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Se estudia el efecto del bicarbonato de sodio afiadido directamente al medio de crecimiento, para el
aislamiento primario de Neisseria gonorrhoeae. Se investigaron 105 muestras de exudados uretrales de
varones con uretritis, que acudieron al laboratorio de microbiologia del hospital provincial "Saturnino Lora",
y se procedi6 a inocular las mismas en agar chocolate, base GG; en placas de Petri y el mismo medio, pero
con NaHCOs en concentraciones de 0,036 y 0,072 molar, utilizando frascos de 120 mi con tapas de rosca.
Las placas se incubaron en atmésfera de C02 (método de la vela) y los frascos en atmésfera normal; ambos a 35°C
durante 24 y 48 horas. No hubo diferencia entre los resultados obtenidos mediante los dos métodos, lo que afirma la
utilidad del bicarbonato de sodio para el fin propuesto. Se establecen conclusiones y se formulan recomendaciones.
El trabajo se ilustra con cuadros.

INTRODUCCION

La rapida evolucion de las costumbres sexuales no ha ido aparejada a una
adecuada orientacién sanitaria,* lo que ha contribuido a un considerable aumento
de las enfermedades de trasmision sexual a nivel mundial, que afecta a todos los
grupos de edades de las diferentes clases sociales en ambos sexos, con una
mayor incidencia en el periodo sexual activo. La gonorrea, la mas antigua de estas
entidades, cuyo origen se pierde a través de los tiempos, es una afeccién infecto
contagiosa causada por N gonorrhoeae y trasmitida casi exclusivamente mediante
el contacto sexual;* ocupa un lugar relevante en todo el mundo y algunos la
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incluyen entre las enfermedades infecciosas de mayor difusiéon,>¢ al mostrar las
estadisticas una progresion del nimero de personas infectadas en todos los
continentes.®

Cuba no constituye una excepcién y muestra caracteristicas analogas a las del
resto de los paises, ya que se informa un aumento creciente de los casos
notificados de gonorrea en el orden del 30 % con respecto al afio anterior,” y
nuestras estadisticas revelan un incremento notable, la tasa se eleva de un 8,9 en
1965 a 137,8 en 1979.78

El control de la gonorrea y la prevencién de sus secuelas dependen en gran
escala de un diagnéstico precoz, que posibilite el tratamiento oportuno y el
pesquisaje de los contactos. Las manifestaciones clinicas permiten suponer la
existencia de esta enfermedad, pero para la confirmacién se requiere del
diagnéstico bacteriolédgico. Este se basa en la demostracién y en el aislamiento, o
ambos inclusive del microorganismo de muestras procedentes de los pacientes
sospechosos de padecerla.?

Para ello es de suma importancia valorar los requerimientos de cultivo del
agente causal. Casi todos los autores® coinciden en plantear tres condiciones
indispensables para obtener mayores posibilidades diagnoésticas:

1. Humedad aproximada del 70 %.
2. Cozentreel 3yel7%.

3. Temperatura de 35 grados centigrados.

Otros investigadores han estudiado el efecto de diferentes condiciones
atmosféricas en el crecimiento de N. gonorrhoeae y demostrando que la mayoria
de jas cepas requieren del 2 al 10 % de CO, en la atmdésfera para su crecimiento,
especialmente para el aislamiento primario.!*? Se han ideado diversos sistemas
para suministrar CO2 a los microorganismos, entre ellos:

1. Método de la vela.?

2. Uso decilindro industrial de C0O, para recipientes, como la jarra de
anaerobios.!?

3. Métodos quimicos que utilizan CIH, 0,1 Ny pequefios trozos de marmol.*?

4. Empleo de incubadoras especiales que aportan la temperaturay el CO2
requeridos.'®

Los tres primeros tienen desventajas al requerir de un recipiente adicional, y
resulta dificil conocer con exactitud la cantidad de C0, asi aportado.

La incubadora de CO, es un equipo costoso, que reclama de cierto
entrenamiento para su empleo.

Por otra parte, con los sistemas sefialados anteriormente, para el estudio
individual posterior de cada muestra es necesario alterar las condiciones de
incubacién del resto.
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1.

OBJET
General

0s inconvenientes han impuesto a los investigadores la tarea de buscar
ue los sustituyan, entre los cuales puede mencionarse el uso de:

Tabletas de acido citrico mas bicarbonato para generar C0, en dispositivos
individuales herméticamente cerrados, pero requiere también de un
recipiente adicional.!

El bicarbonato de sodio afiadido directamente al medio de crecimiento.!

Este dltimo constituye un hallazgo reciente y novedoso. Al valorar que la
mayoria de los laboratorios del pais no poseen incubadoras de CO2; que la
utilizaciéon de los recipientes necesarios para el método de la vela (u otros
de los sefialados) son de dificil adquisicién y disminuyen el espacio atil de
nuestras incubadoras, y basados en los resultados obtenidos por quienes
preconizan el uso de esta sal afiadida directamente al medio de cultivo,
cuya concentracién puede ser regulada méas facilmente que el gas C0,, nos
propusimos comprobar en nuestro medio la utilidad del sistema, teniendo
en cuenta su sencillez y bajo costo, con vistas a facilitar el diagndstico de
tan difundida enfermedad.

IVOS

— Comprobar la utilidad de un medio de cultivo al que se le adiciona
bicarbonato de sodio como fuente inicial de carbono, para el aislamiento
primario de Neisseria gonorrhoeae.

Especificos

1.
2.

Comparar los resultados obtenidos entre este método y el convencional.
Facilitar el diagno6stico de laboratorio de la gonorrea.

MATERIAL Y METODO

Materiales

1.

R.C.M.
JUNIO. 1985

Cristaleria

Placas de Petri 85 x 10; frascos de cristal transparente de 120 mi, con tapas
de rosca; frascos de 5 litros, de boca ancha y tapa de rosca (para el método
convencional de la vela), pipetas, tubos de ensayos, erlenmeyers, balones,
probetas, laminas portaobjetos.

Equipos
Incubadora y microscopios binocular y estereoscépico (todos disponibles
en el laboratorio).
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3. Reactivos
Cristal violeta colorante, lugo!, alcohol de 95 grados y safranina (su-
ministrados listos para su uso por la unidad provincial de reactivos
quimicos).

4. Medios de cultivo y productos quimicos y biolégicos GG, base agar Oxoid,
sangre de carnero desfibrinada, bicarbonato de sodio puro para analisis,
fosfato monopotéasico, fosfato de sodio dibasico, carb6n vegetal, glucosa,
maltosa, sacarosa, nitrato férrico, glutamina, rojo fenol, NN-dimetil-
parafenil endianima oxalato.

5. Otros materiales

Hisopos, aplicadores, asas bacteriolégicas, mecheros de gas, papel de
filtro.

Universo

Estuvo constituido por los 105 pacientes varones con uretritis que acudieron
al laboratorio de microbiologia del hospital provincial docente “Saturnino Lora”,
en el periodo seleccionado para el estudio (noviembre de 1980).

Delerminacion de la muestra

Para demostrar la hipotesis planteada, se requeria menos de un centenar de
pacientes. Se tomaron 105 muestras con los siguientes controles:

1. Pacientes del sexo masculino a los que se les indic6 exudado uretral para
conocer la causa de su uretritis.

2. Pacientes que no hubieran recibido tratamiento previo con antibiético.

Procedimiento

A cada paciente se le llen6 el modelo en el que se recogieron datos generales
y especificos acerca de su enfermedad.

Toma de muestra: A cada paciente, sin orinar, se le tomo6 muestra de la uretra en
las primeras horas de la mafiana con hisopo fino estéril, tratado con una solucién
tamponada de fosfato y carbdén vegetal y se introdujo el mismo en la urstra,
aproximadamente un centimetro y se le imprimi6 un movimiento de rotacion
durante 30 segundos. Seguidamente se realiz6 el frotis y la siembra en forma
aleatoria, en placas de Petri con agar chocolate base GG, y en dos frascos que
contenian una cufia del mismo medio, pero con bicarbonato de sodio en las
siguientes concentraciones: 0,036 y 0,072 M.

Examen directo: El frotis se fijo y coloreé seglin lo orientado por las Normas
Nacionales de Microbiologia.t®

Cultivo: Se procedio a estriar las placas y los frascos previamente inoculados y
se incubaron de inmediato a 35 °C; las placas en una atmésfera con un 5 % de CO;
aproximadamente (método de la vela), y los frascos en atmdsfera normal; ambos
duraite 24 a 48 horas.
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Interpretacion

Examen directo: El frotis se observé con objetivo de inmersion, recorriendo
alrededor de 100 campos. La presencia de tipicos diplococos gramnegativos,
arrifionados e intracelulares fue considerada como positiva.

Cultivo: Transcurrido el tiempo sefialado, se examinaron las placas y los frascos
en busca de colonias con las caracteristicas propias del crecimiento en medio
sélido del gonococo. A todos los cultivos sospechosos se les realizé la prueba de
oxidasa, poniéndolos en contacto con una solucién al 1 % de NN-dimetil p-
phenylendiamina, recién preparada. Se impregn6 un papel de filtro en la solucién
del reactivo, y tomando la colonia a investigar con un aplicador de madera estéril,
se les puso en contacto. La aparicion de una coloracion que va de rojo a negro se
interpreté como positiva.

A todos los cultivos con colonias oxidasa positivas se les efectué coloracién de
Gram, para comprobar la presencia de diplococos arrifonados gramnegativos.

En la totalidad de los casos que resultaron positivos, observamos el
crecimiento obtenido en los diferentes sistemas para conocer su eficacia; y con
respecto a los negativos, en esta primera observacién se procedié a incubarlos
hasta completar las 48 horas en las mismas condiciones descritas para cada uno.

Cuando encontramos crecimiento de diplococos gramnegativos, oxidasa
positivos, realizamos resiembras en placas de agar chocol.ate, para obtener
cultivos puros y proceder a inocularlos en los tubos con los carbohidratos, que se
incuban durante 48-72 horas. La produccion de acido sin gas de la glucosa, pero no
a partir de los otros carbohidratos, confirmé la existencia de Neisseria
gonorrhoeae.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para demostrar la eficiencia de la sal a la cual hemos hecho referencia,
investigamos 105 muestras de exudados uretrales de pacientes del sexo masculino,
realizdndoles a todos, ademas de cultivo, examen directo por la técnica de
coloracién de Gram, y se obtuvo un total de 46 positivos (43,8 %) y 59 negativos
(56,2 %) (cuadro 1).

Cuadro I. Resultados obtenidos de las 105 muestras de exudados uretrales del varén.

Resultados No. %

Positivos 46 43,8
Negativos 59 56,2
Total 105 100,0

De ellas, encontramos 45 casos positivos y 60 negativos por cultivo, tanto en
medio de agar chocolate convencionalmente incubado en CO,
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(método de la vela), como en los que se afiadi6é bicarbonato de sodio en las concentraciones
ya referidas, usando frascos de 120 ml con tapas de rosca, en sustitucion de las
tradicionales placas de Petri, e incubados en atmdésfera normal. Mediante examen directo,
los resultados fueron: 44 positivos y 61 negativos; todo ello reflejado en el cuadro Il

Cuadro Il. Resultados del examen directo y el cultivo

Examenes Positivos Negativos Total

No. % No. % No. %
Directo 44 41,9 61 58,1 105 100,0
Método de la vela 45 42,9 60 57,1 105 100,0
Bicarbonato de sodio 0,036 45 42,9 60 57,1 105 100,0
Bicarbonato de sodio 0,072 45 42,9 60 57,1 105 100,0

Fuente: Libro de registro del hospital provincial docente “Saturnino Lora", 1980.

Comparando los resultados obtenidos por las variantes empleadas v el método
convencional, se destaca y llama notablemente la atencién que los mismos no
difieren en absoluto, lo que constituye un reflejo de la eficacia de afiadir el
bicarbonato de sodio directamente al medio, para el primer aislamiento del
gonococo (cuadro |Ill). No observamos diferencias ostensibles en cuanto a
variacion del tamafio de las colonias.

Cuadro Ill. Resultados obtenidos con la variantes técnicas ensayadas

Resultados itodos de la vela  Bicarbonato de sodio Bicarbonato de sodio
0,036 m 0,072 m
No. % No. % No. %
Positivos 45 42,9 45 42,9 45 42,9
Negativos 60 57,1 60 57,1 60 57,1
Total 105 100,0 105 100,0 105 100,0

La literatura registra que un pequefio por ciento de las muestras de

pacientes con uretritis gonocécica, no se diagnostica en las primeras 24 horas de
incubacion;* sin embargo, nuestros hallazgos discrepan en ese sentido, pues
todos los casos positivos los obtuvimos durante ese tiempo (cuadro 1V).

Consideramos necesario resaltar aqui, que en la bibliografia consultada que
motivé nuestra investigacion, los autores utilizaron cepas de laboratorio para
comprobar la eficacia del bicarbonato de sodio afiadido directamente al medio de
cultivo, como sustituto de la incubacién en CO, tradicionalmente conocida;!!
mientras que nosotros partimos directamente de la muestra clinica. Estimamos
que los resultados obtenidos de este modelo podrian contribuir mejor a la
valoracién del método.
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Cuadro IV. Resultado de los cultivos a las 24 y 48 horas

Fuente: Libro de registro del hospital provincial docente “Saturnino Lora", 1980.

Ademas, en la revisién de la literatura internacional a nuestro alcance, no
encontramos otro trabajo que partiera directamente de la muestra clinica, y hasta
1980 no existian datos de que alguien en el pais hubiera empleado el bicarbonato
de sodio en el primer aislamiento de N. gonorrhoeae.

De los 46 casos positivos, 43 fueron diagnosticados por el examen directo y el
cultivo (93,4 %). Dos casos sdélo por el ultimo (4,4 %) y uno por el primero (2,2 %)
(cuadro V).

Cuadro V. Correlacion de los 46 casos positivos por examen directo y cultivo

Examenes No. %
Directo y cultivo 43 93,4
Cultivo 2 4,4
Directo 1 2,2
Total 46 100,0

El examen directo coloreado segin latécnica de Gram mostré ser

eficaz, y revel6 una adecuada sensibilidad. La literatura recoge hasta un 99 % de
sensibilidad, pero otros autores han obtenido solamente un 92,6 %.!° Nuestros
resultados en este trabajo se corresponden con los planteados por diversos
investigadores, al alcanzar un 95,5 %.

En general, para proporcionar una idea comparativa de nuestros hallazgos en
cuanto a positividad, con otros trabajos nacionales e internacionales, cabe sefialar
que se informaron cifras variables de aislamiento en pacientes del sexo masculino
y que, por ejemplo, en un grupo de 2 558 pacientes examinados mediante cultivo en
una clinica de enfermedades venéreas, se aislaron gonococos en el 39,8 % y en
otro de 54 cultivos uretrales de varones sospechosos, se obtuvieron siete posi-
tivos, para un 12,9 %.16

En nuestro medio, en un grupo de 112 varones investigados, los resultados
arrojaron un 48,2 % de positividad.!” En otro trabajo nacional'® se da a conocer un
61 % en 4 176 pacientes estudiados por examen directo, seglin la técnica de Gram.
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De los pacientes analizados por nosotros, el 60,9 % tenia secreciones
purulentas; de ellos, 47 mostraban abundante secrecion, y 17, escasa; en el 20 %
existia secrecion seromucosa, y en el 19,1 % no se present6 ninguna (cuadro VI).

Cuadro VI. Caracteristicas de la secrecién uretral

Secrecién No. %

Purulenta 64 60,9
Seromucosa 21 20,0
No secrecion 20 19,1
Total 105 100,0

Fuente: Libro de registro del hospital provincial docente “Saturnino Lora", 1980.

En los cuadros VII y VIII se reflejan los resultados obtenidos tomando en
cuenta las caracteristicas fisicas de las muestras. Como era légico esperar, en el
grupo de pacientes con secrecién purulenta encontramos el mayor por ciento de
positividad, lo que coincide con los hallazgos méas frecuentemente notificados en
los casos de uretritis gonocécica.'® No se obtuvo ninglin caso positivo en aquellos
con secrecién seromucosa, y s6lo uno entre los 20 sin secrecion.

Cuadro VII. Resultados obtenidos de acuerdo con el tipo de secrecion

Examen directo

Positivo Negativo
Secrecion Pacientes No. % No. %
Purulenta 64 43 40,9 21 20,0
Seromucosa 21 — — 21 20,0
No secrecion 20 1 0,9 19 18,2
Total 105 44 41,8 61 58,2

Fuente: Libro de registro del hospital provincial docente "Saturnino Lora”, 1980.

En el cuadro IX se observa el comportamiento de las pruebas ensayadas soélo
con los pacientes que presentaron secreciéon purulenta, y que constituyeron el
mayor numero.

Cabe destacar que todos los pacientes positivos tenian disuria y menos de
diez dias de evolucién.

El periodo de incubacion por pacientes fue aproximadamente de dos a ocho
dias; dato este dificil de obtener por la carencia de orientacién e informacion hacia
la poblacién con respecto a dicha enfermedad.
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Cuadro IX. Comportamiento de las pruebas utilizadas en los pacientes con secrecion purulenta

Positivos Negativos Total

Pruebas No. % No. % No. %
Frotis 43 67,2 21 32,8 64 100,0
Método de la vela 44 68,7 20 31,3 64 100,0
Bicarbonato de sodio 44 68,7 20 31,3 64 100,0
0,036 M

Bicarbonato de sodio 44 68,7 20 31,3 64 100,0
0,072 M

Fuente: Libro de registro del hospital provincial docente "Saturnino Lora”, 1980.

Como se demostr6 en el desarrollo del presente trabajo, la adicion de
bicarbonato de sodio directamente al medio de crecimiento, suple sa-
tisfactoriamente la incubacién en CO, por el método de la vela y otros conocidos, y
brinda un numero considerable de ventajas, las cuales ya fueron expuestas;
ademas de propiciar el ambienta biolégico necesario de C0, desde el mismo
momento de la inoculacion de la muestra.

CONCLUSIONES

1. El bicarbonato de sodio afiadido directamente al medio de cultivo, en las
concentraciones investigadas (0,036 y 0,072 molar) y utilizando frascos de 120
mi con tapa de rosca, es Uutil en el aislamiento primario de Neisseria

gonorrhoeae.
2. No encontramos diferencias en los resultados de los casos estudiados por las
variantes ensayadas y el método convencional, lo que sugiere

significativamente que el HNaCo2 suple satisfactoriamente los métodos
convencionales de suministrar CO2 para la recuperacién del gonococo en el
laboratorio.

3. Este método permite la utilizacion controlada de la fuente de carbono inicial
para el primer aislamiento de Neisseria gonorrhoeae, lo que no resulta facil

con el método de la vela.
4. EIl procedimiento resulté sensible, especifico y sencillo.

5. Evita el uso de frascos grandes y otros recipientes o equipos requeridos para
propiciar el CO2 por otros métodos, con lo que se facilita el diagnéstico de
laboratorio de la gonorrea.

6. La cantidad de medio de cultivo utilizada por caso es menor (7 a 8 mi), y los
recipientes empleados para este fin son de facil adquisicion y menos fragiles
que las placas de Petri.

RECOMENDACIONES

1. Recomendamos el nuevo método empleado para el aislamiento primario del
gonococo en los exudados uretrales del varon.

642 R.C.M.
JUNIO. 1985



2. Proponemos que se ensaye en el diagnéstico de laboratorio de la gonorrea de
otras localizaciones y en la mujer, adaptandolo convenientemente para este
objeto.

3. Valorar el método para el transporte de estas muestras hasta el laboratorio, lo
que nos permitira realizar latoma de las mismas en cualquier lugar del pais.

4. Efectuar estudios que nos posibiliten valorar también el medio en el
aislamiento primario de N. meningitidis.

5. Ensayar el método en la aplicacién de microcultivos, que nos permita realizar
pesquisaje a bajo costo en la poblacién, para detectar portadores
asintomaticos de gonococo.

SUMMARY

Moya Justiz, G. et al. Effect of sodium bicarbonate on primary jsolation of Neisseria gonorrhoeae.

Effect of sodium bicarbonate directly added to growth médium, for primary jsolation of Neisseria
gonorrhoeae, is studied. One hundred and five samples of urethral exudates frcm males with urethritis, who
carne to the microbiologic laboratory, "Saturnino Lora" Provincial Hospital, were Investigated. The samples
were inoculated in chocolate-agar, GG base; in Petri plates and the same culture médium, but with NaHCO3
In 0,036 and 0,072 mol concentrations, using 120 mi bottles with screw caps. The plates were incubated at
CO02 atmospphere (candle method) and the bottles at normal atmosphere; both at 35°C during 24 and 48
hours. There was not difference between results obtained by the two methods, so usefulnes of sodium
bicarbonate for that proposal is asserted. Conclusions are established and recommendations are stated. The
paper is illustrated with pictures.

RESUVIE

Moya Justiz. G. et al. Effet du bicarbonate de sodium dans l'isolement primaire de Neis- seria gonorrhoeae.

Les auteurs ont étudié I'effet du bicarbonate de sodium ajouté directement au milieu de croissance, pour
I'isolement primaire de Neisseria gonorrhoeae. lis ont étudié 105 échan- tillons d'exsudats urétraux
provenant d'individus du sexe masculin et porteurs d’urétrite, qui son allés au laboratoire de microbiologie de
I'hopital provincial "Saturnino Lora”; les échantillons ont été placés en milieu agar-chocolat, base GG; en
plaques de Petri et dans le méme milieu, mais avec NaHCO3 en concentrations de 0,036 et 0,072 molaire, en
em- ployant des flacons de 120 mi avec des bouchons & vis. Les plagues ont été incubées en atmosphére de
CO02 (méthode de la bougie) et les flacons en atmosphére nérmale, tous les deux & 35°C pendant 24 et 48
heures. Il n’y a pas eu de différence entre les résultats obtenus par les deux méthodes, ce qui affirme ['utilité
du bicarbonate de sodium pour le but proposé. Des conclusions et des recommandations sont signalées, et
des tableaux sont présentés.
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