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El cultivo de la Lepfospira icterohaemorrhagiae
inada e ido, i9i5.

{il. - Ensayo del valor nutritivo de diversas sustancias

Por ENRIQUE SAVINO v EDUARDO RENNELLA

En un trabajo anterior (Savino y Rennella, 1942), hemos estu-
diado algunas condiciones necésarias para el cultivo de las leptos-
pirag; luego, en prosecucién de tales estudios hemos investigado
la influencla de diversas sustancias en el desarrollo de estos mi-
eroorganismos. En este relato no hacémos més que exponer el método
utilizado y los resultados obtenidos én el cultivo de las leptospiras
usando medios nutritivos de constitucién quimica méis definida.

I. — ANTECEDENTES.

la literatura mierobiold

E
las condiciones nutritivas necésarias para el cultivo de las léeptos-
piras. De su lectura sélo se deduce que el suero sanguineo contiene
el factor necésario para el desarrollo dé estos microorganismos.

Rosenfeld (experiencias no publicadas), encuentra que &l factor
de crecimiento para las leptospiras, conténido en el suéro sangui-
neo, es de naturaleza no proteica, precipita por el alcohol y no da
la reaccién del biuret.

Rosenfeld y Meridian (1941), estudian €l cultivo de la Leptospira
canicolg encontrando que el suero sanguineo es un élemento indis-
pensable para su desarrollo y que el crécimiento es éstimulado por
las sustancias siguientes: &cido nicotinico, tiamina, nicotinamida,
riboflavina, piridoxina, y é&cido asebérbico, mencionadas en orden
decreciente de acuerdo a su actividad. :

jw]

IT. — MATERIAL

1. CEPAS DE LEPTOSPIRAS ESTUDIADAS. — En nuestros expérimen-
tos hemos estudiado el crecimiento de las cepas de leptospiras si-
guientes: RGA, ST, IV, China, Lisboa, 467, 161, 192, 462, 189, MA,
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Ry y Mpntevideo. Las cuatro primeras cepas fueron enviadas por
el Ministerio de Higiene de Berlin. La cepa Montevideo fué culti-
vada por Fabini y Estrella (1938), del caso humano descrito por
los autores citados y las cepas restantes fueron obténidas en su
mayor parte por el Dr. N. Morales Villazén, de las ratas grises que
Negan a la Seccidén Pesté.

ITI. — SUSTANCIAS ENSAYADAS

Diversas sustancias fueron empleadas en el cultivo de las leptos-
. . ] :

Vitaminas y cuerpos de accidon stmalar: acido nicotinico, tia-
mina, nicotinamida, riboflavina, 4cido ascérbico, piridoxina y éaecido
pantoténico.

b) Amanodeidos: l.asparagina, I.cistina, l.cisteina, d.1.valina,
1.tirosina, 1.triptofano, d.l.methionina, d.l.leucina, § alanina, 1.«
alanina, d.l.alanina, d.ornitina, glicocola, glutiatone, 4cido aspar-
tico y acido glutamico.

¢) Hidratos de carbono: sacarosa, glucosa, manita, ramnosa,
inulina, dextrina, eritrita, inosita, xilosa, lactosa, glucégeno, malto-
sa, arabinosa, galactosa, salicina, almidén, celobiosa, rafinosa, sor-
bita, manosa, adonita, trealosa y arabita.

d) Otras sustamcios orgdnicas: colesterina, 4cido pimélico, lac-
tato de amonio y glicerina. Las sales sédicas de los 4cidos lacticos,
tartrico, tartrénico, eroténico, sucecinico, acético, mélico, maleico y
citrico.

¢) Sales inorgdnicas: SOCu.5 HyO ; S0,.Zn.7 Ha0 ; SOMn.
4 H,0 ; SO4Fe.7H0 y (NO;3)2C0.

f) Hidrolizado de caséina: Fué preparado por el Dr. A. Sor-
delli y el Sr. J. P, Ferrari (*), siguiendo en sus linéas gengrales
el método de Mueller y Miller (1941).

g) Autolizado de levadura: El método de preparaciéon ya fué
descrito (Savino y Rennella, 1942). En el texto de este trabajo
llamaremos F'; a este autolizado.

h) Fracciones purificadas del autolizado de levadura: En
nuestros experimentos hemos empleado dos fracciones purificadas del
autolizado de levadura que denominamos Fo y Fy.

I

7.(*) A quienes agradecemos la gentileza al facilitarnos dicho hidrolizado.
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PREPARACION DE LAS FRACCIONES Fy ¥ 'y . — En nuestros ensayos
de purificacién del autolizado de levadura hemos seguido algunas
de las indicaciones dadas por Kogl y Tonnis (1936) para la obten-
cién de la biotina de la yema de huévo. Hemos partido de 450 ml
del autolizado de levadura (F;), llevado a pH 5.0 - 5.5, a los que
agregamos 100 grs. de carbén animal, dejandolog en contacte 24
horas, lapso durante el cual esta mezcla se agita varias véces. Sé-
parado el carbén animal por filtracién en Buchner, es suspendido
en un liquido compuesto de agua (160 ml), piridina (40 ml) y
alcohol metilico (40 mi). Después de 2 horas dé contacto, durante
lag cuales se agita frecuentemente, la porcién liquida es separada
por filtracién y concentrada (por evaporacién en el vacic). Una vez
concentrado este liguido /que denominamos Fs) es tratado por 4ecide
fosfotiingstico al 20 % -— solueién en Aacido sulfdarico al 5% —
hasta que por nueve agrégado de este acido no se produzca mas
précipitacion.

El precipitado obtenido lo separamos por centrifugacién y 1o
tratamos con una solucién de hidrato de barto al 10 %, hasta que
el liguido tenga reaccién alcalina franca. Séparamos el nuevo pre-
cipitade por centrifugacién y él liguide sobrenadante lo llevamos
a pH 7.2 con una solucién diluida de 4cido sulftrico. Por centri-
fueacifn separamos este tercer precipitado — de sulfato de bario —
y tenemos asi la otra fraccién del autolizado de lévadura, aguella

que llamamos Fy .

MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DE F'y ¥ F3. — K1 grado de pureza de
lag diversas fracciones del autolizado de levadura se midi6é sobre la
base y el hecho qué el autolizado de levadura contiene sustancias
necesarias para el crecimiento de razas domésticas de Saccaromyces
cerévistae. Hsto se puede poner ficilmente en evidencia sembrando
una pequefia cantidad de levaduras en un medio mineral con una
sal amoniacal y glucosa. Se observa entonces que las levaduras no
desarrollan en este medio, pero si lo hacen mediante el agregado dé
sustancias que tengan actividad aniloga a la biotina de Kogl y
Toénnis y que Gyorgy et al. (1940) a su véz la identificaron con la
vitamina H.

Nosotros én nuestros experimentos hemos utilizado el medio mi-
neral de Kogl y Tonnis, [SO.(NHy)s: 3 grs.; SOMg . TH,0: 0.7 grs. ;
POH,K: 1 gr.; POHK,: 0.1 gr.; Cl1Na: 05 grs.; (NO3)2Ca:
0.4 gramos; agua 1 litro; pH 7.5] al que previamente esterilizado
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TaBLa 2

Concentracién de
la hematina 100 dia,

2.000 mg por litro No desarrolla

1.000 » > » 2,4 X 10¢ por ml
100 » » » 379 X 108  » >
i0 » » » ]_,3 X 108 » »
i > » No desarrolla
La tabla 2 nos permite deduciv que el mayor desarrollo de las

leptospiras se tiene cuando la hematina estd én la concentracién
de 100 mg por litro; en concentraciones mayores a 2.000 mg o
inferiores a 1 mg por litro lag leptospiras no desarrollan. EKxpe-
rimentos analogos al dé la tabla 2 fueron repetidos varias veces y
en estos ensayos pudimos observar que la concentracién dptima de
la hematina para el desarrollo de las leptospiras, corréspondia a
50 mg por litro, valor que coincide con el determinado anterior-
mente por nosotros (Savino y Rennella, 1942). Por otra parte el
experimento de la tabla 2 indica que la hemalina es um factor de
crecomiento de la leptospira, como habia sido demostrado por nos-
otros eén el trabajo anteriormente citado.

b) Accion del autolizado de levadura y de sus fracciones. —
Para realizar esté experimento hemos utilizado el medio salino (pa-
gina 4) con hematina — 50 mg por litrc — y cantidades variables
del autolizado de levadura. Cada 10 ml del medio nutritivo fué
sembrado con 0,05 ml de un cultivo de leptospiras similar al ant

viormente émpleado. Tios resultados obtenidos estdn en la tabla 3.

Tasra 3
Autolizado de Desarrollo de las leptos-
levadura Fi piras al 10° dia
1 % No desarrolla
01 » 3,9 X 10% por ml
0,01 » 2,9 X108 » »
0,001 » No desarrolla

La tabla 3 nos indica que el mejor desarrollo de las leptospiras
corresponde a una concentracién del 0,1 % del autolizado de leva-
dura F;. Concentraciones del 1 % inhiben ¢l crecimiento y por deba-
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jo del 0,001 % ya no hay desarrollo. También debemos agregar que
empleando las fracciones Fy y ¥y del autolizado de levadura hemos
observado que las leptospiras no désarrollan, lo que nos induce a
pensar que por purificacién el autolizado de levadura pierde su
actividad, no obstante obtenerse una evidente purificacién con rés-
pecto al erecimiento d€ la levadura segln lo indica la tabla 1.

El experimento de la tabla 3 fué repétido en varias ocasiones
empleando concentraciones mas préximas de autolizado de levadura

', y en todos los casos la mejor concentracion del autelizado de
levadura, para el desarrolio de las léptospiras, correspondié al 0,1 %,

valor que coincide con la determinacién realizada anteriormente
por nosotros (Savino y Renmnella, 1942).

¢) Influencia del hidrolizado de caseina. — Lios resultados ob-
tenidos en él empleo de diferentes concentraciones del hidrolizado
de caseina estin en la tabla
El experimento de la tabla 4 fué realizado sembrando 0,05 ml
de un cultivo de leptospiras, que tenia alrédedor de 1,8 )} 10° mi-
croorganismos por ml, en cada tubo qué tenia 10 ml. del medio
nutritivo en ensayo. También debemos decir que el cultivo utilizado

én estas siembras tenia 6 pasajes en el medio nutritivo 1.descrito
én la pagina 4.

1'ABLA 4
. 1 Desarrolle de leptospiras
Casefna hidrolizada al 100 dia
5 9 No desarrolla
2 > 2,i X 108 por ml
18 3.0 X108 » >
0,5 » 3,2 X108 » >
0,2 » 2,5 X106 » »
0,1 » 1,1 X108 »  »
— No desarrolla

La tabla 4 indica que la caseina hidrolizada inhibe el crecimiento
de las leptospiras en una concentracién del 5 % y que la concen-
tracién més favorable corresponde al 0,5 % tal como lo habiamos
determinado anteriormente nosotros empleando un medio nutritivo
a base de suero de oveja (Savino y Rennella, 1942).

d) Importancia de las vitaminas y de otros cuérpos de accion
stmilar. — Con este objeto hemos empleado el signiente medio nu-
tritivo: al medio salino (péag. 4), le agregamos asparagina (0,4 %),
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dextrina (0,2 %) vy hematina (0,005 %}). Luego, lo distribuimos
en tubos de ensayo y le afladimos diferentes cantidades de las
sustancias en estudio. Finalmente, cada 10 ml del medio nutritive
¢ran senbrados con 0,05 ml de un cultivo de leptospiras que tenia
0,3 > 10° microorganismos por ml y que habia sido pasado 5 veces

en el medio nutritivo, arriba citado, con asparagina, dextrina y
hematina. ILios resultados obtenidos estdn indicados en la tabla 5.

Tapra 6

Activador r’i;?c;i:ri?;n Desarrollz1 dleoiallateptospiras
Acido nicotinico ......... ... .. 2,0 2,5 X 10¢ por ml
» » e e e 1,0 3,3 X 108 » »
» P 0,5 2,3 X 108 » »
» D e 0,1 23 X108 » >
Tiamina .. ...t 2,0 2,8 X108 » »
B 1,0 3,3 X 108 » >
PN 0,5 2,7 X 10 » »
D e e e e e e O,l 2,3 X 105 » >
Nicotinamida ........................ 1,0 37X 10 » »
D e e 0,5 4,0 X105 » »
B 0,1 2,3 X [0g » »
Riboflaving . ... 1,0 29 X 10 » »
D 0,5 3,7 X106 » »
B e 0,1 24 X 10 » »
Piridoxing .. ..ot i i 1,0 3,5 X10s » »
S 0,5 3,0 X 10 » »
P 0,1 51 X 10 » »
P 0,05 42X 10 » >
Acido aseérbico ... 1,0 22 X 10 > >
» L 0,5 2,9 X i0g » >
» D e . 0,1 1,8 X i(‘/g > k2
»  paatoténico ............ ... ... .. 10 2,1 X 10s » >
» D e e e 5 1,8 X 105 » »
» P 1,9 X 105 » >
» D e e e e e e e 1 2,2 >< 105 » »
» e 0,5 2,3 >< 106 > »
— — 20 X 10 » »

La tabla 5 y el conjunto de todos nuestros ensayos nos permiten
afirmar que el Acido nicotinico, micotinamida, tiamina, riboflavina
v piridoxina favorecen el desarrollo de las leptospiras. En cambio,
el 4cido ascérbico y el 4cido pantoténico no tienen ninguna accién.
Las concentraciones mas favorables, expresadas en miligramos por
litro, son las siguientes: &cido nicotinico, 1; tiamina, 1; nicotina-
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mida, 0,5; riboflavina, 0,5 y piridoxina, 0,1. Es interesante hacer
notar que Rosenfeld y Meridian (1941) habia observado que las
citadas sustancias estimulaban &l erecimiento de la Léptospira cani-
cola. En la tabla 6 estdn indicadas las concentraciones més favo-
rables encontradas por estos autores y las halladas por nosotros.

TasBra 6
Concentracién en mgr por litro
Acti dor
criva ' Rosenfeld y Savino v R 1L

Meridian a ¥ Hennelia
Acido nicotinico ......... .. .. 1 i
Nicotinamida ........................... 1 0,5
TIAMINA o oot 3 1
Riboflaving . .......... ... i 0,001 0,5
Piridoxina ..o 1 0,1

La tabla 6 muestra que nuestros resultados son bastante con-
cordantes con los de Rosenfeld y Meridian a excepeién de la ribo-
flavina que segan los auntores citados impide el crecimiento de la
leptospira en la concentracién de 0,1 mg por litro y que sblo la
toleéran en la dosis de 1 mg por litro en présencia de catalasa. En
cambio, nosotros hemos visto que el mejor desarrollo de las leptos-
piras se obtiene cuando la riboflavina estd en la concentracién dé

0,5 mg por litro.

e) Accidm de los aminodcidos. — La importancia de los amino-
dcidos fué estudiada utilizando el medio nutritivo 2 (pag. 4) sin
asparagina y con agregado de dextrina al 0,2 %. En los culfivos
hemos empléado desarrollos que tenian 4 pasajes en el medio nutri-
tivo citado en el parrafo anterior y la concentracién en leptospiras
era aproximadamente 1,2 X 10° microorganismos por ml. Cada 10
ml del medio nutritivo en estudio fué sembrado con 0,05 ml del
desarrollo citado. Lios diversos emsayos realizados mos pérmitieron
deducir que de todos los aminodcidos utilizados sblo la asparagina
v el 4eido aspértico favorecian el desarrollo de las leptospiras.
En cambio, los aminodcidos restantes no tenian accién y algunos
como ser la tirosina, meéthionina, cistina, cisteina y glutiatone te-
nian un éfecto inhibidor en una concentracién que variaba de 1 a
10 mg por litro. Por ésto, en la tabla 7 nosotros consignamos
tnicamente los resultados obtenidos con las asparagina y el acido

aspértico.
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Tasea 7
Amino4cido Concentracién Desarrollo al 10° dia
Asparagina ............... ... 8.000 mg por litro 1,8 X 10 por ml
P e . 4.000 » > 24 X106, » »
D 2000 » » > 1,9 X106 » »
P 1.000 »  »  » 52 X106 » >
P 500 » » > 0,6 X10; » »
Acido aspdrtico ............. 1.000 > » > 29 X 10, » >
» > 500 » » > 3,3 X 10 » »
» > 200 » > » 2,7 X 10¢ » »
» N e » > > 26 X 105 » o>
— — 0,5 X 10s » »

De la tabla 7 nosotros deducimos que la concentracién méas favo-
rable, para el desarrollo de la leptospira, de la asparagina y del
dcido aspértico corrésponde al 0,4 y al 0,05 %, respectivamente.
El valor obtenido para la asparagina corresponde con el determi-
nado anteriormente (Savino y Rennella, 1942).

f) Importancia de los hidratos de carbono. — Este estudio fué
realizado mediante el empleo del medio nutritivo (pag. 4). Cada
10 ml de dicho medio, con diferentes concentraciones de hidra

1 ué habia sufrido 10 pasajes en el medio nutritivo 2
(pag. 4). Lios repetidos ensayos qué nosotros hemos realizado nos
han llevado a la conclusién que de todos los hidratos dé carbono
estudiados sélo la dextrina tiene una accién favorecedora en el
crecimiento dé la leptospira y los demés hidratos de carbono énsa-
vados no parecian influir en forma favorable en el crecimiento de
dicho microorganismo. Debido a ésto en la tabla 8 sblo se régis-
tran los valores obtenidos con el empleo de la dextrina.

TaBra 8

Concentracién de la

dextrina Desarrollo al 10° dia

20.000 mg por litro 2,4 X 10¢ por ml

2,000 » » » 2,8 X105 » »
200 » » » 0‘3 X 10¢ » »
20 » » » 0,2 X 105 » »

— 0,3 X 10, » >
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Por tanto, la dextrina favorece el desarrollo de las leptospiras
dé una manera marcada en la concentracién del 0,2 %.

g) Accion de otras sustancigs orgdmicas. — En la realizacién
dé estos ensayos hemos utilizado el medio nutritive 2 (pég. 4), con
el agregado de dextrina al 0,2 9%. De todas las sustancias estu-
diadas s6lo el acido pimélico influyé en forma favorable sobre el
crecimiento de las leptospiras y por dicho motivo en la tabla 9

s6lo consignamos, los resuitados obténidos con la citada sustancia.

Concentracién del

dcido pimélico Desarrollo al 100 dia

200 mg por litro 1,7 X 10 por ml
100 »  » » 3,0 X10s » »
50 » » » 44 X 10, » »

20 » »  » L8 X105 » »

—_ 2,0 X 10, » >

Como se ve én la tabla 9 el acido pimélico en la comnecentracién
de 50 mg por litro es cuando mejor favorece el desarrollo de las

leptospiras.
Fh x

h) Accidn de las sales imorgdnicas. — Fué estudiada mediante
el empleo del medic nutritivo 2 (pag. 4) y los resultados nos
indicaron que ninguna de estas sales minerales influye de una ma-
nera favorable en &l desarrollo de las leptospiras. Ademés, én
dosis mayores a 10 mg por litro inhiben el crecimiento de estos

microorganismos.
VI. — RESUMEN

En el preseénte trabajo estudiamos la influencia de divérsas sus-
tancias en el desarrollo de las leptospiras y con este objeto hemos
utilizado 12 cepas de diversos origenes. Es interésante hacer notar
que de todas las cepas estudiadas sbélo desarrollaron y se compor-
taron en forma anéloga las siguientes: RGA, ST IV, China y
Lisboa; en cambio, las restantes: 467, 161, 192, 462, 189, MA, Ry
y Montevideo no desarrollaron en ninguno dé nuestros ensayos.

Las investigaciones realizadas permiten afirmar una vez méas que
la hematina & un factor de crecimiento de las leptospiras, segtn
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ya lo habiamos dicho en un trabajo anterior (Savino y Rennella,
1942).

Para realizar nuestros estudios hemos partido de un medio mi-
neral al qué le hemos agregado diferentes sustancias y los resulta-
dos de los multiples ensayos nos permitieron llegar a los resultados

1 .
gigmientes:

1. Hemos observado qué el 4cido nicotinico, tiamina, nicotina-
mida, riboflavina y piridoxina favorecen el désarrollo de las lep-
tospiras; en cambio, el 4cido pantoténico y el 4cido ascoérbico mo
tienen ninguna aceién.

2. Entre los amino 4cidos énsayados la asparagina y el 4ecido
aspartico estimulan el crecimiénto de las leptospiras y en cambio
no tienen ninglin efecto favorable: 1. cistina, d.l. valina, 1. tirosina,
1. triptofano, d.l. methionina, d.l. leucina, f§ alanina, 1. o alanina, 4ci-
do glutdmico, d. ornitina, glicocola, glutatione y d.l. alanina.

3. La dextrina en la concentracién de 0,2 % aumenta el de-
sarrollo de las leptospiras; mientras que no tiemen ninguna accién
los otros hidratos de carbono wutilizados, esto es: glucosa, manita,
ramnosa, inulina, eritrita, inosita, xilosa, lactosa, gluecbgeno, malto-
sa, arabinosa, galactosa, salicina, almidén, celobiosa rafinosa, sorbi-
ta, manosa, adonita trealosa y arabita.

4. Hemos hallado que €l &cido pimélico provoca un mejor de-
sarrollo de las leptospiras, mientras no lo favorecen la colesterina,
el lactato de amonio, la glicerina, y las sales sédicas dé los 4acidos
lactico, tArtrico, tartrdnico, eroténico. sueeinico, acético, méalico, ma-
leico y eitrico.

5. Lias sales minérales de hierro, eobre, zine, manganeso y co-
balto no provocan aumento del desarrollo de las leptospiras y
géneralmente lo inhiben en concentraciones superiores a 10 mg por
litro.

6. El autolizado de léevadura y el hidrolizado de caseina influ-
yen en forma manifiesta sobre el crecimiento de las leptospiras.

7. La utilizacién de fracciones de autolizado de levadura, pu-
rificada siguiendo una técnica similar a la de Kiogl y Tonnis para
la obténcién de la biotina de la yema de huevo, demuestra que la
purificacién hace perder la actividad del autolizado de levadura

sobre el crecimiento de las leptospiras.
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VII. — CONCLUSIONES

1. — Lia hematina es un factor de crecimiento para las leptospiras
v el autolizado de lévadura o el hidrolizado de caseina favorecen
SU

2. — La asparagina, el Acido aspértico y la dextrina estimulan el
crecimiento de las leptospiras.

3. — Activan el erecimiento de las leptospiras el 4cido nicotinico, 1a
tiamina, nicotinamida, riboflavina, piridoxina y el dcido pimélico..

4. — Lias sustanciag arriba citadas sbélo permiten el erecimiento
de 4 dée las 12 cepas de leptospiras estudiadas. '
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