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With regard to the international situation, the chief health authorities were
gent to Washington in October 1941 to discuss Continental health, and temporary
measures were adopted there pending permanent decisions to be made at the
X1 Pan American Sanitary Conference in Rio de Janeiro, in September, 1942,

A number of new health agencies and divisions have been set up. The Depart-
ment of Specific Prophylaxis (diphtheria) was created by Law 12,670; on August
23, 1941, the National Committee of Tuberculosis was constituted to coordinate
all activities in connection with this disease; the Department of Hydatidosis
was created by Law 12,732 for the purpose of breaking the infective cycle between
dog and man which keeps alive this cystic disease; its first objective was to pre-
vent dogs from eating visecera of dead or slaughtered livestock. The Division of
Plague Control and Medical Assistance was created on September 25, 1941, On
June 28, 1941, the Health Department established a Division of Neoplasms (ean-
cer control). .

A strict supervision of prices of drugs and medicines was established to prevent
inflation (Law 12,591 forbidding monopolies, speculation and high prices), but,
in spite of this step, they are almost prohibitive, and a solution is being sought
to this urgent problem. Mecasures are algo being taken to assure an adequate
supply of essential narcoties.

EL AGUA DE COCO COMO MEDIO DE CULTIVO

Por el Dr. C. PICADO T.
Jefe de Laboratorios del Hospital de San José, Costa Rica

Hace 25 afios, cuando comenzaban los trabajos rutinarios de bacterio-
logia en el Hospital San Juan de Dios, puede decirse que no contdbamos
con otra clase de medios de cultivo que los que pudiésemos preparar
nosotros mismos. No fué sino aftos después que aparecieron en el
comercio los medios desecados para cultivos de bacterias y hongos. A
partir de entonces, puede decirse que la gran mayoria de los labora-
torios adopté su empleo, sacrificando la parte econdmica a la mayor
comodidad.

Como ahora, con motivo de la guerra que nos envuelve, muchos
laboratorios de los pequeiios pafses de la América Latina se verdn
privados de la comodidad de emplear medios desecados ya preparados,
ereo Gtil publicar mis experiencias sobre el empleo del agua de coco
como medio de cultivo, ya que aunque datan de 25 afios, sélo inciden-
talmente me he referido a ellas en publicaciones anteriores. Creo que
el Boletin de la Oficina Sanitarie Panamericana, dada su amplia difusién,
es el mejor érganc pars ello.

Agua de coco y liquido de Raulin.—S8i recordamos que el conocido y excelente
liquido de Raulin para cultivo de hongos lleva los elementos minerales siguientes :
magnesio, nitrégeno, fésforo, sodio, potasio, azufre, zinc, y hierro en la proporcién
de 0.679%, y sacarosa en la de 4.66%, y que el agua de coco contiene log mismos
minerales, junto con pequefias cantidades de ealcio, aluminio y cloro en una pro-
porcién total de cerea de 1%, y ademds, cerca de 3%, de sacarosa, salta a la vista la
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similitud de eonstitueién, a tal extremo que no titubeamos en afirmar que si Raulin
hubiese conocido la composicién del agua del eoco, pronto se habria dado cuenta de
que sus largas y pacientes investigaciones, que tan s6lo a fuerza de tanteos sucesivos
pudo llevar a cabo en varios afios de esfuerzo, no lo llevaban a otra cosa que a pre-
parar “agua de coco artificial, sintética’” y si el conocido bacteridlogo francés Burnet
sospechase su composicidn, no habria podido decir tampoco, comentando los tra-
bajos de Raulin, que “‘ningtin medio natural de cultivo para los Aspergillus, puede
ventajosamente compararse al liquido de Raulin”.

Al constatar estos hechos, desde hace muchos afios, me vino la idea de probar el
agua de coco esterilizada eomo medio de cultivo para hongos, ya fuese en forma
liquida o bien gelificada con 2% de agar-agar. Los resultados obtenidos fueron
excelentes, como luego lo veremos, pero antes de referirme a ellos, creo Gtil dar a
conocer algunos datos y cifras concretas sobre la composicién del agua de coco, que
con el auxilio del Dr. W. Casseres, recogi para estas lineas. Es tanto rds necesario
tener estas cifras a la vista, cuanto que frecuentemente la denominacién de ““leche
de coco”™ sirve a ciertos autores para designar un extracio total del coco, junto con
la pulps sélida, mientras que otros reservan la palabra ““leche’’ para designar lo que
nosotros llamamos agua. Las cifras mencionadas a continuacidén se refieren al agua
del coco fecundado, seco, despulpado y listo para entrar en germinacién y provienen
de Bachofen en andlisis recogidos por Winton (‘‘Structure and Composition of
Foods’?).
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Nosotros, por nuestra parte, con el auxilio de nuestros compafieros de laboratorio,
cuya colaboracién agradecemos, hemos encontrado :

Densidad. . ..ottt e e e e . 1.026
Ixtracto Seco..

Cloruros.. .
Albfiming,

Hagamos notar desde ahora que a la excelencia de su composicidn mineral como
medio de cultivo, debemos afiadir el heecho de que su pH es el mismo que se emplea
en los medios artificiales para cultivar hongos : el bien conocido medio de Sabouraud,
por ejemplo; adem4s, no lleva solamente sacarosa sino también una pequefia canti-
dad de glucosa junto con otra pequefia cantidad de albuminoideos que aseguran la
nutricién de los hongos que alli se siembran, y cuyo cultivo en un medio limpio
transparente e incoloro es fdcil de seguir.

Veamos ahora cudles son las miltiples utilidades que puede prestar este medio,
euyo costo no es sino de pocos céntimos por litro (en nuestras confiterias puede
obtenerse un litro de agua de coco por 3¢).
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I.—EL Mupio Acipo NATURAL

Micosis.—Il agua de coco, simplemente esterilizada por ebullicién, nos ha
permitido en lugares apartados de los laboratorios recoger y cultivar Aspergillus
de micosis pulmonares. En agua gelificada hemos cultivado, en todo el transcurso
de los 25 afios pasados, la gran mayoria de los hongos patégenos del hombre que son
causa de las diversas micosis y que seria largo enumerar. (Figs. 1y 2).

Hongos fitopatégenos.—El agua de coco gelifieada con Agar-agar al 2 6 3%, nos
ha servido también para aislar y conservar gran ndmero de hongos fitopatégenos
entre los cuales citaremos el Fusarium cubense, que es causa de la enfermedad del
banano (Fig. 3).

Levaduras y micodermas,—Las levaduras industriales corrientes de panifica-
¢ién, vinificacién, cerveceria y destileria encuentran, asi como los Mycoderma de
los vinagres, un medio propicio en el agua de coco.

Bacteroides y bacterias fitopatégenas.—En este mismo medio, sin modificacién
alguna, pueden cultivarse los diversos bacteroides de las nudosidades radiculares
de las leguminosas, asi como también diversas bacterias causantes de mayas, ne-
crosis y putrefacciones en diversas plantas : bananos, tomates, frijoles, ete. (Fig. 4).

Bacilos l4cticos.—~Tanto los bacilos bilgaros como los acidéfilos proliferan per-
fectamente en este medio, que sirve no sélo para su multiplicacién, sino para su
ingestién.

Germinacidn aséptica de orquideas.—Si recordamos que las semillas de or-
quideas no germinan habitualmente sin el concurso de los hongos simbidticos debido
g la falta de albumen en tales semillas, y que el agua de coco no es en suma otra cosa
que albumen liguido, de una semilla de otra monocotiledénea, intentamos en esta
medio el cultivo de orquideas, asépticamente, ¥ el éxito mds completo nos ha sido
dado obtener con géneros diversos, sea partiendo de frutos antes de abrirse, sea de
semillag lavadas en liquidos desinfectantes. (Figs. 5y 6.)

Gusanos de frutas.—Las larvas de moscas que atacan nuestros frutos (Anas-
trepha), pueden seguir viviendo en tubos de agar-agua de coco. Su vida prosigue
con tal normalidad que asi pueden obtenerse no sélo las moseas con sus caracteres
normales especificos, sino también los himendpteros cuyas larvas parasitan los
gusanos de las frutas. Si afiadimos tornasol al agar de coco en que viven las larvas
de las moscas de fruta, obtenemos 4z vivo la coloracién del tubo digestivo: roja en
su parte anterior y azul en el intestino posterior; lo cual es Gtil cuando se estudian
las propiedades bactericidas de las larvas.

ITI.—AGUA ALCALINIZADA AZULADA

Si lo que deseamos es cultivar en este medio bacterias patégenas para el hombre
o los animales vertebrados, ya el pH del medio no es soportable para muchas y en-
tonces debemos cambiarlo y alealinizar. Como indieador podemos usar la tintura
de tornasol adicionada al medio, 0 bien emplear las hojas del Azul (Justicia tinc-
torin), planta de la familia de las acantdceas, de la cual nuestros indios sacaban un
colorante, ¥ que es bien conocida de nuestros campesinos, pues desde la época co-
lonial ha venido sirviendo para azular la ropa blanea, después de lavada, tal y como
.se emplea el azul de Prusia.

El ““azul’’ como indicador de pH.—Las hojas frescas de la planta hervidas en
agua o maceradas en agua fria, dan un liquido azul violeta cuyos virajes son mds
preciosos que los que nos ofrece la tintura de tornasol. En efecto, si a 2 cc del
liquido en examen afiadimos 0.1 ¢c de infusién fresca de hojas de “Azul” al 25%,
obtenemos :
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con pH—S8, coloracién verde

“ pH—1T, «* azul

“ pH—E, “ violeta azulada
« pH—5, « « rojiza
(13 pH_4' ({3 " roia

Es decir, que fuera de las gamas intermediarias tenemos tres variaciones netas
de color: verde para el francamente alcalino, azul para el neutro y rojo para el
4cido, en vez de las dos del “tornasol”.

Fermentacién bacteriana.—Si neutralizamos agua de coco, hervida con 2%, de
hojas de azul, cuya coloracidén es violeta, por adicién de soda y alealinizamos hagta
coloracién netamente azul la totalidad del liguido y luego la mitad de él hasta que
comience a virar a verde, y si entonces mezclamos ambas porciones obtenemos un
medio con un pH aproximado de 7.6. En tubos ordinarios de eultivo ponemos 10 cc
del liquido, un tubo de hemolisis invertido para que sirva de campana para recoger
gas y autoclavamos.

Varios fenémenos pueden producirse: (1) acidificacién con viraje rojo estable,
sin gas y sin decoloracién parcial del liquido, en su base (en 2448 o m4s horas a 37
C); (2) Mismo fendmeno, pero con ‘‘camaleonaje’ al cabo de 48 horas 2 37C; (3)
Acidificacién con produceién de gas y coloraciones como en (1) y (2); (4) produccién
de gas con decoloracién del medio.

Como ejemplo eitaremos el caso de los bacilos paratifico A y B y Coli.

24 horas a 37 C 48 horas a 37 C
Tifico Rojo sin gas ni decoloracién Rojo sin gas ni decoloracién
Para A Rojo sin gas ni decoloracién Viraje a violeta en la parte
superior

Para B Rojo—decoloracién en el Viraje como el A, pero con

fondo—comienza a producirse gas ung burbuja neta de gas
Coli Rojo—decoloracién—bas- Mayor decoloracién y pro-

tante gas duccibn de gas

En un prinecipio atribuimos las diferencias de comportamiento notadas en los
paratificos al hecho de que el agua de coco tuviese algtin azdcar, xilosa por ejemplo,
que fuese fermentado exclusivamente por el Para B y no por el Para A, pero el
estudio de las osazonas nos mostré la presencia de glucosa como Gnico azicar fer-
mentable por los paratificos.

La dualidad de comportamiento se debe a la concentracién de azlcares en el
medio; demasiado fuerte para el Para A, que no puede producir alli la fermentacién
gaseosa, pero no para el Para B, ni menos atin para los colibacilos.

En medios artificiales por concentraciones variadas entre azdcares diferentes,
aunque ambos sean fermentables aisladamente, podemos establecer los indices
especificos de fermentacién gaseosa, propios a cads especie bacteriana. Es pues
obra de la casualidad el hecho de que en el agua de coco el 3% de glucosa vaya adi-
cionada de la cantidad de sacarosa (3.5%) y de sales minerales que establecen el
indice diferencial entre los dos paratificos.

Para la diferenciacién de las bacterias intestinales, presta pues el medio de que
nos ocupamos inmensos servicios, pudiendo sustituir medios diferenciales caros y
de preparacién dificil.

Inttil parece afiadir que el agua de coco azulada y alcalinizada es susceptible de
gelificacién, prestdndose para el cultivo de las bacterias mds diversas.

Si deseamos tener un medio de cultivo mds pobre y privado de azdcares para
poner en él los que a voluntad deseamos, podemos despojar al agua de coco de sus
azicares y parcialmente de sales, mediante una previa fermentacién por levaduras
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que ataquen la glucoss y sacarosa. Una vez terminada la fermentacién el liquido
decantado es azulado, alealinizado, adicionado de los aziceares u otras sustancias
con que quiera enriquecerse (peptona, por ejemplo) y finalmente gelificado por
adicién de 3% de agar-agar.

Sobre este medio de cultivo pueden aislarse las diversas bacterias intestinales
patégenas, ¥ luego comenszar su identificacién en el medio natural ligquido con
campana, que algunas veces es suficiente en cuanto a fermentacién se refiere.

El hecho de contener sacarosa y glucosa permite con el agua azuleada,
neutralizada y gelificada, preparar tubos semejantes a los de Russell, que se presten
& la, vez para sembrar, en profundidad por picadura, y en superficie por estria, las
bacterias en estudio.

En los medios de cultivo indicados, previa la experiencia que todo principio
requiere, encontrardn quienes quieran experimentarlos, una fuente de economia
monetaria y de esfuerzos que habrd de facilitarles los trabajos de bacteriologia y
micologia necesarios para sus estudios en estos tiempos dificiles y en laboratorios
mal equipados.

Nuestra préodiga Naturaleza tropical, viene, una vez mds, a traernos
ya hecho lo que a otros ha costado largos afios de trabajo. No conozeco
por sus diversas aplicaciones, ningin medio de cultivo artificial o natural
que pueda ni lejanamente compararse al que nos ofrecen los cocoteros
en nueces huecas, estériles, que son verdaderos recipientes ya listos para
sembrar en ellos los microbios que deseamos estudiar, llegando pues en
su generosidad la Naturaleza no sélo a darnos el medio de cultivo ya
listo sino a permitir que trabajemos aun sin autoclave, y lo que es aun

maés milagroso, sin cristaleria, ya que podemos sembrar directamente en
el coco mismo.

COCONUT WATER AS A CULTURE MEDIUM

Summary.—The war, with its interruption of transportation, has prevented
many small laboratories from obtaining their usual supplies of prepared culture
media, 5o that the author believes that the experiments begun 25 years ago by the
San Juan de Dios Hospital, in using coconut water for growing of cultures, may
be of value. Coconut water, containing magnesium, nitrogen, phosphorus,
godium, potassium, sulfur, zine, iron, sucrose, calcium, aluminum, and chlorine,
very closely resembles Raulin’s liquid. The natural acid coconut water, sterilized
by boiling, whether used as a liquid or jelled, serves as an excellent medium for
the growth of fungi causative of both human and plant mycoses, for industrial
yeasts, for bacteria attacking plants, for acidophilous bacilli, for the germination
of orchids, and for the development of fruit-fly larva. Bacteria pathogenic to
man and animals require that the coconut water be alkalinized. For this, soda
may be used, the process being tested with litmus tincture or with a liquid made
from the Azul plant (Justicia tinctoria). Other variations include depriving the
water of its sugars and part of its salts by fermentation with yeasts, followed by
treating with azul, alcalinization, addition of other needed substances (such as
peptone), and jelling with 3%, of agar-agar. The economy of the medium is
realized when it is known that in Costa Riea one liter of coconut water may be
obtained for 8 centavos.
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Fig. 1.—Aspergillus fumigatus proveniente de un caso de micosis pulmonar humana, en agua de coco

esterilizada. Fig. 2.—Aspecto microsedpico del cultivo anterior, Mierofoto Morales.) Fig. 3.- -Cultivos
de hongos en agua de coco gelificada con agar-agar. A la derecha Fusarium cubense. causante de la “enfer-
medad de Panami' del banano: a la izquierda, Fusarium genevense. no patbgeno (el primero se torna
rojo, y el segundo amarillo al eabo de dos semanas). Fig. 4 —Bacterias cauasantes de una enfermedad
(hielo) de los frijoles, cultivadas en agar-agua de coco, donde producen zonas concéntricas de color cho-
colate, que en otr

s medios no aparecen. Fig. 5.—Hfbrido de Cattleya con 5 meses de edad (ampliado
cinco veces). TFig. 6.—Cultivos asépticos de orquideas en agar-agua de coco, pertenecientes respectiva-
mente a los géneros Epidendrum, Cattle yay Uncidium. (Tamafio natural v 5 meses de edad
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Usina pasteurizadora, Montevideo Uruguay
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Hornos incineradores de basura, Montevideo. Uruguay




