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RESUMEN

Se evaluaron 5 métodos de utilizacién de azlcares en 25 cepas identificadas previamente como Neisseria gonorrhoeae: agar
CTA, agar CTA modificado, agar gelatina almidon, agar Mueller Hinton mas azul de bromotimol y método réapido. Por los
métodos de CTA y répido fueron identificadas 100 % de las cepas de N. gonorrhoeae, mientras que por los métodos de CTA
modificado y agar gelatina aimidén fue 96 %. Ninguna cepa de gonococo fue identificada por e método de agar Mueller Hinton
mas azul de bromotimol. El medio de agar cistina tripticasa (CTA), constituye el método de eleccion para confirmar los
aislamientos de Neisseria gonorrhoeae; es elaborado fundamentalmente por compafiias norteamericanas, por lo que su adquisicion
en Cuba resulta dificil. Los métodos de agar gelatina aimidon y répido constituyen aternativas Gtiles del medio CTA, por lo que

SU USO Se propone en este trabajo.
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Pararealizar laidentificacion definitivadelos
aislamientos de Neisseria gonorrhoeae se utilizan
pruebas de laboratorio con principios diferentes:
enziméticas, inmunol dgicasy debiologiamolecular.
Las pruebas de utilizacion de azGcares que forman
parte de las pruebas enziméticas son las més
empleadas para este propdsito,! estas utilizan
diversas bases de medios de cultivo.?® El medio
de agar cistinatripticasa (CTA), que promueve €l
desarrollo de muchos microorgani smos exigentes,
hasido durante décadas el método tradicional para
confirmar los aislamientos gonocécicos.* Este
medio es elaborado fundamental mente por
compafiias norteamericanas, por lo que su
adquisicion en Cubaresultadificil, lo que hasido
constatado en recientes visitas de supervision
realizadas por el Laboratorio Nacional de
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Referenciade Neisserias (LNRN) del Ingtituto de
Medicina Tropica “Pedro Kouri” (IPK) alared
delaboratorios de microbiologiadel pais. Por otra
parte, existe unavariante rapida de |las pruebas de
utilizacion de azlicares en aid amientos gonocdci cos,
que representa una alternativa Gtil del método de
CTA . En lapresente investigacion sus autores se
propusieron como objetivo evaluar métodos de
cultivo aternativos parautilizacion de azlcaresen
cepas de N. gonorrhoeae.

METODOS
Fueron estudiadas 25 cepas, identificadas

previamente como N. gonorrhoeae, perte-
necientes al cepario del LNRN del 1PK.



Se utilizaron los medios de cultivo siguientes:

1. CTA (Difco).

2. CTA modificado.*

3. Agar gelatinaamidon.

4. Agar Mueller Hinton mas azul de bromotimol.?
5. Variante rapida de utilizacién de azUcares.®

A todos se les adicionaron los azUcares
(glucosa, maltosa, lactosay sacarosa), que fueron
esterilizados por filtracion con membranas de
0,22 mm y utilizados a la concentracion de 1 %
paralos medios probados, excepto paralavariante
rapida, quefuea20 %y el medio CTA modificado
gue se prepard a 2 %.

L ascepas, mantenidasen congelacion (-70 °C)
en medio de caldo tripticasa soya + glicerol 20 %
fueron sembradas en medio de agar chocolate
enriquecido con suplemento Vitox (Oxoid), a2 %
e incubadas durante 18 a 24 h a 35-36,5 °C, en
atmosferade CO, 5 %. Al cabo de este tiempo, se
observaron las caracteristicas de las colonias y se
realizd subcultivo aagar chocolate enriquecido, bgjo
las mismas condiciones.® Para cualesquieradelos
métodos utilizados se trabgj 6 siempre con cultivos
purosy jévenes (18 a 24 h de incubacion) y con
in6culo abundante (una asada).*

Lasiembraenlosdiferentesmediosserealizo
de laforma siguiente: el medio 1 se sembré por
puncion en lasuperficie (1 cm de profundidad); el
medio 2, preparado en formade cufia, fueinoculado
a lo largo de toda la superficie; el medio 4 fue
sembrado en formade rosetaen lasuperficiedela
placade agar, con unadistanciaentre cepasde 0,5
y 1 cm; y los medios 3y 5 fueron inoculados en
toda su extension. Una vez redlizada la siembra,
los medios fueron incubados entre 35y 36,5 °C,
snCO, y durante1a3d, conlecturadiaria, excepto
para el método rapido que seincubd de 1 a4 h.z4
Como cepas controles fueron empleadas las
siguientes: N. gonorrhoeae WHO A (control
positivo de glucosa), Neisseria meningitidis 385
(control positivo demaltosa) y Neisserialactamica
LNP 411 (control positivo de lactosa). Como
controles negativos se emplearon los diferentes
medios de cultivo, sin inocular. La lectura e
interpretacion delos resultados serealizd sobre la
base de |a literatura consultada.?*
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RESULTADOS

Por los métodos de CTA y répido, pudieron ser
identificadas 100 % de las cepas como N. go-
norrhoeae, mientras que por los métodos de CTA
modificado y agar gelatina amiddn lo fue 96 %.
Ninguna cepa de gonococo pudo ser identificada
por € método de agar Mueller Hinton + azul de
bromotimol (tabla), sin embargo, los microor-
ganismos controlesN. meningitidisy N. lactamica
si utilizaron los azlcares quel os identifican como
especie, en este medio de cultivo.

TABLA. Resultados de la identificacion de cepas de Neisseria
gonorrhoeae segin métodos de utilizacion de azlcares (No. %)

CTA CTA Agar Variante Mueller Hinton +
modificado gelatina rapida azul bromotimol
amidon
25/100 24/96 24/96 25/100 0/0
DISCUSION

L os resultados obtenidos con las 2 variantes
del medio base CTA estén en correspondenciacon
lo expresado por otros autores, que refieren que
este representa el medio de referencia para
identificar los aislamientos como N. gonorrhoeae
y permite un mejor crecimiento del microor-
ganismo.” En el caso del medio CTA modificado,
este garantiza un mayor y més rgpido crecimiento
bacteriano; porque € microorganismo aprovecha
mejor las condiciones de aerobiosis presentes en
el medio, y existe gran similitud en los resultados
obtenidos con estavariante y el método de CTA .4

Lapruebarapidadelas pruebas de utilizacion
de azucares, a diferencia de otros métodos, tiene
la ventgja de permitir almacenar el medio sin
inocular por un mayor periodo de tiempo, a la
temperatura de -20 °C.% En laliteratura se sefida
laaltareproducibilidad delos resultados obtenidos
con este método, en relacion con el CTA 2®

El medio de agar almiddn gel atina representa
una alternativa confiable para la identificacion
definitivade gonococos (JL Zuazo, comunicacion
personal, 1978), lo cua qued6 probado en esta
investigacion.
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El medio de agar Mueller Hinton + azul
de bromotimol ha sido utilizado como una
variante para evaluar la fermentacion de
azlcares en N. meningitidis,> no se ha descrito
su uso en N. gonorrhoeae. Se conoce que esta
Ultima bacteria es, a diferencia del meningococo,
un microorganismo “fastidioso”, de ahi querequiera
de medios suplementados con sangre o proteinas
paracrecer,*® por lo quelosautores de estetrabajo
suponen que la ausencia de crecimiento de las
cepas de gonococo en este medio de cultivo se
debe a esta causa.

De acuerdo con los resultados del presente
estudio, losmétodosdeagar dmidon gdatinay lavar
riante rdpida, fueron Utiles paraeval uar lacapacidad
de empleo de azlicares en cepas de N. gonorrhoeae,
por lo que se propone su uso en e medio cubano
como unaalternativadel medio CTA.

SUMMARY

5 methods of utilization of sugars were evaluated in 25 strains
previously identified as N. gonorrhoeae: CTA agar, modified
CTA agar, gelatin starch agar, Mueller Hinton agar plus
bromotimol blue and rapid method. 100 % of the strains of N.
gonorrhoeae were identified by the CTA and rapid methods,
whereas 96 % were identified by the modified CTA and gelatin
starch agar methods. No strain of gonoccocus was identified by
the Mueller Hinton agar method plus bromotimol blue. The
cystine tripticase agar medium (CTA) is the elective method to
confirm the isolates of Neisseria gonorrhoeae. As it is mainly
made by U.S. companies, it is difficult for Cuba to acquire it. The
gelatin-starch agar.method and the rapid method are useful
alternative of the CTA medium, so their use is proposed in
this paper.

Subject headings: CYSTINE; AGAR; NEISSERIA
GONORRHOEAE; CARBOHYDRATES.
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