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INTRODUCCION

Como complemento al trabajo de Man-
rique et al (12) se realizé este trabajo con
cuatro objetivos principales:

12 Obtener recuentos de bacterias coli-
formes como indice de calidad sanitaria
de concentrados para animales, utilizan-
do técnicas standard.

29 Correlacionar estos recuentos con
el aislamiento de enterobacteridceas pa-
togenas especificas.

39 Tipificar los géneros de bacterias co-
liformes que se puedan encontrar en con-
centrados animales.

4° Establecer el valor interpretativo de
hallazgos de coliformes en alimentos para
animales.

Las bacterias coliformes tradicionalmen-
te se han utilizado como uno de los in-
dices de calidad bacterioldgica de los ali-
mentos junto con los enterococos (1) y
en algunas ocasiones los lactobacilos (8).

Se define el grupo de bacterias colifor-
mes como todas aquellas bacterias aero-
bias y facultativas Gram negativas, que
forman esporos y que son capaces de fer-
mentar la lactosa con produccién de 4cido

y gas a 32-35°C cn un lapso dec 48 hr en
mcdios liquidos y sélidos (1, 2, 3).

Bacterias tanto de origen fecal como de
origen no nccesariamente fecal estan in-
cluidas cn este grupo y en su mayoria es-
tan incluidas en los géneros Escherichia
y Aerobacter (2, 14). Ademas algunas po-
cas especies fermentadoras de lactosa de
otros géneros quedan también incluidas
(2, 14).

Nosotros preferimos no hablar de gé-
neros sino de grupos y decimos que la
mayoria de las bacterias del grupo colifor-
me estin incluidas en los grupos Esche-
richia-Shigella y Acrobacter-Klebsiella-Se-
rratia, grupos estos establecidos por Co-
wan (5) y por Ewin y Edward (7).
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MATERIALES Y METODOS

Se usaron las mismas muestras y el mis-
mo cédigo del trabajo de Manrique et al
(12).

Los métodos para el recuento de bacte-
rias coliformes fueron escogidos de méto-
dos estandarizados ¢ internacionalmente
reconocidos (1, 2, 3, 14) y estudios com-
parativamente por Lewis y Angelotti en
su estudio clasico (11). Estos métodos
han sido ya exitosamente aplicados en
otros estudios en Colombia (16, 17).

Para los recuentos se escogié la técnica
de recuento directo en cajas de Petri para
diluciones en solucién tamponada y siem-
bra en medio sélido.

Kerelub y Gunderson (9) encontraron
que el uso de medio liquido en tubos
muitiples daba cuentas mas altas pero
que la técnica del medio sélido era com-
parativamente mucho mds sencilla y que
por lo tanto esa técnica se imponia como
la de eleccién.

Se escogié el medio agar desoxicolato
lactosa (6) que junto con el agar bilis
rojo violeta son los mas frecuentemente
usados (11). Segan Huber et al (10), Ke-
reluk and Gunderson (9), Silverman et
al (15) and Nickerson et al (13) ambos
mcdios pueden usarse indistintamente y
con similares resultados.

El método de recuento en placa se re-
comienda cuando se esperan nameros al-
tos de bacterias coliformes y tal fue el
caso de nuestro trabajo.

Para cl recuento, 11 gramos de cada
muestra se pesaron asépticamente y se
mezclaron con 99 ml de solucién tam-
ponada de fosfato de pH 7.2 (que se pre-
paraba disolviendo un tubito de mezcla
concentrada de sales de fosfato —Harleco,
Arthur Thomas and Co.— en 3.785 litros
de agua destilada). Esta dilucién inicial
1:10 se usaba para obtener de ella, por

diluciones centesimales, todas las dilucio-
nes decimales requeridas (1, 2, 14).

El concentrado en esta dilucién inicial
se dejaba hidratar en refrigeracion (3°C)
por 48 hr para proceder luego a hacer las
subsccuentes diluciones y siembras.

En algunos casos, cuando el homoge-
nizado contenia particulas que no decan-
taban en pocos segundos después de mez-
clar 1a muestra por agitacion, se procedi6
a filtrarlo asépticamente utilizando papel
de filtro N° 0.

Para cada muestra se sembraron por lo
menos tres diluciones, 1:10, 1:100 y
1: 1000 y en algunos casos, cuando éstas
fueron insuficientes, 1: 10000. Cada dilu-
cién se sembrd siempre en duplicado.

Para las siembras se utilizé la técnica
del “sandwich” (18), es decir, que previa
a la siembra del substrato se colocaba en
la caja una muy delgada capa del medio
fundido a 90°C y se dejaba solidificar. Co-
locando esta primera capa estéril de agar
muy caliente se podia extender ésta muy
fiacilmente en todo cl fondo de la caja
atn utilizando solamente dos a tres ml
de medio. A los pocos minutos de colo-
car el substrato sobre esta capa de medio
solidificado, se agregaba la capa mayor de
agar, aproximadamente 12 ml a 45°C y
sc hacia una mezcla muy cuidadosa del
agar y el substrato por movimientos cir-
culares de las cajas en ambas direcciones,
reloj y contra-reloj. Esta cuidadosa homo-
genizaciéon de la muestra con el agar es
critica en las técnicas de recuento. En al-
gunos casos cuando se tenia dificultad en
obtener buena homogenizacién por este
método, se ensayd hacer la homogeniza-
ciéon en tubos agregando a tubos de cul-
tivo (tapa de rosca) que contenian 12 ml
de medio fundido a 45°C que después se
vertian sobre la caja que ya contenia la
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primera capa de agar. En general este
método, que es muy dispendioso en tiem-
po y material, no justifica su utilizacién
y puede introducir errores cuantitativos
porque alguna parte del medio ya inocu-
lado queda en los tubos.

Luego que la capa mayor obtenida por
cualquiera de los dos métodos explicados,
se habia solidificado, se agregaba una ter-
cera capa dclgada de medio estéril fundi-
do a 45°C para cubrir toda la superficie
de la caja.

La primera y la tercera capas de medio
ayudaban a evitar el problema de colo-
nias “difusas” o “fantasmas” (disemina-
das) en el fondo y en la superficie respec-
tivamente. La tercera capa ademds hacia
que las colonias que hubicran virado el
medio permanecieran indefinidamente de
color rojo. Antes de proceder a incubar
las cajas se invertian y con la cubierta a
medio remover se dejaban secar por dos
horas también, para reducir la incidencia
de colonias difusas en la superficie. Estas
precauciones para evitar colonias difusas
son de gran importancia ya que en estos
trabajos la interferencia de organismos del
grupo Proteus - Providence y la presencia
de coliformes muy méviles muchas veces
imposibilitan las cuentas (colonias dise-
minadas) haciendo perder muchas cajas
que de otra manera serian contables. Las
cajas se incubaban a 34+1°C por 18 a
24 hr.

En algunos casos para facilitar el cre-
cimiento de colonias y su mas facil cuen-
ta, la incubacién se prolongé por unas
horas mds hasta un maximo total de 36
horas.

Los recuentos se hacian cn un conta-
dor Quebec de campo oscuro, contando
las colonias de color rojo oscuro y con un
didmetro de mis de 0.5 mm.

Es de anotar que el tamaiio de las co-
lonias estd inversamente relacionado al
namero de colonias presentes cn la caja.

Los resultados de las cuentas de los du-
plicados sc promediaron y el promedio s¢
cxpresé como recuento de bacterias coli-
formes por gramo.

Dec las cajas contables mas significativas
en cada muestra, sc tomaron cinco colo-
nias tipicas al azar, que se sembraron in-
dividualmente para confirmacién en tubos
de fermentacion conteniendo caldo ver-
de brillante bilis 2% (6) y se incubaron
por 48 hr a 34=1°C. Los tubos que pre-
sentaban formacién de gas después de 24
a 48 hr sc rescmbraron en agar cosina
azul de metileno (6) y se incubaron 45°C
para tratar de confirmar Escherichia coli
dc origen fecal. Colonias aisladas en EAM
se trabajaron cn medio SIM para detec-
cion de H2S, indol y motilidad (6) me-
dio VP 4+ RM para las prucbas Voges-
Proskauer y rojo de mctilo (6), Sim-
mons, etc, y también sc subcultivaron en
medio TSI, triple azicar hierro (6), y
agar urea para deteccién de urcasa (6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de los recuentos de co-
liformes y de la confirmacién de cinco
colonias tomadas al azar de las cajas con-
tables se muestran en la Tabla 1. Lewis
y Angelotti (11) recomiendan tomar seis
colonias para confirmar, pero nosotros en-
contramos adecuado y mas facil de mani-
pular en los laboratorios Gnicamente cin-
co colonias. Las cajas que daban un ni-
mero de colonias tal que impedian la
cuenta, se reportaban como Demasiado
Numerosas para Contar (DNPC).
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TABLA NUMERO 1

Recuento y confirmaciéon de bacterias coliformes en concentrados para animales.

Colonias de coliformes / gr.

Confirmacién en

Muestra Ne¢ X 101 X 102 X 103 X 104 CBVB 2%, 48 hr. P/n **
10 DNPC 195 4/5
11 DNPC 125 4/5
12 139 22 0/5
14 292 24 3/5
15 138 23 2/5
16 71 95 0/5
17 DNPC 195 23 3/5
18 145 146 0/5
19 DNPC 127 4/5
20 112 13 1/5
23 30 (25) 4 0/5
31 <1
32 <1
33 <1
34 DNPC DNPC 80 5/5
35 NC NC
45 <1
46 MNPC 89 0/5
47 <1
48 <1 NC
49 60 22 1/5
50 253 18 3/5
51 190 33 5/5
52 DNPC 149 2/5
53 DNPC DNPC 248 30 1/5
S5 DNPC 97 4/5
56 DNPC DNPC 102 0/5
57 284 28 3/5
58 DNPC 201 18 0/5
59 293 35 5/5
60 DNPC DNPC DNPC 36 4/5
61 30 3 4/5
62 DNPC 125 2/5
63 30 (21) 4 3/5
64 30 ( 8) 5 3/5

* Las cuentas en cada dilucién son el promedio de cajas duplicadas.
** p=ntmero de confirmaciones positivas; n = nimero de colonias a confirmar.

En la Tabla 2 se muestra la distribu-
ci6n de la frecuencia de los recuentos por
multiplos de 10, asi como la media arit-
mética de los recuentos en cada caso. Los
datos en esta Tabla estan procesados de
acuerdo a las normas internacionales pa-
ra el reporte oficial de este tipo de datos

(2). Como se puede observar, la mayoria
de las muestras (57.1%) dieron recuentos
en el rango > 103 y < 103 coliformes
por gramo. El 8.6% de las muestras die-
ron recuentos alrededor del 250.000 bac-
terias coliformes por gramo. Es decir, que
més de la mitad de los concentrados es-
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tudiados tenfan mds de 10.000 coliformes
por gramo, lo que se considera como re-
cuentos excesivamente altos para un pro-
ducto alimenticio ya procesado y listo pa-
ra cl consumo. Un porcentaje de 11.4 de
las muestras dieron alrededor de 340 co-
liformes por gramo y el 2.9% de las
muestras dio 80 coliformes por gramo.

Un 20% de las muestras dieron < 10
coliformes por gramo debido quiza a error
cxperimental o accidente de laboratorio.
Otra posibilidad pudo haber sido el he-
cho de que la dilucion minima utilizada
fue 1:10. El uso de diluciones mis con-
centradas o la siembra de 10 ml en cajas
de Petri de mayor capacidad que las co-
mientes hubiera podido suplir esta difi-
cultad.

La Tabla 3 muestra los resultados de
las pruebas bioquimicas clementales prac-
ticadas en colonias aisladas de los tubos
de caldo verde brillante bilis 2% que
dieron confirmacién positiva. Estas colo-
nias aisladas se obtuvieron por siembra
en agar eosina azul de metileno que se
incubaban a 45°C buscando identificar

coliformes de origen fecal. Todas las ce-
pas crccieron muy abundantementc cn
cstas condiciones pero ninguna mostrd
caracteristicas de crecimicnto de Escheri-
chia coli. La mayoria de las colonias fue-
ron de color rosiceo o pirpura y de con-
sistencia muy “suave” (smooth), algunas
de ellas mucoides y daban filamentos al
tratar de tomarlas con el asa. Las pruebas
bioquimicas (Tabla 3) mostraron que la
gran mayoria de las ccpas corresponden
al grupo de enterobacteridaceas Klebsiella
Acrobacter. Solamente cuatro cepas (51.1,
51,4, 55,1, 61.1) mostraron motilidad ne-
gativa y cuatro ccpas (15.1, S1.1, SL.5,
55.3) dicron una reaccidn atipica de posi-
tividad a la produccién de urcasa, sicndo
la rcaccién lenta, o sca, al cabo de 48 hr
o mas. Las cuatro cepas confirmadas y ais-
ladas de la muestra 60 dicron urcasa po-
sitiva a las 24 hr. Las ccpas 17.1, 30.3,
57.1 y 60.1 dicron en la superficie del me-
dio SIM un pigmento rojizo tipico del
género Scrratia. Se observo en la mucstra
66 interferencias cn el medio desoxicola-
to lactosa por levaduras que crecian dan-

TABLA NUMERO 2

Distribucién de la frecuencia de cuentas de bacterias coliformes/g. en muiltiplos de 10.

Muestra Colif. Muestra Colif. Muestra Colif.

Muestra Colif.

Muestra Colif. Muestra  Colif.

Ne¢ X 101 Ne X 101 Ne¢ X 102 Ne¢ X 103 Ne¢ X 104 Ne X 106
31 <1 64 8.0 23 2.5 12 1.4 10 2.0 53 2.7
32 <1 49 6.0 14 29 11 1.3 56 1.0
33 <1 61 3.0 15 14 17 2.0 60 3.6
35 <1 63 2.1 16 9.5 18 1.5
45 <1 20 1.1 19 1.3
47 <1 46 89 34 8.0
48 <1 50 2.5 52 1.5
51 2.6 58 2.0
55 9.7
57 2.8
59 3.2
62 1.3
Frecuen. 7 1 4 12 8 3 35
% 20 29 114 34.3 22.8 8.6 100
X 1 8.0 3.4 39 24 25
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TABLA NUMERO 3

Comportamiento bioquimico de las cepas de bacterias coliformes confirmadas.

Crecimiento en

Muestra N@ Cecpa N© E.AM.a45°C I M Vi C Urea  Mot.
10 1 — - - + + — +
2 — — - + + - +
3 — - - + + +
4 — — - + + - +
1 1 — - -+ 4+ =+
2 — - - + + - +
14 1 — - = + + - +
2 — - - + + - +
3 — - + + - +
15 1 - - + + +(1) +
2 — - — + + - +
17 1 — - -+ 4+ =+
2 — - - + + +
3 — - - + + - +
19 1 — - - + + - +
2 — - - + + - +
3 — — - + + - +
4 — - - + + - +
20 1 — - - + + - +
34 i — - - + + - +
2 — - — + + +
3 — - - + + - +
4 — - - + + - +
5 — - - + + +
37 — — - — - - - -
49 1 — - — + + - +
50 1 — - — + + - +
2 — - - + + - +
3 — - - + + - +
51 1 — - - + + +(1) -
2 — - - + + - +
3 — - - + + - +
4 — - - + + - -
5 — - -  + 4+ 4+ -
52 1 — - - + + - +
2 — - - + + - +
53 1 — - - + + - +
55 1 — - — + + — -
2 — - - + + - +
3 — - - + + +(1) +
4 — - - + + - +
57 1 — — - + + — +
2 — - - + + - +
3 — - - + + - +
59 1 - - + + - +
2 — - - + + - +
3 - - + + - +
4 — - - + + - +
5 — - - + + - +
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Crecimiento en
E.A-M.a45°C
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* (1) = lenta, — 48 horas.

do las tipicas colonias rojas, inclusive con
el caracteristico precipitado de sales bilia-
res alrededor de la colonia. Esta interfe-
rencia por levaduras fue confirmada mi-
cioscopicamente y por coloracion de las
células levadurales. No encontramos re-
ferencia en la literatura a este tipo de in-
terferencia que consideramos de maxima
importancia.

La alta prevalencia del grupo Klebsiefla-
Aerobacter en los recuentos de coliformes
practicados en concentrados y siendo este
grupo muy ubicuoto en la naturaleza co-
mo Saprofito en los vegetales, dificulta a
simple vista la interpretacién de los re-
cuentos de coliformes como indice de ca-
lidad bacterioldgica en este tipo de ali-
mentos. Sin embargo, se acepta hoy inter-
nacionalmente que la aplicaciéon de bac-
terias coliformes como indice de calidad
no tiene por objeto ni detectar especifi-
camente alteracién de origen fecal ni iden-
tificar Escherichia coli, sino medir en ge-
neral las precauciones que se han tomado
Para minimizar la contaminacién bacte-
riana (2). Por otra parte “la presencia de
altos ntimeros de este tipo de microorga-
nismos no es necesariamente indicativa
de falta de practicas higiénicas pero si le-

F. M. Veterinaria—3

vanta una bandera de peligro respecto a
que las condiciones que contribuyeron a
la contaminacién pueden ficilmente dar
lugar a daiio, pérdida de calidad o crear
un riesgo a la salud” (1).

Ademas la interesante correlacién en-
tre altisimos recuentos de bacterias coli-
formes y cl aislamiento de enteropatdge-
nos cspecificos y potenciales como con-
siderarcmos de inmediato, confirman el
valor del recuento de coliformes para cva-
luar la calidad bacterioldgica de los ali-
mentos concentrados para animales.

La Tabla 4 muestra espccificamente los
resultados de recuentos, confirmaciones y
prucbas bioquimicas de coliformes en
aquellas muestras de las que Manrique
ct al (12) aislaron especies del género
Salmonella. La muestra 37, de la que tam-
bién estos autores aislaron Salmonella, por
un accidente de laboratorio no se pudo
trabajar para 1ecuento y aislamiento de
coliformes.

En esta Tabla se puede observar que
las muestras tenian altos recuentos de co-
lifurmes con un minimo de 2.600 por gra-
10 v un maximo de 20.000 por gramo. La
relacién de confirmacién fue siempre muy
alta, con un minimo de 80% de confir-
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TABLA NUMERO 4

Recuento y confirmacién de bacterias coliformes en las muestras de concentrados de las cuales se aislé

Salmonella.
Colonias de Colif./gr. Confirmacién
Muestra Coliformes en CBVB29,, Cepa N° I M Vi C Urea  Mot.
Ne¢ X 101 X 102 por gramo 48 hr.
10 DNPC 195 20.000 4/5 1 — — + + —
2 — — + 4+ — +
3 — — 4+ + =+
_ 4 — — 4+ + — 4+
51 190 33 2.600 5/5 I — — + 4+ +(1) —
2 — — + + — '+
3 — — + + — 4+
4 — — 4+ + — -
5 — — 4+ 4 +(0) +
55 DNPC 97 9.700 4/5 1T — — + + — =
R
3. — — 4 4+ +() +
b — — 4+ 4+ )+

maciones positivas. La distribucién de
frecuencia de los recuentos de coliformes
respecto a los aislamientos de Salmonella
se pueden ver en la fig. 1.

Otras interesantes correlaciones entre
recuento y confirmacién de coliformes y
aislamiento de patégenos potenciales fue-
ron:

Muestra 33 con recuento de <1/0.1
gr Proteus vulgaris. Muestra 49 con re-
cuento de 600/gr y confirmacién del
20%, Citrobacter sp. Muestra 51 con

rccuento de 2.600/gr y confirmacién de
100%, ademas de Salmonella Proteus
mcrgani, Arizona y Serratia. Muestra 52
con 15.000/gr y confirmacién de 40%,
Proteus vulgaris y Hafnia tetragena. Mues-
tra 53 con 250.000/gr y confirmacién de
20%, Proteus vulgaris. Muestra 56 coa
102.000/gr y confirmacién de 0.0%, Pro-
teus rettgeri. Muestra 57 con 2.800/gr y
confirmacién de 60%, Proteus mirabilis.
Muestra 59 con 3.500/gr y confirmacién
de 100%, Escherichia coli y Serratia sp.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONLES

Se demuestra por este trabajo la defi-
ciente calidad microbioldgica de los ali-
mentos concentrados en base a recuen-
tos de bacterias coliformes y su relacion
con aislamiento de organismos del géne-
ro Salmonella y otros enteropatégenos.

Se comprueba la utilidad de medir
cuantitativamente las bacterias coliformes
en alimentos para animales, no tanto co-
mo indice de contaminacién fecal ya que
la mayoria de las cepas de coliformes ais-
ladas eran del grupo Aerobacter - Kleb-
siella, sino como indice de calidad de las
materias primas y del manejo del pro-
ducto ya elaborado.

Se encuentra la interferencia de leva-
duras en los recuentos de coliformes pero
solo en casos excepcionales.

Por el caricter de las muestras este tra-
bajo no pretendié ser una investigacion
contundente sino solo un llamado a que
trabajos similares se realicen. Estos futu-
ros trabajos deberdn hacerse en grupos de
muestras especificas segiin especies de
animales a que los concentrados estén di-
rigidos, a ingredientes usados y su prove-
niencia.

El control bacteriolégico de los alimen-
tos para animales y las plantas donde se
elaboran es nuestra principal recomenda-
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cién a las entidades de salud publica y de
control de insumos pecuarios.

Este control es esencial no solo por
las implicaciones econémicas que alimen-
tos contaminados pueden tener en la po-

blacién pecuaria del pais, sino por el es-
trecho contacto que los concentrados para
animales tienen con el hombre y los pro-
ductos animales dirigidos a la alimenta-
cién del hombre.

RESUMEN

Se estudiaron 35 de las muestras utili-
zadas en la primera parte de este trabajo
para hacer recuentos de coliformes, eva-
luar los mismos, tipificar los grupos de
coliformes presentes y correlacionar los
recuentos y aislamientos con el aislamien-
to de enteropatégenas especificas. Se uti-
lizaron métodos estandard internacional-
mente reconocidos para las diluciones y
los recuentos.

Se escogi6 el agar desoxicolato-lactosa
para los recuentos en cajas o placas de
Petri introduciendo una modificacion lla-
mada la técnica del “sandwich” Para la
confirmacién se subcultivaron cinco co-
lonias de las cajas contables en caldo ver-
de brillante bilis. Para el aislamiento y
clasificacién de cepas se usé el agar eosi-
na azul de metileno con incubacién a
45°C. Se practicaron pruebas bioquimicas
adicionales segiin la forma IMViC adi-
cionadas con motilidad, produccién de
ureasa, confirmaci6én de lactosa y produc-
cion de H:S. Todos los medios usados
eran estandarizados y se obtuvieron en
forma deshidratada. E1 57.1% de las
muestras estudiadas dio recucntos en el
rango >10% y <10° bacterias coliformes
por gramo. En este grupo se encontraron
las cuatro muestras de las cuales se ha-
bia hecho aislamiento de Salmonella. El

8.6% de las muestras dio — 250.000 bac-
terias coliformes por gramo. El 11.4% de
las muestras dio — 340 bacterias colifor-
mes, ¢l 2.9% dio 80 bacterias coliformes
por gramo y el 20% dio < 10 bacterias
coliformes por gramo.

El grupo Klebsiella-Aerobacter prevale-
cié en los aislamientos. Cuatro cepas die-
ron pigmento del tipo Serratia. Se obser-
v6 la interferencia por levaduras en los
recuentos en placa y se observé la nece-
sidad de prevenir motilidad excesiva (co-
lonias difusas) en los medios sélidos por
la alta incidencia de contaminacién por
Proteus. Se correlacionaron también otros
recuentos y su confirmacién con cepas
potencialmente patégenas de los grupos
Proteus, Providence, Arizona, Escheri-
chia, Citrobacter.

Se estableci6 la importancia de los re-
cuentos de las bacterias coliformes como
indice de calidad bacteriolégica en ali-
mentos para animales y su correlacién con
presencia de patégenos. Se recomendé la
realizacion de investigaciones futuras
usando muestras discriminadas y el esta-
blecimiento de controles bacteriolégicos
para concentrados por parte de las enti-
dades de salud publica y las encargadas
de controlar los insumos pecuarios.
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