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Teniendo en cuenta el importante problema que
las enfermedades diarreicas representan en la noso-
logia guatemalteca, y la estrecha relacion que existe
entre las mismas y las enfermedades nutricionales,
el Instituto de Nutricién de Centro América y Pa-
nami (INCAP) ha estimado de interés la publi-
cacibn de este trabajo, no sélo para la profesién
médica y para los especialistas en laboratorio clinico,
sino también para los estudiantes de medicina y
para los técnicos de laboratorio en general,

Uno de los problemas en el diagndstico de las en-
fermedades diarreicas lo constituye el aislamiento y
la identificacién de los gérmenes patdgenos res-
ponsables de las mismas, v éste sblo puede ser re-
suelto cuando se tiene un conocimiento completo
y exacto de la bacteriologia entérica. Ya que en
este trabajo la Doctora Beck expone los principios
generales a seguir y las técnicas que deben ser em-
pleadas con los propdsitos especificados, el INCAP
confia en que su publicacién habrd de satisfacer
la finalidad contemplada, siendo de utilidad para
todas aquellas personas interesadas en este campo
de accibn.

La familia Enterobacteriaceae

El problema de las diarreas, que desde hace mu-
cho tiempo existe no sdlo en América Central sino
también en muchas otras partes del mundo, no ha
sido aGn rtesuelto. Ya que la diarrea no es mais
que un sintoma de muchas enfermedades, las cau-
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sas que la producen pueden légicamente ser muy
complejas y variadas. El interés del bacteriélogo,
sin embargo, radica en aquellos casos en que se
sospecha exista una etiologia infecciosa. Los or-
ganismos entéricos que son de interés especial para
los laboratorios de Salud Phblica, pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae. E! objetivo del pre-
sente trabajo, por lo tanto, es hacer una revision
general de este grupo de organismos, dedicando ma-
yor atencidbn & los miembros especiales del grupo
que han sido asociados como agentes etiolégicos de
las enfermedades diarreicas.

Definiciéon de la familia Enterobacteriaceae

Breed, Murray y Hitchens (1), definen la familia
Enterobacteriaceae en la siguiente forma: <«Bacilos
gram-negativos moviles con flagelos peritrianios, o
no moviles. Crecen bien en medios artificiales.
Todas las especies atacan la glucosa formando 4cido,
o 4cido y gas visibles, Su composicidon antigénica
se describe mejor como un mosaico que resulta en
interrelaciones serolégicas entre los varios géneros
y atun entre otras familias».

Segtiin Edwards y Ewing (2), la familia Entero-
bacteriaceae estd compuesta de un gran niumero de
tipos interrelacionados que abarcan cualquier com-
binacion concebible de caracteristicas bioquimicas
compatibles con la definicién de la familia, De-
bido a las muchas combinaciones de las propie-
dades bioquimicas y serolégicas, es dificil estable-
cer un método de clasificacién. Sin embargo, co-
mo base para el trabajo practico, se ha hecho ne-
cesario dividir la familia en grupos. Dentro de
&sta existen centros establecidos de cepas que tie-
nen propiedades bioqufmicas similares, y son estos
centros, precisamente, los que forman los grupos
y géneros que se reconocen generalmente.

Grupos principales de la familia Enterobacteriaceae

Aln cuando la clasificaciéon por grupos es desea-
ble para fines practicos, Edwards y Ewing advierten
que estas agrupaciones son puramente artificiales
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vy que no todos los cultivos que se estudian se adap-
tan caracteristicamente e] uno al otro, debido a que
existen muchas cepas intermedias. Dentro de los
principales grupos tenemos los microorganismos de

los géneros Shigella v Salmonella, asi como un
nimero cada vez mayor de serotipos que abarca
el grupo de Escherichia coli, todos los cuales se
detallan en la Figura 1.

+1GURA 1

KLEBSIELLA-
AEROBACTER

PROYIDENCE I

ESCHERICHIA
FREUNDII

GRUPOS PRINCIPALES DE LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

Otros grupos

A menudo, otros grupos que comprende esta fa-
milia han sido considerados como causa de enfer-
medades entéricas, pero todavia no se tiene prueba
absoluta de que tales grupos produzcan otras in-
fecciones que no sean los casos individuales que
ocasionalmente se observan ¥ que tienen poca ten-
dencia a diseminarse entre la poblacién. En esta
categoria estan incluidas las cepas del grupo Proteus,
asi como las de los microorganismos denominados
«paracolons. Cabe mencionar que la tGnica base
comn para agrupar estos ultimos en una sola ca-
tegoria, la constituve su incapacidad de fermentar
la lactosa rapidamente,

El término «Grupo paracolony ha sido empleado
durante muchos afios por los bacteridlogos como
una designacion conveniente de los organismos cuya
naturaleza exacta no ha sido determinada o com-
prendida. Sin embargo, Edwards y Ewing (2)

destacan que, en realidad, no existe tal grupo de
bacterias.

Tanto el Proteus como las cepas lento-fermen-
tadoras de lactosa han sido mencionadas porque
producen colonias semejantes a las de Shigella y
Salmonella en medios de aislamiento. Debido a
que estas Gltimas no fermentan la lactosa, o si lo
hacen es con cierta dilacién, la lactosa ha sido
usada en los medios diferenciales de aislamiento
desde que se inicid el estudio de Jas bacterias en-
téricas. De esta manera se ha enfocado la atencidén
en aquellas formas que no son capaces de fermen-
tar la lactosa o que la fermentan después de
cierto tiempo, Como resultado de los estudios de
Salmonella y de Shigella, se ha dedicado especial
atencion a la investigacién de organismos que no
tienen ninguna caracteristica que los defina como
formas patdgenas, exceptuando su incapacidad de
fermentar la lactosa. Segiin Edwards y Ewing (2),
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esta inhabilidad de fermentar la lactosa se ha Thisopos rectales. Este método también demostrd

convertido en tema de interés en la investigacion de
las causas de las infecciones entéricas, vy no ha sido
sino hasta en los 1iltimos afios, que se ha llegado
a comprender la falsedad de este criterio. Cada
grupo o tipo debe adherirse a sus propias caracte-
risticas como forma capaz de producir infeccidn,
mientras que su patrdn bioguimico sirve solamente
para indicar a qué grupo pertenece. FEsa capaci-
dad de producir infeccion se debe juzgar de acuer-
do con estindares por completo diferentes.

Segin se dijo anteriormente, entre el grupo para-
colon se han incluido muchos y diversos organismos
que poseen unicamente una caracteristica comun:
su incapacidad de fermentar la lactosa rdpidamen-
te. El grupo al que un organismo pertenece se
debe determinar mediante una combinacién de
pruebas bioquimicas y no con base en una sola ca-
racteristica. Es f{nicamente en esta forma que se
puede adquirir un patrén bioquimico ordenado de
tipos dentro de la familia. La falta de unifor-
midad de los métodos empleados en los diferentes
laboratorios, constituye una seria dificultad en las
investigaciones de las bacterias entéricas.

AISLAMIENTO DE CEPAS, PRINCIPALMENTE
LAS DE LOS GENEROS SHIGELLA Y
SALMONELLA

Recoleccion y tipo de las muestras

Al seleccionar los métodos para aislar las bac-
terias entéricas de las heces, se debe tener en cuenta
que ciertos microorganismos como la Shigella pue-
den disminuir ripidamente en nimero después de
que el espécimen ha dejado el cuerpo humano. Por
esta razén es conveniente sembrar las muestras tan
pronto como sea posible, en los llamados medios
de aislamiento. En los casos en que la muestra
de heces de los pacientes con diarrea aguda se pue-
de obtener fresca, es muy ventajoso seleccionar par-
ticulas de epitelio o de mucus.

Segin Hardy, Mackel, Frazier y Hamerick (3),
se obtuvo un porcentaje ligeramente mayor de ais-
lamientos de Shigella en muestras tomadas por
hisopo rectal, sembradas de inmediato, que en el
de examenes de heces obtenidas por deposicién es-
pontinea de los mismos pacientes. Los resultados
obtenidos de muestras tomadas con. hisopo, de las
zonas afectadas del intestino, durante el examen
proctoscopico, fueron superiores a los que se logra-
ron con especimenes frescos o mediante el uso de

® Todos los métodos y medios de cultivo empleados en el pre-
sente trabajo, se encuentran descritos més detalladamente en
«Identification of Enterobacteriacenes, (Véase referencia No. 2).

ser satisfactorio en los casos de disenteria bacilar
cronica. Sin embargo, el método del hisopo no es
tan eficaz para el aislamiento de Salmonella como
lo es para el de Shigella, por lo que se recomienda
el uso de medios de enriguecimiento, ademéas del
examen de muestras fecales recogidas después de
deposicién espontinea. Los hisopos se preparan
mojando un extremo de los aplicadores de ma-
dera con agua corriente, hasta una altura aproxi-
mada de dos pulgadas. Luego se envuelve la punta
con algodén absorbente y se retuerce bastante para
que quede bien apretado, de modo que las fibras
del algodén se adhieran firmemente al aplicador
humedecido, y teniendo presente que los hisopos
no deben ser muy gruesos. FEstos se colocan en
frascos apropiados y se esterilizan en el horno, con
aire caliente, durante una hora y a una tempe-
ratura de 160° C. Ya esterilizados y secos, los
hisopos se usan para tomar las muestras.

Para este ultimo propésito, el aplicador, al ser
insertado, debe hacerse girar en la misma direc-
cién en que se envolvio el algodén, es decir hacia la
derecha, y al extraerse, también se debe hacer
girar hacia esa misma direccion, con el fin de
evitar que el algodén se desenvuelva del aplicador.
En los casos en que las muestras fecales tengan que
ser enviadas por correo o se deban guardar por al-
gun tiempo antes de ser sembradas, se les agrega
una solucién preservativa, siendo muy satisfacto-
rias para esta finalidad, las soluciones de salino-
glicerol amortiguadas, recomendadas por Sachs y
por Coleman, * Tales soluciones deben tefiirse
de rojo mediante el agregado de rojo fenol, para
que asi, al tornarse &cidas, se pueda apreciar facil-
mente el cambio y puedan descartarse. Esto pue-
de suceder si se guardan por mucho tiempo; ademas
es conveniente recordar que la reaccién acida no
es favorable para los bacilos disentéricos. Otro
medio preservativo muy satisfactorio es la solucién
salina amortiguada con citrato de sodio y desoxico-
lato de sodio. Para este procedimiento se disuelve
aproximadamente 1 g. de heces fecales en 8 a 10 ml.
de preservativo y se mezcla perfectamente.

Dold y Ketterer (4), y Bailey y Bynoe (5), han
comprobado que el secar la muestra de heces so-
bre trocitos de papel filtro o de papel secante, fa-
cilita mucho el envio de éstas por correo. Este
método demostré ser de mucha ayuda en el Canad4,
donde desde regiones remotas se tuvo que despa-
char cierto namero de especimenes, en cuyo caso
no se juzgd conveniente el uso de preservativos.
También se observé que, guardando el papel filtro
en la obscuridad y a la temperatura ambiente, los
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organismos patdgenos, en algunos casos, sobrevivian
mas que otras bacterias contenidas en la misma
muestra,

Tiempo de recoleccion de muestras en relacién con
los sintomas de la enfermedad,

Se debe tomar en consideracion el tiempo de
recoleccion de las muestras en relacién con los sin-
tomas de la enfermedad. Edwards y Ewing (2)
destacan la importancia que tiene obtener las mues-
tras de heces en el periodo agudo de la enferme-
dad. La razén es que, en general, los organismos
causantes de la diarrea se encuentran presentes en
abundancia durante este periodo y, a menudo, son
estos organismos los que predominan en las heces.
A medida que los sintomas van disminuyendo, el
niumero de los gérmenes responsables decrece de tal
modo que, en cultivos tomados después de que el
estado agudo ha pasado, es dificil aislar los
organismos responsables de la infeccion, y hasta
puede ocurrir el caso de que éstos no puedan ser
encontrados.

Watt, Hardy y DeCapito (6), estudiaron una
serie de 103 casos de disenteria bacilar comproba-
dos por cultivos durante el proceso de la enfer-
medad, asi como en el periodo de la convalecencia.
Rutinariamente se recogian muestras cada semana,
hasta que de cada paciente se obtuvieron tres exa-
menes consecutivos negativos.

En la Tabla I se detalla el tiempo que tardd
la infeccién, con sintomas, asi como durante el
periodo de la convalecencia. En todos los casos,
el promedio de duracién de la infeccién con sin-
tomas fue de once dias, v el promedio minimo de
la infeccién, en el periodo de la convalecencia, de
veintisiete dias. El estado de «portador» conva-
leciente continué por un promedio de treinta y
cuatro dias. El periodo total de la enfermedad se
dividio en dos partes aproximadamente iguales, o
sea el tiempo durante el que log enfermos presen-
taron sintomas agudos y el periodo de descenso,
hasta lograr su curacion completa. En esta for-
ma, la duracion del estado de convalecencia del
portador fue aproximadamente seis veces mas lar-
go que el estado agudo de la enfermedad, y tres
veces mayor que el periodo de la enfermedad en
su totalidad.

Procedimientos de laboratorio

Medios de enriquecimiento. — En el examen de
heces siempre es recomendable usar medios de
enriquecimiento, siendo particularmente necesario
en el examen de presuntos «portadores», en que

los organismos pueden estar presentes en peque-
o nimero. Dos medios de enriquecimiento muy
satisfactorios para el cultivo de Salmonella son el
caldo de selenito y el caldo de tetrationato. La
adicion de verde brillante y de bilis al caldo de
tetrationato se recomienda para aumentar su efi-
cacia. Aunque estos dos medios de enriqueci-
miento combinados han dado excelentes resultados
para el aislamiento de Salmonelle, muchos laborato-
ristas prefieren el caldo de selenito para uso ge-
neral, ya que el tetrationato comiinmente inhibe los
microorganismos Shigella y Salmonella typhi. Si
las circunstancias lo permiten, es recomendable
usar los dos medios, es decir, selenito y tetrationato.
El caldo de selenito, sin embargo, es el medio de
enriquecimiento més sefialado para el cultivo de to-
das las formas patégenas. Estos medios, que se
pueden obtener comercialmente en forma deshi-
dratada, se distribuyen en cantidades de 8 a 10 ml.
por tubo, se inoculan con aproximadamente un
gramo de heces v se mezclan perfectamente. Cuan-
do se reciben muestras de heces que contienen al-
gln preservativo, se mezclan de 2 a 3 ml. de dicha
suspensiéon con el contenido de cada tubo de medio
de enriquecimiento. En los casos en que se usa
el método del hisopo rectal, son éstos los que se
colocan dentro del tubo de medio de enriqueci-
miento, después de haber rayado la caja de Petri
que contiene el medio de aislamiento. Los tubos
va inoculados, se incuban durante un periodo de
16 a 18 horas, a 37° C., después de lo cual se
pasa una pequefia muestra con un2 asa a una caja
de Petri que contenga medio de aislamiento. En
los procedimientos de diagnodstico se usa una o mas
de estas cajas, mientras que en los procedimientos
que se siguen en la encuesta, solo se utiliza media
caja para cada muestra,

Medios de aislamiento en cajas de Petri. — Se
han propueste muchos medios de este tipo para el
aislamiento de bacteriag entéricas patégenas. Las
primeras preparaciones, tales como el agar eosina-
azul de metileno, el agar Endo y otras, inhiben so-
lamente los organismos gram-positivos y contie-
nen indicadores que distinguen las bacterias que
fermentan la lactosa rapidamente de aquellas que
no la atacan. Ademas de estos medios de aisla-
miento simples, existe un buen nimero de férmu-
las que incorporan a las propiedades diferenciales
de éstos, una ligera accion selectiva, debida a la
adicion de sales biliares, tales como los medios de
MacConkey y de desoxicolato, En los medios men-
cionados, el crecimiento de las cepas tipicas de
Escherichia coli se inhibe hasta cierto punto, mien-
tras que la Shigella y la Salmonella se desarrollan
sin dificultad.
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TABLA I

FRECUENCIA DE RECAIDAS OBSERVADAS EN «PORTADORES» EN LA FASE DE CONVALECEN-
CIA DE DISENTERIA INFECCIOSA PRODUCIDA POR SHIGELLA. COMPARACION ENTRE EL
PERIODO DE LA INFECCION Y EL DE LA CONVALECENCIA.

TIPOS DE SHIGELLA

OBSERVACIONES Total
Flexner Newcastle Sonnei
(Flex. VI 1953)

CASOS:

Estudiados mediante cultivos en series ..... 57 28 18 103

Se convirtieron en «Portadores® convalecientes 45 21 16 82
POrcentaje ......cevviiiiinerrrnnenaenes 9% 5% 899, 807,

No se convirtieron en «Portadores» conva-

lecientes .....ovvireietiiii ittt 12 7 2 21
Duracién del estado de ¢Portadory .........

Casos estudiados .......cocovvvinnnnnn.n.. 38 20 15 73
Duracién del estado de «Portadory .........
Casos no estudiados ...........cvvvevnnnnn. 7 1 1 9

Periodo de la infeccién de Shigella

Con sintomas:

Total de dias .............ccoovuiun. 758 191 137 1086

Promedio por caso ............cuo.. ... 13 7 8 11
Después de convalecer: .

Total de dias ......................... 1584 549 375 2508

Promedio por caso * .................. 32 20 22 27

Promedio por «Portador» determinado .. 42 27 25 RE!

* No se consideran aquelios casos en los que no se establecié la duraclon del estado de «Portadors.
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Recientemente se han preparado medios muy
complejos para uso en cajas de Petri, que no sblo
son diferenciales sino también altamente selectivos.
Ejemplos de éstos son el agar citrato desoxicolato de
Leifson, el agar SS, el agar sulfito de bismuto de
Wilson y Blair, y por ultimo, el agar verde bri-
llante-rojo fenol de Christensen, Lester y Jurgens.
La mayoria de las bacterias coliformes y muchas
cepas de Proteus son inhibidos por estos medios y
de estas Gltimas cepas, las que llegan a desarro-
llarse generalmente no se extienden a través de
toda la placa. Estas propiedades mejoran en gra-
do apreciable la oportunidad de lograr satisfac-
toriamente el aislamiento de las bacterias enté-
ricas patégenas. Todos los medios mencionados se
pueden obtener comercialmente en forma deshidra-
tada, asegurando asi una mayor estandarizacién de
las técnicas.

Los procedimientos a seguir en cada laboratorio
para el examen de las bacterias entéricas deben es-
tar necesariamente de acuerdo con sus propias
facilidades, personal, tiempo disponible, objetivos
del trabajo que ha de efectuarse, etc. Por ejem-
plo, el nimero de los diferentes tipos de medios
en placas a usar, dependera de si se estid llevando
a cabo una encuesta de «tamizaje» o seleccion de
los patégenos entéricos mas comunes como son la
Shigella y la Salmonella, o si se trata de llevar a
cabo un estudio completo de diagnéstico de casos
clinicos,

Consideremos primero la encuesta. El procedi-
miento usado por el Doctor James Watt, Ex-
Director de Estudios del Control de Disenterias del
Servicio de Salud Publica de Estados Unidos, con-
siste en el uso de cultivos tomados con hisopo
rectal y sembrados de inmediato en cajas de Petri
con agar SS, empleando la mitad de la caja en
cada muestra. Este método se usa no s6lo en los
estudios de la poblacién en general, sino también
cuando se trata de casos clinicos. Se reconoce que
el uso de este método tiene ciertas limitaciones,
ya que algunas cepas de Shigella son inhibidas en
el medio de SS. Por esta razon, el uso de mayor
variedad de medios de aislamiento es el indicado
en el caso de trabajos de diagndstico, siendo re-
comendable usar medios menos selectivos sobre
todo cuando se considera de importancia examinar
la flora de Escherichia coli en los casos de diarrea
infantil.

El agar sullito de bismuto se deberia usar siem-
pre, puesto que es el medio mads eficiente que has-
ta la fecha se ha preparado para el aislamiento
de la S. typhi. Para lograr el maximo de aisla-

miento, muchos laboratoristas han encontrado que
es ventajoso el uso de dos cajas de medio, una
rayada con abundante material completo, o en sus-
pension espesa, v la otra sembrada por vaciado
con 5 ml. de una suspensién espesa de heces. De
los casos clinicos que excretan gran cantidad de
organismos, se obtendrin colonias tipicas en la caja
rayada, mientras que de pacientes «portadores» que
excretan pocos organismos, es mds probable obte-
ner su aislamiento de las colonias profundas de la
caja sembrada por vaciado. Puesto que la Sal-
monella typhi no produce ennegrecimiento tipico
en e] medio de agar sulfito de bismuto cuando las
colonias son muy numerosas y se encuentran aglo-
meradas, el uso de dos o mas cajas de medio es
un buen procedimiento. Las cepas de Salmonella
por lo general crecen bien en agar sulfito de bis-
muto; sin embargo, es comin que las de Shigella
no lleguen a desarrollarse. Puesto que el agar sul-
fito de bismuto es un medio inhibidor, es reco-
mendable incubar las cajas sembradas durante 48
horas antes de descartarlas.

Para el aislamiento de las cepas de Shigella se
pueden usar dos tipos de medio en cajas de Petri:
uno puramente diferencial o medianamente selec-
tivo, v el otro elaborado con una férmula maés se-
lectiva. Para el primer tipo de medio se puede
usar el agar MacConkey, el agar desoxicolato o
bien, el agar eosina-azul de metileno; y para el
segundo tipo, el agar SS o el agar citrato desoxicolato.
Las cajas se deben rayar bien para obtener una
buena distribucién de las colonias. Esto es de
especial importancia cuando se trata de trabajos
de encuesta, en cuyo caso se usa solo una caja de
medio de cultivo. Un punto muy importante que
se debe tener en cuenta es el de no cambiar la po-
sicion del hisopo al rayar la caja, ya que, de lo
contrario, se destruye el efecto de dilucién que se
desea. Las cajas se deben examinar después de 24
y 48 horas de incubacién, procedimiento éste que
en el curso de las segundas 24 horas se puede efec-
tuar a la temperatura ambiente.

Las cepas de Salmonella se pueden aislar en cual-
quiera de los medios va mencionados. Muchos
laboratoristas prefieren el agar SS o el agar citrato
desoxicolato. Edwards y Ewing (2) manifiestan
haber obtenido buenos resultados usando el agar
verde brillante. Este medio es mas inhibidor que
las f6rmulas recomendadas para la Shigella, y por
este motivo en el medio se desarrolla una menor
cantidad de organismos que es probable que en-
mascaren la presencia de Salmonella.

Algunos laboratoristas prefieren usar el agar ci-
trato desoxicolato y el agar sulfito de bismuto des-
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pués del enriquecimiento en selenito, debido a
que se ha comprobado que estos medios son satis-
factorios en los casos en que se toma en cuenta
la Shigella, la Salmonella typhi y otras cepas de
Salmonella.

Aislamiento de colonias. — Segln se dijo anterior-
mente, después de 24 y de 48 horas de incubacién,
se debe hacer un examen minucioso de las dife-
rentes cajas de cultivo, Aun cuando la Shigella y
la Salmonella por lo general producen colonias de
aspecto tipico en los medios selectivos, se debe re-
cordar que el crecimiento asociado a otros orga-
nismos puede alterar su apariencia. Por razones
que aun no se han esclarecido, algunas veces tam-
bién estos patogenos producen colonias de aparien-
cia atipica; por ejemplo, muchas veces varian de co-
lor. Por consiguiente, es recomendable trasplantar
por lo menos dos colonias representativas de cada
tipo, con excepcién de las que presentan las carac-
teristicas francas de los organismos coliformes.

Para lograr cultivos puros, se debe tener gran
cuidado al trasplantar las colonias, proposito para el
cual se recomienda usar una aguja ligeramente
curva y tocar Unicamente el centro de la colonia
seleccionada. Si es posible, se debe evitar tocar
con la aguja la superficie del medio. La debida
atenciébn a este detalle dard como resultado la
obtencién de un nimero menor de casos de culti-
vos mixtos de las cajas sembradas con materias
fecales. En los trabajos de encuesta es muy im-
portante trasplantar un namero considerable de
colonias, ya que tinicamente se dispone de una sola
caja de medio. En este sentido se considera que
es necesario el trasplante de por lo menos un to-
tal de 4 a 6 colonias al examinar el medio, a las
24 horas, v el de otras 4 a 6 colonias a las 48 horas
de incubacién. Las colonias que se encuentren se
siembran luego en medio de TSI (azlcar triple y
hierro) que consiste en el agar hierro de Kligler al
cual se le ha agregado 19, de sacarosa. Este también
se puede obtener comercialmente bajo el nombre de
agar TSI. Este medio se distribuye en tubos in-
clinados, de suficiente fondo y de poca inclinacién
y, al inocularlos, primero se pica hasta el fondo
del medio y luego se raya a lo largo de la incli-
naciéon a fin de obtener un crecimiento suficiente
en la superficie,

Pruebas Bioquimicas y de Aglutinacién. — Los tu-
bos de TSI inoculados se incuban durante toda la
noche y se examinan a la mafiana siguiente. Los
gue presentan reaccién 4cida (de color amarillo)
a través de todo el medio se descartan, ya que
esta reaccion es tipica de los organismos que fer-

mentan rapidamente la lactosa y/o la sacarosa y,
por lo tanto, tales organismos no son ni Salmonella
ni Shigella. En el caso de tubos que presentan un
fondo 4cido pero cuya inclinacién no ha variado, es
decir que permanece alcalina, el cultivo debe ser
trasplantado de inmediato a un medio de agar-urea.
Este se inocula con abundante material en toda
la superficie inclinada, pero sin picar el fondo.
Los cultivos de Proteus producen marcada alcali-
nidad en el agar-urea después de 6 a 8 horas de
incubacion. Los tubos que contienen urea se exa-
minan después de transcurrido este periodo de in-
cubaciéon, dejando que los tubos negativos se rein-
cuben durante la noche. Considerando que Ilos
cultivos de Shigella y de Salmonella son ureasa-
negativos, este procedimiento permite eliminar los
cultivos de organismos coliformes que fermentan
la lactosa o la sacarosa ripidamente, asi como los
de Proteus que tienen reaccién ureasa-positiva. El
resto de los cultivos se encuentran ya listos para
ser examinados a fin de determinar si se trata de
Shigella, de Salmonella o de bacteria paracolon.

El Gnico método digno de confianza que existe
hasta la fecha para la eliminacién final de la ma-
yor parte de las bacterias paracolon, es el estudio
de sus reacciones bioguimicas. Se recomienda, por
lo tanto, que antes de emprender amplios y costosos
examenes serolégicos, cualesquiera cultivos que se
consideren como miembros de los grupos Salmonella
o Shigella, se deben confirmar como tales, valiéndose
para el caso, de ciertas pruebas bioquimicas.

El procedimiento utilizado para la identificacién
de cultivos de Salmonella y de Shigella se describe
en la Figura 2.

La produccion de hidrogeno sulfurado se debe
juzgar de acuerdo con la accién de los organismos
en agar TSI, ya que el ennegrecimiento o la falta
de ennegrecimiento de este medio, corresponde muy
aproximadamente a la descripcion clasica de los
varios grupos de bacterias entéricas. La presencia
de indol se establece con el reactivo de Kovac o
usando papel impregnado de icido oxalico después
de cultivar la bacteria en bacto-peptona (agua pep-
tonada) al 2%, o en bacto-triptona al 1%. La
movilidad de los microorganismos que pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae se determina me-
diante el uso de un medio semisdlido. Este método
es mucho més exacto que el examen microscopico
directo.

En el caso de los trabajos de encuesta, se sugiere
usar como método el esquema modificado que se
presenta en detalle en las Tablas II y III.
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FIGURA 2

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO UTILIZADO PARA LA IDENTIFICACION DE CULTIVOS
DE SALMONELLA Y DE SHIGELLA

Agar triple de aztcar y hierro

Agar urea de Christensen

Léase el medio de agar urea 2-4 hrs.

Grupo Proteus

Reincibese la urea ‘

Agar triple de azticar y hierro
(TSI)

HS +

Antisuero Salmonella
polivalente

|

s — ‘

Antisuero Sh

igella poliv.

Antisuero Salmonella poliv.

Identifiquese Serol6gicamente

Haganse Pruebas

Identifiquese Serologicamente

Haiganse Pruchas

Conilrmese Bioquimicamente Bioquimicas Confirmese Bioquimicamente Bioquimicas
Si no se pueden identificar con facilidad, electliense
las pruebas bioquimicas,
Salmonella Shigella
Glucosa AG A
Lactosa —_ d?
Sacarosa -— qz
Manitol Innecesario d
Salicina — —
Adonitol / — —
Citrato (Simmons) d —
M-R + ¥
V-P — —_—
H2S (Papel) + (por lo general) d
Indol — d
Movilidad d —_—

* Ocasionalmente se observa que loa cultivos de Salmonelle no llegan & producir hidrégeno sulfurado en agar TSI. Ademdés,

ciertas cepas de Salmonella y de Shigslla dan aglutinacién cruzada.
rara vez se encuentran otros tipos de cultivos anaerdgenos.

** Cuando positivas. fermentan el carbohidrato lentamente.
d: Algunas cepas positivas y otras negativas.

La S. Typhi y la S. gallinarum son anaerégenas v
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GRUPOS SELECCIONADOS DE BACTERIAS
ENTERICAS

E! procedimientio que se usa para el aislamiento
de las bacterias entéricas, ya fue discutido en el
capitulo anterior, considerandose varios medios de
aislamiento, asi como otros de enriguecimiento, ha-
biéndose tenido en cuenta las pruebas bioguimicas
en general. En esta seccién se tiene el propdsito
de considerar algunos grupos especificos de la fa-
milia Enterobacteriaceae, a saber: la Shigella, la
Salmonella y ciertas cepas del grupo Escherichia
coli, especificamente asociadas con las diarreas o
que epidemioldgicamente se relacionan con las mis-
mas.

Shgella

Nos referimos al primero de estos grupos, es de-
cir, al género Shigella. En el afio de 1950, la Co-
misién designada al estudio de la Shigella por el
Sub-Comité de Enterobacteriaceae (7) de la Aso-
ciacion Internacional de Microbidlogos, recomendé
la siguiente definicion: «E! género Shigella consiste
de bacterias gram-negativas, aerobicas, no moviles
y no esporulantes, que se semejan a I Shigella
dysenteriae (bacilo de Shiga) en sus propiedades
morfolégicas vy de coloracion. Todos los miembros
de esie grupo fermentan la glucosa, algunos fer-
mentan el manitol y, con pocas excepciones, todos
son organismos no productores de gas en la pre-
sencia de substancias fermentables. No acidifican
la salicina ni el adonitol; no crecen en el medio de
agar citrato de Simmons, no hidrolizan la urea ni
lichan la gelatina. La lactosa es fermentada por
la Shigella sonnei, pero solamente después de una
incubacién prolongada. Todos los miembros de
este género tienen una estructura antigénica con
base a la cual pueden ser identificados.

Los cultivos que son anaer6genos, H:S negativos
(en el medio diferencial TSI) y ureasa-negativos,
se seleccionan para examinarlos como posibles
Shigellae, Se debe tener presente que pequefias
cantidades de gas a lo largo de la inoculacién o
en el fondo del tubo de TSI, no son suficiente prue-
ba para eliminar el cultivo, sobre todo si no hay
pruebas de produccibn de hidrégeno sulfurado.
Ciertas variantes bioquimicas de la Shigella flexneri
(6) (Newcastle y Manchester) producen gas, al-
gunas veces en cantidades suficientes como para que
éste se haga aparente en el medio de agar TSI. Sin
embargo, no se conocen cultivos de Shigella que
produzcan ennegrecimiento en agar TSI o en agar
hierro de Kliger durante el periodo corriente de
incubacion de 20 a 24 horas. Puesto que los cul-

tivos de Shigella no son moéviles, un sencillo examen
usando para e] caso un medio semi-sélido, elimi-
nard muchos cultivos extrafios.

Algunas veces se encuentran en las heces, microor-
ganismos del grupo Alcaligenes. FEste grupo no fer-
menta la glucosa, pero se le confunde en ciertas
ocasiones con Shigella porque produce marcada al-
calinidad en la superficie inclinada del medio de
agar TSI, dando asi la impresion de que hay 4cido
en el fondo. Los miembros del grupo Pseudomonas
producen marcada alcalinidad en la superficie in-
clinada del TSI, pero en este caso el medio, a me-
nudo, tiene un matiz purpitreo causado por la
difusién de los pigmentos. Los cultivos de Pseu-
domonas tienen, ademés, un olor aromético carac-
teristico.

El manitol ayuda a subdividir en grupos el gé-
nero Shigella. Los miembros del grupo A (Sh.
dysenteriae) no utilizan este substrato, mientras que
los grupos B, C y D (Sh, flexneri, Sh. boydii, Sh.
sonnei, respectivamente) lo fermentan, salvo en muy
pocas excepciones. En los trabajos de encuesta se
puede incorporar manitol en el medio de movilidad,
eliminando asi un paso en el procedimiento de se-
leccidén o «tamizajes.

El hecho de que los cultivos de Shigella sonnei
fermentan la lactosa y ocasionalmente atacan la sa-
carosa después de 48 horas o mas, sirve para dis-
tinguir este microorganismo. El promedio de tiem-
po requerido por los cultivos de Shigella sonnei pa-
ra fermentar la lactosa es de 6 a 7 dias. Si los
tubos de medio que contienen lactosa y sacarosa se
tapan con un corcho, la fermentacién por lo gene-
ral se acelera.

La [ermentacion rapida de la lactosa o de la
sacarosa, es decir, dentro de las primeras 24 horas,
generalmente indica que el cultivo no es del tipo
Shigella. La presencia de gas proporciona también
una prueba auxiliar.

Los miembros del género Shigella no utilizan la
salicina ni el adonitol, ¥ los cultivos que producen
acido en presencia de estas substancias, se pueden
eliminar como posibles Shigellae. Ninguno de los
tipos de Shigella descritos crece en agar citrato de
Simmons, por lo que este medio es muy til para
separar los paracolon, que si son capaces de usar
el citrato.

Algunas veces se confunden los miembros del
grupo Providence con Shigellae porque a menudo
no usan el manitol y pueden ser anaerégenos. Este
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grupo se puede excluir con base en su movilidad,
su uso del citrato de sodio y su fermentacion po-
sitiva del adonitol y negativa del inositol.

Segiin se observa en la Tabla IV, el grupo «A»
se compone de Shigella dysenteriae serotipos del
1 al 8, que son organismos que no utilizan el mani-

tol. El grupo «B» estd compuesto de aquellos or-
ganismos que anteriormente se denominaban Shi-
gella paradysenteriae Flexner, y que hoy dia se
conocen como Shigella flexneri, serotipos del 1 al 6.
Por lo general el manitol es fermentado por miem-
bros de este grupo, aun cuando se sabe que hay
ciertas excepciones.

TABLA 1V
CLASIFICACION REVISADA Y NOMENCLATURA DE LOS ORGANISMOS DEL GENERO SHIGELLA *

NOMENCLATURA
Tipo Anterior Tipo Actual
S. dysenteriae S. dysenteriae 1
GRUPO S. ambigua g Zusenteriae g
T . dysentariae
A" g:g}»; 8’ 1’{75'1( S. dusenteriae 4
Sach’s Q. 1030 S. dusenterige 3
(dusenteriae) Sach’s 8 454 S. duysenteriae 6
_ Sach’s Q. 902 S. dysenterine 7
S. dusenteriae 8
g. fllemen: :I S. flexneri la
B exnert “C flovmor
GRUPO S, flemeri 11 § flomert 2a
P S. flmlﬂ'i IV (BOYd 103) s: ﬂexneri 4a
B S. rabaunlensis S. flexneri de
(i ) S. flexneri V (Boyd P. 119) S. flexneri 5
Li=men S. floneri VI (Boyd 88) S. fleneri 6
S. flexneri VII variante X’
S. flexneri VIII variante *Y
S. flexneri IX  (Bovd 170) S. boudii 1
GRUPO S. flexneri X (Boyd P. 288) S. boudii 2
S. laxneri XX (Boyd D. 1) S. boudii 3
“c» S. flexneri XIV  (Boyd P. 274) S. boudii 4
S. flemeri XIII (Boyd P. 143) S. boudii 5
(boudii) S. flemeri XI Boyd D. 19) S. boydii 6
A S. etousae Cepa Lavington) S. boudii 7
GRUPO
cepys S. sonnei S. sonnei
(Sonnei)

* Recomendada por el Subcomité de Estudios de Enterobacteriaceae, Publicado en las Memorias del V Congreso de Microbiologia

celebrado en Rio de Janeiro, Brasil, en el afio de 1951.

El grupo «C» lo constituyen los serotipos Shigella
boydii. Bioquimicamente, los miembros de este
grupo son similares a los del grupo de Shigella
flexneri, pero no tienen relacion serolégica de im-
portancia con los serotipos de aquel grupo.

El grupo «D» comprende solamente la Shigella
sonnei. Estos microorganismos se semejan a los
miembros de los grupos «B» y ¢C» en cuanto a
sus reacciones bioguimicas, excepto que los cultivos
de Shigella sonnei utilizan la lactosa después de
una incubacién prolongada.

Por recomendacion de la Comisién designada
para el estudio de la Shigella, los microorganismos
conocidos anteriormente como Shigella dispar y

Shigella alkalescens e incluidos en el grupo Shigella
por Ewing (8), fueron suprimidos de tal grupo e
incorporados al grupo Alkalescens-Dispar (A-D).
Las reacciones de indol son uniformes en cada se-
rotipo de los cuatro grupos mencionados.

Las cepas de Shigella de serotipo reconocido no
alcalinizan el medio de citrato, mientras que mu-
chos cultivos que pertenecen a los grupes A-D, asf
como la Escherichia coli, si lo alcalinizan.

Hay dos métodos de gue pueden disponer los la-
boratorios para resolver el problema de la iden-
tificacién de los cultivos, cuya eleccion constituye
un problema que cada uno de ellos debe resolver.

El primer método es el siguiente. A los cultivos
de reaccion tipica en TSI, ureasa-negativos, se les
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puede hacer la prueba de aglutinaciéon usando va-
rios antisueros de Shigella (Grupos A, B, Cy D) vy
la técnica de aglutinacién en lamina. Primero se
puede emplear un suero polivalente y, después anti-
sueros monoespecificos. Una reaccién positiva en
el antisuero polivalente es prueba que sugiere que
el cultivo es del tipo Shigells. De la misma ma-
nera, si hay aglutinacién en uno de los sueros mo-
novalentes, esto indica el tipo a que pertenece el
cultivo.

Después de llevar a cabo estas pruebas se pue-
den efectuar exAmenes bioquimicos para confirmar
los resultados, ya que se ha encontrado que algunas
bacterias de otros grupos se aglutinan con ciertos
antisueros de Shigella. Mas aln, cualquier cultivo
que dé una reacciéon tipica en el medio TSI, que
sea negativo en el medio de urea y que no se
aglutine en los antisueros de Shigella, debe ser
estudiado mediante pruebas bioquimicas. Tal culti-
vo puede ser una de las Shigellee menos comunes,
un nuevo tipo de Shigella o un miembro de otro
género,

Aquellos cultivos que parezcan ser Shigella y en
los que la aglutinacién sea muy pobre o no exista,
deben ponerse a prueba a fin de determinar la
presencia de substancias termoldbiles inhibidoras.
Esto se puede llevar a cabo calentando una sus-
pension de bacterias en baiio de maria a 100° C.
por espacio de 15 a 30 minutos; después de este
tratamiento se repite la prueba serolégica. Las
substancias que inhiben la aglutinacién por lo ge-
neral estin presentes en los miembros de los gru-
pos A-D y de E. coli, pero también se pueden pre-
sentar en serotipos de Shigella.

El segundo método consiste en someter a pruebas
bioquimicas los cultivos ureasa-negativos, antes de
efectuar los exAmenes serolégicos. Este método, alin
cuando es un poco lento, permite una apreciable
economia en el uso de antisueros.

En la identificacion de cualquier bacteria en-
térica desconocida no se puede confiar por com-
pleto en la serologia, y tampoco se puede hacer una
identificacién basindose solo en las reacciones bio-
quimicas. Ambos métodos deben emplearse para
una identificacién exacta, ya que las reacciones
bioquimicas se usan para establecer el grupo y el
subgrupo al que pertenece un cultivo, mientras que
la serologia se emplea para determinar el serotipo.

Los cultivos aislados de Escherichia coli que no
utilizan Ja lactosa o la sacarosa rdpidamente y que,
por lo tanto, dan la apariencia de Shigella en el

medio de TSI, podrian ser causa de error si se les
examinara solamente por métodos serologicos.

Los antigenos «O» de 11 serotipos de Shigella son
idénticos a los antigenos «O» de grupos Escherichia
coli o a Jos de bacterias coliformes intermedias.
También existen estrechas relaciones antigénicas
«O» reciprocas entre 19 serotipos de Shigella y gru-
pos de antigenos «O» de Escherichia coli,

La clasificacion definitiva exacta de los organis-
mos se debe hacer en un centro de clasificacion
reconocido, ya que éste es un procedimiento lento
y costoso para un laboratorio pequefio.

Los cuatro grupos (A-B-C-D) del género Shigella
mencionados anteriormente, se consideran como
agentes etioldgicos de las enfermedades diarreicas.
El grupo Alkalescens-Dispar (A-D) no se consi-
dera como tal.

La distribucién de los serotipos de Shigella varia
de acuerdo con las estaciones y con el drea geo-
grafica de cada localidad. Las Shigellae son pat6-
genas en los seres humanos y no se encuentran en
los animales domésticos ni en las aves de corral,
etc., como sucede en el caso de la Salmonella. Ta-
les organismos se encuentran en los casos clinicos
de enfermedades diarreicas asi como en las per-
sonas que sufren de infecciones subclinicas. Su dis-
tribucién en los seres humanos, segiin la edad, lla-
ma la atencion. Watt y Hardy (9) en el curso
de su estudio, encontraron que los cultivos positivos
en las infecciones subelinicas eran bajos en los ni-
fios lactantes, uniformes y elevados en el grupo de
edad de 1 a 9 afios, y ligeramente inferiores en los
nifios mayores y en los adultos. Sin embargo, casi
todos los nifios menores de un afio que tenian cul-
tivos positivos de Shigella manifestaron sintomas
clinicos; los casos presentaron tendencia a ser se-
veros y antes de contar con la quimioterapia es-
pecifica, muchos de éstos fueron fatales. La fre-
cuencia total Fue mas slta en el segundo afio de
vida, aunque las infecciones fatales fueron menos
comunes, y mas corrientes los casos clinicamente
benignos asi como las infecciones subclinicas. Con
e] aumento de edad se observd un descenso en la
severidad de la enfermedad y un ascenso en la
proporcion relativa de las infecciones subclinicas.

Tanto los «portadoress como los casos subclinicos
¥y los clinicos, se consideran como fuentes de in-
feccion. La transmisién probablemente se efectiia
de persona a persona y, por lo general, cuando un
foco de infeccidbn se presenta en una casa, en el
curso de 3 a 4 semanas todos los miembros de la
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familia resultan infectados. Esto da como resul-
tado que por cada caso infeccioso conocido, haya
numerosos portadores no reconocidos. Con base
en estos hallazgos no es extrafio que las enferme-
dades endémicas diarreicas comtinmente se consi-
deren como casos esporidicos. Estas infecciones que
aparentemente no estin relacionadas entre si, pue-
den haber surgido de una sola fuente o bien formar
parte de una serie de infecciones no descubiertas.

Otros medios probables de diseminacion, tales
como el agua, Jas excretas, los alimentos y las mos-
cas, asi como la poca higiene personal y general,
las condiciones econémicas y la aglomeracién en los
hogares, han sido objeto de estudio de parte de di-
versos investigadores. No se ha llegado a en-
contrar evidencia de diseminacién a través del agua
o de la leche, y sélo ocasionalmente se ha podido
sefialar otras substancias alimenticias como los
factores responsables de los casos endémicos. En 26
epidemias que Hardy y Watt (9) investigaron, so-
lamente se encontrd un caso en el que la fuente de
infeccién fue atribuida a provisiones alimenticias
infectadas. La presencia de moscas, la disposicion
inadecuada de excretas, la falta de higiene per-
sonal y el espacio reducido en los hogares, cons-
tituyen factores que se asocian con un mayor ni-
mero de trastornos diarreicos. Las moscas, jun-
tamente con la disposicién defectuosa de las excre-
tas, son medios potenciales de diseminacién.

Salmonella

El segundo grupo especifico de la familia Ente-
robacteriaceae por considerar, es el género Salmo-
nella. Para diagnosticar debidamente los organis-
mos que guardan semejanza con la Salmonella, en
el medio de agar TSI, es necesario, primero, es-
tudiar las caracteristicas del género. Es dificil
proporcionar una definicién exacta de éste, ya que
constantemente se describen cultivos que, desde el
punto de vista serologico pertenecen al grupo, pero
qQue poseen caracteristicas biogquimicas especiales.

El género Salmonella, segin Edwards y Ewing
(2), se define en los siguientes términos: «Formas
generalmente méviles aunque puede haber formas
no moviles; producen acido y gas en la presencia
de glucosa, de maltosa, de manita y de sorbitol
(salvo en los casos de Salmonella typhi y S. galli-
narum, las que no producen gas). No atacan la
lactosa, la sacarosa ni la salicina; no coagulan la
leche, no forman indol ni lictan la gelatina. To-
das las especies conocidas son patbgenas para los
animales de sangre caliente, incluyendo el hom-
bre, causan intoxicaciones alimenticias e infecciones

entéricas. Ciertas formas se pueden encontrar en
los reptiles. Algunas o todas las especies pueden
vivir en los alimentos en estado de descomposiciony,

Existen algunas cepas excepcionales, pero para
fines practicos se puede decir que cualguier bacteria
que fermente la lactosa, la sacarosa, la salicina o el
adonitol, o que produzea indol en cantidades sus-
ceptibles de determinar por los métodos corrientes,
puede excluirse de inmediato del género Salmonella.

Ademés, los cultivos de Salmonella son ureasa-
negativos atin después de 24 a 48 horas de incu-
bacién. Ciertos organismos paracolon que no dan
muestras de actividad de ureasa después del pe-
riodo de incubacién corto empleado para localizar
los cultivos de Proteus, producirin una alcalinidad
franca en el medio, después de 24 a 48 horas de in-
cubacién. Muchos de tales cultivos son miembros
del grupo Escherichia freundii, {conocidos también
como Paracolon-Bethesda o como miembros del
grupo Bethesda-Ballerup). Estos organismos ata-
can lentamente la lactosa, la sacarosa y la salicina,
o bien no la atacan. Los cultivos se deben incubar
por espacio de 30 dias antes de ser descartados.
Sin embargo, se puede reducir este periodo, tapando
los tubos con corchos parafinados después de 24
horas de incubacién.

Otro grupo de organismos que esta estrechamen-
te relacionado con el de la Salmonella es el grupo
Arizona, formado por bacterias capaces de fermen-
tar la lactosa. Con excepcion de esta fermentacion
y la liquefaccién de la gelatina, las reacciones bio-
quimicas son idénticas a las del grupo Salmonella.
Puesto que las cepas Arizona estidn relacionadas
bioquimica y serolégicamente con el grupo Salmo-
nella, a menudo se confunden con éste. Segin
Edwards y Ewing (2) tales errores no son serios,
ya que estos organismos producen enfermedades cli-
nicamente similares y se deben tomar las mismas
precauciones para prevenir la transmisiéon de las
infecciones. En los reptiles, en las aves, en los ma-
miferos y en el hombre, se han aislado cepas que
son capaces de producir en ellos, infecciones graves
y hasta fatales.

La mayoria de las cepas de Salmonella, con la
excepcion de S. typhi, producen gas y abundante
sulfuro de hidrégeno en agar TSI. Ademas de ser
anaerogenos, ciertos cultivos de S. typhi no producen
suficiente sulfuro de hidrdgeno para ennegrecer el
medio de agar TSI. Hay también algunas otras
cepas que no producen H.S, como sucede en el caso
de S. cholerasuis, S. paratyphi, S. berta y ciertas ce-
pas de S. senftenberg. El suero Salmonella poliva-
lente, se puede usar para identificar cultivos que
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tienen las reacciones bioquimicas del género Sal-
monella, o bien en el caso de que se efectlie la prue-
ba de la urea y se encuentre que ésta es negativa.

En estos casos también la cantidad de suero de que '

dispone el laboratorio, es el Factor que determina
el procedimiento a seguir. La experiencia de Ed-
wards vy Ewing (2) ha demostrado que si el suero
polivalente usado es un suero O puro que contiene
aglutininas para Salmonella O de los grupos A has-
ta Ei, y para antigeno VI, del 98 al 99% de los
tipos de Salmonella aislados del hombre, pertenecen
a alguno de estos grupos.

El niimero cada vez mayor de tipos de Salmo-
nella (méas de 350 hasta la fecha) y los nume-
rosos sueros para diagnéstico que el reconocimien-
to de todos ellos requiere, no permite que en un
laboratorio corriente se efectie la clasificacion se-
rolégica completa de Salmonella. Por esta razon,
es que los trabajos finales se deben llevar a cabo
en un centro de clasificacion reconocido.

Después de la aglutinacién polivalente, los culti-
vos deben ser confirmados por medio de pruebas
bioquimicas, si es que éstas no se han hecho ante-
riormente. Este curso de accidon es necesario, ya
que cierto numero de cepas de Shigellae y de pa-
racolon son aglutinadas por sueros polivalentes.
Sin embargo, si se obtiene una aglutinaciéon tipica
y los resultados bioquimicos preliminares son ca-
racteristicos, es justificahle notificar «tipo Salmo-
nejla indeterminados.

Es muy importante identificar con exactitud los
tipos Salmonella que en especial se adaptan al hom-
bre, cuya diseminacion se produce de persona a
persona, ocasionando infecciones entéricas graves y
que tienden a convertirse en endémicas, debido a
la existencia de los numerosos <«portadores» que
éstas tienen como resultado.

Entre estos tipos tenemos la Salmonella typhi, la
S. paratyphi A, la S. paratyphi B, la S. paratyphi C
y la S. sendai. Se sabe que la S. paratyphi A y la
S. paratyvhi C no son comunes en los Estados Uni-
dos y que la S. sendai solo se ha hallado en el
Oriente. Sin embargo, estos tipos constituyen im-
portantes patogenos de los seres humanos en diversas
partes de] mundo, lo que hace necesaria su iden-
tificacién a fin de poder controlarlos con eficiencia
y prontitud en cuanto aparecen. E] tipo S. chole-
raesuis se deberia identificar con exactitud, ya que
muy a menudo produce en el hombre un cuadro
septicémico. También es imperativo identificar el
S. typhimurium, puesto que con gran frecuencia v,
mds que cualquier otro tipo de Salmonella, es causa
de gastroenteritis aguda en los humanos.

En la Tabla V se presenta la distribucién de los
tipos de Salmonella en California, Estados Unidos.
De 65 brotes estudiados, 37 se debieron a S. typhi-
murium, 7 a S. newport, 8 a S. Montevideo, vy los
13 restantes a otras 11 cepas, segin el detalle que
proporciona esa Tabla. La distribucion de las
distintas cepas de Salmonella varia segiin la locali-
zacién geografica aun cuando, aparentemente, el
tipo més comlin es el de S. typhimurium.

Las infecciones por Salmonella se encuentran muy
diseminadas en el reino animal, y en Estados Uni-
dos las aves de corral constituyen una de las princi-
pales victimas de la infeccibn, La mayor parte
de los tipos de Salmonella encontrados en las aves
también pueden producir enfermedades en el hom-
bre, hecho que implica un serio peligro para las
personas que tiemen an su cuidado aves infectadas.

En Florida, Estados Unidos, Hardy y colaborado-
res (10) aislaron Salmonella en cerdos, mientras
que de 65 brotes epidémicos estudiados en Califor-
nia, (véase Tabla VI) los que fueron producidos
por el consumo de alimentos, se encontré que 40
de éstos tenian relacion epidemioldgica directa con
los brotes. El consumo de pavos infectados fue
responsable de 10 de estos brotes; 8 se debieron a
productos alimenticios rellenos de crema (en muchos
de cuyos casos también se utilizaron hueves para
su preparaciéon); 4 mas se debieron a la carne,
otros 4 al consumo de pollos, y 3 mas a huevos (uno
de estos casos a huevo de pavo, otro a huevo de
pato y el tercero al consumo de huevos desecados).

En la propagacién de las infecciones salmonelé-
sicas, los portadores humanos, en especial los de
S. typhi, de S. paratyphi A, y de S. paratyphi B,
constituyen un factor importante, siendo la primera
de éstas, la especie que produce el mayor nimero
de <«portadores cronicos». Se ha encontrado sin
embargo, que los pacientes infectados con otros
tipos de Salmonella a quienes se les exige exdmenes
de heces periédicos, en la mayoria de los casos de-
jan de ser portadores espontineamente en el tér-
mino de 30 a 90 dias, aun cuando, desde luego, hay
excepciones. Un caso muy interesante fue el de un
nifio de 6 semanas de edad que durante mas de 14
meses fue portador de Salmonella bredeney en el
que se aislo repetidamente (en el curso de 11 exa-
menes) dicha bacteria,

Escherichia coli

El tercer grupo de organismos que se ha asociado
epidemioldgicamente con las enfermedades diarrei-
cas, lo constituyen ciertas cepas de Escherichia coli.
Edwards y Ewing (2) dicen lo siguiente: «Desde
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TABLA V

BROTES DE EPIDEMIAS DEBIDOS A SALMONELLA *

Tipo de Salmonella No. de Brotes No. de Cas.os con
_ Complicaciones
WPRIMUFIUM . iietrriieriairieerrererananernsorssarsnnensnns treeas . 37 639
MEWPOIE  oueiiirnernnssnnsenanes et e et aa ettt bae e raae ey . 7 220
TONLEVIABO  vvrvrsieseseeeriensssenroneesseansrrssseseenenans eveeaanne 8 175
enleritls ...iiiiiiieiisiniens Chssaresearatrrenn veveires . 2 7
muenchen ... .ciiiiiiiiiiiiiiiiiiies Gt eaese et a ey . 2 2
oranienburg  ........ Cieraeersaireer s Cerrerieieaeans coreere 1 18
IV, Vie h eeniniiininnnns POV PNN 1 4
anatum ., ...... Cerererrsaberaenne Cerrecerraasenen Cerrrarresanes veeer 1 68
newport y derby .........c.0.. e raer e asaattarreraraeneonra teeracains 1 55
choleraesuis ........c.ovviviiivieniriiiiniiaiianansenes veesss 1 11
san di€B0 ...vvviinreniiannes b et eese e ase st et b e aeiranoas 1 4
BiVE oiviiiiiiiiiaine, O 1 1l
dublin ...l veraeens Cereeteetrarranees Cereeriiresarrean 1 (14
bredney .iiiiviiiiiiiinnn Cesreneenseanariane eereareeaan Ceereerieea | 2
TOTAL ............. Crrresatsiaenns e terareieensiaanas 65 1350

* Estudio llevado a cabo por el Departamento de Szlud Publica del Estado de Californla, Estados Unidos, de 1945 a 1954.

hace 40 afios o maés, los investigadores han venido
estudiando cultivos de Escherichia coli aislados de
casos de gastroenteritis infantil, en los que no se
llegaron a encontrar patdgenos conocidos, tales co-
mo los miembros de los grupos Salmonella o Shi-
gellas,

Los resultados de las investigaciones hechas an-
teriormente no fueron concluyentes, debido a que
solamente se usaron métodos bioquimicos para es-
tablecer diferencias entre las cepas de Escherichia
coli aisladas de nifios lactantes con enfermedades
diarreicas y los cultivos obtenidos de sujetos nor-
males.

Segiin parece, Bray (11) y Bray y Beavan (12),
fueron los primeros en sefialar la asociacion entre
un serotipo especial de Escherichia coli y los brotes
de diarrea infantil. En general, hay cierios prin-
cipios que se deben aplicar a las investigaciones de
E. coli patogenos. El material para los cultivos se
debe obtener antes de iniciar el tratamiento con
antibioticos, pudiendo tnmar los especimenes de
las evacuaciones recién emitidas en el pafial o bien
por medio de hisopo rectal.

Si se tienen que dejar las heces u otro material
durante varias horas antes de que sean inoculados
en medios de cultivo, o si se van a enviar por correo,
las muestras deben emulsificarse en la forma ya
mencionada en un medio de preservacion tal co-

mo el de salino-glicerol amortiguado, o bien ser
congeladas. En este sentido cabe mencionar que
Neter y colaboradores (13) lograron aislar Esche-
richia coli O 111:B4, de especimenes que habian
estado bajo congelacién durante un periodo de 5
afios.

Aislamiento. — En general, los tipos de E. coli
asociados con las enfermedades diarreicas mo cre-
cen en los medios altamente selectivos, usados co-
minmente para el aislamiento de Salmonella y de
Shigella, por lo que se debe emplear un medio me-
nos inhibidor y diferencial, como es el de agar-
MacConkey, o el agar eosina-azul de metileno.

Ademas, se debe inocular una placa de agar san-
gre con una pequefia porcién de indculo de heces,
debido a que en algunos casos, segin informan
Edwards v Ewing (2), los tipos de E. coli asocia-
dos con las diarreas infantiles crecen en placas de
agar sangre, lo que no sucede al usar agar Mac-
Conkey como medio de cultivo.

En la Figura 3 se describen los métodos a seguir
para el examen de especimenes en los casos de dia-
rrea infantil.

Como resultado de los multiples estudios lleva-
dos a cabo, se han asociado los siguientes sero-
tipos de Escherichia coli con las diarreas:
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O 26:B6 O 119:Bl4
QO 55:B5 O 124:B17
O 86a:B7 0 125:B15
O 111:B4 O 126:Bl6
O 112a:Bl11 O 127:B8
O 112¢:Bl1l O 128:B12

La primera cepa que se logrd aislar fue la O 111
y la segunda, la O 55. Desde 1945 los cultivos de
E. coli O 111:B4 y O 55-B5 han sido aislados tanto
en el curso de epidemias como en casos esporadicos
de diarrea infantil investigados en casi todo el
mundo. En los Gltimos afios, otros serotipos ta'es
como la E, coli O 127:R8 y la O 128:B12 parecen

ser de mayor importancia. La cepa O 127:B8 ha
sido aislada en muchas partes de Estados Unidos,
del Canada y de México, mientras que el serotipo
E. coli O 128:B12 ha sido aislado en el Reino Unido
asi como en pequefios brotes observados en Estados
Unidos. En forma similar, Ewing y colaboradores
(14) han aislado repetidamente E. coli O 124:B17,

FIGURA B

METODOS A SEGUIR PARA EL EXAMEN DE ESPECIMENES EN LOS CASOS DE DIARREA
INFANTIL

Muestra de Heces

Cajas con medio de cul-
tivo y medio de enrique-
cimiento para Shigella y
Salmonella.

Congéiese la por-
cién requerida para
el examen de virus.

Agar EMB Preservativo salino glice-
Agar MacConkey rol amortiguado.
Agar sangre .

[
I

Sométase a prueba [0 o mas
colonias individuales en anti-
suero E. coli.

|

Trasplintense 3 o mas colonias
a inclinado de agar.

Preparense suspensiones densas
en una solucion de NaCl al
0.5% vy pruébese con antisuero
E. coli en lamina, Si hay aglu-
tinacidn, caliéntese la suspensién
de 20 a 30 minutos a 100° C, y
higase una nueva prueba con el
antisuero,

Algunas cepas de E. coli son anaerdgenas.

Pruebas bioquimicas para E. coli.
Glucosa acido y gas !

Lactosa > y » ?
Sacarosa ” »

H.S (en TSI) negativo
Ureasa negativo

Indol positivo

Rojo de metilo positivo
Voges-Proskauer negativo
Citrato de

Simmons no crece *
Movilidad positiva o negativa

Ciertas cepas de E. coli necesitan mas de 24 horas para producir gas en lactosa.

Ocasionalmente ciertas cepas que, por lo demds son tipicas, pueden crecer en agar citratn de Sim-

mons.

Generalmente tales reacciones son de accién retardada.
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tanto en casos individuales como en el curso de
brotes de gastroenteritis y de diarrea aguda observa-
dos en nifios y en personas adultas.

Muchos investigadores creen que estos tipos de
E, coli son los agentes causantes de las epidemias de
diarreas infantiles y, en efecto, el estudio de casos y
de contagios en un determinado brote llevado a cabo
por Smith en 1953 (15), demostrd que todas las
cepas aisladas pertenecian al mismo tipo serolégico
y aun al mismo subtipo de E. coli, hecho indicativo
de que estos organismos eran los agentes etiolégicos
de la enfermedad.

La Escherichia coli O 26 ha sido aislada de ni-
fios lactantes con infecciones y de terneros tam-
bién infectados, y recientemente otro tipo, el O 119,
ha sido igualmente aislado de nifios y de terneros
que padecian de enteritis. Esta estrecha relacién
entre las cepas aisladas de los animales y de los
humanos, puede ser de importancia en la epidemio-
logia de la enfermedad.

El papel que otros agentes desemperian en las
enfermedades diarreicas clinicas.

Aun cuando ciertos grupos tales como los de
Proteus, Providence y Bethesda-Ballerup han sido
asociados con casos esporddicos de enfermedades
diarreicas y con brotes epidémicos, es dificil eva-
luar la verdadera importancia que éstos tienen en
la actualidad.

En el estudio de las enfermedades diarreicas en
general, siempre existe un grupo de casos en los que
no se logra aislar ning(in agente etiolégico conocido.
Tales casos cominmente se clasifican como gastro-
enteritis no bacteriana, y se designa el agente etio-
légico como un virus.

En lo que respecta a este asunto, por el momento
tal vez bastaria recomendar que, una vez se hayan
eliminado los casos producidos por bacterias paté-
genas conocidas, se lleven a cabo nuevos estudios
en el campo viroldgico, recomendacidn que, cabe
decir, ya estd siendo puesta en préictica en algunas
instituciones especializadas.

TABLA VI

RELACION EPIDEMIOLOGICA ENTRE EL CONSUMO DE ALIMENTOS Y BROTES EPIDEMICOS
DEBIDO A TIPOS DE SALMONELLA *

TOTAL typhimurium montevideo newport Otros

Alimentos
Brotes Casos Brotes Casos Brotes Casos Brotes Casos Brotes Casos

2 10 368 4 153 —_ - 2 &8 4 M7
Productos €On CremAa .....ceeesseeess 8 14 6 67 1 7 1 4 — -
CRIME +ivvreivensrsrrnsrsscoansronnes 4 270 1 18 _ - 1 3 2 8
Pollos ..ocvivvriiieiaiiieierannacanss 4 187 —_ - 2 138 1 27 1 2
Helados ....ccvvvaviriiininnoriacenss 4 5 2 3 1 10 —_ - 1 7
Helados con huevo de pato ........ | S 1 30 —_— - —_ - —_— -
Helados con huevo de pavo ........ 1 6 1 6 _— - - - - -
Came cocida enlatada .............. 1 7 - = 1 7 —_ - —
Ensalada de papa ............ceuen.. 1 3 - - —_ - -_— - 1 A
Huevos desecados .....vecveievonnan. 1 6 - - 1 6 —_ - - -
Leche en polvo ....... tevenee verisuns 1 2 - - - - _ - 1 2
Otros productos ....oveveencsesainans 4 59 3 o —_ - - - - -
Desconocidos ....... Ceeveaanreneeaes 25 24 19 110 2 7 2 B 3 1’
TOTAL iviiiiiiinirnnnansannannnns 65 1350 36 626 8 175 7 220 13 316
* Estudio Hevado a cabo pon el Departamento de Salud Piblica del Estado de California, Estados Unidos, de 1945 a 19M.
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