NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO EN LAS
AFECCIONES BACTERIANAS INTESTINALES

Hecror CoLicHON A.

El presente trabgjo, constituye la culminacién de una labor em-
prendida para encontrar un método que fé&cil, precisa y brevemente,
permita demostrar la intervencién de alguin tipo o especie de Enterobac-
teriaceae en las afecciones bacterianas intestinales. La pesquisa se ha-
ce a partir de las colonias desarrolladas en las placas de aislamiento
donde el material fecal fue sembrado.

La importancia de un método tal, no se discute; quien haya in.
tentado realizar el diagndstico bacteriolégico preciso de las infecciones
intestinales, como la disenteria bacilar o shigelosis, la salmonelosis y
otras afecciones bactericmas que son tan frecuentes entre nosoiros, ha-
br& experimentado verdaderas situaciones de incertidumbre o confusién,
que pueden f&cilmente hacer incurrir en el error o en la omisién, apar-
te del excesivo material y trabajo que consumen, razones fundamenta-
les por las qua el coprocultivo es impracticable para muchisimos labo-
ratorios.

El nuevo método cuyo planteamiento hacemos definitivamente
en el presente trabajo, tiene la particularidad de que con economia de
tiempo, materiales y labor, se realiza un andlisis més profundo de las
colonias desarrolladas en el coprocultivo. La primera publicacién que
sobre este método hicimos, fue en la Revista Peruama de Pediatria, en
el ano de 1947, (2), trabajo realizado con la colaboracién de nuestro
colega I. L. Palomino.

En 1952, modificamos su férmula en una publicacién aparecida
en la revista oficial de Salud Publica norteamericana (3), un arreglo
posterior se hizo en el afic 1953 y su publicgacidén figura en la revista
BAmericana de Clinica y Patologia (4). En el presente trabajo creemos
haber llegado al punto que nos habiamos propuesto; disponemos de
un método que ha sido aplicado sistemdticamente en mdas de 6,000 ca-



1084 . ANALES DE LA

sos, y por este estudio creemos haber contribuidoe a hacer realizable
el coprocultivo en cualquier laboratorio dedicado al diagnéstico de ru-
tina. Con este método llevamos a cabo el estudio de la complicacidén
infecciosa secundaria en la Verruga Peruana, habiéndose demostrado
que la Salmonella typhimurium intervenia con mayor frecuencia, la Sal-
monella dublin, la Salmonella choleraesuis le siguen en importancia.
Pero, la eficiencia de la técnica no estd solamente en estos hallazgos,
que por cualquier técnica pueden obtenerse, sino, en que con el nuevo
método pudimos descubrir la existencia de dos Salmonellas infectando
a un solo paciente. De estos casos tuvimos cuatro para una casuistica
de trece verrucosos; no es fdcil que con oiros métodos se puede encon-
trar una proporcién tan alta de infecciones dobles aun cuando éstas,
en realidad, existen.

No es nuestro propésito hacer ponderacién del valor préctico y
la utilidad médica de esta nueva técnica, dejamos el veredicto final
a la practica y la investigacidn; solo debemos hacer notar que este nue-
vo método concuerda con el nuevo concepto que de la Familia Entero-
bacteriaceae debe tenerse. Actualmente se considera a esta familia co-
mo un gran circulo en cuya drea se definen bioquimicamente ocho
grupos. Veamos el siguiente esquema propuesto por el Communica-
ble Disease Center, Chamblee, Ga. :

DIAGRAMA N° 1

Segun esta nueva concepcién, la Familia Enterobacteriaceae se
divide en ocho grandes grupos, cada uno de los cuales comprende a
su vez numerosos tipos o especies; por ejemplo, el Grupo Escherichia
coli comprende mdés de un centenar de tipos, igual sucede con el Gru-
po Salmonella. La determinacién de los grupos se hace por métodos
bioquimicos, para lo cual Edwards y Ewing (5) han elaborado el si-
guiente Cuadro de pruebas :

CUADRO N© 2

De acuerdo a este Cuadro se requiere de dieciocho pruebas bio-
quimicas para identificar los grupos de Enterobacteriaceae, entre estas
pruebas es posible sefialar algunas de mayor importancia diferencial
que otras; nosotros hemos elegido un conjunto de ellas para poder de-
finir en formla preliminar a dichos grupos. El método de que nos ocu-
pamos, consta de dos medios en sus respectivos tubos y que designa-

£
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Dizgrama No. 1.

REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE
ENTEROBACTERIACEAE.

(Segun Edwards and Ewing, 1955)
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Center of dense population of bjochemically similar strains representad as areas surrounded
by intermediate cultures not readily classifiable as typlcal members of stablished group.

mos : “S L U” y “S M G”, respectivamente. El medio "SLU" pone en
juego seis pruebas en un solo tubo y son las siguientes :

Lactosa

Sacarosa

Urea

Movilidad

Indol

Hidrégeno Sulfurado (papel).



1086 - ANALES DE LA

Cuadro No. 2.

REACCIONES BIOQUIMICAS DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE
BACTERIA ENTERICA

{Segun Edwards and Ewing, 1955)
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(Reaccidn tiplica de la mayoria de tipos)

Estas pruebas se aprecian por las variaciones ocurridas en el me-
dio, cuya interpretacién seré explicada mdas adelante. El medio "SM G”
solo consta de cuatro pruebas, que son :

Glucosa

Manita

Gases

Reduccién e Hidrogeno Sulfurado

El desarrollo de la bacteria en este ultimo medio permite hacer
la emulsién del gérmen que servird para realizar la tipificacién sero-
légica con lo cual el diagnéstico bacterioldgico queda hecho en un tiem-
po no mayor de 48 horas, lo cual para la practica en la clinica es de
inapreciable valor.

La siembra del espécimen fecal se hace usualmente en placas
de medios sdlidos, que por las sustancias inhibidoras y selectivas que
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contienen, facilitam el aislamiento de colonias de bacterias patégenas
que pueden encontrarse confundidas en la copiosa flora saprofita del
contenido intestinal. Es muy conveniente, dada la enorme sensibilidad
que suelen tener ciertos tipos de Shigella a dichas sustancias inhibido-
ras, emplear varias placas con distintos medios porque si alguna de
estas cepas no crecen en una clase de medio puede hacerlo en otro,
con lo cual el diagnédstico bacteriolédgico quedaria asequrado; sin em-
bargo, a pesar de estas medidas se necesita emplear adicionalmente
un medio desprovisto de sustancias inhibidoras donde puedom crecer
todas las Enterobacteriaceae presentes en la muestra, un medio de esta
clase también es diferencial y ofrece datos sobre las variaciones que
puede experimentar la flora intestinal. E! medio que para este fin he-
mos usado es el agar de Mec. Conkey.

Ademds de todas estas precauciones que tienen por fin asequrar
el aislamiento de gérmenes patdgenos, hemos llevado a cabo experi-
mentos para demostrar que cucndo dos medios de selectividad distin-
" ta o un medio selectivo y otro no selectivo se combinon en una misma
placa de Petri, las particularidades de cada medio no se pierden, como
era de esperarse. Paralela a la linea de contacto se forma una faja
algo estrecha donde la accién selectiva experimenta notable modifica-
cién. Si la combinacién es de un medio sin inhibidores como el Mec.
Conkey con un selectivo que favorece a Shigella como el agar desoxy-
cholato citrato, e] hemicirculo ocupado por éste ultimo mamtiene intacta
su selectividad, excepto en la faja de contacto precitada, desde donde
hay una gradiente de pérdida de selectividad que se contintia en el he-
micirculo del medio de Mc. Conkey. Nosotros hemos puesto en prac-
tica cuatro medios en dos combinaciones para cada muestra. Estos me-
dios y combinaciones son : Agar de Mc. Conkey con el desosxycholato
citrato de Leifson y Agar SS con el agar verde brillante de Kristensen
Lester Jurgens (6). Aunque este prccedimiento tiene la aparerie des-
ventaja de reducir el drea sembrable de cada medio a la mitad; la prac-
tica ha demostrado que no es esta una desventaja si se pone en préc-
tica una adecuada técnica de siembra.

Podemos adelantar, sin temor a equivocarmos, que este procedi-
miento de combinar dos medios en una placa pone en evidencia nue-
vos datos de utilidad diferencial que hay que saber interpretar para
adelomtar favorablemente en el diagnéstico r&pido. Por otro lado, la
atenuacién de la selectividad en una estrecha drea permite crecer a las
bacterias patdgenas de fastidioso desarrollo, evitéimdose, de esta mane-
ra, el riesgo de no poder aislar la bacteria patégena a pesar de estar
presente en la muestra fecal, y que errédneamente puede dar lugar a
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conclusiones negativas en el diagnéstico bacteriolégico de las infeccio-
nes intestinales.

Antes de pasar a otro asunto debemos insistir, que las fallas en
el diagnédstico bacteriolégico pueden evitarse o reducirse si el espéci-
men fecal es tomado del enfermo adecuadamente, no debe perderse la
oportunidad de hacerlo cuando el paciente inicia su padecimiento, o, en
los casos crénicos cuando se intensifican las molestias intestinales; se
elige de la deposicién, de preferencia, las mucosidades o la parte visco-
sa que se depone en ultimo término; y debe hacerse antes de adminis-
trar antibidticos porque de lo contrario se alejan artificialmente las po-
sibilidades de aislar el agente infeccioso. Es evidente que la flora in-
testinal se modifica por efecto de estas drogas. Cuando, en otra oportu-
nidad, estudiamos el efecto de la cloromicetina en la tifoidea, pudimos
demostrar que con la desaparicién de la sintomatologia el bacilo tifico
también desaparecia de las heces del paciente, pero una vez que se su-

primia la droga el microbio reaparecia en las heces del paciente en re-
cuperacién.

METODOS

La siembra del espécimen fecal se hace en medios sélidos en
placas y liquidos en tubos. La siembra en los medios sélidos tiene por
objeto tener colonias convenientemente diseminadas en la supertficie
del medio, para estudiar sus caracteristica morfoldgicas y sus reaccio-
nes fisiolégicas particulares. La siembra en los medios liquidos en tu-
bos al modificar, con sus agentes inhibidores selectivos, la flora micro-
biana existente en el espécimen fecal, favorece el desarrollo de los agen-
tes patdgenos de las infecciones intestinales (Salmonelas y Shigelas),
inhibiendo o deteniendo el desarrollo de los microbios saprofitos, parti-
cularmente los coliformes.

Placas para la Siembra del Espécimen Fecal.

De los numerosos medios que se han propuesto para el aisla-
miento de bacterias entéricas patégenas, cuatro han sido usados exten-
samente en nuestro laboratorios; unc de ellos, el agar de Mc. Conkey,
medio carente de sustancias inhibidoras o bacteriostdticas para bacte-
rias entéricas, nos ha servido ventajosamente en la determinacién de
las variaciones o, cambios que la flora Enterobacteriaceae puede ex
perimentar al aumentar la proporcién de colonias lactosa negativas en
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relacién a las lactosa positivas y en estas dltimas para estudiar el in-
cremento de colonias acuminadas o mucoides de Klebsiella-Aerobacter
Yy ciertos tipos o variantes de Escherichia coli, el cardcter mucoide de
dichas colonias puede ser verificado observando también su desarollo
en el agar verde brillante y SS.

Los otros medios usados para cada casc, son los siguientes :
Agar desoxycholate citrato de Leifson (7), agar SS, Difco y agar ver-
de brillante (8) de Kristensen, Lester y Jurgens. En estos medios, mu-
chas bacterias saprofitas coliformes son inhibidas, las colonias del Gru-
po Proteus que a pesar de los bacteriostaticos llegom a desarrollar, pier-
den su propiedad de reptar creciendo en forma circunscrita.

Método de dos Medics Combinados en una Placa.

El uso de los cuatro medios ya referidos en varios miles de ca-
sos nos ofrecio algunos datos nuevos a la observacién comparada del
desarrollo de una vy otra placa, lo que nos condujo a buscar un método
en que dos medios de composicién distinta, se les disponga en modo tal,
que cada uno ocupe un hemicirculo en el drea del Petri, habiendo, ade-
mds. una linea de contacto en el didmetro de la placa. De este modo
se ha obtenido la combinacién de agar Mc. Conkey y Desoxycholate
citrato y otra placa cen agar SS y verde brillante.

Para cbtener la ccmbinacién de agar Mc. Conkey y desoxychola-
te citratc, sz preparan, en primar lugar, placas de agar Mc. Conkey
dejande endurecer en cada una de ellas, 25 c.c. de medio; una vez en-
durecido éste. con un cuchillo flameado se le secciona siguiendo el dia-
metro de la placa Petri (8 cm.) pora separar justamente la mitad del
medio; el cuchille se desvia pegdndose al vidrio con el objeto de clivar
y despegar la mitad que se desea sacar poniendo la placa invertida
frente a un beaker donde el medio despegado se puede fundir para pre-
parar nuevas placas. El hemicirculo que ha quedado vacio es rellena-
do con medio de agar descxycholate citrato fundido y a 45°C.; el re-
llenado se hace haslia obtener un nivel iqual al del Mc. Conkey, a fin
de que ambos medios se contindzn sin desnivel alguno en la linea de
contacto.

La otra placa de combinacién de agar SS y agar verde brillante
se obtiene por el mismo procedimiento, repariiendo en primer lugar,
el agar SS y rellenandc después con agar verde brillemte fundido y a
la temperatura de 45°C. Una vez que se han endurecido las placas com-
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binadas se les deja secar medio dia en la estufa a fin de que su super-
ficie no tenga agua de condensacién al practicar la siembra.

Siembra de las Placas Combinadas.

Del espécimen fecal se elige al fragmento o la parte que debe
sembrarse en las placas, este inéculo se aplica en uno de los extremos
del didmero unién de los medios, se le dispersa en un pequefio segmen-
to circulo que tome por igual a los dos medios y sea equivalente al cuar-
to o quinto del 4rea total de la placa. Distribuido el indculo en forma
que se ha dicho, se le comienza a sembrar en el drea restante por el
método del agotamiento y la estria, para lo cual se frota el asa en tra-
z0s muy juntos y perpendiculares a la linea de unién de los dos medios
(interfase). Al llegar a la linea media, se cambia la posicién de la pla-
ca pero no del asa porque al despojarse ésta del inéculo lo dispersa
mejor dando lugar a colenias diseminadas y convenientemente sepa-
radas.

REPICAJE DE COLONIAS

Medios para trasplantar y diferenciar colonias de Enterobacteriaceae

Sobre estos medios nos hemos venido ocupando en cuatro pu-
blicaciones sucesivas a partir de nuestro trabajo original que en cola-
boracién de nuestra colega Ida Luz Palomino aparecié en el ano de
1847 (2). En el presente y ultimo trabajo sobre este punto se estable-
ce definitivamente la composicién y valor diferencial del medio “SLU”
(sacarosa lactosa urea), porque el “SMG” (SH?2, manita, glucosa) no
ha experimentado modificacién alguna.

Medio : ” S L U”

La férmula del medio S L U"” modificado, es la siguiente :

Proteosa peptona N? 2, Difco ........ 10 gm.
Cloruro de Sedio, Q. P. ............ 5

Indicador "I M” ................... 10 ml
Bacto-Agar, Difco ................. 4.5 gm.

Agua destilada para hacer ....... 1000 ml.
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Todas estas sustancias deben ser de alta pureza. El indicador
“I M"” se prepara disolviendo 0.4 gm. de timol azul en 100 ml. de indi-
cador de Andrade (4), esta preparacién se guarda herméticamente ta-
pada, en recipientes de vidrio neutro, por varios anos sin que sufra al-
teracién, el agar se remoja por una hora en el agua destilada; luego,
se le disuelve al calor junto con la peptona y las sales; se ajusta la
reaccién a pH. 7.4 y entonces es cuando se agrega el indicador. El me-
dio asi preparado se distribuye en cantidades medidas (100 ml.) en
frascos con tapas de bakelita, y, finalmente se le esteriliza a 15 libras
durante 15 minutos.

Solucién de Urea y Carbohidratos

Sacarosa . ... 1 gm.
Lactosa ........ . 10 ”
Ured ... e 10 "
Agquas Destilada .................. 100 ml.

Todas estas sustancias deben ser de alta pureza y si es posible
productos Bacto (Difco). Obtenida su disolucién en el agua, la mezcla
es filtrada por bujia de Berkefeld para su esterilizacién, se le envasa
asépticamente en ampollas, poniendo cantidades de 10 c.c., por ampo-
lla, se controla esterilidad y se les guarda al abrigo de la luz.

Preparacién del Medio para el Uso.

A cada 100 c.c. de medio SLU-base previamente liquefactado al
calor, se agrega 10 c.c. (una ampolla) de la solucién cmterior (urex
y carbohidratos). Meézclese y repdrtase tubos del tipo serolégico (10
X 100) cantidades de 2.5 c.c. por tubo. Todas estas operaciones se ha-
cen con asepsia cuidadosa, utilizando material estéril, se les deja so-
lidificar en posicién vertical y luego los tubos se controlam a 37°C,
por 24hrs. Los tubos se siembran por puncién.

Medio "S M G"'.

Las colonias repicadas y diferenciadas en el medio anterior (SLU)
son trasplontadas a este medio cuya férmula es la siguiente :
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Bacto Triptona, Difco .............. 15 gm.
Proteosa peptona N° 2, Difco ...... 5 "
Acetato Neutro de Plemo, Q. P. . ... 0.5
Thiosulfato de sodio, Q. P. ........ 0.2 “
Rojo de Fenol al 0.29% ...... I 15 ml
Bacto Agar, Difco ....... ... .. ..., 10 gm.
Agua destilada para hacer ........ 1000 c.c.

El indicador de rojo de Fenol se prepara disolviendo 1 g. de Ro-
jo de Fenol-Bacto, Difco, en 40 c.c. de soda decinormal y diluyendo lue-
go a 500 c.c. con aqua destilada en balén volumétrico.

Se disuelven las peptonas y el agar con la ayuda del calor, el
agar debe remojarse antes 1 hra. El acetato de plomo se disuelve pre-
viamente en pequeha cantidad de agua destilada; en esta forma se
agrega al medio; con el trisulfato de sodio se prccede en igual forma.
Hechas estas adiciones, se dajusta el pH, a 7.4-7.5; por ultimo, se agre-
ga el indicador. El medio ya listo se reparte en frascos, contidades de
100 c.c. y luego se hace la esterilizacién a 15 lbs. por 15 minutos.

Solucién de Manita y Glucosa.

Glucosa ................. 1 gqg.
Manita .. ... o 10 gq.
Agua destilada para hacer 100 c.c.

Los carbchidratos deben ser de alta pureza, si es posible, pro-
ductos Bacto-Difco, una vez disueltos, se filtra la mezcla por bujia paxa
su esterilizacidn; se le envasa aséplicamente en ampollas, poniendo can-
tidades de 10 c.c. por ampolla, se controla esterilidad y se les guarda
al abrigo de la luz.

Preparacién del medio para el uso :

A cada 100 c.c. de medio SMG-base, previamente liquefactado,
por la ebullicién se agrega 10 c.c. (una ampolla) de la solucidén anterior
(manita glucosa). Mézclese y repdrtase tubos de 130 X 14 camtidades
de 4 a 5 c.c. por tubo. Todas estas operaciones se hacen con asepsia
cuidadosa, utilizando material estéril. Dejar sclidificar en posicién se-
miinclinada cen fondo profundo y luego se contrcla a 37 grados c.c.
por 24 hrs., se les siembra por puncién y estria consecutiva.
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El Coprocultivo y los pacientes estudiados

Los especimenes fecales que hemos utilizado para practicar el
coprocultivo, fueron obtenidas de muestras excrementicias emitidas por
los enfermos en recipientes muy limpios y tratados al final con agua
hirviente, tomemdo de preferencia las mucosidades o las partes visco-
sas, adherentes depuestas en uUltimo término por el paciente. También
se han estudiado especimenes fecales obtenidos proctoscépicamente, y
muy pocas veces especimenes remitidos en liquidos conservadores, por-
que todos los pacientes estudiado:s residen en Lima, o vinierdn a esta
cindad para ser atendidos. Apreciable numero de ellos proceden de
Arequipa, Trujillo, Chiclayo, Piura, etc., en la costa. De la selva tam-
bién hemos tenido algunos pacientes y de la sierra hemos atendido un
numero reducido.

Los extranjeros residentes en el Peru ocupan un lugar importan-
te en toda nuestra casuistica, siendc 2l menor ndimero norteamericanos
y europeos.

Casi todos los casos estudiados fueron de evolucién cronica, en
muchos de ellos la muestra obtenida fue tomada en el momento que
estos pacientes presentaron sus ranoclestias intestinales con mayor inten-
sidad. Sin embargo, un numero apreciable de coprocultivos tuvieron
que realizarse cuando los pacientes se encontraban en pleno tratamien-
to con antibidtices. Las diarreas agudas y el sindrome disentérico acom-
paifiado de emisiones diarréicas mucosas. sanguinolentas con las carac-
teristicas del llamado “esputo rectal”, son muy raras en el momenio
actual, en el ano de 1942, tuvimos la oportunidad de verlos con mucha
frecuencia, todo indica que estos cuadros agudos son tratados con sul-
fas o omtibidticos basdndose solo en el diagndstico clinico. A nuestro
laboratorio solc llegaron aquellos casos que recidivaron o se manites-
taron resistentes a dichas drogas o los procesos crénicos gque, en forma
general, son resistentes al tratamiento amtibacteriemo.

.Siembra del especimen y obtencién de colonias separadas.

El especimen es examinado macroscodpica y microscépicamente;
al hacer estas observacionzs siempre se obtiene datos importantes que
guian los exdmen=c bactariclégicos subsiguientes, particularmente la
siembra en medios cembinadcs en una placa Petri a los que nos hemos
reieridc ve. Al elegir el indculc o saa la parte del especimen que de-
be scr sembrado, se prefiere las mucosidades o las partes menos con-
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sistentes o las que se deponen en ultimo lugar por el paciente,. El
inéculo se parte uniformemente en un pequefio segmento del drea cir-
aular de la placa de dos medios iratando de abarcar igual porcién de
cada medio y conduciéndose al hacer los trazos de distribucién perpen-
dicularmente a la linea de unién o interfase. El siguiente Diagrama da
una idea de este Procedimiento :

foeva e ra b aser
[ .

En este dibujo se trata de representar el drea circular de dos me-
dios combinados en una misma placa de Petri. El medio Agar de Mc.
Conkey (Mc) ocupa el hemicirculo del lado derecho y el Agar Desoxy-
cholate Citrato de Leifson (DX) el del lado izquierdo. El didmetro ver- -
tical representa la linea de unién de los dos medios y la zona puntea-
da es el 4rea de interfase donde se apreciarém los cambios de selecti-
vidad derivade de la combinacién. El segmento de circulo que se ha
sembrado, que ocupa igual drea para cada medio representa la zona
de distribucién del inéculo y de donde se parte en trazos juntos simi-
lares, hechos con el asa de platino, para agotar el inéculo a fin de te-
ner colonias separadas después de incubar la placa. Después del ago-
tamientio como queda dicho, se vuelve a reinocular solo el hemicirculo
superior, partiendo del segmento del inéculo y deteniéndose solamente
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Cuadro No. 3.
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION PRELIMINAR DE CULTIVOS
DE ENTEROBACTERACEAE.
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en el didmetro mayor y perpendiculiar a la linea de interfase. Proce-
diendo de esta mamera siempre es posible obtener colonias convenien-
temente separadas y en un numero apreciable, como para reconocer
los gérmenes sospechosos y sus diferentes tipos que pueden encontrar-
se presentes en el especimen fecal.

Las placas son incubadas 20 a 24 horas a 37°C.: entonces se pro-
duce el desarrollo colonial, que en este caso se acompana de dos cla-
ses de diferenciacién: La que se deriva de la accién sobre lactosa y
que se manifiesta por el viraje del indicador propio de cada medio y la
que deriva de la inhibicién particular de cada medio por las sustan-
cias bacteriostdticas y selectivas que cada medio en particular contie-
ne. Esta accién inhibidora se modifica en la interfase o linea de unién
de los dos medios. Del estudio de esta selectividad comparada y el
desarrollo de ciertas colonias en el drea de neutralizacién o interfase
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Cuadro No. 4.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION PRELIMINAR DE CULTIVOS
SALMONELLA y SHIGELLA

(Segun Edwards and Ewing, 1955)

FECAL SAMPLE
1

- T |
BS agavr Tetvathionale
£MB aga 55‘3"06‘3.‘, 1f~v§'id plate Selencle Broth ¢ .
Mo oL agarer o derdslrenned Orpth +4-100,000
LD gar LDC 2 gav ’olafcn . srcldant gf“"')
LDC agar er
S5 agar and 8G gar
PS5 agar

Tviple Sugarfron « gar
I .
| Urea ool v (Chrislensen) )
|
I 2-Co T-hovr rencdong of vrex Y|
1
{ ] «

(An'.pc.uﬁA-l‘c ia‘at.r
vrea meslvorm)

(31 agav) [(as =]

| $almenale palyrnlent I Sl~gonl){olymhnl' anlisarves

awnlisarvms BalmeneRa polyralant anliservms
I

L 4
Prelevs b § revp

r . =
Lem S fy sbrela gecally; A bieakewiand I-hv(ifr.oarllqi‘ Da bi o cha meisal
Com firws biocbosmicaliy cesle. cslly ; somfirm Cteals.
: pioohe mioaliy
1

If ot r.‘u(.,)yl..{‘,, fs/énﬁfe_l
pra<¢-d Co biechemwccal besls

arroja datos de importancia diferencial acerca de los cultivos presen-
tes en el especimen fecal que se estudia.

Las colonias que a juicio del observador deben considerarse de
cultivos sospechosos se repican y subcultivan con una aguja de micrén
muy fina y doblada en dngulo recto en su exiremo, sembrémdosele por
puncién a un tubc de medio de "S L U”. A las 16 6 18 horas de incu-
bacién se lee los cambios que se producen. Los cultivos que no produ-
cen cambios en el color de este medio forman uno de los principales
grupos de Enterobacteriaceae, entre los que se encuentran la mayor
parte de patégenos intestinales; a estos tubos se colocan los papeles
de acetato y dcido oxdlico con el fin de estudiar adicionalmente la pro-
duccién de SH? e indol por esta clase de cultivos. Los cultivos que pro-
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ducen viraje azul en el medio ”S L U’” son de Proteus, se subcultivan
al medio ”“S M G’ aplicéndose solo el papel oxdlico a este Ultimo y no
al “S L U” como en los cultivos anteriores.

En el Cuadro N°3 se representa los métodos que se siguen de
acuerdo al plan y métodes que se proponen en este trabajo. El Cuadro
N°® 4, reproduce el esquema que aparece en el Mkmual de Enterobac-

" teriaceae publicado por Edwards y Ewing en 1955 (5) que a su vez es
una reproduccién de publicaciones anteriores.

RESULTADOS

El medio”S L U” y la clasificacién preliminar de Enterobacteriaceae.

De las placas donde el material fecal se ha sembrado (Agar de
Mc. Conkey, Descxycholate Citrate, Verde Brillante y SS) se eligen las
colonias gue se consideren sospechosas; el subcultivo de estas se hace
en el medio "SLU” sembréndose por puncién profunda en el drea cen-
tral. de cada medio se repica una colonia de cada tipo entre todas las
sospechosas que han desarrollado. Después de incubar una noche o
37°C., se tienen los siguientes resultados :

IIS L UI’

Cultivos que producen vi-| Cultivos que no producen cambic algu-| Cultivos que producen vi-
raje rojo con o sin gases.| no en el medio, ya sea que se forme¢| rajc azul sin que se for-
Escherichia freudii una que otra burbuja de gas o no. me gases.

’ Salmonella Proteus
Escherichia coli Shigella
Klebsiella Arizona
Aerobacter | Providence

Esta preclasificacién estd fundada en, por lo menos, seis pruebas
desarrolladas por el medio SLU, estas pruebas son :

Lactosa
Sacarosa
Urea
Movilidad

Indol (papel)
SH?
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Hay que considerar adicionalmente la produccién de gases no
solamente la derivada de la hidrélisis de carbohidratos sino la forma-
cién, escasas burbujas observadas en los cultivos del sequndo grupo
(que no viran) que no atacan lactosa ni sacarosa y sin embargo se
producen estas burbujas gaseosas cuya causa se desconoce; lo unico
que podemos afirmar es gque ningun tipo del grupo Shigella las pro-
duce.

En el Cuadro N°3 esta preclasificacién es la terminacién del pro-
ceso de aislamiento que comienza con el especimen fecal.

Del medio “"S L U" se pasa al medio "S M G"” y de este a ung,
dos o tres pruebas adicionales segun el caso lo requiera. Por ejemplo,
tratdndose del Proteus basta un tubo de maltosa para tener, no solo
la evidencia del Grupo sino que se avanza hasta la determinacién de
especies. En el Cuadro N° 6, se tabulan los datos de observacién en
estos tres medios y que bastan para tener la identificacién suficiente
de las especies que integram el Grupo Proteus, se pueden realizar prue-
bas adicionales sélo con cdérecter confirmativo.

El ataque a la manita en el tubo SMG que caracteriza al P. rett-
geri produce un viraje intenso y total en la masa del medio, mientras
las demds especies que no atacan este carbihdrato y sélo atacan glu-
cosa con gases producen viraje en el fondo del tubo con alcalinidad
en la superficie y débil o insignificante fragmentacién del medio por
los escasos gases producidos, la fuerte produccién de SH? no deja ver
el viraje pero si la pequefia fragmentacién del medio.

En el Cuadro N 5 se tabulem los datos de observacién de los
Grupos que viran a rojo el medio “SLU” con las pruebas adicionales
en los medios "SMG"”, Simmons Citrato y Christensen agar urea, con
estos cuatro medios se hace la diferenciacién preliminar de los Gru-
pos : Escherichia coli, Escherichia freudii, Klebssiella y Aerobacter, las
pruebas confirmativas se hacen de acuerdeo al Cuadro N° 2, pero con-
sideramos que en la préctica del diagndstico rutinario permite pasar
al uso de los sueros para la determinacién de serotipos patdgenos pa-
ra el hombre.

En el Cuadro N° 7 se registran las pruebas que diferencian en
forma preliminar los Grupos : Salmonela, Shigella, Providence y Ari-
zona. Ademdés de los tubos “SLU” y "SMG” se requiere de: Simmons
Citrato, caldo adonita y agar urea de Christensen. Este Gltimo medio
se diferencia, en la prueba de la ureasa, del “SLU"”, err que éste es sen-
sible solamente a la ureasa producida por el Proteus y no para la de
las otras Enterobacteriaceae que la producen lentamente o en pequefia
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CUADRO N¢° 5

GRUPOS DE ENTEROBACTERIACEAE QUE AL CRECER EN EL
MEDIO “SLU” PRODUCEN VIRAJE ROJO

. 2 g
~ 'a')' =~
S £ 5 3
Bd > © e
> <
(1) Movilidad + — -+ +
"S L U" (2) Indol + — v — |
(3) SH2 — — — +
|
(4) SH2 — | = | = n
“S M G" (5) Glucosa + + | o+ +
Manita + + + +
i
Simmons Citrato Agar — + | -+ + f
‘ |
| [
Agar Urea de Christensen — X ’ — --0X H

(1) Desarrollo a partir del trazo de la puntura.

(2) Papel de acido oxalico.

(3) Papel acetato de plomo.

(4) Reduccién y ennegrecimiento, generalmente acompanado de fragmen-
tacién del medio.

(5) Viraje amarillo : Glucosa en el fondo y neutro o alcalino en la superfi-
cie; manita, viraje amarillo total.

cantidad. El agar urea de Christensen es particularmente sensible a es-
tas ultimas que no son detectadas por el medio "SLU".

Con los datos proporcionados por estos cinco tubos y en muchos
casos basia el “SLU” y “SMG” solamente, se tiene una base suficien-
te para usar los sueros polivalentes que confirmen prematuramente o
log Grupos y luego los tipos de Shigellda y Salmonella que se encuen-
tran presentes en la muestra fecal.
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CUADRO N° 6§

IDENTIFICACION DE ESPECIES EN EL GRUPO UREASA POSITIVA
Y QUE PRODUCEN VIRAJE AZUL EN EL MEDIO "“SLU”

Especies del Grupo Proteus

_ R - - —

<] 7 } v =
= g 3 g
g - &
: 3 : :
A A A a
|
Ureasa (azul) + + + X
| "s LU
Movilidad (1) + - + +
Indol — o ]+ +
SH2 + + — —
“S M G Glucosa (2) + + o +
Mamita — = 4+ —
Gases -+ I ~+ | — —+
| |
. | | !
- Maltosa — + _ . I
o I

(1) La movilidad en el P. morganii es czsi siempre limitada a arborescencias
que parten del lugar de la puncién.

(2) EIl fuerte ennegrecimiento producido por las especies : P. vulgaris y P.
miribilis a veces no deja ver el viraje, entonces el ataque a la glucosa
se aprecta por la débil o escasa fragmentacion del medio en el fondo
del tubo.

Los cultivos del Grupo Arizona tienen un comportamiento simi-
lar al de las Salmonella en el medio "SLU”, pero el lento y moderado
enrojecimiento producido en el medio por el ataque a lactosa de los
primeros, la liquefaccién de gelatina y su incapacidad de atacar dul-
cita, son tres pruebas suficientes para diferenciar Arizona de Salmone-
lla en forma réapida y preliminar, lo que facilita el uso de sueros poli-
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CUADRO N° 7

GRUPOS DE ENTEROBACTERIACEAE QUE NO PRODUCEN VIRAJE

EN EL MEDIO "SLU”

ey e e
Re) o
E 2 g 2
g S e 8
B =) N [~
B 7] 2 <
8 a
|
| | (4
Movilidad I -+ — +
Indol | — v + —
“S L U
SH2 + ; — — +
Gases D v i —
|
SH2 v _ — ‘
Glucosa + + 4+ +
"SM G” _ {
Manita  (2)|  + v — 4+ |
Gases (3) + — + 4+ i
) I |
Simmons Citrato Agar + — + + l
Adonita (caldo) — — + — ‘
|
I
Agar Urea Christensen — — } — } — H

(3)

(4)

Comportamiento aun desconocido.

Formacién de pequenas burbujas en el medio sin que los carbohidratos
sean atacados. Se desconoce su causa.

El atagque de este carbohidrato se expresa en el medio por fuerte viraje
o gran fragmentacién del agar. Cuando no es atacado el viraje puede
ser minimo vy en el fondo, la fragmentaciéon infima.

La S. typhi, S. gallinarum, S. sendai y otras Salmonella o sus variedades
pueden no. producir gases. Algunas Shigella (Flexneri, dysenteriae)
pueden producir gases,

Las cepas de este grupo hacen virar este medio con cierta lentitud. La
Shigella sonnei mas lento aun.
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valentes, somdticos y flagelares que conducen a ideniificar tipcs en
los Grupos : Arizopa y Salmonelia.

Los cultivos de Pseudomonas y Alcaligenes se les diferencia de
las anteriores por la propiedad muy peculiar que poseen estos culti-
vos para crecer sole en la superficie o en las partes préximas a la su-
perficie del tubo “SLU”, principalmente los primeros tramos de la pi-
cadura, en la parte prcfunda del medio estos gérmenes no crecen o lo
hacen en forma tom exigua que el desarrollo no se nota. Este fenome-
no no se presenta en ningtn cultivo de Enterobacteriaceae y es de su-
ma utilidad para determinar la presencia de bacilo piocidnico o Alcali-
genes. El bacilo piocidnico (Pseuddmonas aeroginosa) produce ade-
mas de alcalinidad moderada, su propio pigmento en la superficie del
medio “SLU” lo cual sirve para diferenciarlo del Alcaligenes.

Ademds de los Grupos bioquimicamente definidos en la Fami-
lia Enterobacteriaceae a los que nos hemos ya referido, son muy fre-
cuentes en nuesiro medio numerosos cultivos de Enterobacteriaceae que
no encuadran en dichos grupos. Estos cultivos, muchos de los cuales,
bajo toda evidencia, intervienen en frecuentes procesos patoldgicos in-
testinales ,los designamos, provisionalmente de acuerdo a la nomen-
clatura y esquema taxonémico de Borman, Stuart y Wheeler (1) como
Paracolon. No empleando el nombre Paracolobactirum indicado por es-
tos autores sino sencillamente y de acuerdo a la costumbre : Paracolon.

RESUMEN

Las dltimas modificaciones efectuadas en el medio "SLU” hacen
que este medio desempefie un rol fundamental en la diferenciacién pre-
minal y bdsica que se requiere para la pesquisa de las formas patége-
nas de Enterobacteriaceae en la préctica del diagnéstico de las afee-
ciones bacteriamas intestinales.

De una manera general, todas las Enterobacteriaceae que se cul-
tivan en este medio pueden dar lugar a tres clases de cambios de acuer-
do a sus propiedades fisiolégicas : Primero, cultivos que producen vi-
raje azul sin gases. Segundo, los que hacen virar al medio a un color
rojo y; tercero, los que no producen modificacién o cambio alguno, ex-
cepto escasas burbujas gaseosas. En estas tres variaciones se agru-
pan todas las Enterobacteriaceae, el primero comprende al Proteus so-
lamente; el sequndo a E. Coli, E. freudii, Klebsiella y Aerobacter y; el
tercero, a los Grupos : Salmonella, Arizona, Providence y Shigella. La
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diferenciacién de cada Grupo dentro de cada variacién se hace con la
ayuda de otras pruebas ya senaladas en los Cuadros precedentes.

Se propone un método para colocar dos medios en una sola pla-
ca de Petri, porque la combinacién de propiedades de un medio selec-
tivo de una clase con otro de distinta selectividad, trae consigo nuevas
observaciones y datos diferenciales de suma utilidad en la prdéctica del
aislamiento y el diagnédstico bacteriolégico. Esta disposicién trae con-
sigo una nueva darea préxima a la linea de unién de los dos medios
donde pueden aparecer colonias que no crecen en las dreas propias
de cada medio selectivo. Cuando la combinacién es de un medio se-
lectivo con otro no selectivo, esta zona es una drea de selectividad
intermedia que resulta conveniente para el aislamiento de agentes mi-
crobianos patégenocs que pueden ser inhibidos en los medios selectiivos.

La combinacién de dos medios en una misma placa y la siembra
equivalente en las dreas respectivas ocupadas por cada medio, arroja
nuevos datos acerca de la indentidad de los cultivos por la observa-
cidn comparada de su inhibicién o su desarrollo.
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