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La determinacidén de bacterias coliformes, mediante siembra
directa del agua en medios de cultivo sélidos no ha alcanzado gran
difusién a pesar de las ventalas que reporta este método de examen,
Ello se debe fundamentalmente a la falta de un medio de cultivo sé-
1ido que permita diferenciar con certeza bacterias que fermentan
lactosa con produccién de 4cido y gas, propledad esta dltima carac=-
ter{stica de las bacterias coliformes,.

Las ventajas que se obtendrfan si se dispusiera de un me=-
dio altamente selectivo y desprovisto de accién inhibitoria para
las bacterias coliformes, serfan aprecilables, pues la cuenta de co-
lonias en agar es un método mfs exacto que el de las diluclones su-
cesivas en medio lfquido. Por otra parte serfa posible conocer la
distribucién relative de los distintos tipos coliformes en la mues-
tra, dato que no es posible establecer usando medios liquidos, de=-
bido a la diferencia de velocidad con que desarrollan las distintas
especles,

La rapldez con que se obtienen los resultados finales y
lo innecesario de realizar numerosas diluciones para la siembra,
son otras ventajas adiclonales.

El medio que es obJeto de este trabajo, presenta a nuestro
Julcio ventajas sobre los que se han propuesto para este fin y se
basa en la observacién que el ion fosfato (Ferramola ) (') influye
favorablemente en la viabilidad y reproduccién de las bacterias co-

(1) Cominicacién personal.




liformes, Esta observacién ha sido aprovechada por Lelguarda para

mejorar el medio lfquido de Mac Conkey, incorporéndole fosfato de
sodioy con 1o que se logra disminuir su ligero poder inhibitorio
sobre bacterlas coliformes, sin alterar su alta selectividad.

Las experilenclas se realizaron partiendo de un medio basal |
constitufdo por agar-peptona-extracto de carne-tornasol y lactosa.

Este medlo, desprovisto de sustancias inhibitorias, pudo
ser mejorado notablemente agregéndole una cantidad apropiada de
fosfatos alcalinos, lo que permitid el desarrollo de mayor niimero
de colonlas en siembras con suspensiones puras de bacterias coll-
formes.

Posteriormente, se investigd el comportamiento de agentes
selectivos con el fin de eliminar en lo posible los organismos no
coliformes y finalmente se estudid la influencia de la concentra-
¢ién de los componentes cel medio (peptona, extrecto de carne, lac-
tosa) como también de la temperatura de incubacién. Una serie de
ensayos comparativos, efectuados con aguas de distinto origen per-
mitié comprobar su eficlencila,

El medio definitivo tiene la sigulente composicién: pepto-
na 1 g.y extracto de carne 0,6 ge., fosfatos alcalinos 0,6 g.ytan=-
rocolato de sodio 044 g.y lactosa 1 g., agar 2 gey eosina amarilla
(solucién acuosa al 2 £) 2 ml., azul de metileno (soluc. acuosa
al 0,325 %) 2 ml,, agua destilada 100 ml.

Para la determinacidn de bacterias coliformes en una mues-
tra de agua, se slembra una porcién adecuada de ésta ( 5 ml, 1 ml,

0 el mismo volumen de una dilucién decimal en agua esteril), se




distribuye sobre la superiicie del medio previamente solidificado
en una cala de Petrl y despuds de evaporar el sxceso de agua a
372 Ce4y se incuba durante 48 horas a la misma tempsratura,

Bn el nusvo medio Esch, coll produce colonlas de aproximae
damente 046 cm, de difmetro (48 hs/ a 372 C.), chatas, secas de co-
lor vlioleta oscuro en toda la superficie y con reflejos metilicos,
El jerobacter aerogeneg en cambio, origine colonlas elevadas, mu-
coides, confluentes, de tamafio simlilar al anterior y de color vio=-
leta en el centro, pero blanquecinas en la periferila,

Los tipos intermediarios son de diferencizcidén incierta.

La distints morfologfa que presentan las colonias de Egch,
coll v A. acropenes permite determinar en forma aproximada la dis-
tribucién relativa de estos tipos coliformes en la mucstra examina-
da.

La simplicidad de la preparacién del medio y de la técnice

de siembra son ventajas adiclonales del nuevo medio.




Tosis para optar 21 t{tulo de
Doctor en Clenciasz :aturales

L/' {Z

preasentada por

—BAuilkk HUAMLI Tras. Fasfe: 711

«a1952=




Al Dr, Refll Ferramola todo mi agradeciniento
por el honow que Be ha dispenssdo con su direceién y
acertadas criticas en el transcurso del presents tra-
bajo.

M1 reconocluiento al Seiior Director del
Laboratorio de Ouras saunitarias de la jlacién Dr.
fogelio A. Trelles por su gentilesa al permitir la rea~
ligncifn de esta tesis en dicha depesndencia,




Ia determinacién do bacterias coliformes, medlante siembra
directa del sgua en medios de cultivos aélides no he alcangado gran
difusién a pesar de las vemtajas que reports este nétodo de examen.
Ello se dedbe fundamentalments a la falta de uwn medio de cultive séli-
do que permita diferencler con certesa dasterias que fermentan lacto-
sa c¢on produccién de dcido, de las que lo hacen con produccisn de fei-
do y gas, propledad esta dltima carascterfstica de las bacteries coli-
formes.

Las ventajas que se obtendrian si se dispusiera de un medio
altamente seloctivo y desprevisto de accibn imhiditoria para las bac-
teriss coliformes, serfan apreciasbles, pues la cuenta de colonies en
ageP a3 un método mds exacto que el de las diluciones sucesives on
medio 1lfquido. FPor otra parte serfa posibdle conoecer la distriducién
relativa de los distintos tipos coliformes en la muestra, dato que no
es posible establecer usando mediocs 1{quidos, debido a la diferencia
de velocldad con que desarrcllan las distintas especles.

Ia rapldes ¢on que se obtienen los resultedos finnles y lo
innecessric de realimr numercsas diluciones para la siemdya, son 0=
tras ventajas adiecionales,

El medio que es objeto de este trabajo, presents s nuestro
Juteilo ventajas sobre 1los que se han propuesto para este fin y se ba-
sa en la observacién que el ion fosfato ( Ferramols * ) influye fave-

( * ) Comunicecién personal
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reblemente en 1a viabllidad y reproduccifn de las dacterias colifer-

mes, Lsta observaeiln hs sido aprovechads por leigusrda pars mejorar
el medio 1fquido de Mac Conkey, lacewpardndole fosfato de sodio, con

10 que se logra dismimuir su ligero poder inhibitario sebre bacterias
coliformes, sin alterar su alta selectividad.




Entre los medios sélidos utilisados en el anflisis bacterielé-
gice de sguas geiialamos los sigulentes, que dividiremos en dos tiposs
19) Medice para confirmar la presencis de bacterias coliformes en un
medio de enriqueciniento y £¢) MNedios utilizades pers la sienitrs di-
recta del agua a ammlimar,

19) lsdios confirmatorion
AgsR Endg: S. Endo en 1904 pudblicéd los detalles para la preparecién
de su conocido msdioc destinado a identificar las bacterias del grupo
coli-tifico.

Ia composicién del medio es la sigulente:

Fosfato dipotésico (KjliPOg) 3.5 g.
Peptoma 10.0 g.
Agar 30,0 g.
Agua destileda 1000 ml.
lactosa C.P. 10.0 g.
Facsina 5.0 g.
Solucidn de sulfito de sodio al 10 £ 2,5 ml.
Solucién ds carbonsto de sodio al 10 £ 10,0 nl,

En este medio se cdeerwa que Eagh, gall produce coleanias de
oolar rojo fuosime iridiscentes aientras que A, AErossosg muestra co-
lonias de color rossdo. Sh, drssnkarias y S. pearsthynhi den colonias
rejo péilido ¥y S, typhl colonias incolores,
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-egin Cenung y Thempson las distintas clases de organisnos
del grupo coli-tifico presentan distinto comportamiento on la fermene
tacifn de lactosaj aquellos orgsnismos que fermentan lactosa cou pro-
duceifn de 4cido y de gas son capeces de restaurar el color de la fuee
sina decolorsda, mientras gue aquellos que sélo producen dcide presen-
tan colonias de 46bil colar rojo y las colonias de aquellos organise
moe que no fermentan lactoss permanecen incolores.

Diferentes sutores han sugerido modificaciones a este nedie,
Robinson y Rettger (1916) encuentran que el bisulfito usado como agene
te decolorante da resultados mds satisfactorios que el sulfito de go-
dio y recomienden su adopeidn.

lLovine (1918) propuso una modificacién mediante la cual no
es necesario el sjuste de la reeccifn., ElevS 1z cantidsd de fosfato
de potasio & S g,

El nismo Lovine en 1821 sustituye el fosfato dipotisico per
extracto de carne, 1o que permite cbtener mejores resultados especial-
pente en la diferenciacifn de ciertas especies de las bacterias del
grupo coliforme,

Algunos investigadores usan 1,5 a 2 £ de agar en lugar del
3%; lLevine utilisa 27 en su modificacién.

En los aflos 1024-206-E7 encusatran Genung y Thompson 10) que
el pH del medio no debe ser manar de 7,43 22) que la fucsina debe
standardisarse debido s su variadls capacidad de decaloreciln per el
sulfito de sodio ¥y 39) que 1a difusién del celor en el medio de Fado
es afectada por la peptons conecluysndo qus la psptoms Wite produce
mayor inhibieién pera ls difusién del color, siendo mencs inhibitaria
1a peptona Armour.

N. ¥V, Harris (1025) llegs a igual conclusiln que Gemung al

N J




afirmary gque mejores resultados se odtienen cuando la reaccién del me-
dio varfn entro pH 7,4 a 7,8,

Encuentre que el uso de uns solucidn de 0,28% de sulfito de
30d10 tiene ventajas sodre una de 0,125 5, determinando adenfs que 1a
sensibilidad del redio & 1e lus en la mayorfs de los cascs depente de
1a clase de colorantes usados, considersndo més ventajoso el uso de
colorantes gque contienen una meszcla de pararcosanilims y rosanilina,
en menor grado de la clsse de peptona y por &ltimo las placss que cone
tienen sulfito de sodio al 0,128 £ son mfs susceptidbles & 1la lus que
aquellss que contienen 0,25 £.

Cemn H, J. y Parrow M.A. (1934) standardisaron el medio de
Endo y 1legaron & 1ln conclusifn de que cuzlquier fucsine amoricama es
satisfactoria cuande la mlhms%ym o do 12,8:1,

AZar lactoss Torngsnls En el afio 1917 el * Committes of the American
Public Health Associaticn " recomond$ ¢l sigulente modio de cultive
861140 para bDacterias colifarmess

Agua destilada 1000 ml.
Extracto de carne 3¢
Peptona 8 g.
Agar 12 g.
Lactosa (1 £ ) 10 ml.

7 agregar por cada 10 ml. de agar,1 ml, de solucién estéril de tintura
de tormasol momentos antes de introducirlo en eajas de Fetri.

Heyer (1917) observS que otros organismos adenfs de los colie
formes crecen ffcilmente en este medio y pusdcn llegar a cubrir la su~
perficie de 1la plaea,
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Estos arganismos impiden el creciniento de las becterias co-
1iformes y eamascaran sus reacclones tfpicas dificultando el aisla~
miento de las colonias para su identificacién,

Aconseja entonces Meyer el uso de un agar bisico al 3% como
el de Endo con 1% de peptona, 1f extracto de earne y por cada 400 ml,
agregar 16 ml. de gsolucién de lactosa al 285 y 12 ml, de solucién es-
téril de tinture de tormasol al 8%,

AEAr soaine saul de metilang. Estudios realisados entre los afios 1918-
1021 pernitieron a Levine presentar un medio simple para ser eapleads
en la coafirmecién de ensayos presuntivos de bacterisa coliformes en
anflisis de sgues. La este medio Each.coll preseata colonias cireula-
res plaiss, de centro ascuro de 2 a 1 mn, de didmetro que a 1a lus re-
flejs, miestra un caracteristico brille metélico verdeso aientras que
las de A, S8TORCISE 80n generalmente nfs grandes, convexas con centro
parde y que rarsmente exhiben un luste metflico,

El mismo autor (1943) estudis el efecto de la consentraeién
de los colorantes en la diferenciacién de las bacterias entéricas ¢
indicS 1a sigulente composicién del medio:

Uedio biaico
Agar 18 g.
m 1o [ O
Fosfato bipetfsice

Agua destllads 1000 mnl.
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Ladie diferenciol
A 100 ml. d9l medio désico disuelto agregar
Lactosa (20% solucién estéril) sSm,

Eosina amarilla (solucién acuoss al 2%) 2 al,
(solueidn 30@& al 0,6%) 1,3ml,
( soluciéa scuosa al 0,388%) 2 ml,

Aml de netileno

las ventajas citadas para ol nedio son: 19) la extrema sim-
plicided de preparacisn dol medfio ya que no se requiere ningdn ajuste
de reaccifn, ni filtracién y 29) 1a fécil diferenciacién de los ore
ganisncs Epch, caoll ¥ AASrussass de distinto significade sanitario,

Skinner y Marray (1824) oncontraron que la adicidn de cristal
viclets en la concentracién de 1s 100,000 al medio eosina asul de me-
tileno, inhibe el desarrolle de colonias no coliformes, mientras que
las caracteristicas de Egod, sgli son xds mi&i.

AZGx ¥Mac @opkay: Mac Conkey en el aflo 1008 propusc ol sigulente mee
dlos

Taurecolato de sodio 5 g.
Feptona 20 ge
Cloruro de sodio 5 ge
Agar 20 go
Agua destilada 1000 ml,
Lactoss 10 ge

Rojo Heutro (solue. acuosa al 1%) 10 ml,

En este nedie las bacterias coliferses produeen coloniss eir-
culares rojJo oseurc, modificando el medio quo rodes la colonia de e0=




lar rojo a anarenjado.
Se ha encontrado que con ¢l taurocolato de sodio comercial
se obtienen mgjores resultados que con ¢l producte de gran purema C.P.
Chalmsrs (1928) utiliza el medio Fac Conkey eonteniendo come
indicader 0,069 g. de péirpura de bramocresol por litro. Inculm de 24
8 48 horas a 379 C., vreseatando entonces las bacterias coliformes,
colonias amarillas rodeadas por uns zona de sales de dills rrecipita«

Eedio sintético de Avers v Bupn: En el afio 1918 Ayers y Rupp idearon
un medio sintético simple en el que usaron wna fnica fucnte de nitré-

geno, POg(#ig)Wy, y uma dnice fuente de carbono, lactoss.

El medio tiene la sigulente composicidas Solueién I: POg(my)
Mg 044 §3 POGoK 0,2 §3 Lactosa 1f disuslta en agus destilada.

Solucién IXs 3 % de agar en agua destilada, |

Se mezclan partes igumlos de ambas soluciones y en o1 momens |
to de utllisacién se agregan 0,5 ml.f de una solucién de fucsina bfsi-
ca al 15 ¥ 0,6 ml. £ de una soluciln recientenente preparada de sulffi-
to de sodio, Como este dltimo no llega a decolorar totalmente la fue-
sina, el medio toma color rosado,

Consideran el mejor tiempo de incubacién 48 horas a ws tem-
perature de 302 a 379 C. Un perfodo de inecubacifn mayor favorece el
desarrello de colonias no perteneciaentes al grupo coliforme,

Las colonias eolifarmes son de tamaiio medio, rojas, redeadas
por un anille rojo oscuro, nientras que las no pertenccientes a este J




grupo son generalacnte rosadas o incrloras.

1os autores hacen notar quo 20 @8 perfecta 1la sccifu seleetis
na1mummqﬁrmawummmmm»
mos.

Seflalan las sigulentes vaentajass

a) ipupents exsctitud en la divecta emmcraciln de las bacterias del
&npo eolifarae.

D) Constaneia d¢ 1a composicidn 421 medioc,

e) Freparacifa simple

d) Poco coste.

oP eritroeis 1l _de natileng pOrvars 4o hrows el A un sedie
bfsice corucatn por peptona 10 g.3 KgHPQq 3 gej KigPQg Ou8 g ¥ Agar
20 g.; Salle (1830) incorpors colorantes selectives o indicedoses en
1s siguieits sroporeifas

Eritrostine (solucién acussa al 2%) em,
And &c metileno (soluclin acuoces al 15) 0,2 ml.
Pérparc de bromocresol (sol.alcoh. al X§) 2 mi.

Tobido a la combiluacila de la eritrcsinn y el asul de mstiles
o las colcalas ¢e jachs GOl presentan brille metflice, oo asi las
de L, BUr2cGoal.

Eacha_c0l4 casble el color del plrpure do bremcerescl al anse
ronjade, tomands este dltine color el ager guc rodes s las coloalas,
sicatras que j, RELOENIAA o0 afects el calor dcl indicadar,

Hoack 2.0, (1925) ensuentrs quo el agar 5ellc es poes satise
factorio pars la identificacifa de fagh onil.
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Modificaciones gl pedio de leving (E.A.H.)

Tomando ewnd medio désico el agar eosine, asul de metileno
de Levine 3¢ hon propuesto tres modificaciones para su adopeisn a la
sienbra directa de agues.

i Froneis, Niénert y Etrillsrd (1830) recomie¢ndan el uso ds
un medio sélide semejante vl eosinn arzul de metlleno con al agregedo
de 1 ml, por ecada 100 ml, del medio de una soluciédn de feaol al 8%.

Gehm y Henkelekian (1835) preperaron el medio standard de
Levine pero elevando a 2% 1la conceatracién del agar, para hacerlo nfs
couslstente.

ixtieadon nedlaate una varilla de vidrio acodada 1 ml, de 1la
muestra ( 0 de su dtlucién ) sobre la superiicie del agar. S1in tapsr
1la caja de Petri que conticne el sgar 1l llewmn 6 la estufa a 372 C
durante un2 hors y une vez seca la tapan 0 incuban a 37¢ C durante M
horas.

la contamimneldn ea la estufs es précticanente mala ya que
los coleranites presentes en el medio inhiben el desarrcllo de las bas-
terias del alre que pudieran caer sedre la superficie del agar.

Los autores aconsejon @l recuento de placas que contiensn ene
tre 30 y 100 coloalas y un perfodo de incubacin no mayor de 94 heras,

Este método ha sido particularmente sdoptade para el comtyol
de 1lfqutidos cloaccles my eontaninndes, seflalando que parece posidble
su adaptacidn para aguas de rios no muy infectadss..

Zn 1936 Schulhoff y Henkelalisn obtiencn resultades satisface
torios, cuando el nfircro de bacterias es relativamente reducido, agre-
gande a §0 ml. de 1a muestrn 1 ml. de una suspensién acuces al 205 de
caolin y después Ge centrifugar durante 20 minutes a 2500 PHE. de-
cantan el liquido sobrensdante hasta dejar solo S ml. Lo meselan com J
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el sedinento y slemtran sobre la superficie del sgar eosima agzul de
motileno ( con 25 ager ¥y 1t 120,000 d¢ eristal vicleta).

Azaz ferpociagure citrato: Haséndose en los trabajos de Ayers y
rupp (1818), Koser (1923) y luller (1922); Noble R.t. en 1028 ided

un nmevo medio para la slembra directa de csguas. Eu 1931 con Tonney
F.0. perfccelionaron la férmla llegando s ua nedlo do la sigulento

composicibns
Solueién A (aproximedamente 1 litro)

Sulfito de sodio C.P. anhidro SOging 3.8 g.

Fosfuto monopotdsico C.P. POgkHg 7.5 g.

Fosfato de sodic y amonlo C.P. POgiagliig @Hg0 4544 ge

Agua destilada estéril 7657 wul.
Solucldn de lactosa al 207 estérild 200 ml.
I et 1 6 » .
Solucién de ferrocianmuro do potasio

Pe(CN)gkqy gl al 95 25 ml.

solueiéa B
Solueibn de citrato férrico al 1,33 %.
Para preparar el medio se agrega 10 ml, de 1la solucifn A a
100 al, de Agar " Difco” especial &l 1,76 £ (') se mesela ¥y lusgo se
agrega 3 ml. de la solueida B,

(') E1a "Difco™ especial, es un a preparado segfn las siguien-
mmieaelomdombl:lao .s’amealhsemp“onm
£000 al, de agua destilada durante horas, 5o agita, se descargs el
amynuumumldmmmn.deag\n«sﬁhn.&mi-
ten ostas operaciones hasta sl 4¢ dia, en que se la cantidad de
:mmumumhahcomentmi&ad « Lo prepara-
40 la solucifn se efoctia en ¢l menor ti posible a fin de ree
éueir la ianfluencia desfavorable del calor. P do levado inferie-

res
b 4

no eliminar suficlentements ciertas sales,protabdlemente de
¢ magnesio, que ojercarinn una aceién inhibitoria sodre las bee-
mmwmrimﬂam;odammhmi&dm-
ecante agaTe
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Estos investigadores acouse)an para la lectura de las placas
ol uso de lus indirecta y pars tai fin idearon una cémara especinsl,
presentanio entonces las coloniss coliformes un fondo rojiso en con-
treste con las formas extraias.

Las ventajas que snotan pars este medio son las sigulentes:

18) El fndice coliformc se obtliens en 42«48 horas y es de mayor segu~
ridad que el que se obtiene sembrando ea caldo lactossdo.

£9) El recuento no es interferide por orgaiismos que comumente fere
mentan lactosa.

39) ks superior este medio al de indo o Boaina asul de metileno pare
obtener cultivos puros de Egch, ¢old 6 4, Aerogsnes cuando se
utilim el nétodo de siembra co. estria.

4¢9) BEs fectidble la diferenciacidn de los tipos Egch, €011 ¥ 4. 8erg-
genes baseds en la mpariencis de las colonlas y de un tercer
grupo intermediario (1022),

Tolte y Krazer (1933) indican que el agarferrocianure citra-
to es iopropio para aguss de alta puress, no dando los organisnos dal
grupo coliforme coloniss ceracterfisticas.

Sehmlheff y Henkelekian (1936) sefialan que otros investigado-
mmh.ntaﬂdoéﬁ%melmhukﬁ%%?‘hmumﬂm
macho cuidado en el manejo del agar y es necesaria considerable expe-
rioncis para la diferenciacifn entre el grupe feeel y no feesl.

Como resultado de un estudio cooperative reslimsde en varios ‘
laboratorios se ha conclufdo gue el medio agar ferrvociamuro citrsto
no es adaptable para el uso general siendo s61d recomendable para es-
tudics especlales, habiéndose obtenido un fndice de Lach, coll en este ‘
medio, superior al que se cbtiens con el método Standard ( A repart J
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from the Standerd Methods Committee (1637)

ledio de iapbans Lumdau en 1931 propuso un muevo medio de cultive pae-
ra la deterninacidn del Each, coll eompuesto de agar coadn lactosade
sl que agrega 0,006 £ de fenol} uwsa como indicadores 1 al de roje fo-
nel, 1 wl. de pdrpura s bromocresol y 1 ml, de¢ amil de tromotimel.
Ias colonias se prosentan amarillas sodre el fondo asal del

nedio.

Nedio ds Fleury: [n el mismo afio Fleury utiliss en Francia el siguien-
te medio:

Peptom 30 g.
Clorure de sodio 5 g.
Lactoma 5 g.
Agar 15 g.
Gslatima 60 g.
Agua destilade 900 ml.
Rojo Ceongo 2 g.

Despufs de 2-3 dfas de incubacién s 280-300 C,, lag colonias
de Each, cgll aparesen muy netss en color asul clarc sobre un fende
roje grosella y las de 5, typhi do color rojo oscuro y més pegueias,

Azar 2lis yerde lxillante Jactosnt Hoble y Tonngy (1935) obtuvieren
en base al ealdo bilis lactosa verde brillante el sigulente medic sé=

1ido:

Peptona Difeo 16,5 ¢.
Lactosa C.P. 3,8 g

3o0lucién de bilis dese-
cads al 0,8‘ pifeco 11,8 ml.
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Soluoidn reciante de sulfito de

sodio enhidro C.P. al 10% 4,1 ml.
Solucién de cloruro férrico al 1f 8,9 ml,
Solucién regulsdora de fosfatos 0y9 ml.
Solueién de erioglaucine al g2f 549 ml,

Solucid de fucsina bdsies al 4,288 3,66 ml.
Solucidn de verde brillants sl 0,001f 5,9 ml.
Ager £0,3 g.
Agua destilats 947 ml.

Las dacterias coliformes producen colounlas con centro color
rojo cecure con un hale finanente esbomado gque se destaca sobre ¢l fon-
de asul del medis,

El difmetro del halo es directamente proporcional sl tamaflo
de 1a calonia y varfa desde una delgads lines alrededor de la colonia
hasta 0,45 ma, de espescer,

El diimetro de las colenlas verfa de Oy a 0,8 mm. Ocesiomal
mente durante la incubseifn, el aml del medie sdquiere leves somiwes |
m“ugdnmimatmmmweuo,mmco
periencias, con 1a fdentificacién de las colonias coliferses.

|
|
Agsr_citrate desapreclstos Un nuevo medio de cultivo para el sislamien-
to de las bacterias intestinales patigenes y para ol recuento de las ‘
i

bacterias coliformes en 1la lechs ¥ en el agua fué pudblicedo por lLeifsen
E. (1838).

En este medio las colenias de Egch, coli de origen feeal 0
del sualo son fusrtemente coloreadas y féciles de distinguir de las de
As SATORSNESe Gue 30n Tosadas 0 posesn un centre roje eon ua halo in-
coloro y de las colonias de los no fermentadores de lactose que son J




incolores.

Lo composicifn dol medio es la siguientes

Agun 1000 a1,
Peptona 10 g.
Agar 18«17 g.
Cleruro de sodio 8 g.
Lactosa 10 g.

Citrato de hierro y
anonio 8 ge

Fosfato dipotésico 2 g.
Desoxycelato de sodio 1 g.
RojJo nsutro 0,033 g.
p 793 & 7,6

Madio sintético de Parellis Temando como base el medie 4o Koser<Sime
mons, Perelll C. en 1838 publicd un muevo medio sintético pare la dife-

rencineiln de Sgche gull de A, REXORGDER.

Ia camposicila del medio es 1la sigulente:

Agar 2 g.

Citratoe de sodio 04,26 ge
Agua destilada 100 ml.
Soluciéa de £cido pi-
erico al 1f 0,5 ml.
Selucifn de verde mala-
gaita 21 0,2 £ 2,0 al.
Solucién d4e amul de
dromotinol al 1,58 0y5 ml.

Rachs ¢call desarrolle en esto medio pero sin modificarles
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su color, nientras que el ), ASrigonss presenta colonlas en forma de
gota de rocfo y el medio toma color azul en el lapso de 24 heras a
87 ¢,

Asaz_sitrate rieinoleatko' Littman y Stark (1838) sigutendo el informe
de Stark y England (1038) que fueron los primeros en aplicar el ricie
noleato de sodio (inhihidor para organismos no coliformes) en la deter-
minacifn de bacterias eoliformes en la leche y agus, idesyon un nueve
modio de cultivo incorpordadols dicho componente,

El msdic parc ¢l examen de aguas e8 el aigulente ( pars 100

al.)
Peptona 0s5 go
Citrato de sodio 03 ge
ditrato de sodio Cy2 go
Ricinolegte de sodio 0,1 go
Lactosa 042 geo
Agar 145 go
Leche deanatada ean polve 0,6 go
Rojo neutro 0,003 go
Azul de dromotiwmal 0,008 g.

Pueden distinguirse tres grupos distintos en los organismos
intestingles capaces de producir colonies en el agnr eitrato ricinclea~
to. El priner grupo compucsteo por Eagh, coll, Each. SONMDISE ¥ .
Sybl produce colonias rojas & las 24 horas, que no varfan después de
una prolongads incubacifne

Baoteriss pertenscientes 2 108 gleneros Agrobecter, Solmmne-
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318 ¥ Shisgells eonstituyen 6l segundo grupo que producen on 24 horss
colonias rojas rodeadas por anillos de color asul verdoso ¢ bien son

enteramente agul verdosas, dependiendo de la activided de la calenia
qus produce cazbios en la alealinidad del medie actuando sebre el citry
to de sodio,

A los géeneros Proteus, Sgilatia ¥ Essudencoag pertenscen
los organismos del tercer grups.

Ios dos primervs dan en 24 horas colenias rojes con anillos
asules o bien son enteramente azulest Pseudomonas, es generalmente &~
sul verdoss.

Se caracteriza este grupo por ser marcademente proteclitico,.
1a protooiisis de la caseina es pucsta en evidencia por sonas clares
que rodean la colonia,

AZAr Mag Conkay' Bebudien (1038) después de realisar un estudio come
parativo sobre la deterainacién del nfnero de Esch. ¢ald wtilissndo
Ager lactosa tormascl, igar lactoss Rajo Congo y Agar taurecolate de
Hs (Mac Conkey), recomienda el uso de este dltimo medio.

Modio da Hostettlgr: Hostettler (1941) utilisa en ol anflisis de a-
gua un mecio usade en el andlisis de la loche ¥y cuyos componentes
son los siguientess

Peptona 10 g. por litre
Lactosa 10g. " -
Sales bilisres 1ge " .
Extracto de levadura 5g. " .
Agar 15g. * "
Rojo neutro 0,05 go * L]

Cristal vieleta 0,006 g. ® "




En este medio las colonias colifarwmes bajo la superficie sen
de 1« ma, do difmetro rojas roieadas por una sone rosada formada per
la precipitacida de salss biliares por los fcidos producides durante
1la fermentaeién de la lactosa.

o son coliformes las colonlas rojas, de menocs de 0,5 mm, ds
didmetre y sin halo,

Considera el autor que 8610 debe utilisarse como correcto
el recusnto a las 94 horas de incubacifén, pués una incudecifén nfs pro-
longnda perilte ¢l desarrollo de otros organismos que confunden el ree

cuento,

kedio de Chapogas Bn 1947 Chapman cmple$ un nuevo medio de cultive pae
ra el recucato y diferenciacién del grupo coliferms.
Para un litro de medie los coponentes son les sigulentes:

Extracto de levadura Difco 3 g.
Protecsa 3 g.
Paptona S ge
lactosa 10 g.
Agar 15 g.

Se ajusta ol pH & 6,0 ¥y se agrega 0,1 ml e torgitol « 7 y

2,5 ml, do amul de bromotimol al 1 £. S5e incubda durante £0 horas a

a7e C. }
Eachs call dn coloniss smarillas rodeadas do zonas amarillss,

Asrobacter aerdrcnag da colonias verde-amarilleatas slgo myores que
1as anteriores y eneralzente rodeadas por sonas amarillaes.
Los paracoll y los no fermentadores de lactosa dan colonias

redesdas de zonas azules, Segin el autor los recuentos son 30 £ maye-
Pes que en otros asdios selcctives, J




De acuerde a 1lo expussto en el capftulo I se organizs ol si-
gulente plan de trabajos

1.~ Comparseién de la eficiencia de verios medios sélidos conocldes.
2.« Influsncia del 16n foafato en el agar lsctosa tornasol,

3., Iafluencia de la concemtraclén de peptons y do extracto de carne
en el agsr lactosa tornasel.

4.« Comparacifn del agar lactosa tornasel modificado eon el agar eo-
sina asul de metileno de leviae.

See Acecifn de ageates selsctivos para bacterias coliforamss,
6e= Aplicabllidad del medio para las bacterias coliformes del agua.
7«= Selectividad del medie para les bacterias coliformes.

8.« Ensayos complementarios. Influencia de la tempersturs, de la
congentracifn de lactoss ¥y del agregedo de triptesa.

A contimuacién se detalla las experiencias y los resultados
obtenidos corrospondientes a cada une de los tépicos emmerados.




A fin do poder llegar & obtoner un medio sflido sclective
para las bocterias coliformes y al mismo tiempo 1imhibitorie pava lss
no pertenscientes & este grupo que pudleran encontrarse en cl agua,
inieiamos los ensayos tratandc de encontrar primero uno desprovisto
en absoluto de accién Anhibitorias,

Ello ncs permitirfs deter-iner la concentracién do una sus-
pensifn cualquiera de organismos coliforwmes en ague estéril, eondieién
indispensadls para reslimar cumlquier ensayo coparative, la siemiwe
de una suspeasién de bacterias en un medio séiido comvenlente, es ol
dnlco mitodo aldecuado para evidenciar 3élo las bacterias viables,
paes los mitodos turlidimétricos apartc de sz inemmctitud determinan
tanto 1les organismes vives, como los mertes, inconveniente oste que
también presenta ol mftode de recuento directe en cémmre de Thoma.

5o inleiaron los ensayos cecparando la eficiencis de varies
medics 881lidos conocldom.

Se ensayaron ea un principlo los sigutentes:

1) Agar extracto de carnej 2) Agar lactosa tormmsalj 3) Agar ecsima
azul do metileno (Levine); 4) Agar indoj §) Agar Hee Conkey y 6)
Agar Salle,

La composiclén del agar extracto de carne fuf la uilliseds
para las deter-inaciones de bacterins serobias del agus sagin los wé-
todos do los Am. ‘iater Works Assoe, de B, . ¥y el de Oberms Sanitarias
de la Necidn de nuestro pafs.

Ente medio caitienc 0,8 gof de peptons ¥ 0,3¢.5 de extracte
de carne ¥ 1,5 g. £ ¢e agar. A este medio se¢ le agregd luego 1 g. £
de lactesa y tornasel en ¢/s. pare odtener el medie 2, Ia coupesi-
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eién d¢ los nedies restantes se detalls an el apéndice.

4 partir de cultivos puros de 24 horas en agar extracto de
carce de distintas cepas de_Daghs cQll 7 A SAIOCCORE Se prepareron
suspensiones hosogeneas en agua estéril, realizéndose seruidauente su-
cesivas dllucienes decimales.

A 1l ml, e las diluciones quinta o sexta ( aproxiszadsmente
100=500 becterias) dispusstos en cejas de Petri se agregeron los dis-
tintos medios enseyados fundidos, Cubdicrtes y agitadas las cajas sume
veacate con el fin ds lograr una mejor distribucién de la mucetya fus-
roa incubades & 379 C. on posicisn inveriida, previs solidificsecién
4o los Gedios.

Los r-sultados obtenidos en estos cansayos se detallan en el
cusdro J° 1.




SAL'E

HAC COVEKEY

TG

EAM

Agar lace
tosa Tornas.

Aear
Comun

,8839%

I584ReE

L EEERL

#ERAagA

mwnm...

389g 5

]

' BRREK

3 PEREE

CERERH

ALY

FEidte

LEERE

BEEEINS

CEEET

@m.wmu&

28 /088

Organ!smos

w......

o mw

20 4 78 2 &3

eepe 2

Total




-2 -

Cono puede observarse ¢l agar extreeto de carne y ol ager
lactosa toraersol & pesaer de carecer de agentes inhibidores acusan en
estog ensayos rezultados inferiores a los del medio eosina asul de me~
tileno ¢ ineluso a 108 de los medios restantes.

A fin de me} ias condiciones autritives del agar lsctoe
sa toraasol se han %Mw ensayos, mo'‘ificando su cemposi-
ecifn ea 1a forms que se detalla e continuacidne

2.~ Xaflmegcle del ién fosfato on el sear lactosa tormnsol

antes de modificar la coiceatraci®a de los costituyentes de
este mecloy lavestiganos la influsncia que pudlera tener la presencia
de fosfatos., 75 aeclé: de este 18. es marcadam:ate favorable para e}
desarralle de cicrtos mieroerganiszos y ca ¢l cs30 d¢ las bacterias
coliforucs exlstea aasteccdentes al respecto (Leipgusrda R,, 1041),

Fara e¢llo se reallizaren uns s2ric Je ensayos que consistie=
ron en preparsr agar leetosa toraasol agregado cantidades crecientes
de fosfatcs alcalians. a1 cads une de eatos medios s¢ seubraron suse
pensiones puras de bacterlas coliformes ¥y se hizo el recuento de coleo-
nias despuds de AL horas de incubacifn a 379 C.e

Loz foefatos utilisados fucron el moncpotfsico y el bisédie
co ea cantidades tales que camunicaran 8l nedio un pH 7 y en cuanto a
1a composicidn del medio fuf la indicada aateriormente.

El cusdro K? 2 reune loa resultedos obtenidos en estos ensa-
yos. De cada tipe coliforme se ensayarou 4 cepas ( recién obtenidas
de aguss), las que fueron suspendidas en sgua estéril hasta obtencr
una concentracién de 200700 organismos por ml. aproximadsneate, Th
ml, de ests suspensila se deposits ea cajas de retri y se fué agregan~
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do & cada una el medio correspondlente.

ITWEWIA D LA MEZLA REGULADORA DF FOSPATOS (POgilmp ¢ POgKNp)
SOBRE EL DESARROLLO DE B/CTiRIAS COLIFORMIS, (DCUBe 48 hs.=37¢ C)

Suspensin iﬁ:hﬁ obtenidas en medios con fosfatos en concentrae
de 08 0,25 Op% 0,68 0,85 1,06 1,88 1,48

JEN8 |EEC | Gemy
BesE |Eee | ees
§eep |ewse |Esse
desd |eusd | wews
s38e (3838 | s
BESY |N60 |sem
¥358 |e388 |EsE
yEss |sase |wese

Fusde apreclarse a través de los resultados obtenides en th-
dos estos ensayos que existe evidentemente una aecién estimulante dsl
46n fosfato en el deserrollo de las colenias, Esta sseid: sumenta
con la concentracidén de fosfatos haste llegar a un mfiximo que se apre-
eis cuando ol contenide de fosfatos llsga & 0,8 £ aproximadsmente.

A partir de esa concantracifn, el ndnero de colanias se mane ‘
tiene estacionario, o comlensa a dismimnir ligeranents,

En los eansayos posterlores, se¢ ha mantenico por 1o tanto
la concentracidn de 0,6£ de fosfatos en el medio basal. J




Antes de prosegulr eon 10t ensayss dectiasdos & estudier 1
asctividad de algunocs agoutes solectivos pura las bacterias celifesrmes,
8¢ investigld 1s 1influencia de la cancemtracida de peptons y dsl exe
trecto dol carne.

Las conocsatrecionos utilimndas ¢ 18c cloeyos anterberes
son las qus 7e scostumbean para el agar dsstimedo ol exnmsn sanitario
dol agus, Fueron ousantsdas en wn 1008 came aconsejen Mulge (1917),
Percival (1820), Rogers,Clask y Bvans (1014)) a fin de edtencr un me=
10 nfa onriquacido en mutrientes, ¥y a uns parcifn del medio resultsne
te sc le agrogl 0484 de fosfatos.

los meSlos asf eariguecidos se wtilisron pare efectuar Fe-
cumtos comparstivos con 10a anteriores, esploande € suspeasionss (8
de eadn tipo coliforms) tedas de cepas distintas, ios resultacdos ob-
tenidosy se detallan en ¢l cundro v 3,

L Colsniss odtenides en
Organisno
LeTe{l) AoleTe (2) LolieTe @ Ao
totuies (1) fontates (8)
ml-‘# ue 208 1) Nt
1.sercee 208 ] - $10
a8
. . 18 e e 288
teraediario 1| 132 o288 )
- II] 828 54 L 20
(1) Aagar lsctosa tornescl con 0,81 do peplams § 0,35 de axtyvecto de
ﬂ'ﬂo
(2) Agar lactosa tormsol con 1 $ de peptana y 0,05 de extrecto de

J
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La influencia del aumento de la concentracién de peptona y
del extracto de carne es evidete y por ello en las experiencias poste=

riores se ha manterido esta concentrecién,

4.~ Comparacién del egar Jactosa tormasol modificadogcon el egar
sing a ¢ _meti d ine.

El medio resultante (agar lactosa tarnasol més 0,6% de fos-
fatos) fué comparado enbnces con el agar eosina azul ds metileno de
Levine, que de acucrdo con los prireros ensayos realizados fué el que
mostré menor poder inhibitorio.

Para ello y siguiendo la técnica utilizada en ensayos ante=
riores se prepararon suspensiones de Esche coll y_A, serogepes en a=
gua estéril, que se sembraron en los dos medios,

Los resultados obtenidos se detallan en el siguiente cuadro
(N2 4) donde pucde apreciarse la similitud de los resultados obtenides,
S1 hubiese alguna ventaja serfia en favor del agar lactosa tornasel ean
fosfatos,

CUALRO o 4

0,6% DI FOSFQT(B Y EX AQI\R FQI“TA A/JUL nE METILENO

( 1iCUB.s 48 ks = 3792 C.)

Colonias obhtenidas en
Organismo agar eosina azul spar lactosa tornasol
de metileno con 0,6% de fosfatos
e acGrogenes 132 152
" " 192 193
" " 121 123
n " a7 305
" " 192 201
Esch, coll 37 81
" " 210 210
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Utiligando el medio basal coastituf{de por peptcaa 1 ge; ex-
tracto do carino 0,6 gej fosfato monopotdsico 0,21ge.3 fosfato bisddico
0,39ge ¥ ageT 2 8o # se ensuy8 el agrogado de agaites selsctivos para
las bactsrias coliformes. Lsto e3s neceserio pars inhibir el desarre~
1llo de becterias no coliformes, especialuente esporuladas seroblas que
fermentan lectoss y que abundan en las aguas.

Dos tipos de agcantes han sido los més usados pars este fim
colersates derivados del trifenilmetano y sustancias tenso activas.
Yerios mecdlos de enriquecimiente y do alslaniento pern bacterias colie

formes utilizan estos productos eon resultades wariables, £Ea gencral \
hay dificultad en encontrar sustancilas suficlentenente sclectivas gques
impiden el desarrollo de bacteries ajenas al grupo coliformo, sin ejere
cer simltincemsnte unc aeeiln inhibitoria sobre estas. Do ahf la ten-
doncia en algunos pafses en 2o usar nedios solectivos de enriquecimien=
to para la siestra primaria del agua donde a weces ¢l nfimero de orga= {
alsmos coliformes es reducido, KEstas sustaiclas ticnen en cambio gran
aplicscifa en los medios de aislemiento, donde la siexbrs se efectfa 1
.con gran cantidad dc material,

la propledad de ciertos colorantes de impedir el crecimien-
to do bacterias os en reslidad conoclida desde haee machos ajos cuando
Koch y Uffelman (1891) eacoatraron qus el vicleta do metilo afiadide a
un medie mutritive con gelatine &cida permitis aislar jach, coll sin
el crecimiento de organismos contaninantes.

Churehman (191%2) hall$ que el violets do gencisna era mucho
mfs téxico para los orgaaismos cnu.poauim que pars los Gram negati-

VvOSe
Vesde catonces nmmer¢sos fucron los trabajos pudlicados so-




bre la accida fanibitoria de los colGPuubess

. Churchman reconocisd que en muchos casos el efecto de los co-
lorsates sobre las bacterias ere mfs inhibidor que germicida y que vae
riando las esntiGades de los colorantes se pueden producir: 1) cesacifa
de la cotillidadg 2) inkibiel’sn de 12 reproduccifai 3) susponsifaz 4e la
vitslidads 4) inhidicisa de la esperulacidn.

La aecifin solectivae de los colorantes sigue estrechaments
las caracter{sticas de la coloraci’n d- Cram y estf intimamente asociae
da con el punte 1soeléetrico de los constituyentes de 1la célula dacte
riana,

Rsto as mAs bi~n limitadc para las células Grem positivas
cuyoe puato 1soeléctrico estf alrededor de ua pZ 2 a 3, mieatras que es
mfs anplio pars las cflulas Cram nepgntivas que lo ticaen o un pfi'apro=
zimadamentc 5. Tion= especisl sigaiiicado para loc colornntes dsicos
que son mis activos en medios eleelinos y especi{ficos parzc los orgeaise
mos Gran positivosj mientras que los colorsntes #cidos son nfs actives
en medios dcidos y sobre organismos GCram negatives.

Tan promunciado es el efocto del pH sobre la acelén de los
coloraintes, que toca menifestaciSn do los poderes inhibitorios de los
eolorantes sin mencionar el grado de alcalinidnd o acideg pricticemen-
te esrece de sigaificedo.

Stearn y Stearn (1926) mostraron medisnta una seric de exe
perimentos, el efecto del p!l sobre la toxieldod de los colorcntes.;

. Encontrsren que los coloraatss bdsicos ejercfon myor sesiéa
inhibitoria zobre sl erecimiento a medida quo aumenteba la alcalinidad
del medio, .

Con 10s colorantes fcidos se notd dna secifn inversa, es de-
¢ir que era nés inhibido el crecimiento an medios ufs dcidos.

_
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los colorentes ads utilisséos en 1s pregarecifa de medics
de cultive son los sigulentes:

Jaxdo deillanta: Cate eolorante se uss exteusancnte como sgente seled~
tivo en loo nmediocs bectariclégicos destinadcs o1l exsmen del ague, -
pecialnente an 108 modios cen bills,

‘Pegr y Caldwell (1633) hallaren que 2€ de dDilts de lmey ¥y
13 76,000 de vorde bLrillants era sstisfactorio pere ichibir el creci~
ulento de Cla Malchily organismo frecucate en aguss coatamiasdas.

Salmopalls t¥ohd es mfs resisteate a 1a sceifn dol verds dei-
1laate, DODshler y ilavens (1626) wsaren 2 por ciento de DBilis éde lmey ¥y
18 10,000 de worde brillante pars L1ohidir el desarsollo 4¢ crgsnissce
coliformss en las suestras de naterias focalss. :3ts concertsecifa pae
rece no imhidbir ea absoluto §, tyhi.

Crissal yiclatas &l vicleta do gonciana es la forma izpure del eristel
violeta, al cusl dede sus proplecades dasterisstfticas. imbes formas,
pars ¢ impurs se usen frecuantemcnts como agentes selectivos dacteriocs-
titices,

Como etros colorantes de ls seris dal trifecilzetanc, la cone
ceatrecilfa que n-m/iuusn bectoricstitica depende del medio ea que
son wtilisndoe.

A £in Ge reducir el mimero d¢ falscs resultades positives @e-
bidos & los orgaalsone (ram positivos, s¢ recomiends ea los exfuenes de
sgun agregar el caldo lactozado, cristal viclsta pers ol sasayo de cone
firsaeifn, Cada litro de calde eontiens 0,00343 ge de cristal violets
7 ol pi Gl nedlo se clewn 2 74,

‘Slanets y Rettger (1933) cheervaron Jus las bacteriss fusi-
fornes Oram msgatives son oetadlessnte resistentes al eristal violeta.
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Batos orgsalsmos desarrollun an refdlos que conticnen 1: 2000 de crise
tal violetaj aunque medios que coantienen 1:5000 8 1:20.000 dan ereci-
miento mds abundante.

Cruickshank eucoutré qua Jagts bifidusa ers capeg de tolerar
eoncentrociones de cristal violetas de 1s 100,000 y que wa concontra=
eiba de 1: 1,000,000 bejo las mismas condicienea inhibia completamen-
te ol 3tanh.0uFSRd. En tanto Chapmen y derens (1935) obgervaron que
cepss téxicas del Siaph. aurems crecian en ager lactosa protecsa con-
taxtendo cristsl vicleta en una coacentracifn de 1: 300,000, Siendo
ambos organismos Grem positiveos, esto indicaria que otros factores ade-
nfs de la reaceidn de Gram influyem en la suseeptidilidad de las bdectee
rias a 1o colorantes.

-Weiss y Rettgeyr (1934) mo pudieron confirmar estos results~
dos y hallaron que una concentrecién de 1: 1,000,000 de cristal viole=-
ta en sgar, 1ahibis casl eompletanmentc el crecimiento de L, Yifidua ¥
Le pcidouhilug mieantras que ol _itaph sureus era ofn mds sensible.

Anteriormonte en 1926 Weiss y Welsg determinaron gque uns dle
lucifa de 11 170000 do eristel violeta impedfa el crecinieato de cone
taninantes (ram positivos ea cultivos de espliroquetes y al uisno tleme
po era un estimulante pera ol crecliie¢ato del I, pallidums

A pesar qus 1og orgalsaos fcido-resistentes uuo;fm 1a e~
lorscifn del Gram y son considerados Cram positivoe, muestran un nota-
ble grado de resistencis ul cristal violeta y otros colorantes disicos
alfines, KEsta accifa selectiva ha sido usada pare preparar nodios para
el aislaniento de iygg, tmborculogls des telidos que se seben inhfecta=
dos con otros organissos Grea positivos.
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Azl de matileng: Fué uno de los primeros colopantes usados clinileae

mente. Erlich noté la rapides con que el azul de metileno dotenfa les
plasmodios de la malaria o indicS su uso para ls cura de esa enferme-
dad.

£n 1928 Hinmen halld que ea dilucién 13 10 era incapas de
destruir en 25 mimitos, estafilococos, estreptococos y adn a Easghari~ |
shis gold. Sin embargo soluclones relativamente dilufdas fucron caphe |
cea de inhibir el crecimlente de varios organismosj siendo, las dilu-
elones inhibitorias de 1: 180,000 para les estafilocecos, 1: 80,000
pare los estreptococos y de 1: 1000 pare Eachericshis coli.

Welss y welss encontraron que lo dilucién de 13 1000 de
agul de metilenc no inhibia a Eaghs ¢l ¥ 1. pellidup mientras gue a
los estafilococos sf.

Eosine ¥y ssul de metilsngs Kl uso del ager eosina amil de metileno co-
80 medio diferencial del grupo eell-mtzhmtérm ha sido bien esta-
blecido an la préctica bacteriolégica desde su introduceidn por Helt-
llarris y Teague (1016) y su posterior modificecifn por Levine en 1918,

wilson (1907) ha sugerido que la sceldn tmhiditoria ers
dobldo a la accién directa del compuesto eosina-srul de metileno, lo
que ha side confirmado en un detallado trabajo efectuade por Wymme,
Rede y Hayward (1942).

Estos investigaderes encontraron que ¢l color de las colo=
nias colifosmes ea el agar eosina arul de metileno depend{a de dos face
tores:s 1) Ls cembinacifn de ls eosins con el asul de metileno pare
formar wa colorante compussto, de maturelems fcida ¢ noutra y £2) 1la
producciéa por las colonias fermeatadores de lactosa, de ua pH suficien~
temente bajo para que este colarsnte compueste, sea fijado por las cé-

y




lulas individuales do la coleala. .

Adends de los colorantes s¢ han utilisado etres sustancles
pare iahibir el desarrelle de becteriass que acoopafian commmente 2 las
eouron‘\a. '

As{ por ejemple la splicacién de los detergentes hs tomaede
gran incremento en los €ltimos aflos,. 3Su wso estf vinculado eon el co-
nocimiento de la accidn bactericida y becteriostitiea dc las soluciones
Jabonosas.

Los factores iafluyentes en la actividad de estas soluciones
son: &) los redicales grasos preseates en la moléculag b) ol estado
de seturacién de los constituyentes écidos grososy ) la tomperaturs y
la concentracién de las solucloaes cuando son eplicadas o las células
bacteriaenas; 4) la cantidad de materia extralia preseate,

Los arganismos vorfan considerablomente en su resisteneia
por ojemplo: 1168 neumoeocos son muertcs por cortas exposicionss a ba-
Jas concentraciones de jabdaj los estreptocoeos patégenos tanbién se~ |
r{aa suseeptibles,

ilay uniformided de eriterio en que los estafiloceeos son
aés resistentss, mientras qus los bastones Gram nsgativos no esperula~
dos del grupo coli-tifico no sen relativamente afectados por soluciones
dilufdas de 1la mayoria de los jabones.

Las cflulas vegetativas de muchos bacilos Gram positivos son
fécilmente destrufdos por el jabla, miontras que sus esporas soa Fesig-
tentes. Los organismos écldo-resistentes relacionados con JAyee imber-
sulgsis parecon ser resisteantes.

Ser{a largo e inmccesario para los fines de este trodejo
mencionar la copiocss bibliograffa quec existe sobre la asclén bacterice-
tética de loc Jabonec. S8lo destacaremos los trabajos des mmﬂ.‘

y




Nortan (1920), Walker (1926), Lggerth (1927), Saylise y Halvowsea
(1936), Klarmann y Shternov (1941), Me Culloch y Fuller (1941), Stock
¥y Francis (1943) que en definitiva llegan & las sigulsntes coanclusio-

nes:

s) Las solucionss jabonoses son altamente desinfectantes destruyeado ‘
108 organismos patSgenns més frecuentemente hallados. ‘

b) E1 walor de sus propledades gornicidns depende de la coastitueida
quixica de las gresss que lo formen, ‘

Experiencias realisadas pernitieron cooprobar que mientras
ol estearato, palmitato y miristato de potasio saon efectivos para
eliminar a Epch, €011, el oleato y 1lincleato eran inpctives.

El laurvato de sodio afin en eltas diluciones actie sodre los
neunococod, ¢streptococas, aunqus su efecto es monar, sobre las ma-
terias tifoidess. Las sales de écidos grasos no saturados (olei-
e0y 1linflico y linnleico) tienem también secidn sobro los pricerocs
y son totalmente inertes coatra los becilos tifaldevs.

Tanbién tiensn aceifn germicids, el ricinoleato y las sales
biliarea, ete,

¢) Algunas sustascias presentes en los jabones interfierea la accién ‘
bactericida de los mismos, siendo citadas antredilss slgunos li- ‘
poides, protoinmas y en menor grado las sales cfleicas. Las mes-
clas de jebenes con fencles que a menudo s qeucusntran en ol comer- {
cio y donde la cantidad de jebln excede emormemente la cantided de
feael, se encontrd que el jebSa interfiere aparemtcasente la aeceiln
degiafectante,

d) Experiencias realisadas con organismos en tubos de ensayo y expe-

By
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rienciss de lavedo de manos permitieron ssegurar que para finss
précticos ol uso de Jabones comunes tiene mayor valor geraicida
que los llamados jabones desinfectantes o medicamentoses.

Conocida la aeciln dectericida do los detorgentes amiénicos
7 ca tidnicos por los trabajos de Domagk (1938), Kats y Lipsits
(1988 y 1837), Sheltoa (1940) su uso se extendis pépidamente.

En general todos loa dotargentes son efectives en altas di-
luciones contra clertos tipos de arganismos, Unoe pocos parecen
ser efectivos contra todas las becterias patigemas, aungue on me-
oor grado contrs los virus,

La tabla que & continuseifn transcribimos que pertsaecs &
un tradbajo de Baker, Harrisom y Miller (1941), resume la accidn
desinfectante de 1los detergentes pfs utilisados sctualments para
algunes nicreorganismos,




( Bukila BANALION X MLIGR. 184D )

Iiempo de expese.t 10 mimitos Tiempo de expos.: 90 minutos

Concentrac, do los detergentes Conceantras, de los detergeates

Tipo Detergente
1:1000 113000 116030 1130,000 131000 133000 116000 130,000
Crecizleate del ,taph.aupsus despuds de su exposiciin a los deter-
gentes,
catifaico | Zephiren - - - . - - - -

" Phemerol - - - * - - - -

L a.m L.L ° - - - [ 4 - - - -

» Emleol <606 - - - * - - - »

il Catel - - ) * - - * .

" ismulsol=607 - - . . - - - .

b il s0le860 .} - - - * - - - *

" amol A - - - ® - - - ®

bt toralgsol-809 - - ® 4 - - - 'S

Anléaico [Cetyl sulfate . . 'S .e . 'S .
. Myristylsulfate * . * .o * . ®

" Duponol LeJe * . * .o * * *

" Tergitol-8 . > * oo . * [ 2

" Triteon =30 * * * .e * . °*

" Igepon T & - ) .e ° * 1

" Tergitol«? . . . . . . .

" Tergitol«4 . * * .o . . ]
Creclaleato del jireptonogous después de su exposicidéi a los dee
torgentes

Catiénico | 2ephiran - - - - - - - -

" Phemerol - - - ® - - - -

" Retarder L.A. - - - ' - - - *

" Bml el -606 - - - . - - - e

. Exmalsel«6u7 - - - . - - Y ¢

- iamleel=660 B - - . . - - - *
L] Damol - - - » - - - :
. kam1l1801-800 ) > L ® ® - - - .
Aaniéaico |Cetyl sulfs te 4 . . e ? . . -




Catiénico | Zephiren - - - - ® iy : -
" Pheserol - - - . - - -
" Reterdar Lea. - - - . - - - )¢
" Bm1e0)«605 - - - . - - ° ¢

" Catel - - - * - - - P

o Emaleel-€07 - - - 4 - - - ®

. Sanlsel-060 B - - . [ - - - >

L ”1 A - - - 'Y - - - [

. Buulsol 800 1) [ ° . - - - *

Aniénico |C sulfs te T . 'y . ? 'S 'y .

" sulfate 4 * ° .o ? * * >

P " LeSe * . * .o . . . .

. Torgitol-8 . . . .e * * . ® .

" Triton 'i=30 [ ) ) .o * * * )

" Igepon T, 1 > . .o ’ - > >

" Tergitol«? - - te oo - - - »

" Tergitol-4 - * > oe - * [ * ‘
@recimiento del L, tyohosa despufs de su exposicifn a los de-
tergentes

Catiéalco | Zephiran - - - ' - - - .

bt Fhemerol - - * > - - - .

. Retarder L. - - ) ) - - - *

. Exulsel -603 - - - ) - - - )

» c.m - - - L 3 - - - L 3

» Exulsol =607 - - - '3 - - > *

» Zrml20l-860 B - . * ° - - - )

LJ D“l - - - ® - - - ®

o Emalsol-602 * . 'Y o - - - *

s#lagune do los daterpentss anlénicos fué efectivo contru cualguiecra de las tres
especies de organismos Gram negativos efn en las mfs altas coocontraciones ese

\ tudiadas,




Estos mismos autores llegaron a las sigule:ites conclusioness

a) Todos los Getcrgeatcs catibnicos estudliados son efectivos pare ine
hibir el metabolismo bi.cterisno en una coacentrscisn de 113000 ¥y
varios soa igualnente activos ean dilucioncs de 1: 30,0003 mientras
que posog de 1los delergentes anlénicos poseen un poder bactericida
tan efectivo como el de losc compusstos catibailcos.

b) Tanto los microorganiswos Grox positivos cozo los Gram ncgatives
son igualmente seasibles a ls acclén de los detargeates eatifnices,
Mientras que por otrs parte los detergentes anifnicos inhiben so-
lectivamente el metabollismo de les orgsnismos Grem positives.

¢) la eecién inhiditoria de ambos tipos de detergentes es influfda mar-
cadamente por la concentraciSu de ilones hidrégeno., los detergen~
tes catifnicos exhiben su mdxima actividad en un pH aleslino y loe
anténicos ea un medio 4cido.

d) kstudios de series honflogas de gcotatos alquflicos de cadenas core-
tas y sulfoeetatos ( Cg a Cyg ) demuestran que el afxino de inhibie
c1én es ejcreldo por 1os compuestos de carbonos 12, 4 y 16 ( lave
r{licey mirist{lico y cetfilico ).

5S¢ ha establecido que la accidn de un detergente catiénico

pusde ser interfarida por la presencia de un detergeate aniénico y vi-

eoversa, La misma interferencia se observa cuando se hallan preseates

fostolipidos cono la lecitina, cefslina y esfingomielina que protegen
los organismos contra la aceida de asbos tipos de detergentes sintéti-
cos, sunque si ol orgonismo os expussto pri-eramente a la seccién del

detergente ol agregado posterior del fosfolipide no detiens la aceién

germicida,
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56 enssyaron en coaceatracicnes wvariables los siguientes
productoss cristal violeta, ricinoleato de sodio, lauril sulfato de
sodio y taurocalato de sodlo.

El taurocolato de sodio se ha mostrado particularmente cone-
veniente por tener menor accifn inhibiteria quo los restantes pers bace
terias coliformes, ista sustancia es la utilisada ea el medio “ue
Conkey, de amplia difusién en muestro pais y en el extranjere, para ls
investigacidan de bacterlas coliformes en aguas.

Se ha determinado la conceatracién mfs coaveniente de taure-
colate, agregaado cantidades variables al medio basal y ofeetumado 1a
cuenta de colonias después de sembrar suspensiones conocidas de becte-
rias coliformes.

Las cifras obtenidas se indican en el cuadro N0 §,

Suspensiones Concentracidn do taurocolato en el medio basal
4 03 0.3% 048 0.5% 0.8%

Eﬂglhﬁlll-l 80 L4d T8 60 4
[ a 30 14 ] £0
" . 18 7 ) 34 10 88
" . 120 132 128 101 70
W 1 108 116 90 ™~
= 30 27 20 18
" o 54 88 80 48 8
" bt 20 200 198 b ¥, ] 184
Inter=ediario I 12 1ue 124 28 ke )
. . 32 10 9 [ 3
” 11 » 28 28 82 18
" " 4% 42 /4 - 30
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Puede aprociarse que can una coacentracifn de tamreocalato
superior a 0,4 % se modificax las propledades del medio, haciéndolo
marcadsnente imhiditorio nara las bacterias colifurmes, Con Oud ¥, i
blen s¢ constata une diszinueifin on el mimero de coloniams ( con rese
pecto al control sin taurccolste) ests dicnlancidn no cs de gran sige
nificado, En consecuencia se resolvié, hasta trito se comprobare el
comportanicato del medio al onsaysr muestras de aguas, adoptar ese
concentra cifn,

Como indicedores de acldes se ensayaron varias sustanciae,
entre ellas algunos colorantes de los propuestos por Clark y Lubs sén
resultados sstisfactoriocs, sspoclalmente on lo que se refiere a la di-
ferenciacifn entre fermeatadores y no fernentadores de lactoss., Fimale
menta se sdopté 1la mezcla de azul de metlileno-eosina amarilla, utilime
da ya en el modio de Teague, en el &s levino, ete. ¥ que como hemos
visto anteriormsnts ( pfg. 31 ) presente ls ventaja Ge no poscer aceléa
bactoricstftica pars bacterias no coliformes.

Dos ml. de una solucibn de asnl ds metileno de 0,326 £ y doe
mle de eosina amerilla al 2% incorporudos 2l medio basal con O,4f de
tsurecolato de sodio, permiten una répids ideatificacifn de 1lss becte-
rias coliformes y adn la diferenciaciém entre los integrantes de este

ETUPO.

Asmscto de las colgnlas: in estc medlo [jche CQll sembrado en superfie
cle, produce colonlas de zproxiuadamente 0,5 o, de difnetro (48 ha/.a
379 C), chatas, secas, de color violsta oscuro en toda lo superfiele

y con reflejos neilflicos. El [, s@ry.enes en caublo, origina colonias
elevadus, mucoldes, conflusntes, de tamaiio similar sl anterior y de

color violeta en ol centro, pero blanquecinss en ls periferis.

j




Wbs tipos intermudiarios son de identificacién més diffell.
La morfologfa o3 ea guacral laturueils catre Eacihe Gold ¥ 4a 8CrOge~
DRS¢ POrc ea clartos casvs e tan slallar a la de jgch, £0ll que su
difercacizcida es myy disrfcil,

Se han examinade muestras de ague suparficilalos, ce variado
gredo de caatasinacién, sembréndolas simulténsameants en celdo Mac Cone
key y ea lz superficiec del nuevo medio sSlido,

La iacubecida ( & 378 C dursate 48 hores ) de los tubos sem-
brados en caldo ¥ac Conkey, pernaite determinar en bese al nfimero de
cultivos que dan gas, cuel es la concentracifn de bacterias coliformes
del agun ( Métode IV de wilson, 1935), El error expecriseantal sin eme
bargo, @s relativenscato grende, especisloeante cuendo es pequefio el ni-
mero de tuboz senbrados de cada porcifn o dilucidn de 1a mucstea. BEn
estos easayos se han empleado por lo geueral 2 tubos coa 2 ml., 8 com
1mley 2 econ 0,1 mle do la muestra, cou excepcién de las aguas =y
contaminadas © de los lfquidos cloacales, que se seubdraron ea porcie=
nes de menor volumen ( 0,01 ml., 0,001 ml, etce )e

Las siesbras ea el nedio s8lido se efectuaron, colocando so-
bre le superficle de las placas, porcloncs adecusdas de Gyl mle,y 1 ml.
4 5 ml, del agua y distribuyéidola lucgo unifornemeate en toda la su=
perficies Anies Ce proceder a la iancubucidmy s dejaroa leas csjas se-
miabiertas a 379 C. hasta evaporar ¢l exceso del agus. il mivereo de
colonlas formadas al csbo de 48 horas de incubeeiba a 379 €.y 3¢ came
siderd como * concontrecifa de bacterias coliformes en la powcién sem~




teeds *,

ios resultedos ebiu:iidos ea eatos sasayos se detallan o @l
cusdro ¢ @, Se ha coleulado sl § &6 difareacis (en mfs o €2 woacs)
que se obtlcne en las sicavras ea sedlo sélids, con respecto & les da-
toe en medio 1igquide gus s+ he tomedo comd refereicis.

Cond puedy sprecisrse, la Aiferencia esntre asxbos resultedes
o3 varistle y ez algunse casos llege & ser cansidereble, Paran poder
establsgcor ls sigaificacidn que tleasn esas diforenclas, es amcessrio
coaccer lc exactitud que tiean el mftodo do deter:inscifla de dacteriss
collforass msdifante siembras en medio l{culdo. :l resultado que se
obtlene sa sats deterzinecifn se expresa c¢xio * afwro nds predabdble *
( NoloFo ) do bactories par mley e¢ifra qus ticne uwa posidls error en
® 0 an = 4, varisdle sogfa el nduero de porclcass seztwsdas en cada ene
9570,

{uanto aenee @3 el mimcro de porclones saxdbradas en cafa di-
laeila, nayer ss el " ranco nfs probadle ®, es decir ads aaplio el po=
sible error an ¢ 0O €ea = o

a la sayoris de estas deotercinseiooes se haa utilisedo emmo
se ha diche eniblumeinaes de slenbrasy en las que, pare cada dilweidn
decinal de le suestrs se sembraron dos porelones iguales d¢ agum. Ios
valores subtreyados del cusdre, carrespondin 2 los £ que astén fuora
del"rango nfs probabdle”, wnle decir J1f:raucins que a0 pusden atribulse
8¢ a 1z Sfnexactitud dol 28iado 4¢ sicabru ea m-lto 1{ uldoe

La :Myor parts ¢+~ estas dlecrepeaciss corr spocaden o detede
aiasciones efectiuadas aodbre suestras do rfos del iatirlor cel pals ¥
puede obacrvarse gue los rezultados ata>lutos no soi muy dispsres e
pesar ¢a la gPaa difirexcla i que resulta.
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La selsctividad del meiie pars las bacterias coliformes, es
decir su capscided para inhibdir las no perteneclantes a este grupo, se
ha determinado exaninando todas las coloanias formedas cusndo el nfmere
preseate en cada cnja fuf menor de 50 colonlas. Cuando el nfimere de
colonias fué supsrior se seleccionaron al amr 5C colonias,

Una powcifa de ceda colonla se transfirid a caldo lactosado
pare verificar la produceién de gas (48 hs, a 37¢ C,) ¥y otra se utille
38 para efectuar una coloracién de Gram { bactonss Grem negatives no
esporulados).

los resultados obtenidos se han ordenado oa el cuadro Ho 7
segin la procedencia de las muestras. Se nota en general, uns mayes
selectividad pars las bacterias coliformes, cuando sc han exaninado a-
guns del Rfo de la Fleta, liquido=s cloacales y ea gensral mmestras coa
elevado grcdo de coataminacién, Las mucstras provenicates de rfos del
interior del pais, producen a veces colonias atfpicas, en su mayoria
blaanquecinas, de tamsfio pequeiiv, que al ser ensayadas, mucstran carsc-
teres que no coancuerdan con los de las dacterias coliforuzes, Ello ax=
plica 1lo3 valores algo eclevados conslgnados en cl cuadro i 6 para es=
tas aguas,

£in ezbsrpo la morfologfa de las colonias diflere de las co-
liformes y bastan unas cuantas observaciones para poder luego diferen~
clarlas a simple vista, FPor 1o tsato e. la prictica, la especificidad
del medio es mayor que la que sugiere el cuadro 2 7, pues la gran mme
yoris de las eolonias ao confirmadas son atipieas.




Origen de He de N¢ de N4 de Fromedio
1s muestrs Husstras tColenias Colonias 2 deo dol £ e
Exaninadas | Exaninedas | Coliforumes | Coloilas -
Coafiruadas | Coafirmades | elén
Re de la Plata 90 2215 11 87,8 |
liq. cloacal 25 902 883 98,7
Arroye Vega 2 20 19 o8 > Mgl
A« Maldonede 3 30 28 4
Rlachuelo 2 20 20 100
Re Parand s 48 43 90 \
Re Uruguay 4 40 £8 ™
Re Primero 3 30 21 T
Re Tercero 2 : 20 17 es
Re Cuarto b § § 10 € 60
R. Kendom 2 ' 47 24 51
Re Hlaneo b § ﬁ 10 8 50
R. E1 Tels T 10 ¢ S L 73
R. Abegedn 1 E 10 7 7 [
R. Anisncate 1 | 10 & 50
Re San Miguel b § 10 9 90
Re Mina Clavero ) § 10 ? Ky’
He Reyes 2 1 ) 81,8
Re Diamante b § 10 10 100
Re S8an Juan ) § 10 ® 90
Re (ulto 1 30 29 96.6
Re Goys b § 80 20 58 )




4 pesar que los reosultedos obtenldos en las cxperiencias an~
teriores son satisfactorios, se hon realizado algunce cnsayos comple-
mentarios con objeto de tratar d¢ aumentar afin més 1la selectividad del
aedio. S8e ha =nsaeyade la influencia do la termperatura de incubsciéa,
de la congeatracifn de lactoss y del agregado de triptosa ol medio de
cultivo,

Con respecto n la temperatures de incubacién ge hicleron ame
sayos simulténeos s 379 C. ¥ a 40? C,, teuperaturs esta dltima que
permite ol desarrollo de bacterias colifornes y qus en cambio imhibe
el de otras bactorias del agma,

Los ensayos efectuados so detasllan en el cusdro H¢ 8, 3Se
han sembrado muestras de agua de diverso origea y 1liquidos muy conta~
ninados en csldo Mac Conkey y en el nuovo medio incubando este dltime
a 372 C, y 409 C, respectivancnte,
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Ls repeticién de iguales valoros de bacterias coliformes, en
distintas determinaciones en medio liquido, se explice porque, como
es notorio se trats de giiparos ofs probableg ( celculados segén el mi-
mero de cultivos positivos en cada poreifn de momcla sembrada ) y no de
1z ¢ifra real, que 0o es posible detormisar modiante mediocs liguidoe.
Estos nfimeros nfs probables tienen como ge sabe un margen de error, en
mfs o en mencs, variabdle segln el ndmero de tubos sexntrados por cada di-
lucibn.

El examen de¢ los datos consignadog en ol cusdro N¢ 8 no indie
ca ventaja alguna en incubap las places a 409 C, Sobtre 105 eximenes
realisados, se han obtenido valores mfs cercanos s los del medio 1fgui-
do en 54 casos, cuando la incubacién se higo a 372 C,., mientras que in-
cubando a 409 C, 3610 10 fué en 37 casosj 14 ensayos dicron valores i
m«.mc:ﬁﬂc.

Por otra parte la incubacifn a 400 C adends deo regusrir um
eatufs regulada expresamonte a esa temperatura ( no siendo su uso co=
rriente), produce una deshidratacida acentuada del medio de cultiveo
durante las 48 horas de incubacila.

Por estos motives se meantuvo la teupercture do 37¢ C, como
la definitiva para la incubacién de las placas sembdradas.

Cea respecto a la influsacia de la concentrscién de lactosa
se hen realizado una serie de ensayos comparativos proparando el mevo
medio can 08 £ ¥ 1 £ de lactosa respectivamente y se sembrS como en el
caso anterior una serie de muestras de aguas de distinto origen.

Los resultados del cuadro Nt 9 demuestran que no hay veataja alguna en
modificar la concentracifn de lactosa.




N.M-Pe Bacterias coliformes por ml
ne (Mae Ogb £ de lac=| cia 1 £ do lag~ cia

Conkey) toss £ tosa £
1 b 29 - 12 23 - 30
2 130 84 - 58 4 - 66
3 a3 a * 12 20 - 12
4 17 36 e 1 13 - 04
5 19 8 - 92 8 - 92
6 23 M4 ¢ 48 40 oM
? 17 18 - 6 12 - 29
8 48 (] * 63 50 * 28
9 ™ ® - &0 20 -7
10 17 39 o 120 23 ¢ 35
u 7,8 31 o @ 15 .92
12 3 b - 97 1 - 97
13 7,8 30 o 288 29 o 272
1¢ 130 43 L4 30 - 77

Lo nismo puede decirse con respecto al agregado de triptosa.
&e sustituyd primcro peptons por triptosa y luego se ensayd el agrege~

do en porporcionss varicbles de nestlas peptomn<triptosa.

Se noté en todos 103 casos al ser enseyados con muestras de

agua, uns falts notable de eapecififided pera bacteriss coliformes,
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obteniéndose desarrollo de colenlss pertensciantes s becterias sjemas
al grupo.

£n consecuencia se resolvié no modificay la composicién del
medic y mantsner las coadicionss experineatales sefinladas en ¢l apare
tado 6o




Ea €l preseante cepitulo sa detalla la campesicién y preparae
cién del nuevo medic s811ido az2{ como 1ls de todos 1lo0s medios utilimdos
en el curso de este trabejo,

Jdusvo medlio: Azar fosfato Saurecalatg

Extracto de earne 6 ge
Feptona 10 g«
Fosfato manopotésico (POGHAK) 251 ge
Fosfato disédico (POgiMap) 3,9 ¢g.
Taurocolato de sodio 4 g
Agar 20 g.
Agua destilada 1000 ml,

Se disuclven los compuestos s6lidos en el agua destilada eca«
leatando en sutoclave a vapor,
Se aliade entonces

a) ILcetosa 10 g.
b) Solucién scucsa de asul de metileno al 0,325 £ £0 ml.
e) Solucién acuosa do eosina amarills al 8 % 20 ml.

Jo es nocesario ajustar al pH.
Se distribuye en erlemmsyers ¥y se esteriliss a 1200 C, duran-
te 15 ainutos,




Feptona 10 g.
Fosfato dfpotisico (K,HPO,) 2 ge
Agar 18 g.
Agus destilada 1000 al.

Se disuelven todos los ingredientes sdlidos en el agua destie
lads celentando en gutoclave a vapor,

Ge sgrega entoncest

a) Solucida acucsa de lactosa al 208 50 ml,

b) Solucibn acuose de eosi:sn smarille al £€ 20 ml.

¢) Solucifn scuoess de smul de metileno al
0,8 % 20 ml,

o es nmecesario ajustar ol pll.
se distribuye y esterilisa a 1800 C, dursntes 15 mimutos,

AEar_kodo
Fosfato dipotdsico (POgEgH) 3,5 g
Peptooa 10 ge.
sger 15 ge.
Agua destilada 1000 mi.

Se calienta en gutoclave a veper todos los componsntes hasta
disolucién, sc filtra en czliente y se¢ ajusta lz reacclén a pi 7,4.

Se agregs 10 go d2 lactosa y por ceda 100 ml, del medio se
afiades

sulfito de sodio (anhidre) 0,25 ge

solucifn alcohélica de fuesina bde-
sica al 10 § (filtreda) 0y5 ml.
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Se distribuye en erlemmeyers y se
1200 C, durante 15 minutos.

Azar ta ¢ Coukay

Taurocolato de sodio comercisl
Peptomna

Cloruro de sodio

hAgar

Ague destilada

esteriliza en autoclave &

5 g.

20 g.
5 g.

€0 ge
1000 ml.

5a cnlienta en el sutoclave a vapor todos los componentes
hasta disolucién total y una vez enfrinde a 80v C. se ajusts la ress-
cibn a pil 7,6-7,8. Sc agregs una clara de huevo por cada tres litros

de madio, se collenta en sutoelave a 1152 C, por 15 minmutos, se filtps

ea calieate y 3e ajusta la reaccidn a p 7,3 & 509 C. 6 a pil 7,5 & tem=

peratura ambieate,

Se egrega 10 g. de lactosa ¥ 10 ml, de waa soluciéa acucsa de
rojo neutro al 1%, Se meszcla perfectamente, se distribuye y se esteri-
lim on sutoelave a 115¢ C, durante 15 minutos,

Agar Salle
Paptona
POgEaM
POgRip
Lactosa
Agar
digua destilada

solucién acuoss de eritrosima
al 2

10 ge
3e.
046 go
5 g.

20 ¢g.
1000 ml.

20 ml,




20le acuosa de agul d¢ setileso al 1 20 ml,
30l. alcohflios de plrpure de bromoe
epesol s} 15 e nl,

Se disuclven 1la peptoma, foafetoe ¥y ol agar on ol agus des~
tilada, colentando en autoclave & 18202 C. durante 30 mlastog. G5¢ &~
grega lusea la lsctasa y los colaraites, se agita, se distridage ¥
se estarilime a 120¢ C, duraats 15 mimutos,

Saldo Nac Conkay
Taurocolato de 35480 conerciul 3 g
Lectosa 10 g.
Peptona 20 g.
Cloruro de 30dto 3 g.
Agus destilada 1000 ml,

Se calient: &1 sutoclave a vapor durante dos hores y lusge
gse dejs ea helsders duraate uns acche, Se filtrs (sin celeatar) al
dfa siguiente y se ajusts ls rescsida s pi 74 ( no usar emul do Wre-
sotimol)s luego se agregs 1N al. de waa soluciin ecucss de rojo ase~
tro sl 1%, se distriluye a rosfa de S ml. ea tubos de casayo previse
tos d¢ tubites de formenteeildn Dushem y Tinalrente se esteriliza ea
autoslave 8 1159 C, durante 3C atmutos, tres 4dfss cossscutives.




" Coa el fin de obtouor ua medio altamkite solective para bag-
tarics coliformes, gue inhiblesro las wo perteaeclentes o este grupo qwe
corricntenente ostdn presentor en lss rguss y ea lmliquidos contanimae
doe, sc hen realisndo wne serie do experioncias partiendo de un medio
basal constitufdo por spar<peptonae axtrocts d= carnostornneol y lastes
sa.

sste medio, desprovisto de sustoucizs imhibitorias, pude ser
mojoredo notablensnte agreghndole uaa cantldad spropiada de fosfetes
olealtnes, 10 qus pernitid el desarrollo de mayor mfimere de colonias
en cirmbras co) suspensisies purps de bacteriss coliforzes.

Fosterinrmente, sc lLivertisS «1 comportatte to Jo cpcites Se=
lectivos con ¢l {in dc elimimar an 1o posible los orrenismos no colifep-
mes ¥y finalmeate s¢ eatudil la influencia de la coaceatraeiln de 10w
componeates del medio ( pepteanu, extrscto de cuingy lactose)y comO tem=
bién de la teupersture do lLucubacidae !nz serle de ensayos cozparetie
vos, efsctusdns con agurs de distinto origzen permitis co.proior su efie
clencin,

21 medta Aafinitivo tilenn 1o sifm:ls=ate composiciéng peptoma
1 gey oxtracto ds carne 0,~ f.y foafatos clcolinas Q48 g., tzurccelate
de 30810 Ogb gey lactosa 1 gey AgAr 2 Zey e0slia maarilla ( solus. acud=
s al 28) 2 mle, amul de matilund (soluc. wcuosa al 0,32545)2al, age
destilads 100 ml,

Pere \a detorminacidn de bacterins coliformes en ana moestes
ds agne, so alembra ung vorcidn adecunda de dsta ( S5 ml. 1 ml, o @}
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