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RESUMEN DE TRAEÉJO DE TESIS PRESENTADO POR JULIO F. LEBRUN SOBRE:

ESTUDIO DE TECNICAS RAPIUAS PARA LA INVESTIGAUIUN UE PROPIEDADES

BIOQUIMICAS ÏÉUTEHIANAD - SU APLICACION AL AISLAMIENTO Y ESTUDIO

DE ENTERO BACTEHIAS PATOGENAS.

l) Se ha estudiado la modificación del medio selec

tivo SVMcon el objeto de adaptarlo a una técnica rápida. Se mencio

na el medio obtenido y los resultados de su aplicación a distintos

cultivos puros de entero-bacterias patógenas més comunes.

2) Se estudió y obtuvo un medio para la determinación

rápida de indol e hidrógeno sulfurado. Se mencionan los resultados

logrados al ser aplicados a diversos cultivos puros.
3) Se han fijado las condiciones, el medio y la téc

nica de trabajo para determinar el poder fennentativo sobre medio só

lido en caja de petri. Se da cuenta de los resultados.
4) Se ha aplicado los medios y técnicas estudiadas a

la investigación de salmonelas en muestras de diversos origenes. De
establece la eficacia de cada uno de ellos en la aplicación práctica.
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1.b) Generalidades. El bacteriólogo, al adoptar una técnica para la in
vestigación de bacterias patógenas, se ve frente al problemade anali
zar dicha técnica desde tres puntos de vista: exactitud, rapidez y co
modidad.

Bs completamente general que los dos primeros factores

se oponen mutuamente, pués insistiendo en una exactitud máximael ind
forme puede demorar lo suficiente comopara que el exámenpierda su vat

lor práctico. Si se sacrifica la exactitud en favor de la rapidez los
resultados pueden ser desastrosoe¿ El tercer factor no es absolutamen

te independiente de los otros dos, puesto que para que un dado método

sea exacto o rápido 6 ambas cosas debe, necesariamente, ser cómodo. ¡n
especial el estudio de las propiedades bioquímicas de un gran número

de colonias de bacterias, sospechosas de ser patógenas, hace que el
tratado del bacterioólogo sea pesado y monótono.

Todo estudio bacteriólogico comprendeen lineas gene.

rales las siguientes etapas:
1.- aislamiento de bacterias

8¡- estudio de las propiedades bioquímicas, morfológicas
y tintorealss y cuandose requiera:

3.- estudio serológico.
Para el aislamiento se usan casi exclusivamente medios

sólidos concebidos en funcion de las propiedades bioquímicas de las

bacterias que interesa aislar y de las que comunmenteexisten en una

dada muestra. (materia fecal, liquido cloacal, agua de rio, orina, eta )
La posibilidad de existencia de varios generos de bacterias patógenas
o no patógenas obliga el uso de varios medios de aislamiento simultá

neamente. ¡stes medios en general inhiben el desarrollo de las bacte

rias no patógenas que se encuentren pero no pueden impid-rlo completa

mente. Bu desarrollo está molestado por el agente selectivo en la ple
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ca de aislamiento pero puede crecer libremerto en un sub-cultivo no
inhibidor. Para ponerse a cubierto de esta posibilidad es necesario
picar de cada placa de aislamiento varias colonias sospechosas y preo
ticar con cada una de ellas otro aislamiento en un medio no selectivo

(agar nutritivo común).
Un nuevo problema se crea cuando se considera la con

centración absoluta de bacterias patógenas en la muestra y la concen
tración relativa respecto de bacterias no patógenas. ¡ste problemase

resuelve con el uso de diversos medios gg_enriouecimiento y sembrando
distintas diluciones de 1a muestra. Suponiendo que se siembran 5 dilu

ciones en dos medios de enriquecimiento, aislsndo posteriormente en 4

medios diferentes y picando decada uno de estos medios 5 colonias sos

peshosas resulta necesario estudiar las propiedades bioquimicas de 200

muestras. El uso de medios selectivos que psnnitan en esta etapa delh

técnica, seleccionar los probables patógenos, se hace imprecindible.
Los medios selectivos, al igual que los medios de ais

lamiento se basan en las propiedades biOQuimicasde las bacterias pa

tógenas que interesa aislar y de las no patógenas que comunmenteexis
tan.

La determinación de prepiedades bioquímicas por medio

de técnicas macroquimicas comunes son suficientemente difundidas como

para ser objeto de análisis en el presente trabajo pero en cambio in
teresa considerar algunos aspectos de la aplicación de técnicas micro
quimicas rápidas y del uso de medios sólidos al estudio de las nombra

das propiedades.

En los últimos 6 años se han desarrollado una gran can

tidad de microtécnicas, Cook, 1948 (1); Arnold a scaner, 1948 (2);

Elek, 1948 (3); Hannan k Weaver, 1950 (4); Brough, 1950 (5); Gslton,

Hardy k Mitchell, 1950 (6); Horse & heaver, 195a (7); ¡schmann ü Wes

ver, 1951 (e); Fabrizio k Wsaver, 1951 (9); Hargrove t Weaver, 1951

(lo); p. Clarke a Cowan,1952 (11).
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Las caracteristicas sobresalientes de todas estas tec
nicas son fundamentalmente:

1).- ¡odios mas concentrados respecto de los usados en
la técnica macroquimica.

2).- Uso de pequeña cantidad de medio sembrado con gran

cantidad de bacterias. i

3).- Uso de pequeños tubos l tubos de Durham, tubos ca

pilares) sin esterilizar ni taponar.
4).-'Incubac16n en baño de agua

5).- Tiempo de incubación desde unos pocos minutos has
ta a 6 horas.

Los resultados obtenidos por los diversos investigadora
son en general concordantes con los resultados de las técnicas macro

quimicas pero existen algunas excepciones. Istudiando la producción de

852 mediante algunos micrométodos se encuentra que las bacterias del

grupo Coli son siempre Sflg positivas, en contra de lo aceptado por le

taxonomía corriente, Bergey's, 1948 (12).
El uso de medios sólidos en el estudio de las propie

dades fermentativas no es un tema nuevo en el campobacteriológioo.

¡bata recordar los clásicos auxonogramasde ¡bjerink (15).

ln 1949 Knox (14) estudió la fermentación de lactosa,
sacarosa y hanitol y la producción de Sflz en medio sólido. Cooky (15)

Knoxaplican dichos estudios en el mismoaño al exámenbacteriológico

de heces y 3paur*&Iynne, 1951 (la), efectuaron un estudio más amplio
de la fermentaciñn de diversos azúcares en medio sólido. Las caracte

risticas de estas técnicas constituyen:

l),- Uso de papeles embebidos en el azucar colocados
en el medio base de agar.

2).- Posibilidad de efectuar en una sola placa las reac
ciones bioquimicas de varias bacterias sobre 3 o 4 azúcares con gran

enonomia de material y de tiempo.
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3).- La producción de ácido se identifica por medio de
indicadores agregados al medio y la producción de gas mediante cubre

obJetos que colectan las burbujas de gas ccacionando la fisura del agar.
4).- Bs una técnica macroquimica.

5).- No ae presentan discrepancias con respecto al clá

sico método de agua de peptona azucarada.

6).- Incubación durante 18-24 horas.

En 1948 Cook(17) estudió le hidrolisis de urea por ac
ción de bacterias del género Proteus en medio sólido.

Toda colonia que porms prepiedades' bioquímicas sea diag

nosticada comopatógana puede en algunos casos ser continuada serológ
camente. le obvio destacar la utilidad de esta técnica por el carácter

predominante, especificó, de las reacciones serólogicas.
Todas las anteriores acotaciones son comunesa la bac

teriologia en general. Recordaramosahora los mismostemas pero apli

cados exclusivamente a 1a familia Enterobacteriaceae.

2.-) Medios ggpleaflos gg_lg_investigación gg_Enterobacterias patógenas
Mediosdiferenciales. Para el aislamiento de entero

bacterias existe un acuerdo casi absoluto en el uso de los siguientes
5 mediosdiferenciales (le):

a) Agar SS de.la casa Difco (desecado). La fórmula de

su Iomposición se indica en el apéndice. ¡ste medio requiere una can

tidad grande de inóculo ya que es bastante selectivo. Las colonias

sospechosas de las bacterias de los géneros Shigella y Salmonella
se presentan elevadas, de alrededor de l mmde diámetro, lisas, incolo
ras, a veces opacas y otras transparentes y translúcidas; contrastan
con la coloración rojo central de las colonias de las bacterias rar
mentadorss de lactosa. Las placas se incuban 24 h. a 37’ C.

b) Agar verde brillante de Krintansen, Lester y Jurgens

(19) (ver fórmula en el apéndice). Las cajas con este medio deben ser



sembradas con la cantidad de material normal. Rs un medio espelirico
para las bacterias del género Salmonella y paracoli e el relacionados.

No debe investigarse Shigellas en este medio y tampocoes relomendabls
para el aislamiento de Sl tzphi. Una vez sembradas las cajas se incu
ban a 37'0 durante 24 h. En él las bacterias del género Salmonella cri

ginan colonias opacas, ligeramente rosados rodeadas de un medio de color
rojo brillante. Las bacterias que fermentan la lactosa o la sacarosa
presentan colonias amerillo-verdosas rodeadas de un medio igualmente

coloreado por viraje del indicador.
c) Agar bismuto-sulrito (Agar de Wilson-Blair). También

expedido en forma desecada por la casa Dirco. La fórmula preccnizada

por Verne figura en el apéndice. Es el medio que se recomienda para d.

aislamiento de le S. Exphipero es posible aislar en él otros integran

tes del género. Luego de una siembra abundante, las placas se incuban
a 37°C durante 48 h.

Las colonias tipicas de Sl txphi son negras, rodeadas
de un halo negro o pardo negrusco que es varias veces mayor que el ta

mañode la colonia. Conluz reflejada (de preferencia natural) esta zo

na presenta una apariencia metálica. Cuandoss ha sembrado abundante

mente y el número de microorganismos es muygrande, el desarrollo ob

tenido es de una apariencia distinta. Las colonias son de color Verde.
Se debe recomendar el aislamiento de ambos tipos de colonias en casos

de duda. S. paratxphi Bpresents colonias semejantes a las tipicas de

la Sll tznhi. S. paratzphi A, S. tzphimurium, S. cholere suis y el 2593
tags ggggani dan colonias chates y verdes.

d) Agar desoxicolato-citrato expedido en forma desecada

por la casa B.B¿L. (Baltimore Biological Laboratory, Inc.) (fórmula si

el apéndice). Se debe usar abundante material ya que es un medio muy

inhibidor y luego de ser sembradas las cajas se incuban durante 24 h.

a 37°C. Se recomienda para el aislamiento de las bacterias de los gé

neros Salmonella y Shigella las cuales dan colonias incoloras que con
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trasten con las colonias rojo-rosados brillantes de las rementadoras

de lactosa. Bs además recomendable para el aislamiento de la S. tvghi,

e) Agar Mc Conkey. Si bién en este medio pueden aislar

se la mayorparte de los patógenos responsables de transtornos intes

tinales, su inclusign en el aislamiento directo de las muestras se de
be a que es el medio ideal para el reconocimiento de las bacterias fer
mentadoras de la lactosa y principalmente de Eachl col .

Debido a la importancia que han adquirido, mediante lcs

estudios de Kaufrmanny Taylor en Europa y de Edwards, Ferguson y otros

en los Estados Unidos de Norteamérica, el hallazgo de deteminado ti

pos serológicos de M. go_liasociados a transtornos entéricos en el
lactante, no debe descartarae en la búsqueda del agente etiológico de
dearreas u otros afecciones de tracto intestinal de niños de no más a

2 años de edad, los tipos 026, 055, 086, Olll, 0112 del grupo coli.
Luego de la siembra de las cajas de agar Mc Conkey con

una cantidad nome]. de inóculo estas son inoubadas durante 84 b. a 37 '

C. Las bacterias fermentsdoras de la lactosa presentan colonias rojas
‘ que pueden estar o nó rodeadas de una zona de bilis precipitada. Las

colonias de las integrantes de los géneros Shigella y Salmonella no a1
teran la apariencia del medioy son inccloras y tranSparentes.

Medios gg enriouecimiento. Dos son los medios de enri

quecimiento que han resistido las criticas de-los bocteriólogos: son
ellos el medio de Kaurrmenny el medio Selenito de Leirson.

e) Medio de Kaufrmannel tetrationato. Este medio puefh

adquirirse desecado bajo el nombrede 'tetrathionate Broth Base” de la

casa Difco. La fómula usada en el lateratorio de O. 8. N. figura enel
apéndice. Se aconseja sembrar de l a 3 gramos en 10 m1 de medio cuando

se trata de materia fecal. En caso de orinas o liquidos cloacales con
viene usar lO ml de medio doble concentrado y sembrar lO ml de la mues

tra, para evitar la excesiva dilución. Se incuban los tubos a 37° C

aislando a las 24 h. y a las 72 h., siendo conveniente efectuar estos
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aislamiento en Agar SS, Agar bismuto-sulfito y agar verde-brillante.
b) Selenito F. También se encuentra en el comercio en

forma desecada (B. B. L.). En un tubo con lO-ls ml de medio se sienta

1-2 gramos de muestra sólida o un 20 fi de su volumen si la muestra es

liquida. La incubacifin es de 24 h. a 37°C aislendo posterionnente en

.Agarbismutoosulfito, Agar desoxicolato-citreto y Agar es,
Medios selectivgs; Es en esta etapa de la investigación

de entero-bacterias en donde aún existe un poco de anarquía en cuanto

a la elección del método y del medio. En los últimos años son varios

los medios pronuestos para seleccionar entero bacterias patógenas. Re

cordemos el medio de Russell (20) en base a dobre azucar; Kligler (21)

recomienda el uso de un medio con dos azúcares, hierro y agar. roste

riormente, Hajna (22) introduce el uso de un medio con tres azúcares.
En la Dirección de Laboratorios de 0. 3. N. se aconseja el uso del me

dio denominadoS. V. M. que contiene 2 azúcares y crea y del cuál ha

blaremos más extensamente en los próximos capitulos.

En 1955 Mac Cready (23) y Holmes utilizaron por vez pri

mera técnicas microquimicas para un medio selectivo, usando un caldo
lactosa-sacarosa adicionado de rojo fenol comoindicador. Para la siem

bra procediese asi: 0,3 m1_del medio son colocados en tubos de 10 por

75 mm, sembrados e incubados en beïo de agua a 57'0. Las colonias rerb

mentedoras de lactosa y/osacarosa podian ser descartadas en 5 horas de
incubación.

Knox (14) utilizó un medio selectivo sólido que pennim

conocer en una placa la capacidad de fermentación sobre lactosa, mani
ta y sacarosa al mismotiempo que pone en evidencia la producción de

SHz, Este método se encontrará expuesto en detalle en el capitulo que

trata de fermentaciñn dn medios sólidos.
El medio SVMya mencionado requiere una incubación de

48 h. y en el presente trabajo se ha encerado una modificación adep

tando el medio a escala microquimica tratando de acortar el tiempo de
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incubación.

Las pruebas bioquLnicae y eerológicae para entero bec

teriaa no difieren en su técnica de las seguidas para el resto de las
bacterias.

Knox (14) agrupa los métodos en bese al medio selectivo

en 4 tipos a los cuales habría que agregar el propio método de Knox que
usa medio selectivo sólido.

Cuadro N° ¿:CIHSificeción de los métodos de selección empleados en la

investigación de enterobecterias patógenas (según Knox (14))

Técnicas

Orden Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4

Inoculecíón Inonulación Inoculeción Inozulnción
del cultivo del cultivo del cultivo del cultivo
en Mo Con - en arua de en agar Mc en medios

1er. Key agar en peptona. Ig_ Conkey con con doble ó
dia caja de re- cubución a sacerosa y triple azú

tri 37°C 6-8 h. en una serie car
siembra en de azúcares
medios con
azúcares

_¡7 flxúuen de Lectura Ge Lectura de Inoculación
las cejas los azúca- los azúca- en otros a
de Iecri. res. res. zúcares.

2° Serologin. Serologia aglutina- berologia
dia Inoculeción ción. SfinL

en medios bra en o
con azúcares tros azú

cores \
Ber. Lectura de Lectura de Lectura de
dia los azúca- los ezúca- los azúcares

res rea

Según Knox el tipo 1 es lento y execto.

El tipo 2 parece tener la ventaja de der rfipidos resul
tados aunque le siembra de varias series de tubos representa tiempo

consumido.Las contaminaciones pueden interferir en las lecturas.

51 tipo 3 de considerable información y elimina gran

cantidad de no patógenes pero está sujeto a las mismascriticas del
tipo 2.



Los métodos del tipo 4 por siembra en azúcar múltiple

es muyinformativo pero es imposible tener certeza de le pureza de los

cultivos. La técnica que emplee comomedio selectivo al 8V! podemos

ubicsrla dentro de este último tipo.

3.-) Técnicas corrientes gg aislamiento z estudio gg entero bacterias
patógenas gg_materia; fecal.

Numerosasson las técnicas desarrolladas por diversos

investigadores, todas ellas encuedredas dentro de los tipos descrip
tos por Knox. Interesa mencionar 5 de estos esquemaspor su relación

con el presente trabajo.
1) Método usado por O. 3. N. aplicando un medio de se

lección compuesto de doble azúcar y urea (SVN).

2) Método de Cook G. T. y R. Knox que usa.ncdio selec

tivo sólido.
3) Método de Bones aplicando medios selectivos con do

ble azúcar en escala microquimica.

1) Métodogg ¿a Dirección Princinal ¿alpbgnïtorios L
Obras Sanitarias gg lg_Nación (18).

El esquemaintercalado en la pfigina siguiente sinteti
za las distintas etapas de 1a técnica. De cada uno de los medios sóli

dos que se han sembrado, tanto en el aislamiento directo comoen los

distintos aislamientos efectuados a partir de los medios de enrique
cimiento, se aconseja pasar un minimo de 5 colonias sospechosas de ser

patógenas a sendos tubos con el medio selectivo, el SYM,que penmite

descartar las bacterias del género Proteus por sus propiedades de pro
ducción de NH3a partir de urea y las bacterias fermentadoras de lacto

sa y/o sacarosa por viraje del indicador. Los tubos que después de ¿e

ggggg_de incubación penmanezceninelterados deberán ser objeto de prue
bas bioquímicas y estudio serológico.

Se recomiendan sólo unas pocas pruebes bioquímicas que



x-Du

LW

\‘

.0.

(i

permiten, de acuerdo al cuadro de propiedaóes bioquímicas, separar

facilmente los distintos géneros de entero-bacterias confinnsndo lueg)
el diagnóstico serclógicements. Estas pruebas bioquímicas son: produc

ción ds 832, de indol y acción fsrmentativa sobre sacarosa, lactosa,
glucosa y manita.

La capacidad ds producción de SHg s indol se determina

conjuntamente ou un tubo con a¿ua de triptona mediante dos papeles img

pregnados en solución saturada de acetato de plomo, para detectar SHz
y en solución saturada de ácido oxálico para indicar producción ds in
dol (Reacción de Gnezda). La acción renmentativs sobre azúcares ss rea

liza en sendos tubos de agua paptonada con sl azúcar correspondiente y

cvmpnnite de Durham. Al mismo tiempo que se siembran estos tubos pue

de efectuarse un cultivo en agar para les pruebas sazólogicas,

Esguemadel método gg_¿g Dirección Principal gg laboratorios gg_0. 3, N.

Muestra

Aislamiento directo Bnriouscimiento
Agar SS. (24 h. 57°).
Agar Verde trill-F‘nte. (24 h. 37°C)
Agar biamuto-sulfito. (48 h. 57°C)
Agnr'Mc Conkey. (24 h. 87°C)
Agar desoxicolato-citrato. (24 h.)

Knurfmann (24 h. Agar verá. bri.
72 h. 67°C) y agar 55
aislamiento .e_n_:Agar bism.-su11'.

Selenito F (24h
37°C). y
aislamiento e 2

Agar bism.-sulf.
Agar SS
Agar desox-ctflz——.

siembra en
medio SYM
48 h. 57°C

Medioinalte- Indicador vi- indicador vi- Indicador vi
rado. Pruebas randc al azul rando al rojo rando al rojo
bioouímicas Bact. Proteus y producción

de gas
Glucosa
lactosa bacterias fermentadoras ds lac
Sacurosa toss y/o sacarosa
Manita
SH2
Indol

Pruebas sero
lógicas. Aglu
tinación.
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Para decidir si un cultivo que presente las propiedades
bioquímicas de salmonelae o shigelas puede por su composición seroló

nica ser incluido en alguno de dichos géneros, es menester ejecutar
una Drueha de aglutinación rápida con sueros polivalentes. Se recomien

da para salmonelas, las preparación de un suero polivalente somático
que contenga todos los factores someticos conocidos hasta el presente

(XLII) y un enero poliValente rlepelar con los factores más comunes.

Para las shigelas, un suero único que contenga los factores de todos
los grupos o sueros sapeoificos para cada grupo de los que integran el

género.

Las pruebas de aglutinación se realizan sobre una lá

mina de vidrio cuadriculada donde se coloca una gota de una suspensión

espesa, obtenida a partir de un cultivo en agar nutritivo estrie de no
mas de 24 h. de incubación a 37°C. Se coloca una gota de suspensión

por cada suero polivalente (diluido según la potencia del mismo, pero

generalmente 1/10, con glicerina). Se mezclan bién ambas gotas con el
anza y lvepo con movimiento circular de la placa de vidrio. En caso

de aglutiración positiva, esta aparecera en tiempo breve y se descerb
tara cualquier aplutinación obtenida luego de 3 minutos de haber mez

clado las gotas. La reacción es más visible si se observa sobre un ron

do obscuro y con luz indirecta.

La acción de los principales géneros de entero bacterias

sobre los azúcares nombrados, y la capacidad de producción de Hua e in

dol aparecen resumidas en el siguiente cuadro:

Cuadro N° g. Propiedades bioquímicas de los principales géneros de En
terobvcteriae petógenaa.

Glucosa Lactosa Sacarosa Manita ana Indol

Salmonella AG o o AG \ o
Shigella A v" V" 0+ o +0
Arizona AG eo —- AG f‘ O
coli AG A ó AG A 6 AG AG 0’ +
Proteus BG O A 0 +- +0
Grupo Bethesda
Ballerup AG +0 0'+ AG +- 0



V,: variable
" : los casos positivos son fermentaciones lentas

‘rO: algunos tipos positivos y otros negativos.
Conopuede observarse, esta técnica demora entre 5 y

8 dias el exíaen bacteriológico de una muestra. La experiencia ha de

mostrado que el método resulta sumamenteerecto. La diferencia funda

mental con otros métodos lo constituye el uso del medio selectivo BVI.

El descartar colonias no patógenos con este medio requiere un tiempo
de incubación de 48 horas.

Q

2) Mátodg gg_cook 1_Knox que usa medio gg_selacc16n gg,

ligg,
No se trata en realidad de una técnica corriente, pero

interesa mencionarla dado que se usa un medio sólido, en donde se ma
nifiestan las propiedades ¿e fernentaciSn sobre manitol, sacarosa y
lactosa, al mismotiempo que le producción de 383. Estas 4 reacciones
permiten seleccionar en gran parte las colonias sospechosas de las pla
cas de aislamiento. Estas reacciones son las mismos que en el método

anterior y se completan con ensayos rápidos de producción de indol,
hidrólisis de urea y en los casos necesarios, inoculación en otros azu
cores y aglutinación. El esquemade esta técnica aparece resumido enel
cuadro N. 3. El medio sólido usado en este técnica comomedio de selec

ción se encuentra descripto con detalles en el capitulo correSpondiente
a fermentación en placas.

El ensayo rápido de urwa mencionadopor estos investi

gadores es el descripto por Codi. El medio es inoculado tomandomate

rial de la placa de selección o incubado a 57°C en paño de agua obser
vando los resultados al cabo de 1 hora.

51 ensayo rapido de indol se practica sobre l m1 de

agua de peptona al 2 fi, inoculando gran cantidad de material tomado

de la placa de selección e incubando en baño de agua a 57'0, después

de 1 hora da incubación se ensaya con reactivo de Ehrlich.
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Cuadro N’ g. Esquemade las técnicas de investigación de Snterobecteflaa
patógcnes (según Cook y Knox).

aspecto del medio
sembrado

diagnóstico
presurtivo

procedimiento e
seguir

Fermenbeción de 19g
toea y/o sacarosa o

Microorganis
mos no patóg. Eliminación’de posteriorinvestigacion

Broduccifin fie viga.
_ 3.+. lacteriesgael óiemhra en otros ezuceres
Fermentvcíón gen. bwlnonclla Prueba de aglutinaciónñe manitol
con ácid. y Ensayo rápido de indol y si
SGS b‘Hp- Probablemente este es negativo inoculación

d bacterias pe- en azucores.
racoli. nglutinaoión con sueros de

los grupos cloaca, nlebsielLe
Fennentnción S 2.9 o. tvpgi Incculacién en azúcares
de manttol aglutineción con sueros poli
con proóuc- SH -— lecterias ¿el valentes bhiáells y suero
ción de acido 2 gén. Shigella anti-typhso]rnen*c '

finsnye rápido de urea y s1 esNo fermeatvdo es Probrblrnente
de manitol o ferb
mentedcres muylentos

bact. de los
tán. Proteus'y
Shigellg

negativo ensayos en otros azucares. “"’*‘“
Aglutinacién con suero poli
valente éhigella

El método de Cook resulta rápido, pero no se tienen da

tos sob:e su exactitud. Hequiere el moviüiento de'une ¿ren cantidad db

plecas que deben ser preprrades en forme especial y por lo tanto re
presenta tiempo y material consumido.

3) Método gg_MacCreedv I Holmes .

Esta técnica 991109 un medio selectivo con dobre azúcar
en esorln microcuímice.

loyicns 19s bacterias del género Proteus
El método es rfipido rezo no descarta de las prueras bio

, que Son las más Fácilea de

confundir con lPe salmoneles y shigelas en los medios de aislamiento
comunmente usados.

El Cuadro N' 4 muestra esouematioamente la técnica de

investigación de enterobncterias patógenes según Moureadyy nolmes.
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s WQLTADOS 0 PEN D08

De; el objeto de acortar el tiemporequerido un la un
“Miguelón do bacteria. entero petógoms no planearon una urls do
manuela: oonduosntooo lograr onto objeto.

¡o inducen. que hay dos etapas qu. hasta ol present-o
no oo ponia. acelerar. ¡atan non las do onflquoclnlento y aislamien

to, neopato último directo o a ¡unir Golmalo eo onriquacialento.
¡io tal foma que la rapto“ en la inflamación este orlmterec a no
cortar el procesodo ¡oleadas y a lograr ttcnlcaa rápida: de ima.
tlgaclfin a. lso pruebas:bioquímicas(¡mentón a. cañon-ea, produc
ción a. inaol, anima-leo, rojo ño estilo y seetllmetilcerbinol).

con este problem comootgeto se úmmiló la parto
experimental: provia. .ÑWMMQLEMEM ‘50“en

El tedio ao Barracay htc!!! (modificadopermu
verdo) (bm), es un¡odio “lectivo quea. utille conel tu do no
locoionar las colonia sospechosas de las p).an de 0181251151120airoso
o previo enriquecimiento.

n audio en cuestión contiene: lactosa, sacarosa, um.
peptona y dos indicadores (¿tarado y azul do tlnnl). La. bacteria- do
losgénerosW y W noproducts:ningunaalteracióna al
color del sodio nl producengas nconoclbl. por lo «manita GoDun
m. Por su part. los paracnll puedanacldlfiear con o sin pronunció:
de guetarelaaento(5-30dies). La. notoria. del einem 0.1
oaliniarm ol mediocuyo color vim hacia ol azul doblan a la hidróli
sis ¿e la me por parta eo alarmanlomorsanimon. La. bacteria. te)»

aengzdoraa¿o lactosa y/o ¡acuosa ¡recam acido: con o sin ¿ac por
lo que el color del indicador vlra nacía el rojo.

Dotodo lo anterior aura. que una na sembrado. lo.

mm a'osm o 31;.“ng gunya Q a, a WO, lo. tula. quedebancon.



eervarseson aquellos en que el medio no ha sido alterado en nada más

que la turticdad provocada por el desarrollo bacteriana.
Harnnan y Weaverobtuvieron renultadoe rópidoe en la

fermentación de diversos azucaree ueando la siguiente técnica:

Magic; Dífco bear heart infusión 7,5 fi

Proteona Peptona N’ 3 1,0 fi -—

P04H2K o ,1 1»

ClNa 0,5 fi

Agua destilada

pa 7.o
Conel objeto de eliminar azúcares de la infusión de

corazón le fermentaron con A. aerógenes durante 24 h. a 37°C, filtran
do y esterilizando luego. Comoindicador usaron 5 m1 de solución alco

holica de púrpura de bromocreaol a1 1,6 fi y 5 m1 de solución alcohóli

ca de rojo fenol a1],6 fi por litro de medio. Soluciones de azucarec a1

20 fl fueron esterilizadae separadamentepor filtración y agregadas en
Cantidades telee al medio de forma que reaulte una concentración find.

del azucar e ensayar de 5 fi. Ueeron tubos de 5 mmpor 4D mmcon 0,15

m1 de medio sembrando denaamente ya sea susnensionea de bacterias o

material tomadode cultivos en placae. La formación de gas se ponia

en evidencia por medio de una capa de 5 nm de espesor de agar al 1 S

que se coloca con nipcta capilar sobre el medio ya sembrado. Esta ca

p a de agar, al eolidificaree pennite colector laa burhujen de gas,
favoreciendo al mismotiempo la fermentación de los azucrrea por men

tener el medio en condiciones semi-anaeróbicae. La capa de agar también

lleva una pequeña cantidad de los miemoeindicadores ueadoe en el mean

para controlar ei la acidificacíón ee debe e le absorción de 002 o po
eiblee contaminacionee. Se omitió aei la esterilización y tepcnado de
los pequeños tubos.

Aplicando eatoe principios ee que ee trató de modifi

car el medio SVN.



El medio asado fué el siguiente:

ggglg_gggg: Entreno de carne 6 gr

Proteosa peptona N' 3 20 gr

P0433! 2 gr

. OINa lo gr

Azul de broma timol (sol. al 1,6 fi) 10 ml
Indicador de Andrade 307m1

Agua destilada hasta completar a 1000 nl

El pHfué ajustado en 7,0, Separadamentese esterilizó

en marmita a 100°C durante 30 minutos soluciones de sacarosa, lactosa
y urea al 50 fi. Luego se mezoló en la siguiente pronorción:

5 ml de medio base

l ml de solución de lactosa al 50 fi

l ml de solución de sacarosa al 50 fi

1 ml de solución de urea el 50 í

2 m1de solución fis1ológice esteril, que en caso de
tener cue realizar le inoculación con susnensión de bacterias debe o

mitirse para evitar ln excesiva dilución del medio.

El agar para el cierre de los tuïos se preparó de la
siguiente manera:

Agar 1 gr

Agua destilada 100 m1

Azul de hromo timol (sol. al 1,6 %) 0,2 m1

Indicador de Andrade 0,6 ml

El método seguido fué el siguiente: en tubos de 5 mmpor 50 mmse co

locaron 0,15 m1 del medio completo y se los mantuvo a 37°C hasta el

momentode su nao. De cultivos en placa (18-24 h) se tomó con ensa la

mayor onntidnd posible de material proveniente de una colonias, suspen

diendo luego por rotación del ansa dicho material en el medio de cul
tivo. Luego, con ayuda de una pipeta capilar provista de una pequeña

perilla de goma, se dejó caer cuidadosamente por las paredes de los



tubos, cantidad suficiente de agar al l fi de manera de formar una ca
pa de más o menos 3 mmde espesor. Se incubó en baño de agua a 37'0

tenbndo la precaución de dejar solidiricar la capa de agar antes de

sumergir los tubos en el baño, pués en caso contrario el agar se man

tiene sobrotundidc, mezclandose finalmente con el medio.
Para tener una idea del margen de tiempo de observaciúl

necesario se ensayaron 10 cultivos pertenecientes a las principales
especies de enterobacterias, posiblemente presentes en una muestra de
materia fecal. Para la siembra se tómomaterial de cultivos en cajas
de petri con agar común. Se observó que dentro de las 4 horas de incu

bación se podia poner en evidencia bacterias fermentadoras de lactosa

y/o sacarosa por viraje del indicador hacia el rojo, asi comotambién
las hidrolizantes de urea por viraje neto del indicador s1 color azul.

¡n el CuadroN' 5 se indican los resultados obtenidos.

Cuadro N‘ fi. Variación producida en el medio bVH(modificado) a dis

tintos tiempos de incubación.

Tiempo de incubación

bacteria sembr. 1h 2h 3h 4h 5h 6h

Paendomona 22;! 0 O 0 0 O 0me
Sh¡ bnldil O 0 0 0 0 0

Grupo Ballerup o 9 0 0 0 0
Grupo Arizona o 0 O O O 0

S. gallinanum O 0 O O O 0

3h. soneii 0 O 0 O 0 O

Proteus vulgaris 0 U U U U U

A. aerógencs O O 0 AG AG AG

Each. coli 0 c AG AG AG AG

8l ngzport 0 0 0 0 0 0

Luego de estos ensayos previos, se efectuaron ensayos

seriadcs usando varias cepas de cada especia. Teniendo en cuenta el
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hecho ya largamente confirmado de le variabilidad en calidad y en aan
tidad de loa eietemee enzimátiooe bacterienoa por cultivo en medica lb

distinta composición, ee realizaron al mismotianpc eneayoe tamandcna
terio]. de medica que contenían azúcares y de medios que no loe contenían

usando, logicamente, loa comunmenteempleados en el aislamiento de en

terotactorine M156891108.Paralelamente lee mianae oepae ee controlaron
cultivéndolae en el medie SW!de fórmula corriente. En todoo estos en.

eeyoe loa tuboe ueadoe en le técnica rápida no eate han ni eaterilizedoe

ni teponadoe. En loe cuadroe I’ 6, v, B, 9, lo ee indican loa resulta
doe ohtenidoe.

De teles reenltadoe eurge que el medio SDI modificado

conducee naultadoe ciertoe y que ¿g gg tiemm ¡afirmo93 g me. a
goaibledemana; ¡oe cultivosgg; hidrolizegureal ¿oagg; {2M
angemsa m pgtgga. Cuandoel pesaje ee he efectuado de medios que
contenian alguno de eaten azúcares el timpc que requiere poner en e
videncia la capacidad de fementeción bacteriana ee muchomenor que e:

caac contrario, resultadoe que confirmen lo obeemdo por muchooinva
tigadoree y mencionadoanteriormente.

Ill medio ee sencillo de preparar, ee coneerva bien du
rante varice meneay el manejo de loe pequeñce tutoe no ofrece ningu

na dificultad. Para colocar loe 0,15 nl de nadie conviene elegir une
pipeta que en 3 e goteo mida exactamente dicha cantidad ganando en! ‘
en tiempo y comodidad. Le colocación de le cepa de agar debe efectuar

ee cuidadosamente de manera de evitar le formación de tuu-msn de ein
en le interface que lifioulteria lee leoturae en loe ceaoe de producción
de gae. Tampocoofrece inconveniente el toner material. de lee turoe p

Dre efectuar posteriores experiencia.
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Acción de distintos cultivos del Grupo Arizona sobre 01 medio SYM

(modificado) en distintos tiempos de cultivo.
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Acción do distintos cultivos del grupo hllorup sobre ol medioDVI
(modificado) en distintos tiempos do incubación.

SW modificado sm común
Materia]. toma-uMaterial toma-Materia]. toma- AC SS
69 ge Ac dowüg EL!!! QQ__1038 ______L__Cultivo Iman 624123745624123455624 4a ¿e 4.a
nnínJhRnnhhhhhhhnhhh'hhh n n n

na11.1oooloooooooooooooooooo o o o
3.11.3 oooloooooooooooooooooïo o o o
1211.5coagooooooo'oooo ------É- o o o
hall.5 oooáoooooooooooooooooéo o o o
11311.6ÓOOÉOOOOOOOOOOOOOOOOSÏO o o o
E11.‘Ï'000É0000 ooooooooooooépïo o o o
192111.8ooogooooooomaaaooooooïo a o n
¡1.11.9oooÉooookooooooooooooop o o o
1:11.12 OOOÉOOOAnAAAJAAAOOOOaIQÉQ A A A
h11.13‘000ÉÉ0000000000000000020 o o o
135111.15oo'oÉOOaA aAAAAAAaaAAAAÉA A .1 A
h11.16 OOOÉOOaAOQAAAAAOOO'OOA:A A A A
3511.1vooogoooo OOAAAAAooooanÏa A A A
1:11.18oooÉoooo (¡00000000000020 o o o
511.20 ooogoooo aAAAïAAA oooooaáa A A A
1:11.20 oooíoooxn OAAÉA;AAA00015“; A A A



Cuadro N’ 9

Acción de distintos cultivos del grupo hthosda sobre el mediobm

(modificado) a distintos tiempos de incubación.

sm modificado SW común

Material tana-l Material toma- Material toma-a
do de do de ALT do de as ¿c mr ss

; ' s T f! - 1 I

Mi" ¿egaáasgmïeíágaági‘i ñfiññ'ñ‘ïñ‘ ¿e “¿mi
Wade o¿o;oooó"¿"o oo¿o_oo.o.o o"6"6¿"ó"oo o”"’“'o"'¿p
Bat-Mod10 oiogooooo oó'ooooo oá‘o0:0'00 o o ¿lo
Bat-3510111ooïÏo-oooo o'o¿0'oo¡oo oooooo o o
Bet-Na4 ooiooooooogoooíoo o-oooéoo o o ;o
BauuohIIpoÏooooo ooioooíoo oooooo o o o
Bet-NazoÉoozoooooooooooooooooo o o o
Batoconn Éooooooo oio¿ooo¡oo oooo‘oo o o o
Bet-nena Éo;0'o.o.ooo;ooÏooooo oooooo o o :o
Hat-AlaBOÉOIOOOOOOOOEOOOEOOOOOOOO o o
Bet.Na14fiOOOOOnnAOOaanaAO'OOaaa A A
Bat-IndBAbÉOO-OíoftOaaAAAA Oa‘AAAA A A
nat-nada ¿(JáovO-OSOOÏO0.010 o;ooo 0,000.00 o ¿o Éo
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Acción de distintos cultivos de aalnonelaa y ohigelno sobre
(modificado) en distintos tiempos do incubación.

SWmdoficndo
Materia].toma-Haterlal
do do A0 do do ¿LT do de bs

cultivo 1 23 456241 23415624 {níqé‘wïá'ewzü
hhhhhhh hhhhhhh hhhïhhhh

3.anatmso ooooooooooooooooooooo
8.anetum45ooooooooooooooooooooo
3.atúun48 ooozooooooooooo ooooooo
8.anatml53ooooooooooooooooooooo
8h.flerner11ooooooooooooooooooooo
8.aewport4ooooooo ooooooooopoooo
a.newportzooooooooooooooooooooo
b,newport41ooooo-oooooooooooooooo

'8.newport18oooooooooo-oooooo-ooooo
8.typh1rnur1unooooooo oooïoooo ooooooo
S.typh1mur1nm0000000 0000000 OOIÏOOOOO
S.typh1mnr1unooooooo ooo'oooo ooÉooooo
S.typh1 oooooooooooooo ooÏooooo
8h.dysontorin0000000o ooooooo ooooo-oo
8h.boy6111ooooooooooooooooooooo
8h.fleznor11oooooooooooooooooopoo
Sh.tleznor11ooooooooooooooooooooo
Sh.flexner11oooooooooooooo oooovooo
Sh.flerner11oooootooooo-ooooooooooo
en.aonne1 ooooooo oooooooooooooo
8h.aonneiIIooooooooooooooooooooo
¿n01 ooooooooooooooooooooo
ADOO ooooooo oooooooooooooo
A004 OOOOOnAOOaaAAAOOOalAA



B) Ensazos d_otécnicas rápidas gg investigación g indo; 1 sulfhidrico
Para la producción de indol ss ensayaron los medios do

cultivo que figuran en el CuadroN' ll. Se colocóopml de medio en tu

bos do 5 mmpor 50 mmmantoniéndolos s 37 00 en baño ds agus hasta ol

momentode su uso, Cada cepa ao inoculó s partir de un cultivo on col

do nutritivo de 24 h, a 87°C,

Cuadrg N' l}

Composiciónde los distintos medios do cultivo onaayados para la in

vestigación de la capacidad de producción de indol,

usdiol l

Éï-iïífiámmm-ÏÏW “Ïriptons 1 i Triptioaso l fi
Extracto do corno 0,5 f Extracto ds carne 0,3 f Extracto do carne 0,3)
pn' 7,4 ' lptriptoiano 0,03% pH 7,4

pH 7.4

En ol Cuadro N. 12 bs indican los resultados obtenidos

en ensayos previos do orientación, ¡n los Cuadro DI' 13 y 14 ss ds da

cuento de los valores producidos por distintos cultivos do ¡son! coli
y Shigellai,

CuadroN' lg. Resultados de orientación obtenidos on la invostigaciái do
indol

¡[odio 1 ¡odio 8 . ¡odio 5 celda

Cultivo ïï‘z‘h‘j‘¿rm ’“¡ñ'*‘1h"“'2h‘l'íï'iïïïen 24h Éïï'tgïfi’c
arizona 44 ‘ “o g o ¿o o Éo ' o o o o {o o o '

Arizona 45 o Éo ¿o o go o o o o ¿o Ío o

nscg.99;;l+ ¿2+ s + + I 0 !0 é+ :4» dr

M 2 l + 4 Lt + gs + + .I o !s + +
Salmonella s o i o Éo o go o o o ¿o Eo ’o o

Salmonella si O 0 O 0 Éo É0 50 O O
3g. dzsent p o 5 o- o o ¡o {o o o á Ïo o o
sn. bozdii b o 0' o o Éo Io o o 9 o o o



C ad H“

insultado: obtenidos con los medios2 y 3 y distinto. cultivos de gg.

5.9.1.1..

¡odio 8 ¡{odio 3 2:12:01“
Cultivo ¿h 1h áí_Ï”2¡ñfl_'ïí_—_Íñ"Ï“É¡_*_2¡E"_*”2¿ñ"—“
0011 1 0 ‘ g «b o 0 + t q» a

con z o + a» 4- o + ) 4. 4.

0011 3 0 9 # o o o o 4 +

von 4 o o * o o o ¿ 1 + +
9011 5 0 o 9 l O O 0 «b 6 4.

0011 6 0 o Q o 0 0 + + +

con 'I o 4» «o 4» ,0 o o .o v

coli. 8 0 Q b + O 0 vb ¡lv 9

coll 9 0 0 o 4 0 0 4p 4. i.
Con -1o o o . + o o . ¿ 4»

0011 11 O p 4» o 0. ¡ 4- o- ¿ fl ¿.

0011 13 O 0 a o 0 0 o + y

0011 13} o J. o 9 o o o 4. +

0011 15‘; o ¡ o o o 0 0 up «y b

0011 16 o i o q . o o 4. .. s

oggmogón: En el trnacurso del prasento trabajo
ao usó 61mm! para determinar la presencia de infiel al reactivo
de ¡(me cuya tómuln figura en el. 'epsncico'
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¡asaltada obtenidos con los medicoa y 3 y distinto-¿nunca de bae
tofleadelgéneromi!

Cultivo
Geldo
3.113.110“F[odio a

3h

¡odio a
mi“SET HEa]

8g. gmenteflag 1W: aW 3W 4Wa
ga. mg“ 1
Emma. 2W 3
mmm 4
Sn. mid“ 6W le
Mmm 11?
Mamani 8'
M122112211 Eb

su. “me; u aW 08
Mmm“
s

D.

eno el sodio: ee

0000000000004004

o0'00

4OiOOOOOOOOOOo0+O 4OeOOO}OOOOOOO04o G0440'0}OOOO0O004O

0*04*OiOOOOooOOOo

‘0O#fO}O0°oOOOOOO
¿040000000000

OOO-#OOOOOOOOOOOO4OHI 0604*40400000000409 009400900000000040 GOGO-Ó'OO‘OOOOOOOOOÓ
04040 0 0 0 0 0

le observada; de los cuadros I' 12. 13 y 14 surge
levementemejor que el l y el 3 puta lee reacciones

een me neta. tandas e].nino “cupo. Io eo obtienenmultadoe tal.
¡ol positivo- con ningunode eno. mperéndoloe con el ahodo elteio
e91 ealdo de Criptana. La preeenoie de i-triptereno eoeloel le produc

eifin de inca). de tol fome quo usando omnudadee de 0,15 ¡1 de medio en
tubos de 8m por mm el tiempo“querido pero le inventigeclón mua
entre unos minuto. e 4 none.
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Para el ensayo de técnicas rápidas de investigación de

hidrógeno eulrurado ee enaayaron loa medios cuya composición figura en
el cuadro N’ 15

Cuadra I’ L:

Composición de loa medios de cultivo empleados en la investigación de

hidrógeno eulfurado.

A- B c J>

¿51.Eg‘tïïfiiáfiawéi‘éá1. de triptona 8* eol.de triptona25 eol.de trip.zfi

pH: 6,8 pH: 7,2-7,6 0,01% de ciatina 0,01% oiatina

pH: 6,8 pH: 7.2-7.6

Los medios que figuran en el Cuadro N‘ 15 fueron pre

parados teniendo como base el medio de Morse y Waaver (7) en cuya comp

posición entraba la tippeptona la cuál fue reemplazada en nuestro ca.
eo por triptona.

Por ensayos previos de orientación ae pudo comprobar

que ae tenian resultados más rápidos ei ae neaba 0,15 ml de medio en

tubitoe de 5 mmpor 50 mmlo que ee adoptó en todos los ensayos poeta

rioree.
Ademáeae enaevó siembra de dichos tubitoe con materidl

proveniente de un cultivo en caldo de 24h a 37'0 y de colonias aisla
dee en agar nutritivo.

En todoe loa canoa ll presencia de hidrógeno eulrurado

ae detectó mediante un papelito impregnado de acetato de plomo y eeoa

do que ee colocó entre la pared del tubo y el tapón de algodón.

‘ ¡n loa Cuadroe N’ 16 y 17 figuran los resultados obte
nidos.
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Resultados obtenidos en la investigación de hidrógeno sulfurado median

te cultivos en distintos medios sembradosa partir de colonias on agar
nutritivo.

Medio A Medio B Medio c í Medio D caldoRrinpnn¿123424á123.424131234243123‘1424 24‘“
h h h h h h h h h h h h h h h h h h ¿h h h h h h h

Q:1gggg_44 0 0 O + + ó O 0 + + y + # + + 4 o + ¿ + + + ‘ ‘ ¿

Arizona 45 0 0 0 + + o O O 0 0 # & q + + t o ‘ + ¿ + + ‘

¿zizggg,l 0 O 0 0 o # 0 0 O 0 Ó t 0 0 á ü + ü 0 b 4 ¿ + ¿ ;

Arizona 9 O 0 0 0 a 0 0 Ó 0 + o + + + ‘ w + 0 # ¿‘o + + *

Azizgng 11 O 0 + + o o 0 + + 0 1 # + Q + ó t t + + # o o # ó

¿zlzgng_15 0 0 + + # ¿ 0 0 O O ¿ o o o o o ü ¿ q o + + b t o

Eg¿1_1 O 0 O 0 0 * 0 0 0 O 0 + 0 0 4 + 4 + O 0 0 0 0 + 0

EQ;1_3 0 0 0 0 0 i O 0 0 0 0 4 0 0 O 0 0 + 0 0 # ¿ + + 0

22¿1_3 0 0 0 O 0 0 O O O 0 0 0 Q Q-Q e + Q 0 + Q * f + 0

EQL1,4 O O O 0 0 O O 0 0 0 0 0 4 f Q + 0 * 0 0 * Q + 0

22;; 5 O O O 0 0 + 0 O 0 0 O 0 } ; 4 + + * 0 0 4 L 4 + 0

29¿1_0 O 0 0 O 0 * 0 0 0 0 O O o + + 4 + 0 á t Q 4 + 0

Sl gewpggz O 0 + + * +_ O 0 4 * + + * *'# Q Q + + * f + * + +

Sl gewvort O 6 i +.* + 0 + + f + + e Q * * f # á f * t # +' ¿

¿4...5hevort°°°***°+Q+Q4 4##*+#*++##+ +
S. nequrt O 0 + + Q + O 0 4 f + + Q + + 0 0 # o + + + # # 4

S. tzphimur. O_0 4 q Q o 0 0 * + + * Q * o Q * * Q + # ¿ e o á

8. tzphggun. 0 0 & + á + 0 O f * + 1 t * # + + 1 + # + f ? # +

Sg. dzsent¡ O 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O

Sn. 99:61: 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O O O 0 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0

m.ooooóooootooooooooooooooo o
8h. flexngr. 0 0 O O 0 0 O O O 0 O O 0 0 0 0 0 0 ORO 0 0 0 0 0

Sa; flezgeg. O 0 O O 0 O O O 0 O 0 O O 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 O

3h. flexner. 0 0 0 0 O 0 O O O O 0 0 0 0 O O O 0 O O 0 0 0 O 0



cuadro N° ¿z

Resultados obtenidos en la investigación de hidrógeno sulfurado me

diante cultivos en distintos medios sembradosa partir del caldo de
24 h a 57°C

Medio A Medio B Medio O Medio D Caltb

Cultivo' ¿1254245123;‘2ï‘{1"'2'31245123424 “¿imghhhhhh hhhhhhhhhhhhhhhhhh n
A¡¿zgna44ooooocoooo++ooooa+ooool+m
¿233145ooooocoooo+yooocc+ooott+ .y
m1 ooooowooco++oooot+oooo++o+
Agggnao0'0'ooocoooo++ooo*4+ooo+++ 4
Auzgnan OUOUOOOÓ‘0004}+1}0004*40000.+4} +
'Aziggnalsoooooe'oooo.¡tooo+*+ooo+++ a
9944.1 oooooo oooooo oooooaooool+ o
_C_g_1_12moooooooooooooooo+oooo++ o
911413 ooooooooooooooo.o**oo++¿'+ o
22;;4 00000000000000004+0000oá o
2521.5 ooooooooooooooooo+0000++ o
falló ooooooooooooooooo+oooo + o

De loa resultados expuestos se dedujo que los medios

A y B permiten decidir sobre la producción de hidrógeno sulfur'ado den.

tro de las. 5 horasconel hechosaliente de queel M da hi
drógeno sulfurado en 24 h.

Los medios enricuecidoe con cistina acertan al tiempo
de la deteminación pero lo hacen tanto para las salmonelas comopa

ra e]. E8011.coli. ¡1 distinto pHparece no influir en la técnica.
Por su parte se puede observar la influencia de la cantidad de mate

rial centrado sobre la velocidad de producción a poco que ee comparen
los dos cuadros.



Gonrespecto e una probable diferenciación de las eel

monelae y arizonae del Eachg coli ao ensayó el agregado de glucosa en

distintas concentraciones con el objeto de retardar 1a producción de
hidrógeno aulfurado por parte de dicha eapecie. Loa resultados fueron

negativos.
Para evitar la confusión que introducen dichos micro

organismos ae seleccionó el medio B eacriricóndose asi 1a rapidez a la

seguridad ya que actualmente en la bibliografia el Each. co}; ee con
siderado hidrógeno sulfurado negativo.

Gonel objeto de hacer más rápida la determinación de

hidrógeno awlfurado e indol se procedió a enaayrr medios que pannitie
ren determinar dichas suatancies en el mismocultivo. bn el UuadroN'

IF figure 1a concepción de dichos medios y en el GundroN‘ 19 los re

sultados obtenidos. En todos los casos se practicó la investigación

en turitos de 5 mmpor 50 mmusando 0,15 m1 de medio en caca uno.

Cuafzg N° ¡a

Composición Ge loe medios para le determinación conjunta del hidróge

no eulfurado y el inéol.

y magica
0| a 3

Triptona 2% Triptona 2% Triptona 2%
l-triptofeno 0,03% l-triptofano 0,05% ‘8203Na2 0.009%

33030153 o ,ooat
pH: 7,4 pH: 7,4 I pH: 7,4

Del cuadro N‘ 19 surge que la presencia de 8203Nag rave

rece le producción de|8H2 por parte de laa bacterias de los grupos 92;,
gonella y Ari na, no haciéndolo con el Each coli. E1 agregado de l-trip
tofano no interfiere en le producción de Sflg ni afecta la velocidedtb

eu producción. El 8203Ne2no interfiere ni en 1a torneción ni en le ve

locidad de formación de indol. Se adoptó el medio z tomando como tiempo

limite de las lecturas: z h. para el 533 y 4 h; para 1a investigación
de indol. En estas condiciones loa datoe obtenidos fueron correlativne

con los aportados por las técnicas clásicas.



ganara N. lg
Resultados obtenido. on 1a investigación de hidrógeno aulfurado o infiel
con trae medio..do cultivo distintos.

Radio 1 ¡odio z Medio 3 caldo
:1u8 É

¡ndol fl Indol ¿a 1; _ ___

Indol Sflzïlndq
Cultivo p fi 1 8 4 ¡h 1 2 (0ñ Nh

91122236
¿12.322,34

¿123.21.19.35

A13222140

¿212229.23

¿ELE-22246

Eg;¿_9

Eg¿¿_10

293.11
Eg¿¿_12

Qg¿¿_13

25;},14
8h. dle. 1
8h. dle, 8
8h. r;g;. la
Sn. flgz. 3
Sn. ’19;- 4
3h a -ei .oooooo'óooooocooooo«A

OOOOOCOOOOOOOOOOOH

00000000000000 OOOOOOOOOOOOO

o

OONN

Oí

fO'O

f
g.

OOOOOOW‘

oooóo

OQ

OOOOOOH

'OOOOOOO

OOOOOOb

OOÓOOOÓ

OO 9'.

OOOOOOOOOOOOOOOQOOW OOOOOOOOOOOOÓ-O

O 0

O 1'

O

OOOOOOOOOOOOi'4‘. OOOOOOOOOOOOfQ’QOOiñ
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OOOOOOQOOOOOOOOOOOW

OOOOOOOOOOO0+ OOOOOOOOOOOO OOOOOOOOOOOOf
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O) Determinación gg_lg_cs2acidad tennentativa gg_medioe sólidos

En el presente trabado este método estará destinado

a estudiar la capacidad fenmentativa de colonias sospechosas en 5V!

(modificado). Dichos cultivos deben ser ensayados frente a glucosa,
lactosa, sacarosa y manitol:

rata ello se adoptó el medio descripto por bpaur y
Uynne (16) que se bass en el previamente indicado por'knox en 1949

(14). Coneste medio se realizaron ensayos de ajuste de la técnica

que dado el númeroalto de variables que intervenían se elevó a 14.

El indicador rojo fenol usado por Spaur y Wynne(16) fue reemplazado

por'rouo nettro. Por no aportar datos de interés resumiramoeen 10(3)

sigue solamente le técnica adoptada y la forma de preparación del medio.

¡ste est! constituido por:
extracto de carne 8 gr

Proteosa Peptona N’ 3 lo gr

P04HKg 3 gr

Chía 5 gr

rojo neutro (sol. 15) 1,0 ml
Agua destilada 1000 ml
Deenlicolato de sodio
(solución al 10%) 20 ml

pH: 7,6

La solución de desoxicolato se agrega al resto del medio una voz que

este ha sido esterilizsdo y enfriado e 45°C. Por tal razón el pHdel
medio base se ajustó con HCl teniendo en cuente 1a alcalinidnd de la
eoluoiSn de desoxiiolato de sodio.

La solución de deaoxioolsto de sodio ee preparó a parb

tri del ácido desoxioólico en concentración tal que de una solución dl

10%de sal de sodio. Bo inició la neutralización empastando con una pe

quefia cantidad de solución saturada de OHNa,completando luego de dio



euolto el ácido, con agua destilada al Qáïfiágnnecesario; LAaolución
resultante ee fuertemente alcalina r para que resulte un mediofinal

de pu: 7,6 el pH del medio baee ee ajustó pero obtenerlo una vez egre
gedo a él la solución de deeoxicolato'de sodio.

Para la preparación de lee tiran de papel impregnadae

de azúcar ae empleó papel muyebaorvente (tipo aecante) de l mn de ee

peaor que ae cortó en trozos de oo mmpor 3 mm.Se loa colocó en tuboe

de ensayo agregóndolee hasta cubrirloa soluciones de los respectivos hi

dratos de carbono en solución ecuoea al 50! (excepto para manitol que

ee usó en ooncentrvción de 35%). 11 conjunto ae eeterilizó en autoola

ve abierto durante i h. Se decantó la solución excedente y los papele
ee Volcaron en una caja de petri estéril donde se los secó a 105°Cdu.

rante á b..o maeen ceso necesario.

Con el medie" bese fundido, enfriado a 45-50‘0, agrega

do de_la solucion de deaoxieoleto se prepararon sendas cajas de petri
e razón de 15-20 ml por placa. Estando aún el medio fundido y mediante

pinzas ae colocaron en el medio los papeles impregnadoa de azúcares.

Codacaia recibió 4 papeleo con azúcaree distintas. Una vez sólido el

medio las cajas ee aeoaron en estufa e 37°C durante á' hora.

La siembra de las placae asi preparadas se efectuó me
diante un enaa de material trezando una eatria continue perpendicularb
mente e las tiran de papel. sobre oeda placa ee sembraron siempre nelnae

de 4 cultivos distintos. Una vez eembrada 1a placa, mediante una pinza
ee colocó un cubre objeto esterilizado sobre la zona en que la eszria

de cultivo oruzrba la tira de papel impregnadoen glucosa.

Las cejas asi sembradas ee incubaron a 57°C durante 18

84 horas. Al cabo de dicho tiempo ee procedió a efectuar laa lectura;

La produccion de gas se observó por la preaeneia de bur

bujas dentro del agar (estrías) en le zone cubierta por los cubre obje
toa.
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La fermentación del ¿áácár,có;fáafiáhdi¿hia ví tantb a.
compañadade un enrojecimiento del medio como de una precipitacifin ddl

ácido desoxicólico insolnble liberado de su sal nódica por los ácida:

originadog en—la fermentaoiün. V x

y 'como en general en los casos.en que no hay fermentación

y aún ón las zonas del agar en que no hay azúcïr la bacteria aprove
cha las proteínas del‘medío: ollo trae comoconsecuencia una disminu

ción de la acidez y la aparición da una tonalidad amarillenta del mg.

dio que uaée mía visible el tiraje del indicador hacia el ácido y la
precipitación del ácido desoxicólieo en las zones ¿ande hay fermenta
, .p01012.

En la figura 1 se he tratado de reproducir ana placa

ocn las díétintas reacciones. su lectura daria comoreéultaeo el siguien
te:

\Glueosa‘ Lactoaa Sacarosa Manital

Cultivo1 (W ¿a a a A l.
Cultivo 2 (Sa;ggne;;a ap} AG 0 O A

cultivo 3 (8h;ge11a ap) Au o O A

La ¡una roja apareen ¿1 ass
ao tienpo cen ¿gaceta turfiia
por ¡a precipicaciéa.ác1 ¡c1

dgkinaozzeóxico. 7 >
Éïin
u



TENTATIWAQE_SIHPLIFICACION BEL ANALISIS BÁCTERIOLOGICO

QE_MATERIA FECAL MEDIANTE LA APLICACION gg TECNICAS RAPIDAS

De acuerdo a todo lo tratado hasta ahora sobre ante

cedentes, técnicas corrientes y estudio de tócnicae rapidas de ente
robaotariaa ee planeó el siguiente esquemapara el examenbacterioló

31cc de muestras recalca:

Aislamiento directo: en agar SS. agar biamuto-sulfitc,
agar deeoxicolato, agar verde brillante, agar'Maconkey.(24-48 h.)

Enriouecimientg: en Iaufrmann y en Selenitc F. (24 y 'Bh.)

Siembra gg.ggg¿g selectivo E!!_(modificado): (6 horas)
Famentación2 M gg sacarosa, lactosa, manital ¿Lu

gggg; de laa factoria: que no havan alterado el medio SV! (modificado)
(18-24 hores)

Enaazoe rápidos g_e_M 1 giga: tomandomateria]. de 1a
placa de fermentación de aaúcarea. (4 horas)

Seroiogga

Según el eequema, el tiempo total que demoraria el era;

men será de 52 a ¿51 horae, o aaa aproximadamente de 2 a 6%dias. Be

cordemoe que 1a técnica aevuida en O. 3. H. demora entre 5 y 8 dias.

El tiempo ha sido reducido sensiblemente y ee ha conservado la exacti

-tud del método, al mia o tiempo que ee ha ganado enormemente en comodi

dad al detenninar en una eola placa 16 reacciones (4 cultivoe sobre 4

azúcares), que en lae técnicas comuneerequieren 16 tuboa. 81 desarro
llo en 1a placa de fennentación pennite efectuar loe ensayos de indol

y sua asi comotambién el estudio aerológico, evitando el inocular un
tubo de agar nutritivo para estoe fines. Loe detallee de cada una de

lae fases del proceso aparecen debidamente documentadoeen loa capitu

lce anteriores, del mismomodoque 1a preparación de loe dietintce me
dica empleados.

La aplicación de 1a técnica en forma completa ha sido

efectuada sobre diversas muestras y loe reeultadoe obtenidos aon co



Cuadgg N° 20

Procedencia y número de muestras examinados.

Origen Número

Liquido cloacal de ¡nenes AiresI 29

Liquido cloaca]. de Tucumán 9

Materia fecal 1
Otrae 7

Cuad N’

Eficacia de]. medio sm (modificado) m bre un tota]. de 8311 colonias

sembradas.

colonias eliminadas Eliminadae por hidrolizar urea: 75,25%

por no resultar eoe.- 75,26 í
pechosee: Iliminedae por acidiricar con 6

ein gas: 0,09 fi
becloniee eoepechoeae lo confirmada. por eerologie: ¿19.251.

en el medio sw. 24,75 fi
(modificado) Salmonelae: ¿9,5 s

cuadgg N. gg

Eficacia de lee técnicae rápidas de deteminación de indol, hidrógeno
eulfurado y fermentación aplicados e 37! colonias.

“1011133 BOSPGGhOBatpor Oonfimadee eerologicamente: 550,3.

eue propiedadee bioqul- 30,8 f

nicae de eer enlmonelee lnp confirmadas: (0,51” fi



Cuadm N’ 23

Eficacia de los medios do enriquecimiento.

Salmonella:aisladas

Salmonelaoaisladas f

Muestras positivas
Muestran positivas S
Muestras positivas eo

lo en:

¡[odios

Kauffmann Selonito Í

24 h. 72 h. 24 h.

58 44 10

51,3 39,3 24,4
19 18 4

100 63,1 25

6 0 0

Observación: el enriquecimiento en Selenito I no utilizó aolamentoen

16 do las muestras por lo quo los porcentajes están tomados respecto
de dicha opntidad y de las salmonelae aisladas on las mismas (41)

091mm N’ gg

Eficacia de los medios de aislamiento sobra un total do 112 salmonolas

aisladas do 19 nuestras positiva.

Medios 36- Muestran positivas Muestras positivas cultivos aislados
lidos ym solo 
conbinacio I’ fi N' fi H. S
n_°_9

ás 17 89,6 a 26,3 61 54,5

VB 11 57 ,9 1 ‘O,06 35 31 , z

IB r n 57,9 o 0 16 14,3

88.VB 19 100 8 42,1 96 85 ,7

ss-“ 18 94,8 - 7 36,8 W 68,6

VB-IB 14 73,7 1 6,3 51 45,5,
SS.VB.WB 19 100 19 100 112 100
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DISCUSION

En el capitulo anterior se han mecionadolos resulta
doa obtenidos en los distintos ensayos efectuados. De ello ha surgi

do que mediante una modificación conveniente del medio SVM,este ha

podido ser adaptado e le escala microtécnica de modotal que aportó
resultados definitivos dentro de las d horas de incubación a 37°C¿

su aplicación práctica posterior a muestras de diversas procedenciae

ha permitido eliminar el 75 f de las colonias sembradas (Cuadro N' 21)

lo que coincide con los resultados obtenidos por Peso, Leiguarda y
Kempny(24) mediante el medio SVNaplicado al ezÉman de muestras de

agua del Rio de 1a Pïata.

Del restante 26 %¡ solo el 7 fi'cormesondió a salmonelae
lo que da un valor algommasbajo al obtenido por loa autores nombrados

(ll fi). Debe indicarse que este diferencia afecta poco al medio ya que
indicnria un mayor nfimerode falsos positivos y de ninguna forma taló
sos negativos.

Por lo que respecta e las técnicas de determinacián de

indol e hidrógeno aulfurado ae llegó también a un medio que permitio
identificar la producción de dichas sustancias a tiempos tan cortos
comode 4 y 2 horas respectivamente; Dicho medio aportó siempre resuló

tados ciertos y que encuadran netamente dentro de laspropiedadee bio

quimicas de los microorganismos snaayados. Al respecto debemoedecir

que el Each, coli fue capaz de producir hidrógeno aulrurado a partir
de medios ricos en cistina¿ Esta propiedad indicarle la presencia¡

dentro de au equipo enzimática, de una enzima capaz de hidrolizar las
cistina produciando hidrógeno sulfurado¿ lata propiedad creemos debe

figurar comocaracteristica bioquímica.
De le aplicaciSn de eatas tecnicas a colonias sospechOh

sas en BVM(modificado) no resulto ningún.dato falso positivo o negati
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¡innato «¡me rar-ritmo n 1pdetenimcióndo1a
capacidad remontan” efectuada on Indio 961160.

¡1 monoy 1a “una logrados¡»mas «son: un.6
todo bruto, rápido y angulo para 01 ooch do dicha. propiedades.
n man ¡P 88 permitom quono ha de“ multadoo falso. cuando
lo lo aplicá a 879 colonias sospecho-u.
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1) Se hs estudiado la modificación del medio selectivo

SYMcon ol objeto de adaptarlo a una táonios rápido. Se menciona el

medio obtenido y los resultados ds su Aplicación s distintos cultivos
puros do entero bacterias patógsnas más comunes. .

z) Boostudió y obtuvo un medio para ls determinación

rápida de indol o hidrógeno sulfurado. Bo mencionanlos resultados lo

grados al sor aplicados o diversos cultivos puros.

3) Se han tiJodo laa condiciones, el medio y la técni
es de trabajo para determinar el poder termontativo sobre medio sóli

do sn caja de petri. So ds cuento ds los resultados obtenidos.

4) Ss ha aplicado lo; medios y técnicas estudiadas s
ls investigación ds salmonelos en muestras de diversos origen. Bs os

tablecs le eficacia do cada uno do ellos sn ls aplicación práctica.



A) Medigs ggpcultivg liguidos.
I) Hedio de Kaurrmann.lueller

Caldo psptonado comúnestéril a)

Carbonato de calcio estéril b)
8olución de tiosulrato de sodio estéril e)
Solución iodo-iodursds d)

Solución de bilis de bueyestéril e)
Solución de verde brillante r)

s) Caldo peptonado comúnestéril

Extracto de carne 3 gr

Peptona 5 gr \

Agus destilada 1000 ml

Calentar los ingredientes hasta disolución total. Ajuso
tar el pHa 6,9 (azul de bromotimol). Calentar a ebullición, enfriar,
llevar s volumeninicial, filtrar por papel de filtro y esterilizar en
autoclave a 12000 durante 15 minutos.

b) Carbonatode calcio estéril

Se pesa el carbonato de calcio en un erlenmeyer de 1000
ml y se esterilizan en autoclave s 12006durante ls minutos.

c) Solución de tiosulfato de sodio estéril
Tiasulrato de sodio criatalizsdo 60 gr

Agua destilada _100 ml
Se disuelve la sal en agua y se esteriliza en autocla

vs, 120‘0 durante 15 minutos.
“d) solución iodo-iodursda.

Iodo resubl imado 20 gr

Ioduro de potasio 25 gr

Agus destilada 100 ml

Se disuelven las sustancias en agus sin esterilizar.
e) Solución de bilis de bueyestéril.



Ellis de buey 10 gr

Agua destilada 100 gl
Be disuelve le tilie en el agua y ee esteriliza en au

toclave, 120°0 durante 15 minutos.
t) solución de verde brillante

Verde brillante D Egl

Aguadestilada
Disolver el colorante en el agua y guardar tal cual.

0,5 gr
100 mi

Medio final: se indicará la fórmula del medio de Kaurfman

de simple concentración para el de doble concentración duplicar laa

cantidades para le miama,de caldo.

Daldo peptonedo comúnestéril e) 900 ml

Carbonato de calcio eetóril b) 90 gr

Bdlie de buey estéril c) 100 ml

Solución de verde brillante r) 19,5 m1
Se mezcle cada uno de lee componentesya esterilizadoe

por separado. ¿n el caso de deeearee preparar el medio de doble concen

tración, la cantidad de caldo popton‘adopermanece la mismapero en vc

de ser de caldo comúnee de caldo de dogle concentración, para lo cual
ae preparará con doble cantidad de componentes la fórmula a).

El medio asi preparado ae mantiene en hladera hasta el

momentodel nao: ee conserva bién durante largo tiempo y el único incon

veniente que puede surgir ee que ee concentre por evaporación. ¡n el

momentode uso, ee le agrega a la cantidad a near, el tioaulrato de IF
dio en solución c) y la solución iodoeiodurada d). Las cantidades a e

gregar de ceda una figuran en la table eiguiente:
Volumende M110besewol): 100 ml; solución e): 9,5 ml; solución d): ¡as

Para volúmeneeintermedios ee hace el calculo correepon.
diente teniendo en cuenta las cantidades de le tabla anterior.



II) Medio'Ï' al.selenito
Peptona 5 Sr

Lactosa 4 gr

Pcsfato monosódico lo gr
Fosfsto disódico
Selenito ácido de
sodio anhidro d gr

Agus destilada 1000 nl

DisOIVsr la peptons y los fosfatos en 600 m1 de agua

destilada y esterilizar en autoclave (lZl'O durante 15 minutos). Di
solver la lactosa y el selenito acido de sodio en dos sendas procicnes
de 200ml de agua destilada y esterilizar la primera solución por fil
tración (Seitz) o en su defecto por calentamiento durante 50 minutos
en autoclave abierto a lOO'C.

Unavez todo estéril y enfriado a unos 40’0, mezclar hs

tres soluciones y envasar en tubos en porciones de 10 ml, tapar con a1
godón y poner en autcclave abierto a lOO'C durante 30 minutos¿

8a conveniente para cada lote de peptona, fosfatos y ee
lenito ¿cido ensayar y determinar prácticamente la cantidad de cada u

no de los fosfatos que se debe dc agregar para que el medio final ten
ga un pH 7,0.

III) Medio 8V! (fónmula de Surraco y Pereyra modificada por
lontevsrde).

Peptone 20 gr

Urea 10 gr

Laotosa 15 sr

sacarosa 16 gr
Indicador de Andrade lo ml

8olución de azul de timol 3 nl

Agua destilada 1000 m1

a) Indicador de Andrade.

Ïuosina ácida 0,50 gr
Agua destilada 100m1



Disolver la fucaina en el agua destilada y una vez lo
grado ello agregarle OHNaN en cantidad variable, que depende de la

clase de fucsina empleada y que puede oacilar entre 16 y 21 ml. La can

tidad a agregar que ae fije en un ensayo previo con cada partida de fue

sina debe ser tal que al cabo de una noche en reposo la solución ten

ga un color amarillo clero.
Una vez agregadc.el OHNase deja en reposo una noche y

se filtra si es necesario quedandolista para el uso.
b) solución de azul. de timol.

Azul de timol 1,6 gr

oHNa 0,1 N 34 gr

Agua destilada 100 m1

Disolver el colorante en el uERa0,1 I y luego diluir
leaolución con el agua destilada.

Medio final: disolver la peptcne sn 750 ml de agua dea
tilada ajustar el ph a 7.09.2 filtrar se es necesario, agregar las so
luciones indicadores y esterilizar en eutoolave a 180’0 durante 15 mi

nutos; la urea en 126 m1y los azúcares en otros 125 ml de agua desti

‘leda, esterilizar estos últimos por "iltración y la urea en eutoolave.
Une vez todo estéril mezclar con cuidado para evitar contaminaciones

y envasar en tubos provistos de campanita de Durhampreviamente este

rilizados, que se colocan una vez llenos en autoclave abierto durante

30 minutos, al cabo de los cuales se los retira y deja enfriar lenta
mente a temperatura ambiente.

IV) Caldo nutritivo
Ver medio I) solución a)

V) Geldo triptcna

Triptona 10 gr

clNa 5 gr

Agua destilada 1000 m1

Calentar hasta disolver, filtrar en caliente y ajusterb
el pHa 7,0 en trio. Destribuir en tubos y esterilizar a 120’0 durante 80'



B) Mediosgg cultivg sólidos.
I) Medio de Kristensennbester y Iurgene. Agar verde

brillante (modificado por Hormaeche).

Extracto de carne 5 gr

Peptona 6 gr

ClNa 5 gr

Sacareea (uso bacteriológioo) 10 gr
Lactosa (Uso bacteriológico) 10 gr

Solución de rojo fenol a) 40 ml

Agar 25 gr

Agua destilada 1000 m1

a) Solución de rojo fenol

Hidróxido de sodio 0,1 I 40 m1

rojo fenol l gr
Agua destilada 460 ml

Para la preparación del medio se disuelven todas las sus
tancias con excapciónde la sacarosa y la lactosa. Se funden en autocla

ve abierto, se ajusta el pHa 7.0-7.2 se filtra y seeeteriliza en auto
clave (121°c durante 15 minutos). Al medio, recién fundido y afin calinl
te se le agregen las azúcares en solución esterilizada ya sea por fil

tración o por tyndalización. A cada litro de mediose le agregan ¡,5 nl
de solución acuosa de verde brillante (Dflgl) al 0,5%, se agita bien,
ae reparte en erlenmeyera estériles y ee guarda en la cámara fria. A.

medida que se necesite se funde el contenido y se destribnye en cajas

de petri estériles que ae usan previa solidiricación y secado en estu
ra de 55°C durante 20 minutos.

II) Agar SS. (fórmula del Laboratorio Ditco)._
Extracto de carne 6 gr

Proteosa-peptona 6 gr

Laotoea 10 gr

Sales biliares H. 3 8,5 gr
Citrato de sodio 8.5 Sr



Citrato de hierro 1,0 gr
Agar l? gr

Rojo neutro 0,025 gr
Agua destilada 1000 m1

Disolver los ingredientes, excepto el colorante, en su
toclave abierto; una vez todo disuelto, ajustar a pfl 7.0-7.1 agregar»
le el rojo neutro y esterilizar una vez envasado en porciones de 800
m1 a 120°C durante 15 minutos.

III) Agar Mc conl:ey.. (Método F. IVJ de los Métodos d!

análisis de 0. 3. N. )
Taurocolato de sodio comercial 5 gr

Peptona 20 gr

Cloruro de sodio 5 gr

Agar 30 8!

'Agua destilada l 1000 ml
Calentar en eutoclave abierto hasta disolución de todos

los componentes, enfriar a 50.0 y ajustar el pHa 7,6-7,8 usando como
indicador el rojo fenol. agregar luego una clara de huevo por cada

tres ligros de medio, llevar al autoclave a llá’c durante 15 minutos.
filtrar en caliente y ajustar la reacción nuevamentea pH7,3 a 50’0
o e pH7,5 a‘la temperatura ambiente. Agregar 10 gr de lactosa y lo
ml de solución acuosa de tho neutro al l fi. Mezclar y dsitribuir en
orlenmeyersy esterilizar en autoclsve lllS'C durante 15 minutos).
Guardar en cámara fria hasta el momentodel uso. Se funde entonces el

contenido de un erlenmeyer y se vierte en sendas cajas de petri este
riles. Dichas cajas podrán ser usadas luego de solidificadas y sacada
durante l hora en estufa de 45.0

IV) Agar blsmuto-sulrito de 'ilson y their.
(Fórmula propuesta por el Dr. L. Verne)

e) Agar base

¡beto peptona lo gr
Extracto de carne 5 gr.
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Cloruro de eodio 5 sr

'ágor 40 sr

Agua destilada 1000 m1

Calentar a vapor lento, hasta disolución. ajustar el pH
a 7,0, viltrer, envaeer en porciones de 100 m1y esterilizar n 12000
duranto 15 minutos.

b) bolucién de oitrvto de hismuto.

auspender 30 gr de citrato de bismuto en 25 m1 de

agua destilada y agregarlo gota e gota y agitando, 10-12 m1de celu.

ción de amoniacod: 0,893 (o an equivalente d:0,91). LleVar e 850 al
con agua destilada.

c) Mezcla de bismnto-nulfito-glucoee-fosrato

a 250 m1de solución de citrato de bismuto b), e

gregerlo 39,6 sr de FulÏito de sodio anhidro disueltoa en 500 ml de agua

destilada. Hervir y agregar entonces 100 gr de P04flNez.12H20.Enfriar
la mezcle y agregarle soluciñn fria de glucosa. Esta solución ae obten
drá dieolviendo 50 gr de glucosa en 850 ml de eguadestiloda hirviendo.
Le mezcla total ee nnntiare tien durante unoe menea.

d) Rezcle de citrato terrico y verde brillante.
Se prepara mezclando las doo soluciones siguientes

y en las cantidades indiosdna:
Solución 15 de citrato de hierro (acuosa) 200 m1

Soluciñnili de verde brillante tecuoea) 26 nl
medio final: En el momentodel ueo ae funde el conteni

do de un metracito con 100 mi daagar hace y oe le agregen lao cantida

des que oo indican de eoluconaa o) y d); oe mezcle y vierte en cejas de

petri estériles.
Agar bese fundido y enfriado e 60.0 100 nl
501u015n 0) 80 ml

Solución d) 4,5 m1

Secar lee placas una vez eoliditicndaa durante 30 minutoe a 37°C
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