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Método para la preparacion del agar-citra-
to-desoxicolato
(Medio de Leifson modificado)

Por HECTOR SOSA

H1 agar al citrato y desoxicolato de sodio, propuesto por Leifson
(1935), &s un éxcelente medio de aislamiento que ha aumentado
las posibilidades técnicags en el estudio de las bacterias causantes
de enfermedades entéricas. Muestra un marcado efecto de inhi-
bicién sobre el desarrollo de gran ntumero de gérmenes del grupo
Coli, sobre casi todas las bacterias Gram-positivas y sobre muchas
cépas proteus que cuando desarrollan sélo lo hacen en forma O,
sin tendencia a extenderse en velo. Con su aplicacién al estudio
de las especies patdégenas intestinales se ha obtenido un sensible
aumento en el ntmero de aislamientos positivos, que aunque no
lisga a las cifras dadas por otros autorées (Hardy, Watt, De Capito
y Colodny; Cooper, Furcolow, C. Mitchell y Cullen, 1939; Hor-
maeche y Surraco, 1941), demuestran claraménte su utilidad en
estas investigaciones.

Leifson considera que se puedé confiar en este medio para el
aislamiento del bacilo de Eberth, de los tipos Flexner y de muchas
salmonelag; mientras gue los bacilos de Shiga, Sonne, Dispar y
Alkalescéns, son inhibides. Las observaciones efectuadas no con-
firman exactamente lo afirmado por Leifson, y concuerdan mas
con lo hallado por Hormaeche y Surraco. El medio de Leifson se
ha mostrado adecuado para el aislamiento del género Shigeila, én
general, prestdndose menos para el grupo Salmonella. En repeti-
das ocasionés se ha aislado, ademas del Flexner, los tipos Shiga y
Sonne. KEspecialmente con este tltimo no se ha notado el efecto
inhibidor de que habla Leéifson. Las diferencias pueden ser debi-
das a que estas experiencias se refieren exclusivaménte a observa-
cionés efectuadas con matérial directo de enfermos, y a qué Leifson
trabajé preferentemente con capas de coleccibn. En cuanto al
grupo Salmonella, éste medio se ha mostrado inferior a otros de
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uso corriénte, aunque puede aumentarse €l nimero de aislamientos
positivos prolongando la incubacién y enipleando &l medio de seléc-
cién (Sosa 1939) para el picado de las colonias.

Como el medio de Leifson pierde mucho de sus buenas propie-
dadeés al sér conservado, se traté de ensayar su preparacién segin
el método adoptado ya con todos los otros medios, que se obtienen
en el momento preciso agregando, al agar comfn, una solucién
concentrada con los ingrediéntes necesarios. En log primeéros ensa-
yos se encontraron grandes dificultades debidas a la propiedad del
desoxicolato de pasar facilmente al éstado dé gel, y a la gran con-
centracidn de salées de este medio. Esto ha obligado a modificar la
férmula original agregando un poco de alcohol que, sin alterar
las cenalidades del meédio, présta estabilidad a la solucién concen-

trada, cuya composicién es la siguiente:

Citrato de sodio (2 NasCsH0,.11 H, O) .. .. 25 gr
Lactosa . ... 10 »
Desoxicolato de sodio..................... 5 »
Alcohol 95° ... ... ... 20 m}
Rojo meutro ............ ... .. ... . L 20 mg
Citrato de hierro am. v. ................. 2 gr
Agua destilada ¢ s. p. ..o L 100 ml
pH =74
INGREDIENTES

El medio ha sido compuesio tomando como base la utilizacién del
citrato de sodio de féormula 2NasCeHz07.11 HoO. No hay inconve-
niente en utilizar otros dé constitucién digtinta, siempre qué sean
agregados en coneenfracién moleeu
para la obtencién de drogas, en los momentos actuales, pueden obli-
gar a recurrir no sb6lo a citratos que difieran en el agua de crista-
lizacién, sine en la proporcién de sodio, y hasta podria emplearse
dcido eitrico. En estos casos debe ténersé en cuenta, ademéas de la
equivalencia molecular, ¢l volumen necesario para la neutralizacién,
que debe restringirse a los limités permitidos por la férmula con-
céntrada.

La sal sédica del acido desoxicélico da en agua soluciones alcali-
nas, de las que se précipita el dcido a pH alrededor de 6,5, obte-
niéndose ya a 7,5 una lenta formacién de gel. Este fenémeno es
exagerado por la présencia de sales y neutralizado, én gran parte,
por el alecohol. En las proporciones indicadas en la férmula se
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logran soluciongs utilizables, aunque algo turbias, con un pH pré-
ximo a 7,0. Es més facil encontrar en el comercio el ficido desoxi-
colico, del que se puéde obtener la sal sédica considerdndolo como
acido monobésico, pero es méas simple operar como sé indica méas
adelanté, obteniéndose la sal directamente en el proceso de prepa-
raciéon del liquido concentrado. Lia obtencidn del &cido desoxicélie
en el laboratorio, partiendo dé& bilis, no ofrece dificultades.

El rojo neutro, segian Leifson puede ser la sal cloruro o ioduro
y debe ser dé un grado de pureza conocido.

E] citrato de hierro, es el citrato verde amoniacal en éscamas.
Debe recordarse que es acido, higroseépice y sensible a la luz. Con-
viene empléar una solucién neutralizada con amoniaco y conser-

vada en obscuro sobré eloroformo.
PREPARACION DE LA SOLUCION CONCENTRADA

En los primeros ensayos se disolvia &l 4cido desoxicédlico por
separado en aleohol, y se mneutralizaba antes de agregarlo al total.
Esto es inneécesario y puede opérarse como sigue.

En un matraz aforado, adscuado a la cantidad de solucién a
preparar y por cada 100 ml. de volumen definitivo, se va agre-
18 condiciones ya

ralnGo: el clirate
ganﬁ‘n al ¢itrato

(¢}
espécificadas; 10 gramos de lactosa; el acido désoxicdlico propor-
cional a la férmula; 20 ml. de alcohol de 95°; 2 ml. de una
solucién de rojo neutro al 1 %, y una cantidad de agua algo mayor
que la necesaria para disolver el citrato.

Para favorecer la disolucion se dispone el matraz en un bafio
de agua a 60°C y se agrega una solucién de hidrato de sodio, poco
a poco, guidndose por la reaccion del rojo neutro. Hs dificil apre-
clar exactamente el grado de néutralizacién, pues que dada la
coneentracién de sales hay tendencia a la séparacién de dos fases
liguidas, y el equilibrio de los componentes sblo sérd alcanzado al
agregar el agua necesaria para llévar a un volumen préximo al
definitivo.

El retardo en la desaparicién del tono amarillo provocado por
la adicién de NaOH servird dé guia para llegar a un punto cer-
cano a la neutralizacién. Se agrega entoncés 4 ml. de una solueién
neutra de citrato de hierro amoniacal verde al 50 % (para 100
ml.), y se completa con agua destilada dejando un margén pru-
denté para la correccién final; obtenida la cual, se enfria y enrasa.
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El grado justo de alcalinidad séra acusado por un ligero cambio
de tono del rojo neutro y estard en su punto exacto cuando agre-
gando 10 % deé solucién concentrada a un caldo con un pH de 7,4
no modifiqué apreciablemente su reaccién. Como término de com-

La solucién concentrada se conserva bien sin agregarle antisép-
ticos y cuidandola de la accién de la luz.

El citrato de sodio y la sal de hierro hacén que el medio al
desoxicolato sea ménos sensible a los constituyentes de la base
nutritiva. Como en las experiencias efectuadas no sé han apre-
ciado diferenciag notables en log resultades obténidog con el ealde
de carné de cerdo con una peptona déterminada, y el caldo comin
preparado con carne de ternera, después de ensayar distintas pep-
tonas se llegd a la conclusién de que no és mnecesario empléar una
base especial.

¥l medio sélido de rutina en este Instituto (agar al 2 % en caldo
de térnera con peptona Martin), al agregarlé la « solucién concen-
trada » se ha comportado en igual forma gue el original de Lieifson,
obtenido siguiendo exactamente las indicacionés del autor.
i initi istribuye la sol
trada en placas de Petri de manera que, al agregarle el medio
base, quede diluida al 10 %. Si se prefiere, puede prepararse en

agar nuirivivo, iicuado y eniriacdo
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mayor cautidad agregan
a b0°C, un décimo de su volumen de la solucién antes de repartirlo
en placas; evitando el calentamiento a mayor temperatura, que
alteraria sus condiciones fisicas por hidrolisis del agar.

RESUMEN

Con el medio de Leifson al citrato desoxicolato de sodio se logran
muy buenos resultados en el estudio bacteriolégico de las enférme-
dadés entéricas, pero al ser conservado éste medio pierde rapida-
ménte sus propiedades.

Para suprimir este inconveniente se propone el empléo de una
solueidon concentrada, estabilizada con alcohol.
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Esta solucién se mantiene bien al abrigo de la luz, y al sér agre-
gada én proporcion del 10 9% al agar nutritive comtn, permite
obtener de inmediato y en la cantidad necesaria, un medio con todas
las propiedades del propuesto por Leifson.
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