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INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas han cons-
tituido y constituyen en la actualidad
una de las principales causas de mor-
talidad en el mundo, y especialmente
en los paises latinoamericanos. En
Meéxico, Guatemala, Colombia, Vene-
zuela, Brasil, Uruguay y Nicaragua,
representan la causa principal de de-
funcién en la primera infancia. Aun
en paises como la Argentina, en donde
la tasa es relativamente baja, Ia mor-
talidad es de 7 a 10 veces superior a la
de los paises como los Estados Unidos
y Canadi. Por ello estd plenamente
justificada la prioridad para su estudio
y tratamiento dentro de los programas
de salud publica de una nacién.
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En los ultimos afios, con el extraor-
dinario avance de las técnicas bacte-
rioldgicas, mucho se ha progresado en
el conocimiento de los gérmenes entero-
patdgenos, y nadie discute el papel que
ellos desempefian, no sélo en las infec-
ciones enterales propiamente dichas,
sino en las infecciones del tracto uri-
naric, septicemias, séptico-piohemias,
etc. Paralelamente se han introducido
métcdos que simplifican y facilitan el
transporte de las muestras de un lugar
a otro, se han mejorado los procedi-
mientos  para su recoleccién, ideado
medios de enriquecimiento, de conser-
vacién, etc.

El presente trabajo tiene por prin-
cipal objeto poner en conocimiento, en
nuestro medio, el método de conserva-
cion de la muestra de heces fecales en
papel secante, con el cual el médico y
muchos pacientes, residentes en zonas
apartadas de los centros de investiga-
cibén, tendrin la posibilidad- de bene-
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ficiarse con un estudio bacteriolégico,
del cual, en la mayoria de los casos,
depende el tratamiento de las enferme-
dades diarréicas, de tan elevada mor-
talidad entre nuestra poblaciéon infan-
til.

CLASIFICACION
DE LAS ENTEROBACTERIACEAS

La familia Enterobacteriicea ha si-
do definida por Breed Murray y Hit-
chens (cit. 3) de la siguiente manera:
“Son bastonetes gram negativos, mé-
viles 0 no, con flagelos peritricos, que
crecen bien en los medios artificiales.
Todas las especies fermentan la gluco-
sa formando acido, o 4cido y gas vi-
sible. Caracteristicamente los nitratos
son transformados en nitritos (con la
excepcién de Erwinia), y su composi-
cién es un mosaico, el cual resulta de
la interrelacién de muchos géneros, aun
extendiéndose a otras familias. Fre-
cuentemente actian como saprofitos,
causando la descomposicién de las
plantas y de materiales que contienen
carbohidratos”.

Edwards y Ewing (3) agregan a la
anterior definicién: los micro-organis-
mos pertenecientes a la familia Entero-
bacteriaceae no producen citocromo-
oxidasa, lo cual elimina del grupo a
un buen numero de bacterias con fla-
gelos polares, incluyendo Aeromonas,
cultives los cuales a menudo se con-
funden con entero-bacterias, particu-
larmente del tipo Aerobdcter. Tam-
bién quedan eliminados algunos grupos
como Pseudomonas, Alcaligenes y Vi-
brio. Tampoco las enterobacterias li-
ctan el medio de Pectinato de sodio, y
con ello se elimina el grupo Pecfobac-
terium, clasificado dentro del grupo
Erwinia, el cual al menos incluye dos
tipos de organismos: a) Bacterias pa-
tégenas para las plantas llamadas *“‘ver-
daderos Erwinia”, que no reducen los
nitratos a nitritos y disminuyen por
lo tanto un poco la semejanza con las

enterobacterias en sus caracteres cul-
turales y en sus propiedades bioquimi-
cas. b) Bacterias igualmente patdge-
nas para las plantas que generalmente
reducen los nitratos a nitritos y se pa-
recen al género Aerobdcter, pero que
tienen la propiedad de licuar el Pecti-
nato de sodio, y se ha dicho que no es
propio de las enterobacterias. Por tal
razdn es aconsejable su exclusién hasta
que el grupo Erwinia no sea satisfac-
toria y completamente estudiado.

Durante muchos afios, variados tests
bioquimicos se han utilizado para lo-
grar una clasificacién taxonémica. En
la actualidad, de su simplificacién han
resultado métodos para la determina-
cién de las propiedades fisiolégicas de
las bacterias. De particular interés han
sido los métodos para la determinacién
de la decarboxilacién y desaminacién
de ciertos aminoicidos, ayudando asi a
la distincién de grupos y sub-grupos
de enterobacterias, clarificando con ello
conceptos de taxonomia.

Numerosas clasificaciones de entero-
bacterias han aparecido, pero las mas
atractivas y que por lo tanto merecen
atenciéon son las de Breed, Murray
y Smith (4) y la de Kauffmann (cit.
3). Breed y col. las clasifican con ba-
se a la fermentacién de la lactosa; pero
han colocado juntos a grupos que tie-
nen distintas caracteristicas y separado
a grupos con interrelaciones bioquimi-
cas y seroldgicas. El establecimiento
de un género simple como el Paracolo-
bactum, en base a la tardia fermenta-
cién de la lactosa, no se justifica, ya
que un Paracolobactum puede cambiar
a una tipica Escherichia coli, simple-
mente por selcccién de componentes
que la fermentan rdpidamente.

La clasificacion de Kauffmann, aun-
que difiere en nomenclatura, es taxo-
némicamente muy cercana a la pro-
puesta por Edwing y Edwards en 1960.
El investigador mencionado usa como
test primario para su divisién el de la
Decarboxilasa del acido glutimico, por
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cierto de aplicacién dificil en el labo-
ratorio. Establece 14 grupos (19):
Salmonella, Shigella, Arizona, Esche-
richia, Citrobdcter, Klebsiella, Hafnia,
Erwinia, Serratia, Proteus, Morganella,
Rettgerclla y Providencia.

Sin embargo, no hay acuerdo en
cuanto a la conveniencia de mantener
los grupos Proteus, Morganella, Reti-
gerella y Providencia tal como lo pro-
puso Kauffmann, Muchos investigado-
res, siguiendo la clasificacién propues-
ta por Rustigian y Stuart (20), in-
cluyen como tipos de los del grupo
Protens, a Morganella y Rettgerella,
con igual jerarquia que Proteus mira-
bilis 'y wulgaris, reconociendo por lo
tanto dos grupos: Proteus, que incluye
Proteus vulgaris y Proteus mirabilis, y
Morganella, que incluye a M. Morgag-
ni, M. Rettgeriy M. Inconstants (Pro-
videncia).

El grupo Citrobdcter, mas ligado
bioquimicamente al complejo Salmo-
nella arizona, comprende los gérme-
nes designados previamente como Es-
cherichia  freundi y Bethesda; esta
unién es justificada, ya que desde el
punto de vista serolégico como bio-
quimico estin estrechamente vincula-
dos y solo la fermentacién de la lactosa
positiva en los primeros y negativa o
tardia en los segundos los distingue.
En cuanto a los grupos Klebsiella y
Cloacae, que han sido redefinidos en el
ultimo informe del Subcomité de las
Enterobacteriaceae (22), Hormaeche y
Munilla (23) han establecido clara-
mente su diferenciacién bioquimica.

El Aerobdcter aerégenes ha desapa-
recido como especie, ya que las cepas
inméviles han pasado al grupo Kleb-
siella y las méviles al Cloacae, género
introducido por Castellani y Chalmers
(24). Edwards y Ewing (25), refi-
riéndose al grupo Klebsiella-Aerobdc-
ter, han encontrado que muchas cepas
inméviles, aisladas de heces y de la
crina, no pueden diferenciarse por las
distintas pruebas de que se dispone en

Ia actualidad, de las aisladas del tracto
respiratorio, y que han sido clasifica-
das como Klebsiclla. Ante tal hecho,
proponen que mientras no se puedan
demostrar como diferentes las cepas
aisladas de las heces y orina, de las de
origen respiratorio, sean agrupados
conjuntamente. Por lo tanto, la Kleb-
siclla pneumoniac y el Aerobdcter ae-
régenes deben ser considerados como
miembros de un solo grupo y designa-
dos como Klebsiella-Aerobicter (25-
26).

Los grupos Serratia y Hafnia tie-
nen poco significado médico, ya que
son bacterias componentes de la flora
normal del suelo y del agua y se con-
sideran no patégenas para el hombre.
Sin embargo, las primeras se aislan
con frecuencia de procesos patolégicos
y a veces como Unico germen presente,
lo que induce a pensar que su viru-
lencia para el hombre es mayor de la
que se le asigna. De todos modos, el
aislamiento de cualesquiera de los gér-
menes mencionados crea problemas de
diagndstico.

El grupo Erwinia estid constituido
por bacterias patégenas para los vege-
tales y excepcionalmente se le halla en
el hombre. El Alkalecens-dispar se ha
climinado como grupo independiente y
unido a Escherichia por sus vincula-
ciones bioquimicas y seroldgicas.

La clasificacién propuesta por Ed-
wards y Ewing en 1961 es la que nos
ha parecido mis didactica y mas acor-
de con el estado actual de los conoci-
mientos sobre enterobacterias. Nosotros
la hemos seguido en nuestro estudio
para la clasificacién final de las cepas
aisladas.

EL COPROCULTIVO

Aunque aparentemente parece no
ser dificultosa su ejecucién, un buen
estudio requiere personal adiestrado y
material especializado. La técnica a se-
guir desde la recoleccién de la muestra
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hasta la identificacién final de las bac-
terias entéricas, varia de acuerdo con los
diferentes autores y escuelas. Sin em-
bargo, existe un delineamiento para su
correcto estudio que comprende las
técnicas para la recoleccién de las
muestras, la utilizacién de medios di-
ferenciales e inhibidores y de medios
sclzctivos, etc. Cada uno de estos pro-
cedimientos varia de acuerdo con tipo
de bacterias a investigar y de las posi-
bilidades técnicas y materiales de que
se dispenga en el laboratoric.

a) Recoleccion de la muestra.—Va-
riadas técnicas se han empleado para
la recoleccién de los especimenes feca-
les, todas tendientes a lograr un mayor
porcentaje de casos positives. El cul-
tivo puede hacerse a partir de la ma-
teria fecal recientemente emitida, por
impregnacion de un escobillén intro-
ducido directamente en el recto (3),
o en el momento de la rectosigmoidos-
copia (15). Debido al hecho de que
ciertas enterobacterias, especialmente
la Shigells, pueden decrecer en nime-
ro rapidamente luégo de que las heces
fecales son evacuadas, se hace necesario
colocar los especimenes en medios espe-
ciales tan pronto como son obtenidos.
En la disenteria cronica la impregna-
cién de un escobillén, directamente de
las lesiones intestinales, durante el acto
de la proctoscopia, ha resultado ser
uno de los mejores métodos para el
aislamiento de la Shigella. Hardy,
Mackel, Frezier y Hamerick (cit. 3)
han hallado, en un mismo grupo de
individuos, que el escobilleo rectal
sembrado inmediatamente aumenta el
numero de aislamientos de patdgenos,
en comparacién con la siembra de he-
ces evacuadas recientemente. AGn me-
jor resulté la prictica del escobilleo
directamente de las lesiones intestina-
les durante el acto de la proctoscopia.
Stuart (10) ha demostrado experimen-
talmente que el escobilleo rectal no es
inferior a la siembra de las mismas
heces en el aislamiento de patdgenos.

Sin embargo, Shaughessy, Friewer y
Snyder (5) consideran su practica po-
co adecuada, aunque de utilidad, espe-
cialmente cuando se hacen encuestas
en grandes masas de poblacién y pre-
fieren la siembra de especimenes fres-
ccs cuando se trata de convalecientes
y dec portadores que eliminan escasa
cantidad de bacterias. Thomas (6) es
de la misma opinién, y sélo emplea el
escobillzo como un paso preliminar a
un examen con heces frescas.

Cuando se dispone de especimenes
recientemente emitidos, es conveniente
scleccicnar en clos trozos de epitelio
o bien zcnas que contengan moco, pus
y sangre, lugares estos en donde ios
entergpatégenos son muy abundantes
(15). Esta practica se reflejard en un
aumento en los aislamientos, especial-
mente si se asocia a medios de enrique-
cimiento y a soluciones preservativas.

b) Soluciones preservativas.—Se em-
plean cuando las heces fecales deben
scr transportadas o mantenidas por al-
gun tiempo antes de ser sembradas.
Sachs (cit. 3), en 1939 (7), usaron
cxitosamente la solucién salina glice-
rinada, adicionada de solucién Buffer
y de rcjo fenol, este ultimo con el ob-
jeto de apreciar las modificaciones del
pH, ya que la acidificacion es perju-
dicial a los bacilos entéricos. Bangxan
y Eliot (8), en 1940, aconsejan una
sclucién preservativa con citrato de
scdio al 19, Desoxicolato de sodio al
5% , en solucién salina Buffer, con un
pH de 8.5, en la cual se preserva muy
bien la vida bacteriana. Gaub (9) usé
una solucién similar y le asigné efecto
preservativo, asi como de enriqueci-
miento. Stuart (10) describié un me-
dio semisdlido de Tiogliocolato para
el transporte y preservacion de especi-
menes cbtenidos con escobillones tra-
tados con carbdn.

En general, puede decirse que mu-
chas soluciones preservativas han sido
vsadas, y todas ellas con buenos resul-
tados, en manos de sus descubridores;
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sin embargo, la solucién glicerinada
adicionada de Buffer sigue siendo la
mis conocida y usada, aunque no ha
resultado tan efectiva como la siembra
directa.

¢) Medios de enriquecimiento.—Es
recomendable su uso, particularmente
en el estudio de portadores en quienes
¢l nimero de organismos es reducido.
Su principal ventaja es la de disminuir
la flora normal, dejando libre la pato-
gena. Es satisfactorio el medio de Se-
lenita de Leifson (11), cuyo poder
inhibitorio es variable sobre las dife-
rentes bacterias. Para algunos investi-
gadores supera este medio a los demais
en el aislamiento de los patégenos, es-
pecialmente los tificos y para-tificos,
ademis de ser de composicién simple
y econdémico.

Otro medio de enriquecimiento muy
usado es el caldo de tetrationate, de
Muller (5) modificado por Kauff-
mann (tetrationate, verde brillante y
bilis) ; su eficacia aumenta cuando se
usa conjuntamente con el agar verde
brillante. Con este medio, Kauffmann
aumenté en un 100% el aislamiento
del Paratifico B y en un 500% el de
ctras Salmonellas, en comparacién con
otros métodos en los cuales el medio
de enriquecimiento no fue usado. Gal-
ton y Quan (1) confirmaron estos
resultados. Por el contrario, Dixon
(13) y Smith opinan que el medio de
Selenita es superior al tetrationate.

Rappaport y col., y Collard y Un-
win (cit. 3), comparando el uso de los
medios de Selenita y de Tetrationate
con un caldo de verde de malaquita y
cloruro de magnesio, hallaron a este
ultimo superior a los dos primeros en
el aislamiento de Salmonellas, diferen-
tes de S. typhi. Hajna, en 1955, usd
cen éxito un caldo preservativo y de
enriquecimiento que contiene Manitol,
Glucosa, Desoxicolato de sodio, Citra-
to de sodio y fosfatos. Su uso aumenté
el nimero de aislamientos de Salmone-
Has y Shigellas.

Otros medios de enriquecimiento se
han usado (31) y algunos modifica-
dos por el agregado de antibiéticos y
quimiocterdpicos para evitar el creci-
miento de ciertas bacterias, especial-
mente el Proteus.

d) Medios diferenciales— (Inhibi-
deres y selectivos). Estos medios, por
lo general, inhiben el crecimiento de
las bacterias Gram positivas y contie-
nen indicadores que distinguen los
gérmenes que fermentan la lactosa de
los que no lo hacen. Existen medios
diferenciales altamente selectivos, en
les cuales la mayoria de los coliformes
y algunas cepas de Proteus son inhibi-
des, lo cual es util para el aislamiento
de los patégenos.

Siempre es recomendable usar con-
juntamente un medio altamente selec-
tivo con un foco seleccionado, el cual
permitird estimar la totalidad de la
flora entérica, hecho éste de particular
interés cuando se estudian diarreas in-
fantiles, en las cuales en muchas opor-
tunidades el Coli patdgeno es el ger-
men causal. El uso del medio selectivo
cubrira las necesidades para el aisla-
miento de posibles Salmonellas o Shi-
gellas. Los medios de Agar-MacCon-
key, Endo-Agar y Agar-eosina-azul de
metileno llenan a satisfaccién la pri-
mera necesidad y los medios de Agar
S. S., Agar bi-sulfito-bismuto (medio
de Wilson Blair), el Agar verde bri-
llante-rojo-fenol de Kristensen y el
Agar-citrato-desoxicolato, la segunda.

En general, cuando se trata de in-
vestigar Salmonella, y en particular
typhi, es recomendable el uso de Agar-
bisulfito de bismuto de Wilson Blair,
en el cual la Shigella habitualmente
no crece, y Agar desoxicolato o Agar-
verde brillante, cuando se trate de las
demis Salmonellas. El Agar-eosina-azul
de metileno es satisfactorio para el ais-
lamiento de las Shigellas, y el Agar
S. S. lo es tanto para Salmonellas como
para Shigellas.
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Edwards y Ewing (3) recomiendan
especialmente el Agar verde-brillante,
asociado al medio de enriquecimiento
de Kauffmann, cuando se desea aislar
Salmonellas diferentes de la fyphi. Si
se busca Salmonella typhi, electiva-
mente debe usarse el medio de Wilson-
Blair y caldo de Selenita como medio
d= enriquecimiento, el cual también es
de valor en la investigacion de Shige-
Ilas. Vemos asi que Jos medios utiliza-
dos varian en cada caso en particular
y de las circunstancias del medio en
que se trabaje, admitiendo que un solo
medio no es aceptable para todos los
propositos.

e) Aislamiento e identificacién.—Se
inicia con la seleccidn de las colonias,
las cuales se pasan al medio de Kligler
{lactosa y glucosa), o mejor el medio
de triple azucar adicionado de hierro
(lactosa, glucosa y sacarosa) (18-34).

Recientemente, Taylor (32) ha des-
crito un nuevo medio sélido (D. L. F.
M.) para el aislamiento primario de
Shigellas, Salmonellas y Arizona, el
cual permite estimar al mismo tiempo
la fermentacién del Dulcitol (D) y
de la Lactosa (L), la produccién de
H2S en presencia de una solucién de
Hierro (F) y la movilidad (M). Con
este nuevo medio se reducen notoria-
mente los aislamientos e identificacio-
nes necesarias comunmente.

MATERIALES Y METODOS

Fue estudiado un total de 116
nifios en el Hospital de la Misericordia,
de los cuales 104 estaban hospitaliza-
dos en la Sala de Contagiosos con sa-
rampidén y el resto fue de asistentes de
la Consulta Externa. En todos los ca-
sos se procedié al coprocultivo por
trastornos diarréicos. Conjuntamente
se emplearon experimentalmente, y co-
mo control, cepas de Salmonella, Shi-
gevla y Coli patdgenos, procedentes del
Centro de Enterobacterias del Institu-
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to Adolfo Lutz, de Sao Paulo, Brasil,
y del Instituto de Salubridad y Enfer-
medades Tropicales de México. El total
dc muestras procesadas en el laborato-
rio ascendié a 942, y el numero de ce-
pas cultivadas a 39. Cada una de estas
ultimas se sembrd en ocho oportunida-
des, totalizando 312 cultivos de con-
trol.

Se emplearon sobres de carta des-
provistos de pegante en la tapa, den-
tro de los cuales se colocéd un trozo de
papel de filtro debidamente doblado.
Luégo se esterilizaron en el autoclave
a 15 libras de presion durante 15 mi-
nutos. El medio de enriquecimiento
utilizado en la siembra de las heces
diarréicas fue el caldo de tetrationate
de Leifson, modificado por Kauff-
mann, envasado en tubos estériles, el
cual, antes de ser usado, se calenté le-
vemente a la llama y se le adicionaron
2 0 3 gotas de solucién de yodo.

El procedimiento para cada caso en
estudio fue el siguiente: un aplicador
o cscebillon estéril fue introducido cui-
dadosamente en el recto e impregnado
debidamente, mediante suaves movi-
mientos de rotacion; luégo se procedié
a impregnar el trozo de papel de filtro
ccntenido en sobres, a sellarlos y a ro-
tular su fecha de siembra. El mismo
escobillon se colocé en el medio de
enriquecimiento y sin incubar se pro-
cedi6 a su siembra en Agar-sangre,
Agar-MacCenkey y medio de Chap-
mann (para aislamiento de Estafilococo
patégeno). Al tubo que contenia el
caldo de enriquecimiento y el escobi-
Hén sz le agregd una cantidad igual de
medio y se incubd por un periodo de
18-24 horas, al cabo de las cuales se
sembro en Agar-sangre, Agar-MacCon-
key o Endo y Agar S. S., cultivos és-
tos que se incubaron a 37 grados por
un periodo de tiempo semejante.

Los sobres fueron abiertos cuidado-
samente cerca del mechero y los pa-
peles impregnados extraidos con una
pinza de diseccion flameada a la lla-
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ma: con una tijera estéril se cortd la
porcién impregnada, la cual se intro-
dujo en caldo nutritivo o en tetratio-
nate y se incubd por 18-24 horas, para
luégo pasarse a los medios solidos an-
tes mencionados. El ntmero de sobres
empleados varié, y asi en 14 nifos se
impregnaron en cada uno 4 papeles
que se sembraron a los 2-4-6-8 dias;
23 tuvieron seis sobres para sembrarse
a los 2-4-6-8-12-16 dias; por ultimo,
a 79 nifics se les impregnaron 9 pape-
les que se sembraron a los 2-4-6-8-12-
16-24 y 30 dias.

El aislamiento primario a partir de
los medios sélidos se hizo en medio del
Kligler, el cual se incubd por 18-24
horas a 37°C. Como nuestro interés
principal fue conocer la sobrevida de
las bacterias intestinales desecadas, no
seguimos el esquema propuesto por
Edwards y Ewing para el aislamiento
de los enteropatdgenos, sino que se pro-
cedié a practicar a todas las bacterias
una prueba bioquimica en base a los
medios de Sim, Urea, Citrato de Si-
mons, Gelatina, Glucosa, Lactosa, Sa-
carosa y Manitol. Las cepas sospecho-
sas de Salmonella o Shigella fueron so-
metidas a estudio serolégico.

El medio de Chapmann (28) lo
utilizamos una vez tomada la muestra
cen el escobillén y luégo de su incu-
bacién, con el objeto de buscar el
Estafilococo, el cual vira el color del
medio de cultivo del morado al ama-
rillo cuando es patdgeno (fermenta-
cién de la Manita). Las cepas de Esta-
filococos aisladas de las siembras de
los scbres fueron igualmente sometidos
a fermentacién de la Manita por un
periodo de 48 horas.

Las cepas de Shigellas, Salmonellas
y Coli patdgeno utilizadas como con-
trol se sembraron en caldo de tetratio-
nate y se incubaron a 37°C por 18-24
horas. Con escobillén se procedié a
impregnar papeles de filtro contenidos
en sobres estériles y a sembrarlos pe-
riédicamente en Tetrationate, en for-

ma similar a como se procedié para las
muestras de materia fecal. Luégo de
la incubacién correspondiente se hizo
Ia siembra en Agar S. S., y finalmente
en medio de Kligler, para comprobar la
pureza del cultivo.

RZSULTADOS OBTENIDOS

Les resultados que a continuacién
se transcriben son el resumen del ex-
tenso material procesado; el estudio
de cada caso en particular puede exa-
minarse en los cuadros 1-2-3-4.

El cuadro nimero 1 comprende a
13 pacientes cuyas heces fueron con-
servadas hasta por un periodo de 8
dias, al término de los cuales la mayo-
ria de los gérmenes aislados en Agar-
sangre, Agar-MacConkey o Agar S.S.
(a partir de siembra directa), se recu-
peraron en uno o mias de los medios
mencionados luégo de su desecacién.
Los gérmenes que mejor se conserva-
ron fueron en orden decreciente:
Klebsiella  aerobdcter, Streptococcus
fecalis, Proteus y Pseudomonas aeru-
ginosa.

El cuadro N? 2 comprende el estudio
d2 23 casos en los cuales la muestra fue
ccnservada desecada hasta 16 dias. A
este grupo se le adiciond el medio de
Chapmann, para buscar lo mis ra-
pidamente el Estafilococo patdgeno, lo
cual fue posible en 4 ocasiones. Tam-
bién se utiliz6 el medio de MacConkey,
el cual es de utilidad semejante al me-
dio de Endo, pero diferencia facilmen-
te las cepas de Coli y otros gérmenes
fermentadores ripidos de la lactosa.
Para este grupo valen las mismas con-
sideraciones en cuanto a la supervi-
vencia de Escherichia coli, Klebsiella
Acrobdcter, S. fecalis, Proteus y Pseu-
domonas. Las cepas de Estafilococo pa-
tégeno no fue posible recuperarlas en
tedos los casos por el excesivo creci-
miento de las bacterias entéricas. En
general, a los 16 dias fue posible recu-
perar la mayoria de las bacterias ob-
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tznidas por el método clasico de co-
procultivo.

Por ultimo, el cuadro nimero 3 to-
taliza 79 casos en los cuales las mues-
tras fueron conservadas en su mayoria
hasta los 30 dias. En algunos casos las
siembras se hicieron hasta pasados los
70 dias. Los medios utilizados fueron
los mismos, excepto en 25 casos, en los
que se suprimieron los medios de En-
do, Agar-sangre y Chapmann. Tal
razén cbedecié a que éstos fueron ca-
sos adicionales y los mencionados me-
dios ya habian sido utilizados en una
buena proporcién de muestras como
para ser conclusivos. En este grupo se
aislaron 7 cepas de Estafilococo paté-
geno y la supervivencia de los gérme-
nes entéricos fue notoriamente satis-
factoria a los 30 dias de desecacién.

Luégo de este tiempo, el porcentaje
de casos positives decrecié sin que se
pueda anotar una relacidn entre el
tiempo transcurrido y el ndmero de
cascs negativos (cuadro nimero 4).

Los resultados obtenidos con las ce-
pas procedentes de México y Brasil
fueron satisfactorios. Sz desecaron has-
ta por un periodo de 45 dias, habién-
dosz recuperado al término de dicho
tiempo la totalidad de las cepas ensa-
yadas, lo cual es demostrativo de la
resistencia a la desecacién de los ente-
ro-patdgenos, al menos cuando se en-
cuentran completamente puros (cua-
dros numeros 5-6).

En general, se puede decir que el
resultado del examen bacteriolégico de
las 115 muestras de materia fecal fres-
ca fue sensiblemente igual al de Ias
muestras desecadas.

Los resultados podemos calificarlos
ccmo satisfactorios si observamos el
elevado porcentaje de muestras deseca-
das que permanecieron viables luégo
de los 30 dias de su siembra. Aunque
no aislamos ninguno de los llamados
entero-patogenos, es posible que la dia-
rrea en algunos de los casos fuese de-
bida a cepas de Coli patdgeno, Proteus,

Estafilococo, etc. Tanto los gérmenes
Gram negativos como los Gram positi-
ves sobrevivieron por largos periodos
de tiempo soportando la desecacién.

COMENTRARIOS Y CONCLUSIONES

Ha sido siempre de interés, en el
diagnéstico de las enfermedades dia-
rréicas, el buscar un cierto nimero de
géneros probadamente patégenos de
gran interés clinico y epidemiolégico,
pasando por alto a géneros como Es-
cherichia. Sin cmbargo, en los tltimos
afios ha crecido el nimero de afeccio-
nes, especialmente entre la poblacién
infantil (14 - 16 - 17 - 27 - 29 - 30 -
35 - 36 - 37 y 38), debido a ellos, ra-
zén por la cual su aislamiento y estu-
dio serologico debe hacerse paralela-
ments al de los patdgenos comproba-
des. Este grupo de los bacilos Coli
sobrevive durante meses en el suelo y
cn el agua a temperatura ambiente y
puede sobrevivir a procesos de pasteu-
rizacion.

En el tubo intestinal se halla una
encrme cantidad de micro-organismos,
11 mayeria de ellos residentes habitua-
les saprofitos y un buen nimero de
patbgenos, ademas de los ingeridos con
los alimentos que no han sido destrui-
dos por los jugos digestivos y que se
eliminan por la materia fecal. Estos
micro-crganismos poseen una clerta re-
sistencia a los agentes fisicos externos
como frio, calor y desecacién.

Segun las observaciones Felsen (cit.
17), las Shigellas pueden permanecer
con vida en agua corriente hasta seis
meses, en agua de mar de 2 a § meses
y en el hielo por 2 meses; por el con-
trario, mueren rapidamente a la tem-
peratura de pasteurizacién y por la
cloracién. En las heces naturalmente
infectadas, conservadas alcalinas viven
y permanecen activas durante varios
dias. En la oscuridad y a la tempera-
tura ambiente viven durante 10 a 12
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dias en la tierra, en la superficie de
fas frutas y verduras 2 a 7 dias, en el
pan 20 dias y hasta 2 meses, y en la
leche cruda de 6 a 12 dias. También
puede conservarse durante varios me-
ses a bajas temperaturas, y en la ropa
sucia de los enfermos por varios dias.

Las Salmonellas tienen gran resis-
tencia: en la manteca pueden vivir du-
rante 80 a 108 dias (cit. 17), con-
servindela a bajas temperaturas; en el
scrbete de crema viven por mis tiempo,
y en las carnes, leches y sus derivados,
en los huevos y ciertos vegetales pue-
den vivir hasta un mes. La S. Pullorum
vive tres a cuatro semanas en cul-
tivos aun por afios, si ellos tienen cier-
ta humedad. Se la ha hallado activa
en las heces, luégo de 1 a 2 meses, y
en el hielo o nieve luégo de 3 meses.
Mueren por la exposicion a §5°C du-
rante una hora y a 60° durante 15
minutgs.

Sin embargo, estos dos gérmenes son
les mas sensibles de todos los del gru-
po de enterobacterias, especialmente a
la acidez, producto del metabolismo
bacteriano (15).

En general, puede concluirse que
tedes estos gérmenes: Salmonellas, Shi-
gellas y Coli, relacionados con los
disturbios gastrointestinales, presentan
una gran resistencia al medio ambien-
te, tanto en aguas cloacales como en
agua corriente, asi como en el suelo y
en los alimentos.

A pesar de la resistencia referida
para los enteropatdgenos, la mayoria
de los investigadores aconscjan y pre-
fieren procesar la muestra inmediata-
mente a su recoleccion. De esta mane-
ra, afirman, el nimero de aislamientos
de interés, especialmente en lo que se
refiere a Salmoncellas y Shigellas, au-
m:nta considerablemente. Sin embar-
go, en el estudio de una diarrea, el pro-
ceso de la muestra no siempre puede
hacerse inmediatamente, razén por la
cual se recurre a los medios de preser-
vacién o a métodos que, preservando

la vida bacteriana, faciliten su envio a
centros de investigacién.

Est: dltimo aspecto del estudio de
las enterobacterias fue lo que hizo
idear el método del desecado de la
muestra fecal en papel secante o de
filero.

Fueron precisamente Dold y Kette-
rat, en 1944, quienes demostraron que
las heces fecales impregnadas en papel
d= filtro podian ser de utilidad, luégo
de su transporte de zonas remotas a
centros de estudio, cuando el uso de
las soluciones preservativas no era con-
veniente ni posible. En algunas cir-
cunstancias notaron que cuando los
papeles eran guardados en la tempera-
tura ambiente y en la oscuridad la su-
pervivencia de los patdégenos excedia
a la de otros gérmenes existentes en la
muestra.

En 1953, Kirsche y Prevot (2), del
Instituto Pasteur de Ranoi, Indochina,
usaron el método con buenos resulta-
dcs, lo mismo que Lie-Kian Joe y col.
(1) de Ia Universidad de Indonesia en
Djarta (1954), quienes enviaron mues-
tras de materia fecal por via aérea a
Holanda. Precisamente Lie-Kian Joe y
ccl. han pensado que con la mencio-
nada técnica puede lograrse cierto en-
riquecimiento de la muestra, ya que
parece que la mortalidad de las bacte-
rias no patégenas es mayor que la de
las patdgenas. Como se expuso, el prin-
cipal obsticulo para la supervivencia
de las bacterias es la acidificacién del
medio que las contiene (7) (15),
aunque presumiblemente no es el uni-
co. Sin embargo, el mismo Lie-Kian
Joe hallé datos de interés que hacen
pensar que la Salmonclla thyphosa
permanece viva por miés tiempo en el
papel que los no patédgenos, lo mismo
que su actividad diastisica se inhibe
cn el papel, permitiendo de esta ma-
nzra la supervivencia de gérmenes mas
delicados como las Shigellas y Salmo-
nellas.
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Mais recientemente Varela (1955),
del Instituto de Salubridad y Enfer-
medades Tropicales de México (33),
en un estudio comparativo entre la
siembra de heces diarréicas frescas y la
siembra de muestras impregnadas en
papel, hallé resultados significativa-
mente iguales sobre 350 especimenes
examinados. Los gérmenes aislados fue-
ron: Shigella dysenteriae, flexneri, boy-
dii, Salmonella parathyphi A, asi como
varias cepas de Coli patégeno (026-
055-0111-0127), que totalizaron un
numero de 40 cepas cuando se hizo la
siembra de heces frescas, y 38 luégo
de su impregnacién en papel. Tales
resultados confirman la utilidad del
método en el envio de las muestras al
laboratorio. ,

Nuestros resultados confirman lo
hallado por otros investigadores, aun
sin que hayamos aislado ningin ente-
ropatégeno probado. Creemos de gran
utilidad el método por su sencillez,
bajo costo y comodidad para el trans-
porte de la muestra, lo cual facilita

encuestas epidemiolégicas sin necesidad
de transporte de material delicado, me-
dios de enriquecimiento, de conserva-
cién, etc. Ademis, se pueden remitir
varias muestras y con ello mejorar la
eficacia del examen.

Su aplicacién, por lo tanto, es muy
grande en el campo de la Salud Publi-
ca, en el diagnéstico, tratamiento y
prevencién correcta de las enfermeda-
des diarréicas bacterianas en lugares
distantes de los centros de investiga-
cién.

Por dltimo, la perfecta conservacion
de los enteropatégenos usados experi-
mentalmente demuestra el método
como capaz de substituir eventual-
mente al medio de gelosa para la con-
servacion de las bacterias de un cepa-
rio. Ademis, las cepas aisladas de un
espécimen, y sobre las cuales existen
dudas para su clasificacidn, pueden
enviarse en esta forma a cualquier cen-
tro de estudio para una correcta iden-
tificacion.
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CUADRO N° 1

CONSERVACION DE LA MUESTRA DESECADA DURANTE 8 DIAS

Siembra de heces
fecales frescas
¥y enriquecidas en

caldo de tetratio- 2 dias 4 dias 6 dias 8 dias
Casos nate.
0 E-Ec E-Ec-Pa E-Eo E-Ec-Pa-Af E-Ec-Ka
1 E-Ec-Ka-Pr-Pm-
C1 E-Ec-Pa-Ka E-Ec-Ka-Pa E-Ec-Ka Ec
2 Ec-Ka Ec-Ka-Pmo Ec-Ka-EF E-Ka-Pa-EF Ec-Ka-Ei
3 Ec-Ka-Ef-Pa-Pmo Ka-Af-Pr-Pmo Ka-Ef-Pr-Af Pa-EF Fc¢-Ka-Pa-EF
4 Ka-Pm-Mt Ka-Pr-Mt-Pmo Ec-Ka Ec-Ka Ec-Ka-Cl
5 E-Ka Sobre perdido E-Ef E-Ef E-Ef
6 Ec-Ka-Ef-Mo Ec-Ef Ef-Cl Ef Ef
7 E-Ec-Ka Ec-Ka-Ef E-Ec-Ef E-Ec E-Ec-Ka
8 Ec Ec-EF EP EF EF
9 E-Ec-Ka-Ef Ec-Ka-Pa-Ef-Ei E-Ec-Ka Ec-Ka E-Ka
10 E-Ec-Ka-Ef-Pa E-Ec-Ef E-Ec-Ka-Ef-Ac Ef Ef
11  E-Ec-Ka-EF-Pa E-Ec-Pa-Ac E-Ec-Pa-Ac E-Ec-Ka-Pa E-Ec-Ka
12  Ec-Ka-Pm-Pa Ec-Ka-Pm Ka Ka Ka
13  Ec-Pm-Pa Ec-Pm-Pa Ec-Pm-Pa Ec Ec-Ka-Pa
E: Estafilococo Pa: Pseudomonas aeruginosa
Ec: Escherichia coli Af:  Alcaligenes fecalis.
Ei: Escherichia intermedium Ka: Klebsiella aerobacter
EF: Escherichia freundi Cl:  Clostridium aerobio
Pr: Proteus rettgeri Ef: Streptococcus fecalis
Pm Proteus mirabilis Mt: Micrococcus tetragena
Pmo: Proteus morgagni Mo: Monilias

Food
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CONSERVACION DE 1A MUESTRA DE MATERIA FECAL 67
CUADRO Ne¢ 4
Niamero de dias que se
conservé la materia Nuamero (+) % (—) %
fecal desecada de casos
45 5 2 40 3 60
50 6 3 50 3 50
55 T 5 71,45 2 28,55
60 10 4 40 6 60
65 8 6 62,50 3 37,50
70 2 2 — 0 —
75 3 1 33,33 2 66,66
Total 41 22 19
CUADRO Ne 5
CEPAS DE MEJICO
N¢ cepario N¢ de dias que se conservaron las cepas
N¢ cepa patégena Unidad
Biopatologia 2d 4d 6d 8d 12d 16d 24d  45d
Coli 026 .. 9 + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Coli 0112 .. 10 + -+ + + + + + +
Coli 0127 .. 11 + + + + + + + o+
Coli 0111 .. .. 12 -+ + + -+ + + + +
Coli 055 .. 13 + -+ -+ -+ + + 4 +
Coli 044 .. 14 + + + -+ + + + +
Coli 0126 .. .. 16 + + -+ -+ + — + +
Coli 0111 .. 16 + + + + + + I+
CEPAS DEL BRASIL
N? cepario N? de dias que se conservaron las cepas
N¢ cepa patégena nidad
Biopatologia 2d 4d 6d 8d 12d 16d 24d  4bd
Coli 0125 .. 19 + + + + 4 + + o+
Coli 086 20 + + —+ + + + + +
Coli 0127 21 -+ + + + + + + +
Coli 026 22 -+ + + + + + + +
Coli 0119 23 - —+ —+ + + + + +
Coli 0102 24 + + -+ -+ + + + +
Coli 0126 25 + + + + + + o+
Coli 0124 26 + + + + -+ + + o+
Coli 4255 27 + + + + + + + o+
Coli 0111 28 + + + + + + + +
CUADRO Ne¢ 6
Cepas N? cepario N¢ de dfas que se conservé desecada
Instituto Adolfo Lutz Unidad
Brasil Biopatologia 2d 44 6d 8d 124 164 24d  46d
Salmonella tomphson 30 -+ + + + + EN + +
Salmonella anatum .. 31 — — o + -+ -+ -+ +
Salmonella newport b .. 32 + + + + 4+ +- + +
Salmonella paratiphi A.. 33 -+ + - + + 4 + +
Salmonella newport a .. 34 + + + + + + -+ +
Salmonella paratiphi B. 35 + -+ -+ + + + 4 +
Salmonella tiphimurium. 36 -+ -+ -+ -+ + + + +
Salmonella tiphi . .. 37 + + + + + + + +
Salmonella dispar 01 38 -+ + + + + + + +
Shigella C-1 .. .. .. 39 + + -+ -+ + + + +
Shigella C-2 .. .. 40 -+ — + -+ + + + +
Shigella D-1 .. 41 + + -+ -+ + — + +
Shigella A-1 .. .. .. .. 42 —+ — + + -+ + + 4+
Alkalescens dispar 02 .. 43 + + -+ + + + + +
Shigells A-2 .. .. .. 44 -+ + + -+ + + + +
Shigella boidii .. .. 45 + + + + + + + -
Shigella flexneri B3c 46 -+ + -+ + + + + +
Shigella flexneri Bla 47 -+ + -+ 4 + + + +
Shigellg flexneri B2a 48 + + -+ 4 -+ + + +
Shigella flexneri B46 .. 49 + -+ + + -+ + -+ +
Shigellg flexneri B6 . .. 50 + + + -+ —_ + + +




