sembradoe 0.5.10° leptospiras y los resul-
tados fueron registrados a los 10 dias de incubacién a 29-30°C.

III. CONCLUSIONES

En el presente trabajo describimos algunas de las condiciones de
cultivo de la Leptospira teterohaemorrhagiae y llegamos a las si-
guientes coneclusiones.
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1. El desarrollo de la leptospira es més abundante eunando el me-
dio nutritivo tiene un pH de 7.1 y una presién osmética compren-
dida entre 1.45 y 3.62 atms.

2. Bl suero sanguineo de oveja o de conejo y los glébulos he-
17 st an panvenTla Aa Ta T oot nciii .
molizados de conejo permiten el desarrollo de la Leplospira ictero-

haemorrhagiae.

3. La hematina es un factor de crecimiento para la Leptospira
weterohaemorrhagiae, mientras que el autolizado de levadura y el
hidrolizado de caseina 86lo activan el crecimiento de la misma.

4, Describimos un métode para la cuenta de las leptospiras y

un nuevo medio nutritivo para el cultivo «in vitro » de las mismas.
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