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RESUMEN

Balcazar de Aztegul vy colaboradoras publicaron en 1954 un
método nara el alslamiento selectiﬁo d2 estreptococos de la nesofa
rinze, materias fecales y lechec.

Bs’) este trabajo, el que ha inducido a ensayar medios a
base de cianuro de sodio para la investigacién de estreptococos en

azuas de diferente origen.

Se ha ensayado la adicidn de cianuro de sodio a diversos
medios apropiados para el desarrollo de estrentococos, deterninan-
do la sensibilidad de los mismos frente a dilucilones de cultivos
muroeos de estrentococos.

Los medios nrobados fueron, el caldo glucocsado ¥ el coldo
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ficacddn del medio "S.¥.," de Hajna y Perry, en los cuales se r:em-
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glucosado adicionado con 25 my% de cianuro de sodio para emplearlo

1V

s . /4
en la investizacion de estreptococos en acuas.
« ® .
Se estudio la eficacia del medin glucosado clanurado com-
parativamente con la del medlo "AY" erominando 20 avestras de =2r-ua

.y : .
del Rio de 1la Plata,5%4 22 rozos semisurzentes 7 59 de natatorios.

o
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12dio glucosado cianurado resulto ser 21zo mas sensible
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unque menos salectivo que 21 nedi> "AY con a7ide,frert2 a agvas de

£

H

{fo v pozos y menos sensible y selectivo frente a aguss de natato-
rios. Ho se aconseja por 1n tonto emilearlo en sustitucidn de los
madios a base de a2zida bien conocidos.

Se determind paralalamente la presencia de bacterias coli-
formes en todas las muestras examinadas halldndose con relacidn al
nﬁmerq de mrestras estrentococos positivas igvral cantidad de mues-
tras de pfo eoliformes positivas, un nimero algo mayor de muestras
de rpozos qoliformes positivas y considerablemente menos aguas de
natatorios coliformes positivas. Ademds en aguas de pozos y natato-
rios el 4 de muestras con Esch.coli resultd muy inferiar al de'muea
tras con estreptococos.

La segunda parte del trabajo, consistid en la clasificacidn
de los estreptococos alslados en muestras de aguas de diversa »Hro=-
cedencia tendiente a establecer el origen de la contaminacidn, sien
do ésta uns cnestidn de verdadero interéé sanitario.
SigujendoTlasftécniEEQ nropuestas por Cooper y Remadan 4 S2 @S-

tndlaron 128 cultivos puros dc estrantococos 2islades dAe las



-

diversas muestras examinadas, con el obieto de establacer el ori

gen hunano o aninmal de 195 nismos. Los cultivos de estrertocoros

'Y

aislados, fueron clasificados : a) por iflentifi ion de conas
y b) ror origen ds 1la contaminacidn.

Los resultados aleanzados por los ensayos bioqufmicos
en la clasificacidn de estrentocncos TPor identificacddn de cenas
(a),no concordaron totalmente con los hallados por Cooper y Rama-
dan; algunas cepas se apartaron en una o mids reacciones de su com
portamiento normal.

Distribuldas las cepas ldentificadas por (a) de acuerdo
a su origen se observd un predominio en aguas de r{o, de estrepto
cocos de origen animal, en aguas de pozos, de origen humano y en
aguas de natatorios izual porcenteJe de cepas de origen humano v
animal.

- V d
n los resultados alcanzados en la clasificacion de es-

k=3

treptococos por origen de contaminacidn (b) se obtuvo tombién un
predominio, en aguas de rfo de estreptococos de origen zcnimaljen
azucs de 90zos v natatorios nredominaron las contaminaciones de
crigen hamano.

Comraradas amhas olasificaciones (2) v (b) se observsd
n resultadn arroximado en 21 origen d2 las ceiras, en nzuas 4n %o
y rozos. Tn azuvas de natatories hubo una mayor discreponcia.

. . - ’ ) L) .
Dada la simplicidad 2el .rebodo pary ectablerner el origen

. I 4
de 1a contaminacidn (b)) v el nnraolelismo ohtenido en relacicn a
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I. ANTECEDENTHS

La detorminacidn de bacterias coliformes para establecer la
pureza bacteriolégica de un agua, continfia sicndo el método mfs se-
guro y sencillo de que se dlspone para determinar contaminaciones
de origen fecal.

Presenta sin embargo algunos métivos de erftica que impiden
considera®lo como un método ideal. Entre elloss el discutido signi-
f1icado sanitario de algunos organismos del grupo coliforme como el

Aerobacter acrdgenes y los bacilos intermediarios cuyo habitat "nor

mal"™ no es la materia fecal.

Un resultado negativo en la investigacidn de bacterias co-
liformes, tal como actualmente se realiza, no constituye de acuerdo
con la gxperiencia recozida en los fltimos afios la prueba absoluta
de ausencila en el agua, 4~ bacterias nocivas para la salud. Se ha
observado con frecuencia trastornos intestinales originados por 1la
ingestidn de aguas sin bacterias coliformes en las cualecs se pone
de maniflesto la existencla de fermcentadores lentos de lactosaz,baec-

terias anaerobias esporuladas, organiamos del género Pzcudomonas etc.

Es as{ quey desde hace aiios y en repetidas oportunidades,
diversos autores han considerado a los estreptococos como posibles
sustitutos de las bacterias coliformes como fndice de contaminacién
del agua o simplemente como complemento del an&lisisbacteriolsgico
a fin de facilitar su interpretacidn. Ello se debe a que los estrep
tococos se encuentran sicmpre en el intestino normal humano y animal
no halldndose an cambio en lugares fuera del contacto con la wvida
animal

S .



El ecriterio de pureza bacterioldgica del agua,basado en la
investigacidn de bacterias intestinales, segdn los investigadores
Mallmann, Calvert, France y Fuller, deberfa modificarse cuando se
trata dc la calidad de aguas de natatorios. En efecto, el uso cada
vez mayor de los natatorios, ha aumentado la posibilidad de contraer
infeccliones originadas por bacterias pat5gonas provenientes de los
baiilstas sean estos enfermos o portadores, Las infecciones produci-
das pucden ser de diferente {ndolo,siendo las mAs comunes: otitis,
amigdalitis, conjuntivitis, forunculosis, micosis, antrax, fiebres
intestinales atc. y dentro de los agentes caunsantes de los mismog,
los cocos Graa positivos ocupan un lugar destacado. Ello impone por
lo tanto una revisidn de las normas actuales de puraezae.

Mallmann (1) en 1928 y luego Mallmann y Gelpi (2) en 1930
ensayaron los primeros métodos para la determinacidn de estreptoco=
cos en piletas de natacidn, usando caldo lactosado standard.

Otro medio usado, no selectivo, fug el medio de Todd Hewitt
(3) empleado cn el estudio de las propiedades morfol3gicas y bioqqi
micas de los estrestococos.

Los métodos de enriquecimiento de estrcptococos a base de
telurito de potasio aparecieron depués de los trabajos de Fleming
(4) del afio 1932, en el que se demostrd que algunas bacterias no inhi
bidas por la penicilina lo son por el telurito y fueron Perry y Pe-
tran (5) en 1932 quienes lo incorporaron a un medio de enriquecimien
to. El poder inhibidor de la droga sobre baecterias coliformes fué
constatado por Fleming y Your (6) em 1940 y Chapman (7)en 1944 lo
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probd para el aislamiento de estreptococos hemolfticos y no hemoll
ticos.

En 1937 Hartman (8) empled un medio con azida sédica pae
ra suprimir el desarrollo de bacterlas Gram negativas permitiendo
el crecimiento de estreptococos. Snyder y Lichstein ( 9-10 ) 1o apli
caron para el alslamiento de cocos Gram positivos en nresencila de
bacterias del género Proteus. Con una concentracidn de 0,01 4 evi-
taban el extendido caracter{stico de dicho microorganismo frenando
al mismo tlempo el crecimiento del Bschecoll y Se.typhi. Con una
concentracidn mayor ( 0,05 %) no obtonfan un crecimiento abundante
de estreptococos y algunos grupos podfan no desarrollar. Inversa-
mente una concentracién menor (0,008%) trafa aparcjade un extendido
de bacterias del género Proteus y reproduceidn moderada de Esch.co-
11.

Mallmann (10) en 1940 propuso un medio lfquido con azida
sddica para la determinacifn de estreptococos.

Conocida la propledad de la azida s&dica. son varios los
autores que la incorporan a medios 1fquidos y sflidos. Paker (12)
en 1943 1ded un medio para el desarrollo de los estreptococos y del

Erysipelotrix rhusiopathine,aconsejando una concentracidn de la dro

ga de 0,05 % sola o con 0,0002 # de violeta cristal.
Hajna y Perry (13) hicleron un estudio comparativo entre
las bacterias del grupo Colil y el estreptococo fecaly incubando a

temperatura de 45,52C. a la cual desarrolla el Strejtococcus faeca=-

1is y no los otros. En afecto el desarrolle y la formabidn de dcide
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en el llamado mcdio "S.F.",08 confirmatorio de la presencia del es=
treptococo focal. Pucde usarse inoculdndolo directamente con agua,
leche o lfquido cloacal o bien sembrandolo econ un cultlivo, desarro=-
llado en un medio presuntivo, como por ejamplo, caldo lactosadoe.
white y Sherman (1) en 1944 ensayaron un medlo para el
alslamiento de enterococos de la lache a base de 0,03 ¥ de azida
y d@ 325 U Oxs de penicilina por litro. Neuman (15) en el mismo afio
propuso usar la azida en concentraciones de 0,04 « 0,06 4 para aise
lar enterococos en los quesos. Pike (16-17) en 1945, estudié la bon
dad de dos métodos a base de 0,006 4 de azilda, con el agregado de
0,0002 4 de violeta oristal uno de ellos y sin este colorante el
otro.

Winter y Sandhozar (18) em 1946, modificaron el medio de
white y Sherman mediante el agregado de azul de metileno wn concene
tracidn de 0,001 %, el aumento de las unidades de penicilina a 6500
Ox.por litro, el empleo de ClNa en la elevada.concentraci5n de 6,5%
y el ajuste del pDH a un valor cercano a 9,6. Este medio fud aplica~
do exitosamente en la investigacidn de enterococos en agua, liquido
cloacal, hecos etc.

En 1947 Leiguarda, Peso y Kempny (19) ensayaron comparati-
vamcnte técnicas para investigar estreptococos en aguas, trabajando
con un medio conteniendo telurito de potasio y con otro a base de
azlda sddica preconizado por Hajna y Perry y aplicado por Ostrolenk
y Hunter (2§) en 1946 al estudio de enterococos en heces.

En.19h8 Rothe (21) propuso una férmula nueva para un medio
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con azida, el cual es una modificaciln de los medios de Mallmann y
Hajna § Perrys en 1950 Mallmann y Seligmann (22) lo ensayaron come
parativamente para ol desarrollo de estreptococos en agua de rfo y
de natatorios, con caldo lactosadosmedio azida (Malliégnn) y ealdo
"3, F." obteniéndose los resultados mis eficlentes con medio de Rothe

En 1953 Litsky, Mallmann y colaboradores (23) obtuvieron
resultados satisfactorios ensayando una modificacidn del medio "S.P"
de Hajna y Perry.

Bl efecto téxlco del cianuroc de sodlo en las celulas vega=
tales y animales se conoce desde hace tlempos

Claudio Bernard (24) estudid la accién de los cianuros soe
hre la respiracién celular.

En 1927 Burnet (25) senald que los estreptococos podfan
ser cultivados en medios sdlidos conteniendo 0,05 4 de cianuro de
potaslo que actla como inhibidor del desarrollo de otras bacterias.

Braun-Guggenhein (26) en 1932 y Braun (27) en 1938239 no=
taron que cultivos del grupo Klebslella-Aerobacter se desarrollaban
en medio con concentracidn de cianuro que inhibfan el desarrollo

del Esch.coli.
Buttidx (28) en 1953 empleando el medio de Braun, estudid

cultivos de salmonelas y en 195% Moller (29) ided un medio eon cia-
nuro para determinar bacterias del mismo género,obteniendo resultae

dos favorables,
Balcazar de Aztegul y colaboradoras (3) en 1954, publicae

ron un método para el alslamiento selectivo de estreptocococ de nae
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sofaringe, materlas fecales y lecha.

De acuerdo a este trabajo, el empleo del cilanuro de sodie
en una concentracidn de 25 mg %, afiadido a un medio adecuado (cale
do glucosado, caldo infusidn de corazén).permite el alslamiento en
24 horas, de estreptococos de diversas fuentesa, slendo recomendable
su empleo para el alslamiento rutinario de estreptococzos de la ri-
nofarinpae, especialmente, cuando se llava a cabo un estudio epidee
miol&gico.

Este trabajo es el que ha inducldo a ensayar mecios a baw
gse sa de clanuro de sodio para la investigacién de estreptococos en
agua, Ademés. dado que durante el transcurso de este ensayo se exae
minarfan distintos tipos dc aguas con el consigulente aislamiento
de astreptococos, se pensd en completar el ostudio efectuando la
clasificacidn de los cultivos alslados mediante las pruebas propueg
tas por Cooper y Ramadan (31) cecon miras a establecer si los mismos
eran de origen humano o animal; una cuestidn de verdaderoc interéds
sanitario ya que contribuye a aclarar el significado higténico de

la contaminacidn.
Estae problema exlste desde que Andrewes (32) enl906 da al

Enterococcus descripto morfol8gicamente por Thiemelin en 1899 el

nombre especffico de Streptococcus faecalise
Dible (33) en 1921 econtribuyd al estudio de las cepas de

origen fecal considarando,;entre otras reaccioncs, como fundamentae

les, la resistencia al calor a 602C. durante 15 minutos y la fermep
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tacidn del manitol.

En 1933 Lancefield (3%) agrupd seroldgicamente los difeme
rentes estreptococos, obscrvando que su grupo "D" de estreptococos
hemolfticos presentaba caracterfsticas semejantes a los llamados
enterococos.

Algunos investigadoras, entre ellos, Sherman (35) 1937
usé el término de enterococo para designar un grupo de estreptoco-
cos el cual inclufa ccpas hemolfticas, no hemolftiens y licuadoras

de gelatina, (Str.zymogenes, durans y lijquefaclens)

En 1943 Shattock y A.Mattick (36) consideraron el_Str,li-

guefaciens como una variedad del Str.faecalls;también quedd per-
fectamente difercncilado el Str.lactis del Str. faccalis,

Daentro de las hecas humanas, bovinas y ovinas, es comfn

. angontrar diferentes grupos de estreptococos que difieren decl Strep
tococeus faecalis tfpico en uno o mfs criterioa esenciales y usual
mente en otros secundarios.

Puasto que el objeto d=l trabajo de dooper y Ramadan (31)
consistid en clasificar los estreptococos segin su origen, se con
alderd convenlente agruparlos, ampliando su clasificacidn,bajo el
nombre de 8tr.faocalis atfpicos wariedad I, II, III, IV y V, apli=
céndose esta nombre a las cepas que dificren en dos o trea caracte

rfsticas standards del Str.faccalls tfpico. Bsta clasificacién in

cluye a los estreptococos agrubados como "variantes" del Str,fae-
colis. asf denominados, por algunos investigadores.
El aislamicnto da estreptococos a partir de materia fecal
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¥y la clasificacidn de los mismos, demostrd que la variedad de las
cepas aisladas depende en parte del método de aislamiento utilizg
doP Por ejlemplos el usc de dos métodos de aislamionto de estrepe

tococos,altamente recomendados, tales como el método del calentae
miento o el del telurito, usados comparativamente,acusaron la prg
sencda de diferentaes cepas de estreptococos.

Investigadores tales comos Cooper, Baker, Elliot y Wood
(37) em 1942 estudiaron otros métodos de aislamiento, recomendan-
do el uso de un medio con tetrationato. Cooper y Linton (38) en
1947, demostraron la resistencia de los estreptococos al acetato
de talio. Ademfs, como ya vimos, se estudiaron medios con azida -
sddica.

Cooper K.Ee y Ramadan (31) en 1955 aislaran estreptococos
a partir de exercmentos humanos, vacunos § ovinos,comparando difg
rentes métodos de aislamiecnto , a) tetrationato, B) telurito y @)
sales de tallo.d) calentamisnto.

El método del telurito demostrd posear alta eficlencia,
aislindose el 97 4 de las cdpas de origen humano, vacuno g ovino;
Fué realizado un eatudio de las propiedades de las cepas ailsladas,
basado en pruebas de resistancia al cecalor y pruebas bioquimicas.

clasificandose luego las cepase

De acuerdo con esta método,40 % de los estraptococos de

origen humano fueron agrupados como Streptococcus faecallss;ne se

halld Strcptococcus faecalis entre muestras de vacunos u ovinos,

El Str. durans fud aislado también exclusivamente de hecea humanas

y representd el % % de las cepas. El Stre faecalls variedad ligue
facilens y el Str. faccalls variedad zymogenes halldronse en un

29 % en heces de origen humano,
-8 -




La variedad liguefgciens representa el 1% # de origen bg
vino y el 18 £ de cepas ovinas. La varledad zymogencs no se encog
trd ontre los eatreptococos bovinos, pero forma un 6 £ do estrep
tococos de orlgen ovino,

Con respecto a las cepas clasificadas comn variledades del

Str.faecalis se observd qua el Str. faecaligggﬁiyico I se 1ldentis

ficd en heces de origen humano y bovinog la variedad gtfpica II
en excrenentos humanos y ovinos y las varledades_III, IV, v ¥ do=
nuostran origen exclusivamante animal. |

El trabajo reallzado por Cooper y Ra 'adan, fud conpletae-
do lucgo de seleccionado el medie del telurito de potasio, como
el mfs convenientesaislando cepas de estreptococos & partir de
350 muestras de materia fecal de diferante origen s 130 humanas,
110 vacunas y 110 ovinas. Luego, las cepas aisladas fueron cultie
vedas en eeldo bacto peptona (16 horas a 3792C.) Dara su examinacidn

Le difercnciacidn entre las cepas de origen humano y ani
mal es de naturaleza cuantitativa y queda demostrada realizando
los sigulentes testss Rasistencla al ealors por calentamiento a
609C, durante media hora y sub-cultivo en agar sangre al 10 %.

asistencla calor al teluritos las mismas musstras usadas en

el cnsayo anterior, fueron sub-cultlvadas en madio telurito de

Mc.Lood®s (39) Reduccidn dcl medio loche verds de B, de Janus .

Luego d; realizado el ensayo de standarlizacidn del colorante con
varias partidas de diferente origen, se utilizé una denominada

Gurr N9 10%1.
Loa rosultados obtenidos permitieron reunir las cepas en
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6 grupes. Dentro de los grupos I y II, quedan inclufdas 1las cep
de origen humano, 98,5 4 de las cepas de origen animal se situa
ron dentro del grupo III ( 5SO,4 % vacunas y 48,1 ¥4 ovinas) y 91
en el grupo IV ( 37,6 ¥ vacunzs y 53,4 ¢ ovinas).'las cepas con
las caracter{sticas de los grupos V y VI carecieron de una fuent
espac{fica de origen.

De acuerdo a lo expresado anteriormente, la segunda pai
del presente trabajo trata,con una técnica similar al la utilize
da por Cooper y Ramadan, de establecer una clasificacién compara
tiva entre los cultivos de estreptococos aislados a partir de
aguas de diferente procedencia de acuerdo a la identificacidn de
las ceprs aislndas y de acuerdo a su origaen.

Basado en el paralelismo de ambas clasificaciones podr{
aplicarse ese método sencillo usado por Cooper y Ramadan para di

feorcnclar en aguas, la contaminacidn de origen humano o animal

e 10 =



II-ENSAYOS DFE LA SENSTIBILIDAD DE MiDIOS CON CIANURO DE SODIO

3e comenzd el estudio haglendo una serie de ensayos,ten-
dientes a selaectionar entre varios medios adicionados con 25 mg.%
de clanuro de sodio, el nés sensibleypara la apreciacidn de estrop

tococos,.

Medlog estudiadogs

a)e~ Medio glucosado (apdndice)
b)e~ Modlo Lothe 4
¢)e= Medilo Todd "

d)e= Medio "A" (modificacidn del medio "S,F." de
Hajna y Perry)

De acuerdo al trabajo do Balcazar de Aztegul y colaborade
ras se procedid al agregado de olanuro de s0din en ol medio glueg
sado y en el medio da Todd, en tanto que an los medlos de Rothe y
medio "A" se hizo el reemplazo da la azlda s8dica por el clanuro
de sodio en la concontracidn antes mencionada.
gultivos deo prusbae.-

Se alslaron estreptococos a partlir de muestras de agua
de rfo.sembréndoSe en un madio con azida sddica (Rotha). Se reall
28 una serie de pases, a placas con agar azida, y agar inclinado
tendientes a la obtencidn db un cultive puro, Se ratificd final-
mente la pureza del mismo por una coleracidn de Gram.

Iécnicg seguilda.=-
' Se portid de una suspenaidn del eultivo puro del estrape
tococo elegldo, en agnua estéril, realizifdose luego sucesivas di-

luciones al ddcimo; simulténeamente, se sembraron placas con agar

o ]ll =



nutritivo,dentro da/éiertas diluciones, con el objeto de conocer
el nimero de bacterlas por ml. contenidas en cada dilucidn .

Ljs ensayos realizados, se ef:ctuaron con aquellas dllue
cicnes que contenfan de 2 a 20 bacterias por ml. segin lo demies=
tran los cuadros No 1, 2, 3 y 4. Se sembraron tubos de cada medio
con 1 ml, de las diferentes dllucionas, incrbdndose a 379C, y roce
lizdndose la lectura da los mismos a las 24 y 48 horas ds incubz=
cidn. 8o ratificd ol desarrollo de estroptococos de los tubos poe
sitivos mediante una colorazidn de Gram.

Resultadoss

Los resultados logrados se consignan en los cuadros N2 1,
2, 3 y % y la observacibn de los mismos,yermite arreclar los si-
gulantes hechoss

El reemplazo de la azida s8dica an ol medio de Rothe y en
el medlo "A® por el clanuro de sodio, no preoduljo una magor sensie
bilidad en el medio,por el contrario, parecid inhibir algo el dee
sarrollo d:1 cultivo.

£l agregado de cianuro de sodio al medio glucosadoprodujo
un mayor desarrcllo, Inversamente,el medio de Todd clanurade, acu
s8 un retardo. Con una concentracifn de 15 = 20 bacterlas, el dew
sa?®ollo es perfecto para cualquiera de los medios utilizados.

Cuando de trabaja con una concentracién de 4 bacterias
promedio, el resvltado ya no es tal,como lo demuestra el € de de
sarrollo que aparece en la dltima eolgmna de los cuadrose ‘

Los resultados obtenidos son mas o menos eoncordantes pz

ra los diferentes modios ensayadosgno encontréindose una evidente

- 12 »



superioridad en ninguno de ellos. No obstante, se ha elegido para
el presante trabajlo, ol medlo.glucosado cianurade ,por la simplie
aidad de su £8rmila y menor costo, pudlendo ser empleado em and-

lisis de rutina y el medio "A", uno de los medios diﬁimamante 0S=
tudlados (1953), que comparado con los demAs medios, evidencid ua
desarrollo sunpfior (mayor depdsito y turbledad) dentro de las 2%

horas de 1ncubaci8n.
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CUADRO Fo 1
ENSAYOS DE SENSIBILIDAD DE MEDIOQS

DE_S0DIO
Mddios N2 bact{ Ne tub.' Desarrollo l Colorace |Dasarroll.
por tub§ sembre 4 379 é Gran
4 2"&10 K | )'"8«h ’ POSitiVOS# ‘
|
15 ++¢
Ma (=
Todd 15-20 | 20 B oy 204+ 20 100
Todd Cianur. 15-20 20 10 ** la2o+e 20 100
4

Glucosado 15-20 20 20 ++ 20 +++ 20 100
Glue.Clan, 15=20 20 20+¢+ o 20 100
Tod2 L8 20 20 ++ 20 +++ 20 100
Podd Cianur. 48 20 %8 ‘;_* 20 +++ 20 109
Glacosado 48 20 MM s0wk 20 100
Gluce Cian. 4.3 20 12*:’: 20 ++++ 20 100

et 3 elamSo do Saito y SaEdiednd

L e ad ¢ » -

- ¢ 2o Saito

S 3 “urhiad=A



CUADRO NQ 2
IDAD D& MIDIOS DE CULTIVO CON Y S

5 SIS ID

DE_SODIO

N¢ bacte N@ tub . Desarrollo Colorae,
Medios por tub. sembr. 379 : Gram

e 24h o WBh ¢ positivos . 9

Desarroll

Todd hel2 W HOEE Mgy o 100
Todd Clanur.  %=12 < oa " T My 100
Glucosado Y12 Iy %g::" Wiy sd KN 100
Gluc.Cianure Lal2 LY ATUUFII i TEFUPY Ly 100

+++9 3 Excelente depdsito y turbiedad
>+ $ Buen " "

+b s Deudusito

+ s Turbledad



_CUADRO N2 3
3AY0S SENS IBILIDAD D3 :©DIOS D7

CULTIVO CON ¥ SIN CIATURO

DS 50DI0

2@ bact. N2 tub. . Daosarrollo .Colorac. Desarroll
por tub. seibr. 379 Gram
. 2h . 4¥W8h .positivos 4

Glucosado 6 ' 20 1 4 20 ars 20 100

Gluc.Cianur. 6 20 19 44+ 20esse 20 100

Rothe 6 20 20 ¢r+ 2044+e 20 100

Rothe Cianur. 6 20 10eer  20eers 20 100

Medio ™ A " 6 20 19470 2044ss 20 100

Medlo "AMCian. 6 20 14res Leres 20 100

Glucosado 3=k 40 3;::* 3744 37 92,5

| ' 3+

Gluc.Cianur, 3=k %0 33:::* 32::** 39 978
Rothe C3eh 40 ag s 3?*:*+ 38 95

Rothe Clanur. 3% %0 2844 30eer 39 95

Modio " A ® 3% 4o 30avee 3Bkeer  ug 100

Medio "A"Cian; 3=l 40 32*:** 3?‘:;’ 39 97,5
444+ § Excelente depsite y turbiedad 44 8 Depdsito

+++ § Buen " " + ¢ Turbiedad



CUADRO Na &

LISAYOS DE SIS IDILIDAD D3 !ITMRIOS DO CU

DE SCDIO0

N9 bact. I2 tube Desarrollo Colorac .Desarroll '
Medilos bor tub sembr. 379 Gran
e 2 . WBh .positivos 4

Todd 10-15 20 20¢++ 2084+ | 20 100
Todd Clanur. 10-15 20 20 45 20 444 20 100
Glucosado 10-15 20 20 44+ 20444+ 20 100
GluceCilanur. 10-15 20 2044+ 204444 20 100
Rothe 10-15 20 20444 204444 20 100
Rotae Clanurs 10-15 20 20¢++ 20444+ 20 100
Medio " A ® 10«15 20 204444 204444 20 100
Modlo "atCian,  10-15 20 1*** 20eaes 20 100
Toad 224 Wo  3F 3%des g 92, 5
Todd Cianur; 2<% k0 ig;:’ 33;:* 36 90
8e
Glucosado 2<% 40 32::‘ 3;:*** | 36 90
Glucos. Clanur, oue 40 3T 384aee 38 95




CUADRO No 1 $continua015n)

«N2 bact, N2tub Desarrollo Colorace Dasarro.
Medios por tub, sembr. . 37e Gram
. 2’"‘h . )'{‘8h. qPOSitiVOS %

Rothe ot %o 3heds  Slheses

o TS oo 38 95
24 |
Rothe Cianur, el 40 ]2;::* 3§:::" 33 82,59
’ +
Medlo " A " 2l no  3fder Bleeer 38 95
Medio "AMCian. 2.4 ho g e 3 92,5

++++ 1 Excelente deydsito y turbiledad
4++ 3§ Buen " "

b ¢ Dapdsito

* 8 Turbledad



El estudio comparativo entre el medio glucosado cianurg
do y el medio "A" con el objeto de detcrminar sus cualidades para la
investigacidn de estreptococos en agua, se efectud examinando direc
tamente muestras de agua del R{o de la Plata (20), de pozos semisup
gentes de Buenos Airaes y poblaciones vecinas (56) y de natatorios(65)
En total de examinaron 14l muestras y en todas ellas tambidn se de=
ternind el contonido en bacterias coliformes.

Alslamicnto de_estreptococos an agua de rfo.=
Por tratarse de aguas muy contamlnadas se efectuaron dllue
ciones decimales, sambriandose en este caso, tres tubos por cada die

lucidn como se indica en el esquema siguientes

3 tubos sembrados con 10 ml. de muestra
"« w " " 1 " "
" " " n 0,1 " =
" w " " 04 01 ] "
" o " " 0,001 " "
" n " “ 00,0001 " "

Se sembraron en total 60 Bubos de cada dilucidn y de cada
medio, que se incubaron a 3792C. durante 48 horas. Con material de
todos aquellos tubos considerados positivos (depdsito y turbiedad)
ser realizd una coloracidn de Gram, a £in de confirmar la presencia
de estreptococos, procedidndose a aislar de algufid®:de estos culti-
vos, cepas dae estreptococos mediante siembras en estrfa sobre pla-

cas de agar nutritive. Una colonia aiaslada de cada placa fud sembrg

-} -



da en caldo glucosado cianurado y luego de ratificar su pureza por
una coloracidn de Gram, se procedid a conservar las cepas sembrdne
dolas en tubos de agar inclinado y guarddndolas en la eamara fria
para su posterior clasificaciﬂnr

Los raesultados alcanzados; que se presentan en el cuadro
N9 5;muestran una mayor sensibilidad y selectividad del medio gluco
sado clanurado, cuando se examinan aguas marcadamente contaminadas.
En efecto, sobre el total dei360 tubos, el medio cianurade indica
un 67,7 % de tubos positivos comparado con un 63 % del medio "A",
Bl 4 do tubos confirmados fud de 58,9 % para el medio glucosado cij
nurado mientras que para el medio "A" no pasé de 52,5 %

Alslamiento de estreptococog en aguas de pozos y natatorios.-

Se procediﬂ'a la siombra de estas muestras emploéndoso las

siguientes dilucloness
3 tubos sembrados con 10 ml. de muesgra

L ] " n 1 = " "
L " " Qln w "
La confirmacifn de los tubos positivos, el alslamiento de
cepas y su conservacidn para la posterior clasificacidn, se lleva=

ron a eabo con una téenica similar a la utilizada con las aguas de

1'10.
Los resultados relativos a la sensibilidad y selectividad

de los medios empleados fredte a las muestras de pozog y natatorios
estan consignados en el cuadro N2 6 y de su observacifn se astable
ce que en aguas de pozos el medio cilanurado posee una mayor sensi-

bilidad, no obstante acusar un % mayor de tubos falso positivos que
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el medlo "AY,

En muestras ds natatorilos ocurre lo contrario, el modio "A"
domuestra mayor sensibilidad que el medio clanurade, dande un menor
% de tubos falsos positivos.

En cuanto a la selecgividad de los medios, en ambos tipos
de agua, la coloracidn de Gram rovela una mayor pureza en cultivos
del necdio ®AT,

Como ya se menciond, en tolad las muestras examinadas se
determind ol nfmero mis probable de bacterias coliformes por 100 ml,
¥y se hizo la difercendiacién de los mismos en los grupos Esch.coll
y bacdlos intermediarios, aerdkenes y cloacali se procedid rara ello
de acuerdo a la téecnica del Ministerio de Salud Pdblica de Inglate-
rra modificado por Wilson (39) y adoptado por los laboratorios de
0.S.0s dosd2 hace muchos ailos, cuyo fundamento es el sigulente:
Porciones determinades del agua en examen, se siembran en tubos con
caldo Mac Conkey, que se 3ncuba a 379C. durante 48 horas. La formae
cidn de dcldo y de gas indica la existencia de bacterias coliformes
Los tubos positivos se utilizan en su totalidad, para realizar pa=
apss 1) tubos con caldo Maec Conkey que se incuba en baifio de agua
regulado exactamente a 42C. (:0,5) temperatura en la cual solo el
B.coll fecal produce dcido y gas y 2) a tubos con medio citrato de
Koser, que se incuban a 389C. durante 72 horas..Este medio tlene
como iUniea fuente de carbono, citrato de scdio, y en &1 se desarro
1lan las bacterias coliformes del grupo I.A.C.

Un edlcule permite determinar el nimero mfs probable (N.M.P.) de



bacterlas coliformes totales, B. coll facal tipo I y bacterias coe
liformes del grupo I.A.Ce

Todos los datos referentes a la presencla de aestreptococos
¥y bacterlas coliformes en los diversos tinos de aguas examinados se
condcnsan an cl cuadffo NQ 7,

En aguas de rfo, todas las muestras analizadas han acusado
la presencla de contaminacifn tanto de estreptococos como de Escheec
coll existlendo por lo tanto un paralellsmo en ambos tipos de cone
taminacidn,

En aguas de pozos, si bien se trabajd con agnas que habfan
dado ensago presuntivo positivo de coliformes, solo se observd en
w 8% % de los casos paralelismo entre la contaminacidn por coli=

formas y eatreptococos. El % da muastras con Esch coli resultd me-

nor que @l de muestras con estrseptococos.

En aguas do natatorios la falta de concordancia es mayor,
ya que estreptococos y coliformes fueron hallados solo en el 80 £
y 52 4 respectivamente de las muestras examinadas, alcanzando apee
nas 15,4 $ las muestras con Esche coli.

Es evidente por io,tanto el mayor wvalor del fndice da ese
troptococos sobre sl de coliformes para jusgar la calid~d baeterino

13-1ica de sguas de natatorios,
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Iy - CLASIFICACION D LA3 CEFAS DT ESTEEPTOCOCOS

La clasificzcidn de las diferentes cenas alsladas se 1levd

a cobo do acuerdo con las tdcnleas seguldas »or K.C. Cooper y Namn-
dan.
—CLASITICACTON (a)

Da las ce:xrs de estrentocoecos alsladas y consarvadas en
tubos de agar inclinado, se efectuaron pases a tubos de caldo baecto
pertona y luego de une incuhacifn de 16 horas a 372Ceg8e efectuaron
las slembras en los sizulsntos medilos diferenclales (ver apéndice)

Los ensayos r=alizados fueron los sigulenteas

e~ LicuaCi5n de la gelatina.-

Se sembrd cade una de las cepas alsladas per puncidn en
tubos conteniendo un medio eon gelatina, luego de una incubacidn Qe
1% afas a 1a temperatura ambilente se efectud la observacisn, habiep
do desarrollo filiforme en todas los tubos y licuacidn de la gola-
tina solo en elgunos de ellos,
2)e-_Formentacidn de azicares.-

Do cada uno de los tubos de bzeto-veptona a clasificar sem
brédse un ansa (4mm) en tubos conteniendo § ml, de los diferentes
azlcarest lactosa, manitel, sacaresa, refinesa, inulina, glicerina
y sorbitol,realizdndose la obcervacidn luego de 24 y 48 horas de
incubaciln a 379C. La mayorfa do los tubos que dieron reacceién po-
gitiva lo hicleron dentro de las rrimeras 24 horas. Los tubos sem-

brodos con lactosa diasron %odos reaceién positiva.
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3)e- Loche azul de netilonoe-

Se sembrd un ausa da los cultivos a clasificar, en tubos
contenicndo % rl. de lache azul de metlleno. Se incubd éstos en bg,
fio de agua a 379C. durante 2% horas. La reaceidn fué considerada
vositiva cusnde los tubos prezentaron zeduccifdn parcial (color ce-
lazte) o reduccifa total (color blanco)

4)e=_Loche tornasol:do.=-

Al 1gual que en el ensayo realizado con la leche azul de
metileno, se sembrd wn ansa de cada uno do ios cultivos en tubos
contonlondo % ml. de leche tornasoladae. Luego de incubado en baiio
do agua a 379Ce. durante 2+ horas, se hize la lectura, considerando
positives acuellos tubos que dicron reduccifn parcial (color resa)
o reducciln total (blanco).
5)a~_H2drdlisis del alplddn.-

Bl ensayo para la hidrd8lisis del almiddn sé¢ llevd a cabo
sembrindosa cn auperficie, placas de agar con 0,2 § de almidén so-
lubles Las placas se incubaroa a 379Ce durante 9 dfas; al cabo de
ese tlampo se efectug la reaccidn para determinar la hidrdlisis ey
briendo la superficle de la placa con solucidn de Lugoles En ningén
czso se observd reaceidn positivae
6) e~ Desarrollo 5 e Cillaee

La slembra se realizd en superficie, incubindose }as pla-
eas conteniends 6,5 4 de C1lNa Adurante 48 horas a 372Ce En la na-
yorfa de las muestras se observd desarrollo de colonias.

7)e= Hondlisis,.-

8o procedid de acuerdo con la tdcnlca de Brown. 8e sembrd

19 =



en profundidad, colocando 1 mle d21 cultivo de baeto paoptona de 16
horas de 1ncubaci5n, en placas y luego sa agrea5 a cada una de allas
el agar fundido al que previasncnte se agregd 5 4 de sangrae de cabae
1lo; ae mezcld el eultivoe con el medlo y se dejﬁ enfriar. Las plae
cas see2a sa incubaron en posicidn invertida a 372C. durante 2% ho=
ras; luego d2 cxaninalas ge dejaron 2% horas miAs, efectudndose 1ls
lactura finale Se coaslderaron positivos todas aquellas placas cie
yas colonias presentaron heiaflisis & su alrededors
8).~- Redgatoncis 3 609C.«
De'acuerdo cﬁh la téenica segulda en el trabajo de Coo)er

y Ramadan, se coloearon 0,5 mle de cada cultivo en pequeiics tubos
de ansayo,mantenifndose durante media hora a una temperatura da 6O
Ce en baiio marfa y 1levdnlose luego a un bafio da 372C. durante 2
horass Se comprob8 su rosistencia al ealor sembrindose en estrfa en
placas de agar sangre al 10 4 ¢ incuvando a2 37eC.durante 43 horas.
9)e=_Desarrollo en bilis.-

| 8e sembrtg en caldo bilis al 10 ¢ incubdndose a 379C.durap
te 43 horas. Fueron considerados positlvos aquellos tubos que pre-

sentaron turblidez y precipitadoee

10) o= Hi2rdlisis del hinurato de sodioe-

Los ectreptococos hidrolizan ~1 hipurato de sodlo transfop

nindolo en Acildo benzolco y glicocola,

La presencla de £cido benzolco en el medls, puede ser do-
nostrada roslizando el ensayo del Cl3Fe o de un £cido inorgdnico.

8c afectu5 al decl Cl3Fe por ser el m3s sensible de los dose
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)
Se sombrd un ansa de cada cultivo an bacto peptona ea un

nedio contaniondo hisurato de sodio y lucgo de incubado duranto 48
horas a 372C. se ;rocedll el onsayo del CliFee

Se agregf a 2ml. del medio utilizado,0,5 ml. de solueidn
de C13Fa al 7 7 y se agitd enérzlcamentes La permancncia de un pra
cipitado en 1la mozcla, significa que el hijurato se desdobld en
benzoato y glicocola, mientras que si la mezcla quedd clara dentre
de los 5 a 10 minutos, el hijurato no ha sido hicdrolizado.
11).~_Crocimionto q oM 946.- .

Bl medio cdrrespondiente ful inoculado con do03 ansas de
cada uno de los cultivos an bacto pectona. Sc incubddurante 2% hoe
ras a 30°C y so raalizd la lcctura correspyondiantee E1l pH inicial
del medlo debe ser 9,6 (r 0,02) y no debe varilar durayte la incubg
cién en (+0,0% unidades). Dobe asegurarse que la temperatura del
medio al doterminar el pH saa dec 189C,

Se serbraron tubos controi'con caldo dextrosa y "buffer®
ajustando a pi 7 incubdndose con cada una de las cepas examinadas.

. 3
mambién sa Incluyeron en cada ensayo controlses nagativose

La clasificzacifn de las dlversas cepas de astreptococos
esiudiadas con las téenleas nmanclonadas, sc consigna en los cuadros
Ne 8, 9 y 10. Estos resultados no concuerdan en su totalidad con
log obtenldos por Cooper y Ramadane

La doterninacifn ds alzunas cepas varld en una o dos reace

clonas, 8¢ obsarvd un comportamionto anormal, por ejemplo; en va=
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rlas cepas que so consideraron pyertenecientes a los Str atfgico II
¥ III, con rcigecto al tornasol, sorbitol y resistcncia a 609C. ose
vacialmente an las aguas de rio y natatorlos. Similarmente, el 8tr,
atfiico ¥ sa presentd anormal a la reacailn de hidedlidis del hie
purato an los tres tijos de agua y el str.durans en el desarrollo

a pi 9,6 y la prucba de hendlisis,

Ln ajucs e pozosy variag cepas no respyondliceron satisface
torlamente a las roacclomsse dcl azul do metileno. Por el aontrario
en aguas 4o o y nataloriecs, las reacciones fueron normales,

A f£ln d2 establecer en basze a esta clasificaciSn, el ori-
gen poslble de las.ceyas eztudaiadas,de acuerdo a lo establecido por
Cooper y Ramadan se cousederd al Strefmecalis tfpice y al Stre du-
rans de origen wxclusivaueute humanesal Streatfpico (IL IV, YV ¥
Strebovls,<e origen animal exclusivo y al Sweatfplco I, II y Str,

iyazefaclena de origen hunano-anlanle

Con los datos obitenidos se construyd el cuadro N¢ 1l en
el gque aparoce la distribucidn dc las cepas de acuardo a su origen

- 4 P e ¥ 2
En 5; 30 obsarvo que las azuad do rio presentaron una contaminacion

ds orizen aalncl muy superior a la humanasen aguas de 0ozos predoe
mindla centaminacidn de origen humano. En cuanto a ias aguas de
natatorios presentoron igual 4% de contaminacidn de origen humano
y aninal

- O 0 aaw
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ATASTRTE AN T
Simultinoameﬁfé con los ensayoé reallzadoa con el objsto
de clasificer lag diforentes cepas de estrepytococos alsladas, se
efactudron otros deztinados a determinar el origen, humano o animal
de 1la contominacifn de las mucstras en estudio, conforme a las prue=
bas propuestas también por Cooyer. y Pamadan con el mismo f£in.
Se vtillzaron lcy tubos de cultivos en bacto peptona de
16 horas de incubaci5h. us.dos para la clasificacidn anerior,rea=

1lizfndose los siguiontos ensayoss

1)s~ Res
| Lueg& de someter 0.3 ml, del cultivo de 16 horas, de cada

una de las cepas a claalficar, a la temperatura de 639Ce durante

30 ninutos y dos horas & 372Ce en bailo marfa, se sembrd un ansa del

cultivo,en ostrfa an placaslde agar sangre al. 10 € y_sg.afectus la

obaorvacidn lvego de una incubacidn do 48 horas a la temperatura de

379C.

2)e~ Resistencla al calor v 41 telurilto.-

" De los tubos ampuestos a la temperatura de 638C.g 30 scme
drd an estrfa en placas con moedio de Todd sdlido (se uﬁiliz& nedlo
do Todd =£11dosen reemplazo del medic de MceLeod's utilizado en el
trabaje 4o Coaper y Ramadan),con 0p047Zde telurite de potasio. Se 1
incubd a 370C. durante 48 horas. La presencia de ocolonilas negras
indicd reaceidn positlva.
3)e= Reacciln Verdc De de Januss-

Un ansa (# mﬁj del cultivo en caldo bacto peptona de 16

023--



horas de incubacidn, se scmbré en el medio verde Jahus con una con
centracidn de 1/10.000. Se incubd durante 16 horas en bafio de 379C.

Se esteblecid que el verde Janus se reduce en el siguien
te orien de colorac15n; azyl, malva, violeta, rojo oseuro, rojo vi
no (quinénico) rosas rosa pilido @ incoloro. Bn ezte ensayo se cop
slderan como tubos positlvos aguellos en loa cuuics se observa el
color rojo quin5nico ({orna semirveducida) o cualotler otro color
que siga a la obteacidn del compuesto leucoiormej;sicndo el color
rosa el nas a menudo observadoe

Los tubos tendrdn reaccidfl negativa cuende el color estd
comprendido entic el azul y 2l rojo oscuro. Para evitar confusidn
entre el rojo oscuro y elrrojo quinsnico, los cultivos son agita-
dos antes de exwuiinarse, gsuosto gue ol O atmosfarico devolvera
ol color violata al colpraate sl no sc hilla en la forma quindnica

Bn las observacloneg aofactundas en este trabajo, se cone
siderd rositivos los tubos con coloruaign; rosa, rosa claro,e ine
coloroe.

Los resultados alcanzades tam™1len se representan en los
cuadros N2 5, 9 y 1l0e In cllog, de acierde a Conner y Ramadan se
clasificd a las capas cn 6 grupes considerandos

Los grupos Iy ITI 4z origon exclvsivamonte humano

" n ITIfTy Iv ¢ " " animal
n " vyvi 0 " » himano y animal
Bn el cuadro N2 12 se .rasentan estos mismos resultados

-

en relacidn zor ¢l ti.o 4 agsa, podlaondo ohservarse en las aguas

- 2% o



de rfo una mayor contaminacidn de origen animal (42 £) que humans
(5¢3 %) y un olevado porcentage de cepas a las que se asigna ambog
origenes (52,7 #)s En cambio en aguas de pozoa semisurgentes y nata
torios predomina la conteminscidn de arigca humano,

—p0 § o
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V- _RESUMEN Y CONCLUSIONES

1)s= Se ha ensayado la adicién de eclanuro de sodio a diversas medios
aproplados para el desarrollo de estreptococos determinando la sane
3ibilidad de los mismos frente a dilucilanes de cultivos puros de
estreptococos.

2)e= Los medios probados fueran el caldo glucosado y el caldo de
Toddjy el medio de Rothe y otro denominado medio "A", que es una mg
dificacién del medio "S,F." de Hajna y Perry, en los cuales se reem
plazd la azida sbdiza por el elanuro de sodio.

3)e= No se obsorvd diferenclas marcadas en la sensibilidad de dichos
medios por lo que se adopté, por su simpylicidad, el caldo glucosado
adicionado con 25 mg.% de clanuro de sodioc para emplearlo en la in-
vestigaciSn de estreptococos en aguas.

4L).= Se estudid la eficacila del medio glucosado clanurado comparati
vamente con la del medio "A" examinando 20 miestras de agua del Rio
de la Plata,56 de pozos semisurgentes y 65 da nagatorios.

5)e= Bl medio glucosade elanurado resultd ser aigo nds sensible aun
cue manos selecctivo que el medio A" con azidag,fronte a aguas de rfo
y pozos y menoa sensible y selcctivo frénte a aguas de natatorios,
Mo se aconseja por lo tanto emplearlo en sustitucién de los medios a
base de azida bilen conocidose.

6)e= Se detcrmind paralelsmente la presencia de bacterias coliformes
en todas las muostras examinedas halldndose con relacién al nime-

7o de muestras estroptococos positivas 1gual cantidad de muestras



de pozos coliformes poaltivas y considerablamente menos aguas de
natatorivs coliformes vositivas. Ademas en aguas de pozos y natator

rios el # deo muestras con_psclf. coli resultd avy fnferior al de

mugstras con ostrertococos,

7Ye~ Se estudiaron sizvilondo las técnicas Lropvestas por Copper y
Ramadan 128 cultivos puros de estreplocoucos aisledos de las divere
sas nuestras oxaminadas, com el objeio de vstablecer el origen hy
nano o animal de los mismose Leos cultivos de estreltococos aisla;
dos, fueron clasificacdoss por identificacidn de cepas (a) y por
origen de contazminacidu (b),

8)e= Loc recultados alcenzados Lor los ensayos blojufmicos en 1la
clasificacidn de aatreptococos por identificacidn de cepas (a)no
concordaron totalicnte con los halledos Lor Cooper y Ramadan; al=-
gunos capas se apartaron en una o afs reaccionas dc su comportae
miento normnale

0)e- Distribuldas las cepas identiflcadas por (o) de acuerdo a su
origan, se obscryd un predominio en aguas de rfo, de estreptococos
de origen anlaml; eir aguas da zozes de orlien humano y en aguas de
nastatorlos igual porcontaje de cepas de orilyen humano y animml
10).= En los resultados alcanzados cn la clasificacién de estrep-
tococos por origen de contuminacldn (b) ac obtuvo tamblen un pre
dominiogen aguas de v¥o &2 estreptococos de origen animalg en ‘

aguas de pozos y natatorios yredominsron las contaminacilonos de ori.
|

gen humanoe




11).= Comparadas embas clnsificaciones (a) y (b) se obsorvd un
resultado aprcximaco en el origen de las cepas, en aguas de rfo

¥y pozZose En aguas de nataborios hubo una mayor discrepanciae
12)e= Dada la simplicillad del nltodo sars establecer el origen
da la contaminacidn (b) y el paralelismo obtenido en relacidn a
la clasificacidn por copae (B) serfs posible determinar por medin
de la clasificaciln {b) la naturaleza de la contuiinacidn por ese

troptococos an agnas de diferante origan.

-— Q D wmew
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VI - APENDICE
COMPOSICION Y PREPARACION D¢ LOS M''DIOS DE CULTIVOS
Medio de Todd sélido (3).-

pérmnlas Infusidn de corazdn 1000 ml,
Neopeptona 10 ge
Clla 5 Be

Ajustar la raccién con NaGH N/1 a pH 8,4, Hervir @urante
5 minutos y agregar a 2 % de agar en yolvo. Dejar en la marmita 1 ho
ra a 1 1/2 hora de modo de fundir el agar y facilitar la filtracidn,
Filtrar a travds de algodﬁn y distribuir en frascos. Estarilizar en

ol autoclave 20 minutoa a 1169C. E1 pH final dcbe ser de 7,8.

Medio de Todd 1£guido G).-

Férmula Infusién de corazdn 1000 ml.
Neopeptona 20 R
ClNa 2 Re
CO3HNa. 2 g2
POL4IINa2 Ot Eo
Glucosa 2 Ee

Prepara:in 1Sacar la mayor cantidad de grasa de un corazén de vaca

Picar la earne cen méquina y agregar 1050 ce. de agua por cada libra
de carne. Agitar y retirar con espatula las pequeiias partfculag de g
grasa que quedan en la superficie. Poner la mezcla de agua y carne
en la heladera durante una nochee. A 1la maflana siguiente calentar dn
rante media hora a una temperatura de 852C. Filtrar por papel,Agregar
neopeptona y ajustar el pH a 8,0 con NaOH N. y agregar el resto de
los componaentas.

-29-




Hervir durante 15 minutos y filtrar a través de vapel.
Entubar en porciones de 10 ml. y esterilizar en autoclave durante
1 hora tres dfas sucesivos. El pH final debe ser 7,8.
Medlo de Rothe (simisle) (21).-

Férmula 3 Triptosa 15 ge
Extracto de carne 4,5 g
Dextrosa 15 g
ClNa 15 g
Azida sddica 052 g

Agua destllada c.3.1000 ml.

Calentar los componentes hasta disolucidne. Agregar la dexe
trosa y la azida s8dica Filtrar por papel. Ajustar el pH a 7,2 con
NaOH N. Coloecar en tubos de ensayo y esterilizar en autoclave a
1109C. durante 15 minutos.

edio " " (simple 23 )e=

Férmula s Triptosa 20 ge
Dextrosa 15 | ge
ClNa 5 Re
PO4HK2 2s7 Re
PO+HZK 297 Re
Azida sddiea 052 2o

Agua destillada ces. 1000 nl.

Calentar los componentes hasta disolucidn. Agregar la doxe
trosa y la azida sddica. Fiitrar por papels Ajustor el pH a 7,2 con

Naud Ne Colocar en tubos de ensayo y esterilizar en autoclave a 1102C



durante 15 minutos.
Gelatina nutritiva (l)e-

Férmula Extracto de carne 3 ge
Peptona 5 Re
Gelatina 120 Ze
Agua destllada c.s 1§00 ml,

Calentar en el esterilizador a vapor haste disolucién. de-
jJar enfriar hasta 302C. y ajustar el pH a 7,6 = 7,8,Agregar un tercio
de clara de huevo por cada litro de medlo, calentar a fuego directo
hasta ebullicidn y filtrar en caliente por sapel de filtro. Dejar
enfriar hasta 302C. y ajustar el pH a 7,2 .Se distribuye an tubos a
razon de 10 mle esterilizando en autoclave a 1102C. durante 15 minue
tos. Enfriar rdipidamente. Este medio deberd ser perfectamente 1{mpi-
do y tener un pH de 7,2 a la temperatura amblente.

Leche tornasolada (41).=

Dejar en la heladera durante 18 horas, leche fresca cruda
da buena calidad. Rétirar la ecrema y agregar luego 10 % de solucidn
de tintura de tornasol con lo que se obtlene un color azul pirpura.
Colocar en tubos de ensayo y esterllizar a 1002C. durante 30 minu-
tos tres dfas eonsecutivos.

Leche azul de metileno (41).=

Leche desengrasada con 0,1 4 de azul de metileno. Entubar

y esterilizar como en el easo anterior.

Leche verde B. de Janus {312.-

Preparar una solucidn del colorante verde de Janus en agua



dostilada (dimetil safranina azodimetil anilina) al 1%, calentando
en baiio marfa a 809¢. durante 15 minutos. Agregar a la leche dasen-
grasada osféril en una concentracidn de 1/10.000. Distribuir 5 ml.
en tubos pequeiios de 10 ml,

Caldo mutritivo (caldo bacto_ peptona) (W2).=

Férmula 3 Extracto de carne 6 g
. Peptona 10 g
Agua destilada e.s. 1000 ml,

Calentar lentamente y agitando, en badio marfa a 652C. hasta
disolucidn del thracto de carne y de la peptona. Recuperar el volu-
men perdidogagregamdo agua destilada y ajustar el pH en forma tal
que despuds de la esterilizacién se halle comprendido entre 6,4 y
7,0 prferiblemente 6,9 (azul de bromo timoi). LLevar a ebullicigh
8 llama directa y luego dejar enfriar hasta 25 @C. Recuperar nuevae
mente altpeso perdido con agua destilada y clarificar por filtracidn
a travds de papel de filtro,

Distribuir en envases deseados y esterillizar en autoclave

a 1209C, dur~nte 15 minutos,

Agar nutritivo (43).-

Férmula 3 Extracto de carne 3 g
Paptona 5 Be
Agar 15 g
Agua destilada c.s 1000 ml,

Disolver el extracto de carne y la peptona en vl agna desti
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lada calentando en esterilizador a vapor. Ajustar la reaceidn (a la
temperatura ambienta) a un pH 7,4 (rojo fenol). Cortar el agar si
es necesario, coloecarlo en un saco de gasa a m@selina y lavarlo an
una corriente de agua durante 15 minutos. Una vez bien escurrido se
agrega a la solucién de peptona y extracto de carne y se lleva a
autoclave a 1209C. durante 20 minutos, filtfindose en caliente. Dis
tribuir en tubos o frascos y esterilizar en autoclave durante 20 mi
nutos a 1209C. La reaccidn final a la temperatura ambiente, debersd
ser DH 7,2

Medio para determinar la hidrdlisis dol almiddne (43).=

Se usa agar nutritivo al cual se agrega antes de esterili-
zar 0,2 % de almiddn soluble. Sn procede luego a su esterilizacién
en forma similar a la preparacidn del apgar nutritivo. El modio eété-
ril se vierte on plaecas.

Inhibicidn por 6,5 % de ClNa (43)e=

Se usa agar extracto de carne al cnal sm le agrega entes de

ger esterilizado 6,5 ¢ de Cl¥a. Esterilizado el medio ss coloca en

placase.

Caldo bilis (42) o=

Caldo nutritivo con 10 % de bilis nura. Se entuba en por=-
. clonea de 10 ml.
Hipurato de sodio (4l4).-

Formula s Peptona 10 g
Pepsina 5 £
Cl2Ca 0,03 e




Eipurato de sodio 10 g.
Cl3Fe al 1% 1 gota
Agua destllada ces. 1000 pl,.

Se disuelve en el azua la peptona, pepsina y el ClR8a cae
lentando a ebullicidn, se deja enfriar y agrega luego el hipurato,
filtrar y ajustar el pH. Se aesteriliza en autoclave 20 minutos a
1169C, Ajustar el pH a 7,1

Crecimiento a pH 9,6 (45)e=

Fdrmula ¢ 1) Caldo d-xtrosa

Dextrosa 10 gz
Extracto de carne 10 g
Pcptona 10 g
ClNa 5 Re

Agun destlilada cess 1000 mle
Ajustar el pil a 7,0 « Bsterilizar en autoclave 20 minutos.
2) Solucidn buffer.

Glicocola 7,505 2o
ClNa 5285 Le
Agua destilada 1000 ml.

Mezclar 6 partes de la solucidn (2) con 4 partes de NaOH
N{10. A 900 ml. de medio (1) agregar 100 ml. del medio (2) y ajustar
el pH a 9,8 con NaOH Ni guardar en frasco cerrado durante una noche
para precipitar completamente, Distribuir con precaucidn en tubos
chicos dejancdo el nfnimo de espacio libre.

Este mcdlo debe usarse dentro de las 48 horas. Bs esencial
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que el pH sea determinado electrométricamente antes y despuds de la
incubacidn, debiendo existir una diferencia de solo Oy0% unidades.
Medio de telurito (3).-

Se usd medio de Todd sélido al que se agregd antes de ver=
ter on plaeas, 0,04 4 de telurito de potasio.
Agar sangre al 10 4 (43).-

Se agrega al agar nutritivo 10 4 de sangre de caballo,esté-
ril, antes de vertar el medlo en placas de petri,

Caldo glucosado al 1 41)gw.

Férmula Extracto de carne 3 R
Glucosa 10 g.
Paeztona 5 Be

Agua destllada c.Ss. 1000 mle
Disolver pa peptona y el extracto de carne en callente, en-
friar un poeo y f£iltrar. Agregar la glucosa. Ecteriligar y ajustar
el pH a 7,4 = 7,8.
Medlos clanuradoge-

La praparacidn de los medios clanurados de Todd, Rothe,me=

dic "A" y glucosado se efectla agregando 25 mg 4 de cianuro de sodio
una vez que el medio ha sido esterilizado, momentos antes de ser usg
do,diﬁtribuyéndose luego en los tubos que ya contienen la muestra a

investigar. El clerre de los tubos debe ser hermético para evitar

el desprendimiento de CNH(tavones de corcho o goma parafinados).

ggrmcntaciﬁn de hidratos da carbono (4l).e

Indicador de Andradree.




Férmula 1@ Fucsina 4cida 0,5 2o
Agua destilada 160 ml.
NaOh N/1 20 ml.
Disolver la fuccina en el agua. Agregar el alcali y dejar
a la temperatura amblente durante la noche. Filtrar por papel de

filtro.

Agua de veptona (46).e

Férmula Septona 10 g.
ClNa 5 Ze
Agua destilada c.s, 1000 ml,

Disolver la peptona y el ClNa en el agua ealentando en
esterilizador a vapor. Filtrar en calichte a travds do papel y ajus
tar el pH a 6,8 = 7,0 Agregar el indicador ¢- Andrade 1 4 y este-
rilizar a 1209C. durantz 20 mlnutes. Preparar en agua destilada una
solucidn del azlcar deseada al 104 y esterilizar a 1009C. durante
30 minutos. Agregar asepticamente 5 ml. de la solucidn de azdear
a 100 ml. de agua de peptona con indicador de Andrads. Repartir en
tubos Ada ensayo can campanita (tubo de Durham) y esterilizar a 1009
durante 30 minutne., Bl medin daeberi tener un pH de 7,4 « 7,6.

Agar sgggfe para hemdl1ais(47).-

Agar peptona con sanére de caballo (recogida asdpticamente)
al 5 4, EL agar nutritivo contiene 2 4 de agar, 1 ¥ de peptona, 1%
de extracto de carne y 0,5 % de ClNa.

Sa procedc como en la praparacifn del agar nutritivo y se

agrega la sangre esta%il ant23 de vertsar el medio en placas.
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aldo Ma~ Conkey (i6)e=

Férmula 1 Taurocolato de sodio 5 Ze
Lactosa 10 ge.
Perztona 20 ge.
ClNa 5 Re
Agua destilada c.s. 1000 ml.

Calentar en asterilizador a vajor durante dos horas y lug
z0 colocar en la heladera durante la noche. Filtrar en frfo al dfa
sigulente y ajustar el pH a 7,4 (rojo fenol);agregar 10 ml. de una
solucidn acuosa de ro jo=neutro al 17, distribulr en cantidades de
5 ml. en tubos de ensayo provistos dec tubitos Qe fermentacidn (Bu=
rham) y finalmonte esterilizar en autoclave a 1159C. durante 15 mi
nutos, o a 1008C. dvrante 30 minutos tres dfas sucesivos. Este mee
dio deberd ser.lfmpido, de color rojo clarete, libre de amarillo
0 anaranjadoe

Medio Citrato (143)e=

Férmula Cloruro de sodie puro 5 Re
Sulfato de magnosio 0,2 =
Posfato monoamdnico l g
Foafato dipotisico l g
Agua destilada ce.S. 1000 nl,

Disolver agitando, hasta obtener una solucién 1f{mpida.
Agregar 2 go de acido cftrico. LLecvar a pH 6,8 (e2zul de bromo ti-
mol) con <olucidn de WaOH N. Distribuir an tubos y esterilimar en

antoclave a 1202C. durante 10 minutos,
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