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INTRODUCCION

. El grado de avance del nivel de salud de un pueblc se mide por
las tasas de morbilidad y mortalidad de los padecimientos ifeccioscs
¥y parasitarios. ’

Muchos de los paises desarrollados, han mejorado notablemente_
la expectativa de vida y el bienestar de sus habitantes por haber re
.ducido significativamente estas enfermedades, (26,33).

Las tasas de morbilidad y mortalidad para enfermedades infeccip
sas guardan relacién inversa con el grado de desarrollo socio=-econd-
mico e industrial. En México los elevados parfimetros se ven favore—
cidos por los altos niveles de desnutricién, por las prdcticas de fe
calismo al ajire libre, el mane jo inédecuado de los alimentos y la -~
falta de servicios asistenciales, (26).

A pesar de 1o0s progresos logrados en los Ultimos afios en cuanto
a las condiciones sanitarias, simulténeos a la paulatina evolucién _
del nivel de vida, las defunciones por los padecimientos infecciosos,
representa la ﬁrimerﬂ causa de muerte entre los niﬁb‘s de edad px'*ees—
colar y la segunda entre los menores de un afio.

Bl descenso persistente, aunque lento, de morbilidad y mortali-
dad en un pains, es una consecuencia del progreso socio-econémico ine
vitable y no resultado de un factor especifico, como serfan las cam-
pafiags de salud éntre otros. Si todos los aservicios de salud se enfp -
caran desde un principio a la prevencién, ademés de tomar acciones __
suficientemente eficaces contra los factores que influyen en la fre-
cuencia y gravedad de estas enfermedades, dando mayor atencién a la_
vigilancia epidemiolégica de las mismas,

En este trabajo abordaremos los padecimientos gastrointestina -
les bacterianos. No olvidemos nue €l problema afecfa pri.'ncipalmente
a nifics ¥y que cualjuier medida encaminada a disminuirlo, gerd antes_

que todo en beneficio de 1la pobiaciédn infantil de nuestro pals,(33).



ANTEGEDENTES.

Los términos de enfermedad diarréica, diarrea y gastroenteritis
=uelen utilizarre como sip&nimos, aunnue para algunos la denomina-—
cibén de gastroenteritirs .da una idea mayor de estos cuadros de ori-
gen distinto pero nue se acompafian de un cuadro sintomitico seme ~
Jjante.

Los autores anglosajone- prefieren los términos gastroénteritis
o enteritis; en cambio los latines usan mis la denominacidn de dia
rrea para referirse a e-te grupo de padecimientos, (26).

La organizacidn Mundial de la Salud ha substituido la clasifica
cién que incluia gastroenteritis, colitis, enteritis, colitia ulce
rosa, etc, por una mAs sencilla en la que solo considera lus enfer
medades diarreicas con desnutricidn o sin ella, de este modo, se -
constituye un grupo de enfermedades intertinales de etiologia in -
fecciosa o parasitaria, en lae que la diarrea es el sintoma princi
pel y su cardcter tran<mi=ible, una de las peculiaridades mls rele
vantes.

De acuerdo con los expertos de 1la Organizacién Mundial de la Sa
lud se define como diarrea a la presencia de tres o mis evacuacio-
nes 1iquidus o pastoras aue se presentan en un periodo de 12 horas.

Sin embargo algunas. perronas considéran que ce puede llamar he—
ces diarréicas hasta a una =sola evacuacién intestinal l1liquida.

K= eonveniente hablar cue cada persocna tiene sus hébitos y si -
en un momento dado, apurecen con disminucién de la consistencia o_
aumento de 1a frecuencia de las evacuacioner para ese sujeto deter
minado, esto podria ser también conriderado como diarrea. En oca-
slones puede acompafiarsre de elementos anormales como ﬁoco. sangre,
alimentos, grasas, ete, (2,26,33).

Para la clasificacién de las diarreas pueden establecerse vari-—
os pardmetross

1.- Con respecto al tiempo de evolucién:

Podemos hablar de diarreas sgudas y diarreas crénicar. La pau-

ta nue se cefiala para écta divisibn es que la diarrea que dura més
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de 12 dfas o dos semanas Se denominan crénica de lo contrariao es _
aguda aunque ésta es una divisién un tanto artificial pero que pug
de ser Gtil. Otro tipo de clasificacién es el de diarreas simples
en las cuales el contenido solo es material fecal o aquellas oue _
tienen acompafiantes como moco, sangre, etc.

2.- Bn cuanto a la etiologia:

Se clasifican desde diarreas funcionales hasta diarreas infeec -
6163&:, parasitarias, diarrear por otro tipo de .padecimientos del_
intestino gruero o delgado, por padecimientos de otras freas del a
parato digestivo o de orden sistémico.

Las preponderantes son las de cardcter infeccioso, que compren—
den més del 90% de las diarreas agudas.

Por su etiologia, las diarreas crénicas se deben principalmente
a factores gastroenteroldgicos ¥ no a agentes infecciosos. Las

diarreas agudas infecciocsas se les clasifica en bacterianas, para-

vsitarids, virales y de causa desconocida.

Tres son las determinantes epidemioldgicas aue intervienen de _

'alguna manera en cada caso de enfermedad; el agente etioldgico, el

huesped y el akbiente, (33,36).

Bl agente etiol&g:_l.co tiene capacidad para persistir en el ambi-
ente y causar al huésped _alteraciones fisiopatolégicas: El huésv—'
ped con sus caracter{sticas bioldgicas y de comportamiento pueden_
aumentar o disminuir el riespo de enfermedad y el ambiente, como
medio de tranasmicién del agente al huésped, (26, 36).

Las interpretaciones que r~e hacen hoy en dfa del panorama glo -
bal del padecimiento diarréico en la niﬁe, temprana se encuentran_
dentro del marco convencional de los conceptos epidemiolégicos de_,
tiempo, lugar, persona debido a ~ue se trata de una coleccibn de pa
decimientos de causalidad variada, algunos especificos en =u netu-
raleza, otros sugertivos y una mayorfa de casos con un agente no -
determinado infeccioso nutricional o de otro origen, 1la condicidn_

es aceptada como un sfndrome.
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El control comunitario del padecimiento diarreico endémico en
un enfoque de grupo es casi ineludible en los paises en vias de de
sarrollo, (26,36,3B). '

Er. edades preescolares es ragonable y lfgica, obsexrvando que_,
los padecimientos diarreicos ocurren a todas las edades, la inci -
dencia es mayor entre nifios menores de cinco afios y la mortalided
también mayor, sobre todo en pafses menos desarrollados. Adn asf __
la generalizacion anterior se conserva para todas las regior;ea.

La frecuencia y gravedad varian dependiendo en forme importan
te del medio ambiente social. } .

Para una mejor comprensidn es atil hacer una distincién en
los interwvalos de edad:

La enteritie neonatal se restringe a los primeros 28 dias de
nacido, la enteritis infantil el primer afio con padecimientos post
neonatal distinguible y finalmente las edades preescolares de 1 &_
4 afios, ’

1a sevnarsecidn por edades es esencial, debido a gque los casos
en el segundo intexrvalo {equivalente a un afio de edad), exceden en
nimercos a cualquier otra; en la mayori;a de 1las poblaciones, la ine
cidencia y moxtzlidad posterior declinan progresivamente. Con es -
tas diferencias propias de cada edad, los pericdos de desarrollo
bioldgico son importontes para estudiar el padecimiento diarréico_
del nifio,|34).

Es posib1§ hacer divisiones geogrificas del mundo de acuerdo_
a lag caracteristicas sociales y culturales y al factor biolégico_
ascciado a la fuente de alimentacidn. Las tasas de morbilidad y
mortélidad son menores en péiees industrializedos y elevadas en &~
reas menos desarrolladas. La distribucién por edades son basicamen
te las mismas aunque los patrones epidemiolégicos son de comporta~
miento variado. ’

Todas las regiones industrializades tienen un patrdén endémi-
c¢o .reconocido de padecimientos diarréicos entre nifios pequefios. En



loe paises industrializados, =in embargo el a2lto grado de sanidad
ambiental y buena nutricién han contribuido 2 una baja incidencia
en la infancia tardia y nifiez temprana, siendo la mayoria de casos
esporfidicom cen eventos aislados en brotes localizados principal-
mente en familias, algunas veces en vecindarios o en pequefios gru
pos, escuelas o instituciones, (33, 34, 1315, 26).

Los agentes bacterianos cszusales de diarrea, se ha vistoe que
en paisen en vias de desarrollo, el 20% de los cacsos son atribui-
bles # tres agentes; Shigella, Escherichia coli, Salmonella.

Bgcherichia coli suele predominar en el primero o ‘segundo afio
de vida. La enteritis neonat®l es poco comin en los recien naeci -
dos que 8on alimentados con leche materna, (38).

Debe tomarce en cuenta, sin embargo que en el medio rural de
Lreans con desarrollo solo una pequefia proporcidn de casos endémi-
cos de padecimientos diarréicos puede atribuirse a un agente patd
geno entérico definido, tres cuartas partes de los casos permane-
cen indiferenciades y ocue en un momento dado los casos en una Go-
munidad son una mezcla de padecimientos y.que en un tiempo razona
ble la mayor{a dé los agentes y sus tipos seroldgicos 'pueden ser_
identificados. En raras ocasiones, el género de un égente infec =
cioso puede reemplazar a otro con mayor frecuencia ya que no sﬁcg
de as{ tratandose de una especie diferente y aim mAs de un tipa -
serolégico del agente infeccioso, (38).

Como muchos padecimientos que zfectan a los nifios en edades_
tempranas, el sindrome diarréico agudo es un proceso endémico que
presenta fluctuaciones. Las exacerbaciones estacionales son usua-
les, en los tropicos, las incidencias suceden en los meses calurg
s08 y secos que preceden a la estacidn de 1liuvias, dtras circuns-
tancias ambientales nue inducen vuriaciones dentro- del rango de _
endemicidad esper.da, son los fendmenos naturéi.és, -tales como i1 -
nundaciones, se~uias, eccasez de alimentos o una epidemia de algu

nos de los padecimientos transmisibles de la nifiez.
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Independientemente de la edad, la frecuencia de la gravedzd _
de los padecimientos diarréicos en nifios preescolares va en rela -
eidn directa con el grzdo de desnutricidn, (136).

En ¥éxico la magnitud del problema de las enfermedades entéri
cas seguramente rebasa los limites de la informacién existente uti
lizzndo las reservas del caso en el ~uinquenio 19€4-198E, las en -
fermedades entéricas ocuparsn el fegundo lugar como causa de muer-
te representando el 15% del totzl de las defuncisnes de la pobla -
cidn general y més del 6C% de las defuncioner debides a todes las_
enfermedades infecciosss y parasitariae, (26,33, 38).

Abordando el asunto m&s anali{ticamente, encontramos que en -
1987 las defunciones por diarrea agrupadas rvor eded se manifesta -
ron prioritariamente en los Menores de 4 afios siendo responsable
de un 25% de las muertes. Uno de cada 4 nifios fallece por diarrea,
siendo la porimera causa de muerte en nifios de 1-4 afios de edad y _
la segunda en los menores de un afio. Bs importante hacer natar _
~gue hasta zhora solo se ha referido a las defunciones sin hacer
mencisn de la morbilided, (38).




GENERALIDADES .

a) MEDIO® DE CULTIVO:

Debido a gue la mayoria de las muestras enviadas al laboruto—
rioc de mierobiologia contiene varias especies de bacterias mezéla—
das a menudo con otros microsrganiemos, se debe utilizar un medio_
de cultivo para aislar aquellas especies ~ue pueden ser de impor -
tancia clinica. Para efectuar celecciones rucionaler los microbi§
logoe deben conocer los componentes de los medios. Por ejemplo no
es guficiente caber que la férmula de varior medios incluye sales_
biliares para inhibir el desarrollo de especies Gram positivas y _
algunas de lag Gram negativas més exigentes. La concentracidn de_
las sales biliares determinan a menudo cuales bacteriuzs serédn inhi
bidas y en que medida podria ser selectivo un medio dado, (9,25).

Para la recuperacidn de entercbacteria= a partir de muestras_
elfnicas que potencialmente contienen bacterias mixtas, se dispone
de tres tipos de medios: -

1) Medios de aislamiento primarios.

2) Medios de aislamiento selectivo.

3) Caldos de enriguecimiento.

TIPOS GENERALES DE SUSTANCIAS Y COMPUESTOS USADOS EN LOS ME -~
DT0S DE CULTIVO:

La siculente es una lista de .los tipos generales de sustancias
Y compuestos empleados en los medios’ aeiectivos, incluyendo breves
comentarios sobra la funcién de cads uno, (25).

1)>HIDROLIZADOS DE PROTEI;‘IAS: Peptona, infusibn de came, tri
tones, casefina. Elementos nutritivos bésicos que promueven el desa
rrollo de la mayoria de las bacterias, especificamente suministran
do las fuentes de carbono y qitrégeno necesarios para el metabolis
mo bacteriano. .

2) HIDRATOS DE CARBONQ: Los medios selectivos incluyen una va
riedad de disacdridos; lactosa, sacarosa y maltosa, as{ como hexo-
sag; dextrosa y pentosh; xilosas c¢on dos proovdsitos:

a) Proveer una fuente accesible de cerbono para produccién de



8) OTROS COMPUESTOS Y SUSTANCIAS: El agar es un extracto gela
tinoso de mslgas marinas rojas gue se afiade comunmente a los medios
a concentraciones variables como agente solidificante. Se utili——
zan conc¢entraciones de 1 a 2% para medios de cobertura, de 0.05 a
0.3% en los medios de movilidad y se afiaden trazas a loes caldos a
fin de evitar corrientes de conveceidn ¥ penetracién de oxigeno en
las porcionés anaerobias més ﬁrofundas. El tiosulfato de sodio es
una sustancia que se afiade generalmente con el ffn de proveer una
fuente de azufre para la produccidn de gas sulfhfdrico, (25).

MEDIOS DE AISLAMIENTO PRIMARIOS DE ENTEROBACTERIASE

Agar Mac Conkey.

Agar Eosina Azul de Metileno.

Agar Desoxicolato-Citrato.

Agar ENDO,

Mac Conkey describid en 1905, un medio de aislamiento prima—-
rio gue denomind agar rojo neutro-sales biliares, cuya f8rmula fué
concebida para separar )los bacilos Gram Negativos entéricos de mu—
estras que contenfan especies bacterianas mixtas. Si bien en a——
quel: tiempo todos los baciloe Gram Negativos no esporulados se de—
signahan todavia como organismos entéricos, los microbidlogos ha—-
bfan reconccido ya la importancia de identificar ciertas especies
que parecisn ser mis patSgenas para el hombre que otras. Los pa—
trones de utilizacién de hidratos de carbono para varias especies'
bacterianas eran ya conocidos al comienzo del siglo y la fermenta-
cién de lactosa en espe‘cial se consideraba un marcador importante
para diferenciar estos agentes patfgenocs entéricos; Mac Conkey in-
corporS§ la lactosa al agar con sales biliares, junto con el indi—-
cador T0jo neutro, que provee un medioc visual directo para detec—

tar la utilizacidén de la lactosa por parte del organismo en estu--

dio, (23, 25).
Todo organismo en estudie capaz. da degradar lactosa con. produ
ccién de Acidos, forman colonias rojas en agar neutro rojo sales

bitiares (agar Mac c&nkey) debido a1l viraje del indicador a un pH
" fcido.

8



energfa. . )

b) Servir de sustrato en las pruebas bioquimicas para determi
nar la capacidad de un microorganismo desconocide para utilizar ai
ferentes azucares con formacidén de dcido y/o gas.

3) AMORTIGUADORES: Los fosfatos monosédicos y disddicos ba —
lanceados son los mis comunes. Los amortiguadores cumplen dos fun
ciones principales:

a) Proveer el pH estdndar de referencia para aquellos medios_
aen los que se emplea un cambio de pH como punto final pura detec —
tar productos metabdlicos usados en la identificacidn de microorga
nismos. . )

b) Proveer el pH estable que mAs se adapte al decarrollo de
los microorganismos.

4) ENRIQUECIMIENTOS: Sangre, suero, suplementos vitaminicos y
extracto de levadura. Compuestos que ,ge afiaden a los medios para —
'promover el desarrollo de los microorganismos més exigentes. Los _
enriquecimientos se utilizan menos comunmente en los medios de aig
lamiento de enterobacterias, ya que la mayorfa de los miembros de_
este grupo desarrollan bastante bien.

5) INHIBIDDRES: Diferentes compuestos suelen servir para inhi
bir el desarrolloc de ciertas especies bacterianss no deseadas:

a) Colorantes como Verde brillan%e. eosina, azida.

b) Metales pesados ¢omo bismuto.

¢) Sustancies quimicas como citrato, desoxicolato, selenito,
alcohol feniletdilico. .

6) COLORANTES DE pH: Tales como fucsina, azul de metileno, ro
jo neutro, rojo de fenol y purpura de bromoc¢resol, son los més co-

te utilized para medir cambios de pH producidos en los me-

dios por accién de las bacterias sobre un sustrato dado.

7)‘ OTROS INDICADORES (No colorantes): Se pueden indluir otroe
indicadores para la deteccién de sustancias especificas, tales co-
mo iones f8rricos y ferrosos o precursores de sulfuros para detéc—

tar gas H2 S.
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Por lo tanto Mac Conkey ﬁé uno de los primeros en idear un
medio capaz no s6lo de seleccionar cierto grupo“de‘bactarias, sino
tembién de permitir 1am identificacibdn preliminar de corecterxfsti_-—
cags metabdlices y bioguimicas.

Los medios de aislamiento primarios son sblo moderadamente in
hibidores y esrtan concebidos para recuperar muchas especies difewre
rentes de bacterias dentro de un grupo amplio.

Los medios como ager Mac Conkey, agar Eosina Azul de Metileno,
agar Desoxicolsto-Citrato, agar ENDO, inhiben as{ mismo el desarra
7110 de casi todas las egpecies de organiemos Gram Negativos exigeg
tes, no obstante, permiten el desarrollo de todas las enterobacte—
rias y otros bacilos Gram Negativos. La eleccién de uno de estos
cuztro medios es en gran parte cuestidn de preferencia personal,
s#i bien existen diferencias en sus propiedades inhibidores y en 1la
apariencia de sus colonias.

Los cuatro medios tienen la facilidad y capacidad de diferen—
ciar las especies bacterianas que utilizan lactora de las que no
la utilizan. En el agar de Mac Gori.key ¥ en el agar Desoxicolato,
que contiene rojo neutro. como indi.cado‘r de pH, las colonias utili-—
zadoras de lactora aparecen rojas con la produccidn de #cidos. Loe
fuertes productores de fcidos, como EEOI‘IEPiChiB cold, forman colo-—

nias de un rojo intenso con difusibn del pigmento en el agar cir—-—
cundante. Los productores de Acidos més débiles forman colonias
rosadas, o bien claras en la periferia con centros rosados, (26,
29).

En los egares E.M.B. y ENDO, las bacterias que son grandes
productoras de fcido forman colonias con brillo metflico. Muchos
microbiologos prefieren estos debido a que este brillo ayuda a i—

dentificar la Escherichia coli, sin embargo, &sta caracteristica

es inespecifica ya que otros bacilos entéricos pueden producirla y

no todas las cepas de Escherichia coli posecen &sta. apariencia clé-

sica. El agar B.M.B,, tiene da ventaja de revelar la naturaleza
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macoide de algunas cepas de Escherichia coli y especies de Klebsie

1la debido a el aumento de produccién de sustancias polisacéridas
en este medio, (26).

Dado gue la mayorfia de las cepas de Shigella y todas las Sal-—
monelas no son inhibldas por sales biliares, son muchos los -ue pre
fieren el agar Desoxicolato-Citrato para aislar ertos agentes patd—
genoe potenciales de muestras fuértemente contaminadas tales como __
heces o aguas cloacales,

El agar ENDO no se utiliza comunmente en los laboratorios clini
cos sino més bien ampliamente utilizados por bromatologos y epidemig
logos para la recuperacién e identificacién preliminar de organismos
entéricos a pertir de alimentos y aguas, (5,25).

MEDIOS DE ATSLAMISNTO SELEGTIVOS.

Los mediom se hacen selectivos afiadiendo a sus férmulas una va-
riedad de inhibidores, generalmente en mayor concentracién que la de
los medios de aislamiento primeério..

Los medios selectivos usados para el aislamiento de enterobacteg
rias de cultivos mixtos, eatén concebidos para inhibir el crecimien-
to de bacterias Gram Positivas, returdar en grado variable el desa -
rrollo de Escherichia coli y de oiros bacilos coliformes. Esto permi
te la recuperacidn de Salmonella y Shigella a partir de muestras don
de se hallan en escass nimero en comparacién con la concentracién ma
siva de otros organismos entéricos.

Si bien se han formulado varios medios selectivos para su utili
zacién en laboratorios clinicos, solo discutiremos los cuatro més cog
munmente empleados:

Agar Salmonella-Shigella (SS)

Agar Snterico Hektoen (HE)

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato {(XLD)

Agar Sulfito Bismuto (SB).

ILa eleccidén de uno de estos medios para el aislamiento de ente-
robacterias depende tanto de la preferencia como de la especie a se-

leccioiar. En general los medios selectivos se utilizan para la re -
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cuperacién de esnecies de Salmonella y Shigella de las heces de pa
cientes con diarrea. Virtualmente todas las especies de Salmonella
desarrollan bien en presencia de sales biliares, lo cual explica __
voraue este organismo se aisla por 1o comin de la vesicula biliar
particularmente en individuos portadores de Salmonella. Las sales

biliares se afladen comunmente a 1os medios selectivos debido a que

otras especies de i:acilos entéricos, incluyendo algunas cepas més__
exigentes de Shigella, presentan un desarrollo pobre o no en dichos
medios. Los agares SS y HE que contienen concentracioneas relativa
mente altas de sales biliares se adaptan bien para el aislamiento_ .
de Salmonella a partir de muestras muy contaminadas con otros baci

los coliformes. La mayorfia de las Shigelas, deearrollan también en

estos medios, si bien algunas cepas son inhibidas, El Agar XLD, -

con menores concentraciones de sales biliares es méds efectivo para__
la recuperacién de todas las Shigelas, particularmente luego que _
la muestra ha sido enriguecida durante unas horas en caldo para -
Gram Negativos. Sin embargo, debido a nue otras especies de baci =
los coliformes especialmente Escherichia coli =on menos inhibidas__
en agar SLD, en agar SS, o el HE, se adaptan mejor al aislamiento_
de Salmonella y Shigella de muestras de heces sembradas directamen

te en placas de agar, (25).

Los agares HE y XLD se utilizan ahora ampliamente en laborato
rios clinicos, no solo porque aumentan la recupez;aCién de Salmone-—
1la y Shigella de muestras clinicas sinc también porque permiten -
detectar una variedad de caracteristicas bioquimicas gue ayudan a_
la identificaecién preliminar de especies.

Los hidratos de carbono contenidos en el agar HE, son lactosa,
sacarosa y salicina. Los microorganismos que utilizan estes hidra-—
tos de carbono con prodqcci&) de Acido desarrollan en HE, como co—
lonias translucidas o verde claro, {(debido al color de fondo del _

medio). Ia Klebsiella rhinocescleromatis que utiliza unicamente sz

licina produce una sola cantidad de Acido y se puede sospechar su_
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sospechosa an colonias con brillo negro. -El agar SB, es fitil tam—-—

vién para evidenciar aguella cepas infrecuentes de especies de Sa)—~

monella lactosa positivas que pueden pasé.r inadvertidas o conaide —

rarse sin importancia en otros medios =electivos. Este medio no es

amplismente utilizado en los laboratorios clinicoe debido a su alta
selectividad y a su muy breve perfodo de éonservacién ae un solo -
dta, (5, 25) «

CALDOS DE RNRIQUECIMYENTO.

Como gu nombre lo indica, los caldoa de enriguecimiento se u
san para acrecentar el desarrollo de ciertas especies bacterianas,
inhibiendo-el de loas microorganismos acompafiantes.

TLos caldos de enriguecimiento se utilizen mAs comunmente en

los lavoratorios clinicos para el sislamiento de Salmonellis y BShig
1la de nuestras fecales, Esto es particularmente necesario en el -
caso de portadores de Salmonella o en algunor casos de infeccifn

por Shigella en los que el niimero de microorganismos puede ser de

tan solo 200 por gramo de heces, en comparacibén con leg cantidadea_
masivas de Escherichia coll u otros bacilos entéricos que pusden
llegar a 109 por gramo da heces o wéa.

Loa caldos de enriquecimiento actdan sobre 1ls base del princ:l;_
plo de que la flora entérica normal $e mantiene en la fase de retar
40 del desarrollo, mientras ocue las eapecies de Salmonella y Shige~

11la son desinhibides y entran en una fase logaritmica normal de cre

eimiento. Por lo tanto, se recomienda el subcultivo del desarrello
obtenidoc en el caldo de enriguecimiento en uno de los medios selec—

tivos a las 18 horas de imcubacidn.

Loz caldos més comunmente utilizados sons
Caldo Selenito.

Caldo Gram Negativo.

Caldo Tetrationato.

Debido a8 los distintes inhibidores utilizedos, estos caldos
fieren en su selecti§idad ¥ splicaciomes especi{icas, {5 25 ).
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Ios caldos Selenito y Tetrationato son méds inhividores del de-
sarrollo de Egcherichia coli y otros bacilos Gram Negativos entéri-
cos que el caldo Gram Negativo, por lo que se utilizan para el ais—
lamiento de especies de Salmonella o Shigellas de muestras fuertemen

te contaminadas talea como heces o aguas cloacales, en las que pue-
de ser aconcejable un indculo abundante. Sin embarge, el c¢aldo ---
Gram Negativo se utiliza con mayor frecuencia en laboratorios clin&
cos, pues es menos inhibidor del desarrollo de muchas de las cepas
mée exigentes de Shigella.

El enriquecimiento de muestras fecales en caldo Gram Negativo
durante 4-6 horazs y subcultivo en agar XLD, es 1la técnica éptica pa
ra el airlamiento de Shigella en casos sospechosos de desenteria ba
eilar, (5, 25).

b) CLASIFICACION,

Ia clasificacién de las enterobacterias esth basada inicialmen
te en la determinacién de la presencia o ausencia de diferentes en—
zimas codificadaa por el material genético del crosoma bagterianc,

Estas enzimas involucradas en el metabolismo bacteriano pueden
ser evidenciadas en medios especimles usando técnicas de cultivo —--
?in vitro" en los que el sustrato sobre el -que actfan las enzimas,_
se incorpora junto con un sistema indicudor que pone manifiesto la
degradacifn del surtrato o la presencia de un metabolito especifico,
(4, 45).

A pesar de usar losmemos principios blsicos, existen diferen—
tes c¢lagificaciones de la familia Entercbacteriaceae:

a) La pi‘opuesta en 1975 en la Bva. edicidn del Bergey's Manuel”
of Determinative Bacterioclogy. BEn esta las especies se integran to
mando en cuenta 1lis principales reacciones bioquimicas. {Cuadro 1).

b) Clasificacibn de Kauffman. Se basa principalmente en las _
reazcciones bioquimicas, serologia y en algunos casos mediante fago—
tipia. (Quadro 2).

¢} Clasificacién de Edwards y Ewing. Fn ella se agrupan los m.x_.
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embros de la familia en géneros, especie y biotipo sobre la base_
de sus semeja.ﬁzas morfoldgicas, bioquimicas y genéticas. Toma en_
cuenta las pruebas bioquimicas, sensibilidad a bacteriofagos espe
cificos, uso de antibiogramas y estudios en la hibridacién del DNA
de las bacterins. Siendo ésta la més usada. (Cuadro 3) (13,24,45).

d) Clasificacién del Centro de Control de Enfermedades (C.D.
Ce)s

Es la mis reciente clasificacifn, la cual incluye algunos cam
bios en la taxonomia y nomenclatura de algunos organismos. Se basa
en los parlmetros fenotipicos, la transferencia de genes a traves .
de los plésmidos y técnicas de hibridacién del DNA. (Cumdro 4) (24,
45). .
CUADRC 1 MANUAL DE BERGEY (8ya. ed.) 1975.
FAMILIA: ENTEROBACTERIACEAE.
Género I: Egcherichia.

Bapecie: E. goli.
Géneroc IT: Edwarciella.
Especie: E. tarda.
Género ITIXI: Citrobacter.
Eespecies: C, intexrmediusg.
C. freundii.
Género IV: Salmonella.

Especies: + cholerae-suis.

- typhi.

. enteritidis.

@ v a0

8. arizonag.
Género V: Shigella.
Especies: Sh. dysenterise.
sh. flexneri.
Sh. boydii.
Sh. sonnei.
Género VI: Klebsiella.
Egpecies: K. pneumoniae.




K. ozaenae.

K. rhinoescleromatis.

- Género VII: Enterobacter.

Especieas E. gloacae.
E. agrogenes.
Género VIII: Hafnia,
Bspecies: H. alvei.
Género IX;: Serratia.
Especies: S. marcescena
S. liguefaciens.
Género X: Proteus.
Especies: P. vulgaris,
P. mirabilis.
P. morganii.
P. retgperi.
P. inconstans,

Género XI: Yersinia.

enterocolitica.

Y.
X. gseudotubercnlosis.
Y. pestis.
Género XIX: Erwinia.

Ezpeciess

Especiest E. herbicola.



GUADRO 2 CLASIFICACION SEGUN KAUFF MAN

Tribu . Género

a) Bscherichise 1. Escherichiea
II. Shigella

IXII. Salmonells

IV.-Citrobacter

v) Klebgielleae 1. Klebgielle
II. Enterobacter

111, Hagnia
IV. Serratia

c) Proteae - : 1. Proteus

II. Morganella
IIT. Rettgerella
IV: Providencia.

1972.
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CUADRO 3

PAMILIA ENTEROBACTERIACEAE.

Tribus Géneros.
1.~ Escherichiae o Escherichia
’ Edwarsiella

Citrobacter
Salmonella
Shigella
II.- Klebsiellae Klebsiella
: i Enterobacter
Hafnia
Serratia
III.~ Proteeae Proteus
. Providencia
IV.=- Ygrsinieae . . Yersinia
V.- Erwiniae Erwinia

Sacada del Manual de Ewing (1972)
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CUATRO 4
Tribu Géneros Especies Cambios Adiciones
I.-Escherichiae Egcherichia coli
Shigella dysenteriae -
flexmerii
sonnei

II.-Edwardasiellene Edwardsiella tarda
III.-Salmonellese Salmonella choleraesuis

Arizona hinshawii

Citrobacter freundii C.amalo~
naticug

IV.-Klebsiellegp Klebsiellg pneumoniae K.oxitoca
ozaenae

rhinoscleromatis

Entergbacter aerogenes E.saka —
Zﬂ.{

hafniae Hafnia alvei
Seryatia marcescens

liguefaciens
rubidea

V.~Pratonae Proteus mirabilis

rettgeri
(biotipol~4 Providencia

rettgeri

{biotipo 5) Providencia
atuartii

morganii Morganella
morganii




Providencia alcalifaciens
: Stuartii
VI.~ Yersinieae Yersinia pestis Y. inter
) media.
pseudotubercﬁlosis Y.frederick
R senii
enterocolitica Y.ruckeri

VII.- Erwiniese Erwinia

Pectobacterium

Tomado de Bremner y col (1977)
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c) PIEBRE TIPOIDEA.
La fiebre tifoidea se c¢lasifica en el grupo de fiebres entéri—
cas de las cuales es la més estudiada. Este grupo.de enfermedades _

puede ser oroducido por cualauier organismo del grupo Salmonella pe

ro las especies més frecuentes son; S. typhi, S. paratyphi, S. chot
milieri, S. hipachfeldi.

La fiebre tifoidea es producida especificamente por S. typhi._
La via de transmisién es a traves de aguas o alimentos contaminados_
o por medio de otros mecanismos como mosca, mariscis, etc. Siempre__
ge establece la relacién directa o indirecta con un enfermo agudo o
portados asintomAtico para que se presente la enfermedad.(14,26).

Es una enfermedad aguda y febril que se presenta Ynicamente en
el hombre, quien es a la vez el iinico reservorio conocido. Se carag
teriza por fiebre elevada continua, cefales, malestar general, ano-—
vexia, mialgias, escalofrfos, dolor abdominal, esplenomegalia y leu

. copenia,

Es de curso prolongado y severo, aue puede propiciar complica-
ciones graves como sangrado de vias digestivas alta, perforacién in
testinal y coagulacibn intravascular diseminada entre otras.

21 diagnéstice presuntivo se puede establecer por datos epide~
miol6gicos! ‘cuadro clinico y parlmetros de laboratorioc y el defini-
tivo se establece al aislar S. typhi, en mielocultivo, coprocultivo
o cultivo de roseola. (ver peg. 25).

El tratahento especifico es a base de cloranfenicol aungue se_
ha demostrado resistencia a esta droga por varios serotipos de § Ty
phi en porcentajes variables de casos y especialmente en brotes epi

démicos.
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FUNDAMEHTACION,

Bl sfndrome diarreico es una manifestzcidn elinica de una pato-
165‘.{& extensa y variada cuyo origen en México se encuentra asociado_
en la mayor parte de los casos por agentes bacterianos ya sea de ma-
nera aislada o bien mediante una mezcla de 1los mismos, ( 33).

Entre los agentes bacteriznos que se nan referide como nroducty
res de diarrea se puede mencionar; Escherichia coli, Salmonella, Shi

ella, Proteus y Klebsielle, (37).

Segin los informes de la Organizacdn Mundial de la Salud las -
gastroenteritis constituyen la principal causa de muerte en los pai-
ses de desarrollo, representando en términos generales entre el 20%_
¥y el 30# de la mortalidad en estos paises. En América lLatina las ta-
sas de mortalidad por enteritis oscilan entre el 40% y 45%, lo que _
revela la gran diversidad de los niveles socioecondmicos, (38).

Bn México, las gastroenteritis son uno de los principales moti-
vos de consulta y de hospitzlizacidn, ocupando en la actualidad el _
segundo lugar entre las causas de muerte 2n la Repdblica,. Su frecuen
cia se ve aumentada en medios mal saneados y en poblaciones con des-—
nutricién prevalente; predominando en los lactantes, sobre todo du -
rante los primeros meses de vida y disminuyendo la frecuencia en for
ma paulatina hasta la etapa final de la edad preescolar. En edades _
posteriores su incidencia es mAs esporéddica. (38)

£1 hudsped y el reservorio principal es el hombre, la fuente de
infeccidn m&s frecuente son las deyecciones fecales.

Los mecanismss de transmisién son a través del agua y bebidas _
con meterial fecal (ciclo largo), o por contacto directo a través de
las manos (ciclo corto). El microorganisme durard todo el tiempo que
se elimine por las heces, lo cual acontece desde unos cuantos dias,
hasta varias semanas, (34).

El diogndstico de gastroenteritis es relativamente féecil, La =
presencia de diarrea aguda casi siempre indica la existencia de in -

feceién entdrica. La comwrobacifén de un agente infeccioso enteropatd,
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geno 36lo se puede hacer mediante estudios de laboratorio, el cual
es4t4 indicado en las siguientes circunstancias:

-En los recién nacidos, en nifios con desnutricidn avanzada o_
en pacientes con inmunodepresores.

-En presencia de evacuaciones mucosanguinolentes.

-En presencia de complicaciones graves,(34).

El exémen de laboratoris utilizado es el coprocultivo poxr el _
aue se logra identificar las bacterias enteropatdnegas, disponiendo
gse de tres tipoe generales de medios; 1) de aislamiento primario,

2) de aislaménto selectivo y 3) caldos de enriquecimiento,(25).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA,

Actualmente se emplean més de dos medios de cultivo para el —
dimgnéstico de infecciones gastrointestinales bacterianas en la rea
lizacibn del coprocultive, lo cual oryigina un mayor gasto de mate -
rial y tiempo en el diagndstico de dichas infecciones provocando a_
su vez un incremento en €l costo del andlisis. Uste afecta en gran_
forma al paciente, el cual debe esperar el reporte del resultado -
del anfilisis por el laboratorio para posteriormente recibir el tre-
tamiento adecuado.

Ahora bien, a esto se suman los resultados falsos negativos que
se pueden obtener, debido a la selectividad de los medios o a la ba
ja proporcién de patdgenos con respecto 2 la flora normal que los
enmascara.

Por lo tanto es necesario optimizar el andlisis con el uso de un
s0lo medio de cultivo selectivo y diferencial, oue reduzca de esta_
forma el trabajo, tiempo ¥y costo en la realizacién del anilisis con
un buen mergen de seguridad.

En la E.N.E.P. Zaragoza se ha desarrollado un medio de cultivo
que tiene una buena diferenciacién pero le [alta colectividad por _
1lo nue se pretende cptimizarlo aumenthndo sus caracteristicas dife-

renciales y selectivas.
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OBJETIVOS.

Reformular un medio selectivo y diferencial ﬁara- el diagndsti-

co de irifecciones gastrointestinales.

Reducir costo para el diagnéstico de dichas infecciones bacte-

rianas.

Disminuir el tiempo para la identificacién de bacterias entero-

patégenas.

Realizar un estudio comparativo del medio de cultivo modificado,

con respecto a los medios comunmente utiligzados.



HIPOTESIS DE TRABAJO.

Al aumentar la selectividad y la sensibilidad diferencial
del medio de cultivo se podrad identificar presuntivamente y de _

manera ripida el sgente etiolbgico bacteriano de infeceidn gas

trointestinal, reduciendo de este modo el trabajo, tiempo Yy cos-

to del anfilisie.

30



MATERYAL
VIDRIO.
Caja petri de vidrio.
Cubreobjetos.
Frascos de boca ancha con tapa de rosca de 1 1lt.
Frascos goteros de 60 ml.
Matraz aforado de 1000 ml.
Matraz aforado de 250 mi.
Matraz aforado de 100 ml.
Matraz aforado de 50 ml.
Matraz Erlenmeyer de 10Q0 ml.
Matraz Erlenmeyer de 250 ml.
Pipetas greduadas de 1 ml.
Pipetas graduadas de 2 ml.
Pipetas graduadas de 5 mY.
Pipetas Pasteur.
Pipetuas serolbdgicas de o.1 ml.
Pipetas serolbgicas de 0.2 ml.
Portaobjetos, )
Probeta graduada de 100 ml.
Termémetro de -10-200°C.
Tubos de ensayo de 13 X 100,
Vasos de precipitado de 500 ml.
Vasos de precipitado de 100 ml.
Vasos de precipitadc de 50 ml.

DIVERSOS.

Algoddn.

Asa y portaasa bacterioldgica.
Gasa.

Gradilla para tubos de ensayo.

31
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Guantes de asbesto.

Guantes de cirujeno.

Higopoa estdriles.

Marcedor de tinte permanente.

Masking tape.

¥echero Bunsen.

Pepel pH.,

Tela de alambre con asbesto.

Tripie metdlico.

EQUIFO.

Agitador magnético para tubos de ensaye VORTEX GENIE mo-
delo K 550/G.

Autoclave

Balanza anal{tica METLER modelo H 80.

Balanza granateriao CHAUS modelo FLOHAM PARK..

Contador de colonias SOL/BAT modelo No. 432.
Bapectrofotdmeto BAUSCH AND LOME modelo ESPECTRONIC 20.
Encubadore MAPSA modelo EC-334

Microscopio AMERICAN OPTICAL modelo ONE TONB.
Refrigerndor MABE modelo SPAGE LINE.

SOLUCIONES 'Y HEACTIVOS.

Solucién de Kovac.

Lactosa, Sigma. (Reactivo analftice).

Urea. Sigma. (Reactivo analitico).

Citrate de sodio. J. T. Baker {(Reactivo analitico}.
Sulfate férrico amoniacal, J. T, Baker (Reactivo analitico)
Tiosulfato de sodio. J. T. Beker. (Reactivo analitico).
Agar bacterioldgico. Bioxon.

Peptona de caseina. Bioxon.

Extracto de levadura, Sigma.

COLCAMNTES «

Cristal violeta. Merck.
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Safranina. Merck.

Rojo de fenol. Merck.

MERIOS DE CULTIVO.

Caldo BHI {BIOXON).

Agar Fosina Azul de Metileno (BIOXON).

Agar Salmonella—Shigella (BYOXON).

Agar Verde Brillante (BIOXON).

Agar-Agar (BIOXON).

DISOLYENTES.

Acetona J. T. Baker. (Reactivo 'anallitico)

Alcohol etflico absoluto J. T. Baker. (Remctivo analftico)
Agua destilada

Agua estéril

MATERIAL BIOLOGICO.

Cepa pura de Salmonella entérica subespecie entérica gpo.B.

Cepa pura de Shigella flexneri.
Cepa pura de Escherichig coli

Cepa pura de Klebsiellp pneumoniae.
Cepa pura de Proteus vulgarig.
Cepa pura de Proteus mirabilia.

150 pacientes nifios menores de 5 afios, con diagn$stico de

sindrome diarreico.
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METODOLOGIA.

MEDIO BASE:

Agar ‘1.5 g
Peptona de caseina 1.5 ¢
Lactosa | 1.0¢g
Tiosulfato de sodio 0.8 g
Sulfato férrico amoniacal . 0.12 g
Citrato de sodio 0.44 g
Rojo de fenol 0.02 g
Urea 2N 3.5 ml/ SO0 ml.

Agua destilada c¢.b.p. 100 ml

ETAPA I EVALUACION DE LA CONSISTENCIA DEL MEDIO BASE.

Se procedid a evaluar la consistencia del medio base, utilizan-
do ager, peptona de caseina y extracto de levaedura a concentraciones
e inoculands cepas de Escherichia coli y Salmonella grupo B para ob.
tener un soporte de crecimiento adecuado.

Los reactivos que se incorporaron al medio fueron:

Lactosa.

Urea.

Tiosulfato de sodio.

Sulfato férrico amoniacal.

Citrato de sodio.

Detectandose lo siguiente:

1) Permentacidén de lactosa; observando un cambio de pH por la produc
cidn de Acidos es decir una disminucién de pH.
2) Hidrolisis de la urea; produciendo una alcalinizacién y un aumen-
to de pH en el medio.
Nota: le urea debe adicionarse en solucidn estéril, una vez que
el medio ha gido esterilizado pura evitar que se hidrolize. .
Se adiciond un indicador de pH (rojo de fenol) pera observar la

utilisz~cidén de los metabolitos Urea y Lactosa.
3) La produccibn de H,S.
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Para observar la diferenciacién metabblice se utilizaron las

siguientes cepas:

CEPAS Lactosa Urea H,8
Hacherichia coli + - ) -
Salmonella grupo B - -
Proteus wvulgaris - +

ETAPA II1 SELRCTIVIDAD DZL NEDIO,

Se le did selectividad al medio con respecto a las bacterias_
enterovatdgenas.

Se colocaron diferentes concentraciones de inhibidores de bac—
terias Gram positivas y se valord su selectividad en forma indivi -
dual asf{ como en mezcla.

Los inhibidores aue se utilizarqn fueron los siguientes:

Taurilsulfato de sodio.

Crista} violeta.

Bisulfito de sodio.

 Les cepas inoculadas fueron las siguientes;

Staphylococcus aureusg (Gram positivo).

Escherichia coli. (Gram Negativo)}.

Proteus vulgaris. (Gram Negetivo).

Salmonella grupo B. (Gram Negativo).

ETAPA IV ESTABILIDAD.
a) Lectura.
b) Almacenaje.
a) Lectura.- Se inoculdé en el medio final cepas puras de Sel—

monella grupo B, Escherichia ¢oli, Proteus vulgarig, Klebsiella .-

Eneumoniae,r Shigelle flexneri, y se tomaron lecturss a diferentes_
intervalos de tiempo que van desde las 12 horas a las 24 horas a _

partir de 1la inoculacién. Con el fin de observar buen desarrollo y

diferenciacién metabblica.



b) Almacenaje.—- Se colocaron lotes del medio final.a tempern
ture de almacenaje de 4°c probando los medics ceda tres dias, com
parando las carscteri{sticas diferencinles de las cepas de referen
cia.

ETAPA V ANALISIS DE 150 MUE TRAS EN EL NEDIO PINAL.

.Se analizaron-150 muestras provenientes del Hospital Pedid -
trico de Ixtacalco y del ILaboratorio de AnAlisis Clinicos de la _
Eacuela Nacicnal de Estudios Profesionales Zaragoza Campus I, per
tenecientes a nifios menores de 5 afios, los cuales tenfan un dimg-
néstico de Sindrome diarreico, utilizando el medio final asi como
los medios comerciales de rutina en un coprecultivo (E.M.B., V.B.
ss.) .

ETAPA VI ANALISIS DE COSTOS.

Se realizé una investigacién acerca del precio de los dife —
rentes medios de cultivo {SS, ¥y el medio formulado), tomando en _
cuenta diversos proveedores. Se sacd el precio promedio por litro

de med?o para compararlo c¢on el de SS.

36
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RESULTADOS .

Cada uno de los resultedos reportados estan dados con respecto
al nfmero cue se le ha dado en el apartado correspondiente en la me
todologia.

Los resultedos a continuacion exvresados se dan bajo la siguien
te relacidns

- = mnegativo, sin crecimiento,
=/« = crecimiento escaso. »

+ = crecimiento bajo.

++ = crecimiento moderado.

+++ = buen crecimiento.

¢ = Diferencincién metabblica negativa.
b = Diferenciacifén metabflica moderada.

a = Diferenciacidén metabdlica positiva.



RESULTADOS.
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ETAPA I EVALUACION DE LA CONSISTENCIA DEL MEDIO BASE.

MEDIO I,- Se utilize veptona de casefna 1.5% y extracto de le-

vadura 1.0€ solos y mezclados con el fin de obtener un soporte de =

crecimiento adecuado.

A B
Agar 1.5%, 1.5%.
Peptona de casefna 1.5%. 1.5%.
Extracto de levadura 1.0%. —
CEPAS: A B
Escherichig coli. +++ e
Salmonella grupo B. +++ e

++

++

MEDIO 2.- Se varfa 1la concentracidn de peptona de casei{na en _
los medios 2B, 2C, 2D. Al medio 2E se le ndiciond extracto de leva-

dura y en el medio 2F, se hizo una mezcla de peptona de cageina y _

extracto de levadura.

. A B c D B
Agar. 1.5% 1.5%6 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de casefna - - 1.06 1.56 2.0% ——
Extracto de levadura - ~— - - - - - - 1.,0%

F
1.5%
1.54
1.0%
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CEPAS
Escherichia coli - Lo ++4 +++ ++ 44
Salmonella grupo B - -4+ R +++ *e ey

ETAPA II DIFERENCIACION METABOLICA.
MEDIO 3.~ Se procede a afiadir lactosa en diferentes concentra-—
ciones en el medio 2C obtenido en la etapa anterior, se adicion$ o

jo de fenol como indicador.

A B c D B
Agar. , 1.5 1.5 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de caseina. 1.5% 1.5% 1.5% 2.5% 1.5%
Rojo de fenol 0.02% 0,026 0,02¢ 0.02% 0,028
Lactosa O.3% 0.6%6 0.9% 1.2% 1.5%
CEPAS A B . c D E
Escherichis coli. -] . b a a ]

Salmonella grupo B c b a a b
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MEDIO 4._ Ahora se varia la concentracidén ge urea como otro_
metabolito utilizando una solucidn acuosa estéril al 40%, tomando

como base el medio 2C.

A B c D E P ¢
Agsr, . 1.5%  1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de
caseina. T 1.5%  1.5%  1.5%  1.54 1.5% 1.5%  1.5%

Rojo de fenol 0.028 0.02% 0.02% 0.02% 0.02% 0.02% 0.02%

Urea. 0.0% 0.1% 0.2% 0.4% 0.6% 0.8% 1.0%
CEPAS
Egcherichia coli e b a a c c c

- + 4+ + - -
Salmonella grupo B ¢ b a a c c c

- + 44+ At + - -

. A partir del medio 2C, se preparsron los siguientes
medios varinndo las concentraciones de tiosulfato de sodio, citraoe.
to de sodio, sulfato férrico amoniacal, utilizando las sivg\'aientea_
concentraciones con el fin de obgervar la produccidn de HZS'

Tiosulfzto de sodio 0.8%
Citrato de sodio 0.44%

Sulfato férrico amoniacal 0.124
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MEDIO 5 I. Variando las concentraciones de tiosulfatoc de sodio
¥y manteniendo constante las cantidades de citrato de sodio y sulfa

to férrico amoniacal.

A B c D
Agar. 1.5%6  1.5%  1.5% 1.5%
Peptona de caseina. 1.5% 1.5% 1.54 1.5%
Citrato de sodio. 0.44% 0.44% 0.44% 0.44%
Sulfato férrico amoniacal 0.12%  0.12%6 0.12% - 0.12%
Tiosulfato de sodio i 0, 4% 0.6% 0.8% 1.0%
CEPES
Bgcherichiy coli. a a - a a
Escherichia coili a a a a

Salmonella grupo B. b a a B
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MEDIO 5 Il. Variande ahora la concentracidn de citrato de so-—

dio y manteniendc constante sulfato férrico amoniacal y tiosulfato

‘de sodio.
) A B c D

Agar. 1.5% 1.5% 1.5%  1.5%
Peptona de caseina 1.5% 1l.5% 1.5% 1.5%
Sulfato férrico amsniacal 0.12%6 0.12% 0.12% 0.12%
T:I.osuifato de sodio 0.84 0.8% 0.8% 0,84

 Cityrato de sodio.. 0.36% 0.44% 0.52% 0.60%
CEPAS A B [s] D
Bacherichia coli . a a a " a
Proteus vulgaris. ’ a a a a

Salmonella gxupo B. a e a a.
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MEDIO § III. Variar la concentracidn de sulfato férrico amonia-

cal 'y mantener constantes las centidades de tiosulfsto de sodio y ci

trato de sodio. .

A
Agar ., 1l.5%
Peptona de caseina. o 1.5%
Tiosulfx=to d;a sodio. 0.8%
Citrato de sodio. ’ 0.44%
Sulfato férrieco amoniacal. 0.08%
CEPAS ) A
Escherichia 21_1. ) a
Pro't‘eus vulgaris. a
Salmonella grupo B. a

B
1.5%

1.5%
0.8%
0.44%
0.10%

1.5%
1.5%
0.8%
0.44%
0.12%

c
a
a

a

D
1.5%

1.5%
0.8%
0.44%
0.14%

D
a
a

a

De las cantidades obtenidas de los medios anteriores ( 5 I, § 1I,

5 II1) se procede a variar las concentraciones nuevamente de tiosul-

fato de sodio, citrato de sodio, sulfato férrico amoniacal con el

fin de optimizar 1a deteccién de HZS'
Tiosulfato de sodio 0. 60%
Citrato de godio 0.44%

Ssulfato férrico amoniacal. 0.10%




KEDIO 5 IV.

Agar
Peptona de cageina

Citrﬁto de sodio.

Sulfato férrico amoniacal.

Tiosulfato de sodio.

CEPAS
Escherichia coli
Proteus vulparis

Salmonella grupo B

Variando las concentraciones

de tiosulfeto de
(9] D

1.5% 1.5%
1.5% 1.5%

0.44% 0.44%
0.10% O0.10%
0.60% 0.80%

c D
a a
a a
a a

44
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HEDIO 5 V.- Variando las concentracisnes de citrato de sodis.

Agar, 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
FPentona de caseina. 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Tiosulfato de sodio 0.60% 0.60% 0.60% 0.60%
Sulfato férrico amoniacal. 0.10# 0.10% 0.10% 0.10%
Citrato de sodio. 0.38% 0.40% 0.42% 0.44%
CEPAS

Ezcherichia coli. ‘ b a a a
Proteus yulgaris. b a a a

Salmonella grupo B. b a a a



MEDIO 5 VI.- Variando las concentraciones de sulfato

amoniacal .

Agar

Peptona de caseina.
Tiosulfato de sodio.
Citrato de sodio

Sulfato férrico amoniacal

CEPAS

Escherichia ¢oli.

Proteus vulgaris.

Salmonella grupo B,

[ S

B
1.5%

1.5%
0.60%
0.44%

0.074

[o]
1.5%

1.5%

0.80%
0.44%
©,08%

1.5%
1.5%
0.60%
0.44%

0.09%

46

férrico

B
1.5%

1.5%

0.60%
0.44%
0.10%

&
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KEDIO 6.- Ahsra mezoelamss las cantidades adecuadas gque sSe en-

.contraron en los medios anteriores { 5V, 5V, SVI,) para observar el

efecto en los cambios de coloracidn del medio al mezclar los metabo

litos lactosa y urea.

A B c D
Agar. 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de caseina. 1.5% 1.5% 1.58 1.5%
Tiosulfato de sodio. 0,60% 0.60% 0. 60% 0.60%
Citrato de sodio. . 0.,40% 0.40% 0.40% 0.40%
Sulfats férrico amoniacal, 0.07% 0.07% 0.07#% 0.07%
Urea. _— — 0.2% 0.2%
Lactosa. ’ —— 0,904  ——— 0.90%
Rojo de fenol. — 0.02% 0.02% 0.02%
CEPAS A B c D
E. coli + B. vulgaris. c -] 1 b
B. coli + S. grupo B a a a a

E. coli +_P. vulgaris 4+ S, gxrupo B

c b L] 1]
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ETAPA III SELECTIVIDAD DEL MEDIO.
Medio 7.- Se utiliza lauril sulfate de sodis en diferentes con

‘centracisnes como inhibidor de Gram (+).

_ A B c
Agar., 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de caseina. 1.5% 1.5% 1.5%

' Tiosulfato de sodio 0.60% 0.60%4 0,60%
Citrato de sodio. 0.40% 0.40% 0.40%
Sulfato férrico amoniacal. 0.07% 0.07% 0,07%
Urea. 0.2% 0.2% 0.2%
Lactosa. 0.9% 0.9% 0.9%
Ro jo de. fenol 0.02% 0.02% 0.02%
Leuril sulfato de sodio. 0.005% 0.01% 0.02%
CEPAS, . A B [o]
Staphylococcus auresus. - = b -
Escherichia coli. - b . 4+ . e
Proteus vulgaris. : vy e b

Salmonella grupo B +4++ + 4+ Fows
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MEDIO H.- Se utiliza cristal violeta en diferentes concentra-

ciones como inhibidor de Gram (+)

Agar

Peptona de caseina.
Tiosulfato de sodio
‘Citrato de sodio

Sulfato férrico amoniacal.
Urea.

Lactosa

Ro jo de fenol

Cristal viocleta

CEPAS
Staphylococcus aureus.

Escherichia coli.

Proteus vulgaris,

" Salmonella grupo B.

A
1.5%
1.5%
0.60%
0.40%

- 0.07%
0.2%
0.9%
0,026

0.0001%

+++

4+

1.5%
1.5%
0.60%
0.40%
0.07%
0.2%
0.9%
0.02%

0.0002%

c
1.5%
1.5%
0.60%
0.40%
0.,07%
0.2%
0.9%
0.02%

0,0004%
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MEDIO 9.- Se utiliza bisulfito de sodio en diferentes concentra

ciones como inhibidor de Gram(+).

A B C
Agar. . 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de caseina, 1.5% 1.5% 1.5%
Tiosulfato de sodio. 0.,60% Q.60% 0.60%
Citrato de sodio. 0.40% 0.40% 0. 40%
Sulfato férrico amoniacal. 0.07% . 0.07% 0.07%
Urea, 0.2% 0.2% 0.2%
Lactosa. . 0.9% - 0.9% 0.9%
Rojo de fenol . 0.02% 0.02% 0.02%
Bisulfito de sodio. 0.005% 0.01% Q,02%
CEPAS ' A B C
Staphylocoecus aureus. i - - -
Escherichia coli. ++ ++ ++
Proteus vulgaris. +4 ey .

Salmonella grupo 8. ++ s +/-
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MEUTO 10~ ﬁna vez obtenida la concentracién de laurii sultato

de £odio como inhibidor de Gram (+), sSe procedio a inocular mezclas

de las cepas puras pPAra observar su actividad.

Agar,
-Peotoria de caseina.
Yriosulfato de sodio.
titrato de sodio.

Sultato férrico amoniacal,
Urea,.

Lactosa.

Ko jo de fenol

Lauril sulfato de sodio.

CEPAS .

'y

coli + P. vulgsris + S.

o]
3
o
o
1]
[
+
o

grupo B

5]
3
[z
0
>

IH
+

g

vulgaris.
E. vulgaria.

vulgaris + S.

i«
"
3
d
°
o
+

I=
.
I3
o
-
-
+

iy
.

1.5%

“1.5%
0.60%
0.40%
0.07%
0.2 :
0.9%
0.0z%
0.005%
A
grupo B + Staph. sureus. ‘a
' a
a
a

grﬁ§o B + Shig. flexneri + K. pneumonisze.



52

MEDIO 11.- Tomando como medic final (MEDIO. 10}, preperzr & me—

dios & los cuasles glgunos contendran exirtcto de levadure y otros -

peptona de caseina, pars obeerver el Swarming de Croteus y 1a pro —
duccidén de H,S. )

i : 2 A . B c p  E F

' Agar 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Peptona de caseina, 1.5% 1.5% —_— 1.5% ——— ———
Tiosulfato de sodio. 0.60% 0.60% 0.60% 0.60% 0,60% 0,60%
Citrato de sodio. 0.40% 0.40% 0.40% 0.40% 0.40% 0.40%
Sulfato férrico amoniacal. 0.07% 0.07% 0.07% 0C.07% 0.07% 0,.07%
Urea. 0.2%8 0.2% 0.2% - - 0.,2%
Lactosa. | 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9% 0.9%
Hojo de femol. 0.02% 0.02% 0.02% 0.02% 0.02% 0.2%
Lauril sulfato de sodio 0.00520.,005% 0.005%% 0.005% 0.005% 0,005%

* Extructo de levadura. — 0.5% 1.0% ——= 1.5% 1.5%

En este medio se probaron: Proteus vulgaris y Salmonella gruno B.

MEDIO PRCDUCCION DE HZS OBSERVACION DE SWARMING.
A +++ -

B +4+ +

c' ++ : +

D + ++

E ++ ++

P ++ 44
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Tomando como medio final agquel aue contiene los2 siguientes com

ponentess
) MEDIO FINAL

Agar

- Peptona de caseina,
Ticsulfato de sodio.
Citrato de sodio

Sulfato férrico amoniacal.
Urea.

Lactosa.

Rojo de fenol

Lauril sulfato de sodio.
Agua destilada c.b.p.

l.58.
1.5g.
0.60g.
0.40g.
0.07g.
Q. 28.
0.9z.
Q.02g.
0.005¢g.
100 m}.



ETAPA IV ESTABILIDAD.

a) Lectura.

CEUFAS,

[3
Escherichia coli. +/=C
Proteus vulgaris. +/-c
Salmonella gruvo B +/-c

Klebsiella pngumoniae. +/-c

Shigelle flexnerd. +/-c
CONTROL.

b) Almacenaje.

CEPAS EDAD DEL MEDTIO
24,y 48 horss,

3 6 9 12

E. coli. 4t HEE T bt
P. vulgaris B T S 2
S. grupo B. B 2 S o e
Sh. flexneri. +++ +++ +++ +++
E e+

. Dneumonige.+++ 44+ s
' CONTROL. - - -

HORAS.

12
+b

+b
+b
+b
+b

16
+b

+b -
+b
+b
+b

++a8

++a

24

+++a

++ra
++48
+++a

+++8

54

EN DIAS (HACIENDO LECTURAS A LAS
PARA OBTERVAR EL CRECIMIENTO)

15
¥

18 21.
i+ A4

RS d +r+

+++ ¥+

24
4+

+4+

+44
+++

++4

27
+++

30

++

++

++

.+

++ -
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Le morfolegfa oue presentan las colonier de las bacterias més
comunes' es la siguiente, de acuerdo con la etapa de estabilidad -
_(almaceraje}.

Las colonias de Escherichia coli nresentzn la siguiente morfo-
logfas son amarillas de aproximadamente 0.5 mm, -circulares, conve -
Xmg, lisas, brillantes.

Las colonias de Proteus son colonias rosas de aproximadamente
0.5 mm, circulares, convexas,' lisas, brillantes.

Las colonjas de Salmonella miden de 0.2-0.5 mm, lancas con cen-—

¥ro negro, es decir con la periferia clara, lisas, convexas, circula

res, brillantes.

Lag colonias de Shigella miden anroximudasmente 0,5 mm, tienen _
un tone blunce, es decir clares, lisas, brillantes, circulares.

Ias colonias de Klebrielle miden aproximademente de O.4~0.6 mm,
lisas, circulares, con&exas, brillantes, tienen un tono Ylenco—ama-
rillento, mucoides.

Iag colonias de Gitrobacter miden aproximadamente 0.5 mm, tie =

nent un color amarillo, lisas, brillantes, un poco plenas, circulares.



BTAPA V ANALISI® DE 150 MUEZSTRAS EN EL MEDIO FINAL.
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Se analizaron 150 muestras provenientes del Hospitul Pediatri

co de Iztacalco y del Laboratdrios de Andlisis clinicos de le

-

N'—

E.P. Zaragoza Campus I, pertenecientes a nifios menores.de 5 afios -~

10s cuales presentaban & la expvloracidn del médico las sipvientes_

car:cteristicas; diarrea de color amarille lfauida, fétida, con mg,

co, 8in o con sandre, pujo, de 12-15 evacuadiones al dfa, abdomen_

globoso, blando, depresible,

algunos con anemia, deshidratacién.

ruidos peristalticos,

sindrome fébril,

Las ordenes médicas para el _

estudio de laboratorio (coprocultive), Indicando como diagnéstico_

#Sindrome Diarreico™

Se utilizé el Medio final asi como los medios comercisles de_

rutina en un coprocultivo (EMB, VB, $S8), y & cada una de las cepas

aisladas se les realizaron las bioguimicas (Citrato, SIM, MIOQ, LIA,

TSI, ).

Encontrando la siguiente frecuencia de los microorganismos

predominantes en los diferentes medios de cultivo fué:

" Bscherichias coli.

Enterobacter serogenes.

Proteus vulparis.
Proteusg mirabilis.
Salmonella grupo B.

Klebsiella oneumoniae.

Citrobacter freundii

Shigella flexnexi
TOTAL.

MEDIO FINAL.

53
20
16
10

37

150

EMB

53
15
10
&
3
8
27
o]

126

VB

53
17
12

10

L.

10l

S8

52

19
10

17

0

113
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ETAPA VI ANALISIS DE COSTOS.

Se renlizé une investigacidn acerca del precio de los diferen-
tes medios de cultivo (SS, VB, EMB, Medio Final), tomando en cuenta
diversos nroveedores. Sacandc el precio promedio por litro,para com

perarlo con respecto # los otros medios comerciales,

EMB 14,500.00 pesas.
VB. 18,170.00 pesos.
55, 14, 600,00 pesos.

Medio Formulado. 8,200.00 peros.
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ANALASAS DE RESULTADOS.

En los dos nrimeros medios se observe cue lz nentona de casei_
na es un elemento nutritivo bésico gue rromueve el desarrollo vacte
riano, suministrando fuentes de carbono y nitrdgeno para el metabo-
lismo bacteriano. En el medio dos se adiciond extrzets de levadura_
Y peptona de caseina a diferentes copncentraciones, encontrands Tue_
el medio m&=z adecuado es el nue contiene peptona de czseiﬂa con unaz
concentracién de 1.5% también a la concentrecidén de 2.0% pero se
eligid la de 1.5% ya que lo aue se desea es optimizar las centida —
des del medio.

Una vez obtenida la conwmistencia adecuada pars el medio, se -
procedis a dar caracteristicas metabdlices, utilizendo la lactosa
que es de gran utilidad par - la diferencizcidén de microorganismos
npatSgenos™ en tracto gastrointestinal ( generalmente no fermenta —
dores de lactosa), de los no patégenos, ayudados con el rojo de fe=
nol al 0.02% que es un indicador Acido-base con un rango de pH de _
viraje (6.4 - 8.2). Encontrendo que con concentracidén de 0,9% como_
10 muestra el medio 3¢ hay una buena diferenciacidén metabdlica.

Otro metabSlito que se adiciond fue la urea, para poder dife =
renciar los microorganismos nue poseen la enzima ureasa, es decir _
aquellos aque tienen la capacidad de hidrolizar ia urea, esto es im-
portunte porque los microorganismos "patégenos" no posee.n la enzima
ureasa.

La produccidén de amoniaco produce alculinidad en el medio pro
vocando un cambio de color en el medio, el cual tiene un color ang
ranjado aue cambia a rosa por diche alcalinided.

Se observd que a concentraciones mayores de urea se inhibe el
desarrollo bhacterisno y nue a concentraciones menores, no hay dife
rencioeién metabdlica.

Encontrando aue con una concentracidn de 0.2% como se observa
en el medio AC, exixte una buena diferencizcidn metatdlica.

Tuce observar la oproduceidn de HZS ge probaron los siguientes

reactivos:
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Tiosulfato de s<dio.
Zitrate de zodion.

Sulfzto férrics amonizeal.
. Obvzervando -ue l: concentrzcidn de tiosulfato de s=udio adecusds

fué de 0.35% yz nue este rrovee una fuente de zzifre gare: la rroduc -

de H_S, com> se osbservd en el xedis 5 IV C.

Parz el -ulfzto férrico amonizesl la concentracidn adecuada fué
0.07% como se observa er: el medio 5 VI B, el cual es el indiczdor de
la groduccibn de H,S, ya sue al rezccionar forma el nrecipitzdo ne -
de sulfcto ferrssc.

Y por dltimo se utilizd citratos de sodio nque corn unz concertra-
cifn de O.4% c.mo se osbserva en el medio 5 V B, cen el cuzl se zsu=en
ta lz sensibkilidzd del medio vara la vroduccién de Ezs.

De los reactivos anteriores se observd jus & concextrzciones
sifuientes también se sbzervabz buena rroducecibn de H,8, pers se to-
maren en cuente las concentraciones minimas a les ‘ue se obtenia una
adecuad= produceién de HZS' debido a2 Jue se tratz de abatir el cos -
to del medio.

I8 preciso mencionar jue cada metabolits y reactivos fusron prg
bados individuaimente primero, para después serimeiorporadss en el me
dio -ue se osbtuvo en la prmers etzpm y se inocularcn mezclas de las_
cepas de referencia carz obrervar el efecto de los cambios de colora
cibén y 1la produccidn de HZS com> ce observa en el medic 6 D.

Una vez -uz e obtuvo una buena diferenciacibn metzoblica se -
procedio a inhibir los Gram positivos.

Sncontrendo nue el inhibidor fué el laurilsulf=co de eodio con_

una concentracién de 0.005%, como se puede osbaservar en el medio 7 A_

¥ a la vez se observa jue el inocular la capa d= Proteug se inhibe
el swarming de é=te.

For otra parte se rretendfa usar extructo de levadura en lugar
de peptona de caseina, pero se Sbeervd ~ue aunjue sumentz la sernsibi

1ided a la produccién de H_ S, tacbién fzvorece el svarming de Frotew

2
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us como se observa en el medio 11P.

Por lo que se tomd como medio final el que contenfa veptona _
de casefna (medioc 11 A).

Mientras que la estabilidad del medis se realizdé durante un _
mes observando resultados satisfactorios, yz que se observd ague re
basa el perfodo de los mudios comerciales, cue es un promedio de -
tres semanas. -

Posteriormente el medio formulado fué comparadso con los medios
comerciales { EMB, VB, SS. ), utilizando muestras clinicas y reali
zando pruebas bio~ufimicas (Citrato, -S1M, 114, ¥IO, TSi.), a las
bacterias aisladas, obazrvando sue ge tiene un aislamiento semejan
te el de los medios comerciales, de acuerdo con los resultados ob—
tenidos. EZncontrando cue el medio formulado puede considerurse de_
mediana selectividad y buena diferenciacidn metabdlica para su uso
con muestras clinicas.

Con respecto al costo del medio de cultive formulado fué com—
parado con otros medics de cultivo comerciales (EMB, VB, SS.) ob -
servando oue dicho medio es més econdmico sue los otrus ¥y que pue—
de ser de gran utilidad en la rutina del Laborztorio para el estu-
dio de Coprocultivo,-en lugar de los mediocs comerciales general -
mente usados ( EMB, VB, SS,) debido a sus propiedades de mediana se
lectividad ¥ buena diferenciacidén metabSlica.
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CONCLUSIONTES.

De acuerd) con los resultados obtenidos se observa qhe existe_
una buena relacidn entre el medis formulado y los medios comercia -
les (°¥B,VE, SS.) como se observd en los resultados obtenidos al rea
1izar lae muestras clinicas, encontrando gue es un medio cue puede
auxiliar para el aicslamiento de bacterias enteropatdgenas causantes_
de enfermedades gastrointestinales como son:

Salmonella; Lactosa ( - ), Urea ( — ), H,8 (+).

Shigellas; lactosa ( - ), Urea ( - ), H,S (-).

Zscherichia coli; Lactosa (+), Urea (-), HQS (-), esta es de -
gran importancia clinica en nifios menores de 2 afios, ya que €5 uno
de los principales causantes de las diarreas.

Fl medio formslado posee les siguientes caracteristicas:

a) Posee urd gran sensibilidad para la diferenciacién metabdlice
de lactosa y urea.

b) Piene mayor sensibilidad para la deteccidn de st que el me~-
dio SS.

e) In!"xihe el swarming de especies de Proteus aumentando su selec
tividad. )

d) El medio puede sustituir a 1os 3 medios usuales,

e) 71 medic puede ser usado para depositar la muestra directa,_
asi como pars la resiembra de los coprocultivos,

f) Se considerz un medio de baj> costo.

£) Posee una estabilidad de 40 dfas despues de su preparacidn.

hn) Permite una identificacién presuntiva del microorganismo pat$
geno en las muestras clinicas.

i) Se sugiere la siguiente metodologia para el uso del medio for
mulado en coprocultivos.
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