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Este trabajo se inici6 como continua-
cion al que Torres et. al. (1) realizaron
en leches pasteurizadas; ante los muy al-
tos resultados del Recuento de Bacterias
Coliformes y teniendo en cuenta que los
peligros potenciales contra la salud son
aproximadamente proporcionales a las
densidades de coliformes que se encuen-
tran en los productos lacteos (2, 2-A), se
pensé en aislar de leches de consumo
bacterias de definitivo significado pato-
geno.

La iniciacion de este trabajo coincidio
con la presentacion en una poblacion de
un brote de enteritis severas. De la leche
gue ese grupo humano consumia, se aislo
la cepa de Shigella flexneri. Desgraciada-
mente, de los casos que se presentaron no
se hicieron diagnésticos etiolégicos exac-
tos ni aislamientos.

* Profesor Asistente de Microbiologia, Facul-
tad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia,
Universidad Nacional de Colombia.

4' Durante la colaboracion, estudiante de ualti-
mo afio, Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia, Universidad Nacional de Co-
lombia.
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La literatura habla de aislamientos de
diferentes especies de Salmonella como
S. schottmuelleri (S. paratyphi B) y de
Shigella como S. sonnei, de leches de
consumo comerciales: estos aislamientos
se hicieron durante brotes epidémicos de
fiebre paratifoidea y disenteria bacilar
respectivamente (2). Pero en la literatura
consultada no encontramos referencias de
aislamientos de leche de Shigella flexneri,
Pioteus morganii o Piovidence. En el pais
no se han publicado tampoco reportes de
aislamientos de estas bacterias.

MATERIALES Y METODOS

Trabajamos con 100 muestras de leche
de las cuales un 66% corresponde a mues-
tras de leche pasteurizada, y 34% a
muestras de leche cruda, pero que con
certeza se sabia era consumida en esa for-
ma, sin ser hervida.

Las muestras se obtenian en el estado
en que la leche es recibida por el consu-
midor, sin enterar a los distribuidores de
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la toma de muestras que se estaba reali-
zando.

Generalmente en forma inmediata y
nunca después de las 12 horas de obteni-
da la muestra, se hacia la siembra de 1 mi.
de leche, repartido en 2 cajas de Petri,
vertiendo luego Agar Desoxicolato Lac-
tosa *, siguiendo estrictamente la técnica
descrita por los “Standard Methods” y su
version en espafiol “Normas para el Exa—

MUESTRA COMPLETA —————-

Agar Desoxycolato
Lactosa, 24 h.

't

Recuento de bacterias
coliformes

La centrifugacion de la muestra se ha
cia a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos.

Con el ansa de platino se tomaba el
sedimento y se sembraba en Selenita F.

* Difeo (B 420).
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men de los Productos Lacticos” (2-2-A).
El recuento por medio de un contador de
colonias Quebec, de campo oscuro, s
hacia a las 24 horas. Se expresaron los re-
sultados como “Recuento de Colonias de
Coliformes por mi.”

En forma paralela se centrifugaba otra
porcién de la muestra y se practicaban
siembras segln el diagrama siguiente y se-
gun los “Standard Methods” y “Normas™:

— » Centrifugacion

Enriquecimiento

Sedimento——-—— » Caldo Selenita, 10-18 lIi.

y &
Seleccion
Agar SS., 24 h.

Y
Agar Rusell

24-40 h.

y

Agar Triple Azicar
Hierro, 24-40 h.

u
Motilidad vy Difusion en
Agar Simmons Agar Nutriente
Citrato

Enriquecimiento; este medio no debe es-
terilizarse al autoclave, sino calentarse
hasta ebullicion. Nosotros lo preparaba-
mos cada vez y lo envasabamos en tubos
estériles, dandole 6 centimetros de pro-
fundidad. Aunque este medio se ide6 an-
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te todo como medio de enriquecimiento
para miembros del género Salmonella, en
él se pueden aislar los bacilos disentéricos
como Sh. Sonnei (3)*. Sin embargo, Leif-
son, su creador, considera que inhibe el
Alcaligenes y los bacilos disentéricos, re-
tarda los bacilos coliformes pero no inhibe
el Proteus y la Pseudomonas (4).

Al cabo de unas horas (siempre menos
de 18) con el ansa se tomaba material del
Caldo Selenita y se sembraba por agota-
miento en una caja de Agar SS. ** La
siembra directa de sedimento se hacia en
la misma forma. El Agar SS es altamente
relativo para los géneros Salmonella y Shi-
gella. Es un medio que tampoco se debe
esterilizar al autoclave. Nosotros lo pre-
pardbamos por ebullicién, siempre inme-
diatamente antes de usarlo. Al cabo de 24
horas las colonias rojas se leian como Co-
liformes (generalmente Klebsiella - Aero-
bacter), mientras que las colonias inco-
loras (2 o 3) se resembraban en medio
Rusell.

El Agar Rusell Doble Azucar***, al
cabo de 24-48 horas de incubacion, dife-
rencia a las bacterias productoras de acido
de la dextrosa, acido y gas de la dextrosa,
acido de la lactosa, acido y gas de la lac-
tosa; esta diferencia es la base de la divi-
sion entre las bacterias Coliformes vy las
bacterias Enteropatégenas. Los tubos que
mostraban color amarillo (4cido) y pro-
duccidn de gas en el fondo, y color ama-
rillo en el bisel, se lefan como Colifor-
mes. Los tubos que mostraban color ama-
rillo en el fondo y en el bisel, color ama-
rillo o amarillo y gas en el fondo y rojo
(alcalinidad) en el bisel, se resembraban
en el medio Triple Azlcar Hierro.

El Agar Triple Azicar Hierro * tiene
sacarosa ademas de lactosa y dextrosa, lo
gue permite la mas rapida diferenciacion

* BBL.
** Difeo (B 74).

de las enteropatégenas y coliformes, ya
gue algunos coliformes que fermentan
lentamente la lactosa, atacan mas rapida-
mente la sacarosa. Ademas, contiene sul-
fato ferroso, para detectar la produccion
de anhidrido sulfuroso.

La motilidad se investigaba por siem-
bra en Caldo Nutriente**, adicionado
con 0.5% de Bacto-Agar ***, 0 sea un
medio semisélido. Se comprobaba por
observacién al campo oscuro.

Por carecer, cuando se realizaba este
trabajo, de otros medios de cultivo y sue-
ros apropiados, se enviaban las cepas ais-
ladas a la Seccion de Microbiologia, De-
partamento de Medicina, Facultad de
Medicina, Universidad del Valle; alli, en
forma muy gentil, completaron la identi-
ficacion bioquimica y serolégica de estas
cepas.

RESULTADOS

De todas las muestras se hizo Recuento
de Bacterias Coliformes y aislamiento de
este mismo grupo de enterobacteriaceas.
Mostramos en el Cuadro 1 los resultados
de tales recuentos y los aislamientos en
aquellos casos en que se continud la cla-
sificacion de las cepas. Esto se hizo Uni-
camente con aquellas cepas que mostra-
ban reacciones diferentes a las de las bac-
terias coliformes.

Cabe anotar que, a pesar del uso de
medios selectivos y diferenciales, algunas
cepas de bacterias del grupo Coliforme
reaccionan a veces en forma atipica, lo
gue explica su aparicion en dicho cuadro
de aislamientos.

También anotamos que como de cada
grupo de colonias diferentes se tomaba
una para clasificar, aparecen en algunos

*  Difeo (B 265).
** Difeo (b 3).
*** Difeo (B 140).
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casos varias cepas procedentes de la mis-
ma muestra.

Ademas, de las muestras y cepas que
aparecen en el Cuadro 1, se aislaron las
siguientes cepas que posteriormente no
crecieron, y por tanto no pudieron ser
clasificadas:

Cepa
Cepa
Cepa
Cepa
Cepa
Cepa
Cepa

de
de
de
de
de
de
de

Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
Muestra
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DISCUSION

Analicemos brevemente la importancia
y significado de las cepas aisladas.

En el Cuadro 2 vemos la ubicacion de
las Enterobacteriaceas aisladas.

Shigella FJexneri 6:

El género Shigella esta compuesto por
bacilos, inmoéviles, Gram negativos, que
no lictan la gelatina. En general, no pro-
ducen H2S, pero segun veremos, la cepa
aislada esta dentro de la excepcion. Fue
aislada por el investigador Flexner en el
afio 1900 de un brote de disenteria en las
Filipinas (5).

La Shigella Flexneii pertenece al grupo
II, o sea que no fermenta el manitol.
Subgrupo A, o sea que no produce &cido
de la lactosa. Produccion de é&cido de la
ramnosa, variable. No produce trimeti-
lamina del 6xido de trimetilamina. Aglu-
tina con Suero polivalente especifico (gru-
pos 1 a 6).

Produce acido pero no gas de la glu-
cosa, fructuosa. Produce acido pero no
gas de la glucosa y arabinosa, irregular-
mente de la ramnosa, sucrosa y maltosa.
Fermenta el Manitol (excepto algunas
cepas de los serotipos).

No produce, en general, hidrogeno sul
furado (H2S), pero la cepa aislada “re-
sulta corresponder a un tipo de Shigella
Flexnefi 6 que excepcionalmente dentro
del género Shigella producen gas”.

El serotipo 6 contiene cepas que po
seen propiedades bioquimicas.

El tipo 6 (que corresponde al tipo VI
de Wheeler, al tipo 88 de Boyd, al tipo L
de los alemanes) es una variacién del ba-
cilo de Newcastlc-Manchester [o Shigella
paiadysentcfiae (Newclastle) ] aislado en
1929.

La distribucion de la Sh. Flexneri y ba-
cilos relacionados es universal. Un gran
porcentaje de los casos de disenteria en
cLmas templados y aun tropicales se debe
a Sh. Flexneri. Es tal vez la especie mas
frecuente causal de disenteria bacilar (6)

En cuanto a patogenicidad, es de ad-
vertir que la disenteria bacilar es una in-
feccion localizada en el tracto intestinal,
nunca septicémica, cuya principal mani
festacion es una colitis ulcerativa. No pue-
de aislarse de la muestra de sangre de los
pacientes como en € caso de la Saimonc
lia typhi. Aunque en el conejo y en €
hombre la toxina disentérica es excretada
en el intestino grueso, cuando se introdu-
ce por via intestinal no produce cambios,
parece, por tanto, afectar las células pro-
fundas, méas que las superficiales, de la
membrana mucosa. La accion selectiva
de las toxinas, mas que la accion local de
las bacterias, parece ser la responsable de
la enfermedad. En una gran serie de ca-
sos causados por Sh. Flexneri y Sh. Sonnei
en Dinamarca, la mortalidad alcanzé un
2% (6).

Produce también algunos casos de gas
troenteritis infantil, pero los casos en que
el bacilo disentérico esta presente no di-
fieren de los casos en que no se puede
aislar éste. De modo que no se sabe qué
proporcion de las diarreas infantiles es
producido por el bacilo disentérico (6)

Epidemiolégicamente hablando, las per-
sonas que padecen la enfermedad (que
parece ser muchas, aunque muchos casos
se quedan sin reconocer, por la suavidad
de los sintomas), son portadores cova-
lescientes y cronicos que eliminan el ba-
cilo por 35 semanas (hasta 4 afios y nie-
dio) (6). El paso del bacilo de un intes-
tino afectado al tracto alimenticio de un
individuo sano, se realiza principalmente:
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1°) Por el agua, que en este caso no es tan
importante vector inanimado como en la
fiebre tifoidea. 2P) Mal manejo de ex-
cretas, ya que las moscas en la disenteria
bacilar juegan un papel de transmision
méas importante que en la fiebre tifoidea
(7) (3). Se han reportado brotes muy
severos de disenteria bacilar por alimen-
tos contaminados con Sh. Sonnei, pero
no hemos encontrado referencias a bro-
tes de Sh. Flexneri transmitida por ali
mentos.

Proteus Morganii:

También se le conoce como Bacilo de
Morgan N” 1, ya que este investigador
lo aislé en 1906 de las heces de nifios que
padecian la llamada “diarrea de verano™
(8).

Por sus caracteristicas plenamente se
justifica su inclusion en el Género Pro-
teus. En el Caldo Urea * da la tipica
reaccion alcalina por hidroélisis de la urea.
Este medio altamente amortiguado es es-
pecifico para la identificacion de miem-
bros del Género Proteus (4). Su creci-
miento difuso en todo el medio agar (200~
28°C. en medio con agar al 1%), es tam-
bién tipico del Proteus.

Es una bacteria bacilar, moévil por fla-
gelos peritricos, Gram negativa; produce
acido y pequefias cantidades de gas de la
glucosa, fructuosa, galactosa y mafiosa;
rara vez de la xylosa. No ataca la lactosa
ni la sacarosa. No utiliza el citrato de
amonio como Unica fuente de carbono.

Aparte de su definitivamente reconoci
do poder patégeno en las “diarreas de ve-
rano” infantiles, se le ha aislado de fie-
bres paratifoideas (9).

Hay otras bacterias semejantes a ésta
qgue se llaman a veces Proteus Morganii
aunque tienen caracteristicas diferentes en
cuanto a motilidad y su accion sobre la

* Difeo (B 272).

leche. Pero el término Proteus Morganii
o bacilo de Morgan debe usarse para de-
nominar a la bacteria patégena que he-
mos descrito.

Proteus inconstants: (Providence).

Aunque este es el nombre que le da
el Manual Bergey (10) los autores pre-
fieren el de Grupo Providence que le dio
tentativamente Kauffmann en 1951 (11);
este nombre se originé porque Stuart et.
al.,, en la Universidad de Brown en Pro-
vidence, Rhode Island, lo describieron por
primera vez (12).

Aunque en cierta forma relacionados
con el Género Proteus, no hidrolizan la
urea sino excepcionalmente, pueden fer-
mentar o no la lactosa y son fermentado-
res lentos de la sacarosa.

Son en realidad miembros del Grupo
Paracolon. Son bacilos méviles por flage-
los peritricos, Gram negativos, utilizan
el citrato de amonio como Unica fuente
de carbono.

Estan asociados con brotes institucio-
nales de diarreas infantiles y pueden con-
siderarse como patogenos. Su estudio se-
rolégico estd incompleto, lo que hace di-
ficil su identificacion en asociacién con
enfermedades entéricas. Se ha aislado de
casos de gastroenteritis y de infecciones
del tracto urinario.

Bacterias coliformes:

Son todos los bacilos Gram negativos,
aerobios y anaerobios facultativos, que no
forman esporos, que son capaces de fer-
mentar la lactosa con produccion de acido
y gas a 32°-35°C. en 48 horas, en medios
de cultivos solidos y liquidos (13).

Por la féormula IMVIC (I = Indol,
M = Rojo de Metilo, V = V.P., 0 sea
produccion de Acetil - Metil - Carbinol,
C = Capacidad de utilizacion del Citrato
de Amonio) se reconocen tres grupos
principales:
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Escherichia Coli (clasico):  4H-———
Grupo Klebsiello'Aerobacter———— f- 4~
Grupo Intermedio R —

Este ultimo grupo incluye el Escherichia
freundii o Citrobacter y el E. interme-
dium; no tiene importancia en patologia,
pues son bacterias- tipicamente saprofitas,
muy extendidas en la naturaleza (suelo y
agua) Yy en el intestino del hombre y
otros animales.

Las bacterias coliformes fermentan la
lactosa con produccion de &acido y gas.

Escherichia Coli:

Aunque es habitante normal del tracto
intestinal del hombre y otros vertebrados,
causa frecuentemente infecciones del trac-
to urogenital y bajo ciertas circunstancias
infecciones del mismo tracto digestivo
(enteritis infantiles) y oOrganos anexos
(vesicula biliar) (14).

Grupo Klebsiella -Aerobacter:

Comprende: el Género Klebsiella, cuyo
principal representante es la K. pneumo-
niae o bacilo de Friedlander, asociada con
infecciones agudas del tracto respiratorio;
y el Género Aerobacter, que se conoce
como Aerobacter aerogenes y que corres-
ponde al Eact. Jactis aerogenes de Esche
rich.

El A. aerogenes, por definicién, es in-
movil y no licta la gelatina, mientras que
la Klebsiella es inmovil y la gelatina es li-
cuada lentamente. Las propiedades des-
critas no se encuentran frecuentemente
separadas. La mayoria de las cepas movi-
les también lictan la gelatina y son por
definicion aerobacter eloaceae, término
que debe preferirse. EI término A. aeroge-
nes tiende a desaparecer.

Ni el Género Aerobacter ni el Género
Klebsiella tienen importancia como ente-
ro-patogenos.

Pero en todo caso, cabe aclarar que la
investigacion de las bacterias coliformes

no tiene por objeto ni descubrir la con-
taminacién fecal (aunque esta si es una
interpretacion de importancia en muy
altos Recuentos de Coliformes) ni iden-
tificar el E. Coli en los productos lacteos,
sino averiguar en qué grado se adoptan
medidas para disminuir la contaminacion
bacteriana en los productos lacteos (2).

CONCLUSIONES
Y RECOMENDACIONES

Se aisla de leche de consumo, cruda y
que en ese estado es consumida, cepas de
Shigella Flexneri 6, Proteus morganii y
Providence (Proteus inconstans). El ais-
lamiento de Shigella-Flexneri 6 se hizo
durante un brote de gastroenteritis, en le-
che que se consumia cruda en la pobla-
cion afectada.

Se aisla de leche pasteurizada de con
sumo, cepas de Proteus morganii y Provi-
dence (Proteus inconstans).

En ambos casos coincide el aislamiento
de cepas patdgenas con muy altos recuen-
tos de bacterias coliformes, lo que esta de
acuerdo con lo expresado en los “Stan-
dard Methods” y “Normas”:

“Los peligros potenciales contra la sa
lud son aproximadamente proporcionales
a las densidades de coliformes que se en-
cuentran en los productos lacteos y ali-
mentos afines para la venta, sobre todo g
estan pasteurizados”.

Se demuestra una vez mas el riesgo que
implica el consumo de leche cruda y le-
che no adecuadamente pasteurizada.

Se requiere la ejecucién de investiga-
ciones semejantes, para mostrar con el
aislamiento de bacterias comprobadamen
te patogenas a las autoridades sanitarias la
necesidad de establecer control muy es
tricto sobre la leche y demas alimentos,
sobre todos aquellos dirigidos a la pobla
cién infantil; y a la poblacion la necesidad
de consumir leche y productos lacteos
procesados debidamente.
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Segln Borrows (6), con ligeras modificaciones

(Tipo Anaerogénieo —aerogenes)

(GRUPO PROVIDENCE. Patégeno)

Paraeolon
( I'ipo aerogenes)
No patégeno

Shigella s<————
Patogeno

Grupo
Alcalescens-dispar
Patégeno (?)

Paraeolon
(Tipo Salmonella)
Grupo Bethesda-Ballerup
Patégeno (?)

en nomenclatura.

PARACOLON

Aerobacter Aerogenes
—m= No patégeno

—m  Escherichia eoli
Patégeno +

Paraeolon
(Tipo eoli)
No patégeno

Salmonella
Patégena

o*

Grupo FRIEDLANDER
—>m  (Klebsiella)
Patégeno

Paraeolon
(Tipo Salmonella)
Grupo Aryzona
Patégeno
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