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A MEDIUM FOR 
THE CULTIVATION OF 
T. CRUZI AND THE 
LEISHMANIAS (GFFUTT)

D i f c o  B l o o d  A g a r  B a s e  i s  a c o n v e n i e n t  
and s a t i s f a c t o r y  f o u n d a t i o n  medium f o r  t h e  
c u l t i v a t i o n  o f  T. c r u z i  and t h e  L e i sh m an ia s  
f rom s t o c k  c u l t u r e s  and a n i m a l  s o u r c e s .

The b a s e  i s  p r e p a r e d  a s  d i r e c t e d  on t h e  
b o t t l e  an d  s t e r i l i z e d  a t  1 2 1 . 6 °  C. f o r  15 
m i n u t e s .  I t  may be  s t o r e d  i n  t h e  r e f r i g ­
e r a t o r  f o r  s e v e r a l  months  u n t i l  n e e d e d .  
The b a s e  i s  t h e n  m e l t e d ,  5 p e r c e n t  f r e s h  
r a b b i t  b l o o d  ad de d ,  t h e  medium t u b e d  i n  
4 t o  5 c c .  amounts ,  and s l a n t ed . .  The re  w i l l  
be v e r y  l i t t l e  w a t e r  o f  c o n d e n s a t i o n  formed,  
s o  a b o u t  1 c c .  o f  s t e r i l e  n o r m a l  s a l i n e  
i s  ad d ed  t o  e a c h  s l a n t ,  and  t h e  t u b e s  i n ­
c u b a t e d  a t  37°  C. f o r  24  h o u r s  t o  t e s t  
f o r  s t e r i l i t y .

T h i s  medium may be i n o c u l a t e d  w i t h  b lood ,  
bone marrow,  and t i s s u e  f rom s p l e e n  and 
l i v e r .  I t  i s  e s s e n t i a l  t h a t  a s e p t i c  p r e ­
c a u t i o n s  be u s e d  i n  t h e  i n o c u l a t i o n  an d  
h a n d l i n g  o f  c u l t u r e s ,  f o r  none o f  t h e  blood  
f l a g e l l a t e s  w i l l  g row i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
b a c t e r i a  o r  f u n g i .  The  c u l t u r e s  a r e  i n c u ­
b a t e d  a t  22°  t o  25° C. f o r  a t  l e a s t  2 weeks.  
A d d i t i o n  o f  a r u b b e r  s t o p p e r  p r e v e n t s  
e v a p o r a t i o n  o f  t h e  f l u i d  a t  t h e  b a s e .

S t o c k  c u l t u r e s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  grow 
v e r y  w e l l  on t h i s  medium. T r a n s f e r s  e v e r y  
14 days  g i v e  most  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s ,  b u t  
t h e  o r g a n i s m s  w i l l  r e m a i n  v i a b l e  much 
l o n g e r  i f  t h e  p r o p e r  t e m p e r a t u r e  i s  
m a i n t a i n e d .

S t e r i l e  r a b b i t  b lo o d  i s  o b t a i n e d  by d i r e c t  
h e a r t  p u n c t u r e .
The h a i r  i s  s h a v e d  o f f  an a r e a  o v e r  t h e  h e a r t  
and t h e  s k i n  c l e a n e d  w i t h  a l c o h o l  a n d  p a i n t e d  
w i t h  t i n c t u r e  o f  i o d i n e .  A s t e r i l e  10 c c . , 
20 c c . , o r  50 c c .  s y r i n g e  may be  u s e d ,  w i t h  
an  18 o r  20 g a u g e  n e e d l e ,  d e p e n d i n g  on t h e  
a m o u n t  o f  b l o o d  d e s i r e d .

D i f c o  B lood  Agar Base i s  a c o n v e n i e n t  f o u n ­
d a t i o n  f o r  th e  c u l t i v a t i o n  o f  T. c r u z i  and  t h e  
Lei s h m a n i a s .
E i g h t  g ram s  i s  s u s p e n d e d  i n  200 c c .  o f  c o l d  
d i s t i l l e d  w a t e r  and  d i s s o l v e d  by b o i l i n g .  I t  
i s  s t e r i l i z e d  a t  1 2 1 .6 °  C. f o r  15 m i n u t e s  and 
s t o r e d  in  t h e  r e f r i g e r a t o r  u n t i l  r e a d y  f o r  u s e .



'he b l o o d  i s  d e f i b r i n a t e d  by s h a k i n g  w i t h  
; l a s s  b e a d s  i n  a s t e r i l e  f l a s k .

The a g a r  b a s e  i s  m e l t e d  an d  c o o l e d  
t o  4 5 ° - 5 0 °  C. a n d  10 c c .  (5  p e r c e n t )  
o f  t h e  d e f i b r i n a t e d  b lo o d  i s  a d d e d  to  
e a c h  200  c c .

^  T h e  m ed ium  i s  t u b e d  i n  4 - 5 c c .  
™ amounts  w i th  a d i s p e n s e r  and a l lo w e d  
to  s o l i d i f y  i n  a s l a n t e d  p o s i t i o n .
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To t e s t  t h e  c o m p le te d  medium f o r  s t e r i l i t y ,  t h e  t u b e s  a r e  i n c u b a t e d  f o r  
■B- 24 h o u r s  at. 37°  C. and  exam ined  f o r  b a c t e r i a l  c o n t a m in a t i o n .

A bout 1 c c .  o f  s t e r i l e  
n o rm a l  s a l i n e  i s  added  
t o  ea ch  s l a n t ,

Courtes


