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INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el hombre ha reconocido en la leche el ali~
mento més completo gque se encuentra en la noturaleza, Con el avance de
la ciencia se ha podido lleg-r a tener un conocimiento més exacto de los
elementos que entran en su composicién y que son tan necesarios para el
mantenimiento de la vida, tszles como: Protefnas, Hidratos de Carbono,

Grasa, Vitamlnas, Hormonas, inticuerpos y gérmenes beneficiosos. (6).

Pero asf como es un alimento indispensable en la dieta humana, pue-

de convertirse en fuente de infecciones y enfermedades cuando no se le
maneja con las debidas normas de higiene., Se faverece su contaminacién
con mleroorganismos gue encuentran en ella un medio que redne touos los
principios pars su crecimiento y desarrollo, Entre los microorganismos
que pueden contaminar la leche cruda se encuentran las bacterias entéri-
cas causantes de muchns trastornos y enfermedades en el hombre, Al mise

mo tiempo ocaslonan trasw¥ornes tanto al productor como & las plantas que

procesan el producto, (6).

Conaciendr la importancia de la leche en la dieta de los habitan-

tes de Nicaragua, en nuestro caso de llanagua, asf como de los trastor-
nos que puede causar una leche contaminada tanto al productor cemo al
comprador, y como hasta la fecha no se ha efectuado.ningin estudio en
este campo, se llevd a efecto el presente trabajo. Teniendo como ob~

jetivos los siguientes,



lo. Determinar ls Prevalencia de Enterobacterias en leches crudas

en el Departamento de Manapua,.

20, Determinar los géneros de snterobscterias que contaminan las

leches crudas del Departamento de ilanagua.

30, Comparar sl existe alguna relacifn entre la prueba de reduc-

cién del Azul de Metilenmo y las Enterobacterias encontradas.

El estudio se llevd a efecto con 37 productores de leche del
Departamento de Managua hoabiéncose efectusdo las pruebas en los La-
boratorios de lo Escuela Nacional de Agricultura y Ganaderia entre

logs meses de Junio 2 Septiembre de 1965,
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LITERATURA REVISADA

Bl grupo de microorganismos entéricos abarca un gran ndmero de bacilos
gram-negatives que morfolbgicamente estfn estrechamente relacionacos entre
si, pero que sin embargo pueden distinguirse fécilmente por medio de prue-
bas picquimicas y serolépicas, En cuanto a su patogenicidad para el hom-
bre, puede decirse que exlsten desde los relativamente patf.encs, como su-

cede con el Aerobacter aerbienes, hasta los altamente patbdgenos como Salmo-

nella typhosa,.

El Escherichia coli y el Zerobacter aerbgenes son habitantes normales

del intestino del hombre; en cambie otros microorganismos sélo utilizan al

intestino como via de entrada. (17).

Reciben el nombre de entéricos debido a que la mayorfa de sus miemw

brns son habitantes normales tanto del intestino del hombre como de los

animales. (8).

La familia Enterobacteriaceae incluye gran nfimern de parédsitos anima-

les y algunes vegetales {9) causdndoles reblandecimiento y podredumbre en

las raices. (10).

Los mliembros de esta familia son bastoneillos rectos o curves con di-

mensiones de 1 a 2 micras de didmetro y de tres a diez micras de largo,
gram-negativos, aerobios facultativos, no forman esporas, la mayoria de
ellos poseen movilidad (8) y esta movilidad se la dan flajelos perftricos

(10), pero tembién algunos son inméviles como las Shigellas, (8),



Atacan lo glucosa eon formacién de fcide o Acide y gas, reducen los
nitratos a nitritos con alpunas excepciones en el género Erwinia (9), Pa-
ra su crecimlento y desarrollo se pueden usar medios de cultivo sencillos,
sin sangre y ain crecen y se desarrollan en a2limentos corrientes como le-
che, condimentos pora ensaladas, relleno de emparedados, etc., a tempera-
turas desde los 15% C 2 40° C. Algunons son resistentes al frio y se pue-
den encentrar en leche, ajma, hielo, nguas negras, suelo, etc,, viviendo
en ellos seglin las especies y el ambiente desde unas horas a algunas see
manas {8). £s muy frecuente que se presenten estas bacterias como sapré-

fitos naturales (9).

Se les puede destruir fAcilmente por ebullicién de cinco minutos,

pasteurizacién y desinfectentes debide a que no forman esporas (8).
Sepfin el Berpgey’s Menual of Determinative Bacteriology, la familia

Enterobacteriaceae pertenece al orden Eubacteriales, clase Esquizomice-~

tos de la divisién Protéfitos. (21),

La clasificacién de Znterobacteriaceae segin dicho manual es la si-~
guiente (9).

Tribu t. Escherichese - Fermentsn la lactosa.
Género 1, Escherichia -~ Habitantes del intestino de los animales,
Género 2, Aerobacter - A4lgunas veces se encuentran en el intestino
de los animales,
Género 3, Klebsiella -~ Se encuentra en los aparatos resplratorlos,

intestinal y urogenital,
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Tribu 2+ Erwineae -~ Termentan la lactosa.

Género 1, Erwinia -~ Pardsitos de leos vegetales.

Tribu 3. Serrateae Fermentan la lactosa, licdan rdpldamente la

gelatina,

Género 1, Serratia Breterias crombgenas, no patégenas,
Tribu 4Le Proteae -~ No fermentan la lactosa, Descomponen la urea.
Género 1. Proteus - Rara vez patdgenos,

Tribu 5. Salmonelleae - Rara vez fermentan la lactosa. No descompo-

nen la urea,

Género 1., Salmonella -~ Salmonelosis del hombre y de los animales.

Género 2, Shigella ~ Shigelosis del hombre,

También pueden dividirse en dos grandes grupos atendiendo a si fer-

mentan o no la lactosa; estos gruvns son: Grupo de fermentadores de la

lactosa y grupe no fermentadores de la lactosa.

Grupo de fermentadores de la Lactonsa

En este grupo se encuentran miembros de los génerons Escherichla, Ae~
robacter, Klebsiella, Erwinia y Serratia. Como habfamos dicho los del gé-
nero Erwinia no son patégenos para los animales, lo mismo que el grupo

crombpgenn Serratia,.

Escherichia coli,

En los animales de sangre caliente este organismc se encuentra nor-
malmente en las porciocnes inferiores del intestino, En el intestino de
los anlmales de sangre fria y en los peces no se encuentra por lo gene-

ral, En el estbmago y parte superior del intestino es raro encontrarlo.
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Las cepas comunes de E, coli, segin Kauffman, serolbgicamente se

dividen en varies tipes, siendo algunos de ellos patdgenmeos, producien—

do en los animeles diversas enfermedades,

Morfologf{a y reacciones tintéreas, Ll Z, coli presenta una morfologia

variable bajo diferentes condiciones, es un orgsnismo pequefic en forma
de bastdn corte y slgu grueso, nlgunas veces forma filamentos largos,
Algunas cepas forman clpsulas pero no todas, lo gue nunca forma son es-
poras. Bs gram-negativo y se tifie ficilmente con lns colorantes ordi-

narios,

Caracteres de Cultivo, Lz temperatura Sptima en la cual se desarro-

1la es a la del cuerpo humano con amplios limites y lo hace en todos
los medios ordinarios, Se presenta como aerobio y anaerocbio faculta-
tivo. Presentsn una movilidsad de tipo lente la mayorfa de las varie-

dades.,

Cuandn se sierbra en caldo, después de incubarlo por 12 a 18 ho-

ras, se observa un enturbiamiente uniferme, (9). En agar Mc Conkey
ge presentan las colonias de color rojo y pueden estar rodeadas de una

zona de sales biliares precipitadas,

En agar 35,5, cuando logran desarrollarse, ya que son inhibidas,

se reconocen las cclonias porque son de un color rojo, aunque a veces
ne es rojo totalmente sino que rnsadas o casi sin color con un centro
rosado,

En zgar E.M.3+ se forman las colonias de un color negro y con as-

pecto metédlico.
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Fn agar Citrato no se desarrrllan colenias.

En plescas de gelosa sangre, algunas cepas forman amplias zonas de
beta~hemblisis alredednr de las colonlas, en cambio otras no producen

hemblisis,

Todas las cepas forman Acido y gas atacando la glucosa y la lac-~

tosa.
Generalmente el Indol lo forman en gran cantidad, los Nitratos
los reducen fuertemente, la resccién Rojo de ietilo es positiva y la

Vopes-Proskauer es negativa,

Las pruebas de Citrato, Indol, hkojo de Metilo y Voges-Proskauer,

son de muacho valor para diferenciar el E. coli del A. aerégenes como

se puede ooservar en el siguiente cuadro:

Citrato Indol MR VP
Ea conll - L i -
L. aerbdgenes + - - 4

Resitencia:

El E, ¢nli presenta bastante resistencia a la accidn de varios
desinfectantes y también a la desecacién, pero es destrufdo por la

pasteurizacién, aunque existen cepas termoresistentes que soportan
altas temperaturas.

Patogenicidad. Antiguamente se tenia lo idea que el kK, coll era un

parédsito inofensivo, pero luego se supo que es pe tbgeno en algunas
ocasiones o bien que algunas cepas son las patSyenas y ain los que
se encuentran normalmente en el intestine llamados inofensivos se

aprovechan, después de una intervensifn quirdrgica o cualquier rotura
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intestinal, produciendo peritonitis. (9).

Hasta la fechs no se hz demostrado la presencia del Z. celi en

la naturaleza sin una contaminacién fecla., (1),

Debidn a que es uno de los mis frecuentemente encontrado en cul-

tivos de tejidos de aninales, sobre tode si se toman unas horas des-
pués de muerto, se ha planteado el dilema de que si actda como inva-

sor secundario o ¢nmo agente causal de la enfermedad. Aln no se co-

noce el nimero de infecciones que causan éstns habitantes normales
del intestino, En cambio a los llamados serotipos patbgenos si se

les crnoce que clase de infecciin producen,
El ., coli se ha aislado de mastitis, infecciones urogenitales,

abortos, diarreas en recién nacidos tanto en el hombre cemo en los ani-

males, etc.

Toxina del Colibacilo: EL E, coli es considerade cemo no productor

de toxinas. Pero Smith y Little llevando a cabo varios experlimentos
demostraron la formaclén de toxina aunque no pudieron demostrar la na-

turaleza del materisl téxico. (9).

Aerobacter aerdgenes. Fue descrito por Escherich en 1885, s una bac-

teria aercobia, se encuentra: frecuentemente lo mismo que &, coli en el
intestino del hombre y de los animales pero también puede encontrarse

en tierra, grancs, alre, ebc., Adn no se ha comprobado que produzca ale
guna enfermedad. No se debe crnfundir con el E. cell y2 que no poseen
el mismoe significado sanitario. Se hz comprobado que produce la correo~

sidad de la leche y de la crema, E1 A. aerégenes puede hacer viscosa la
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leche, Tigura entre las bocterias lactoaciabgenas. (18),

Caracteres de Cultivo., Es gram-negativo, mévil, licfa la Gelatina, pue-

de producir o no Indol, utiliza el carbono del medio de Citrato, la reze-

¢ién Voges-~Proskauer es positiva y la de Rojo de Metilo negativa,

A, nerbgenes con el E, coli y Klebsiella se les conoce también como grupo

coliforme, (20).
ELl "Standard Methods" da la siguiente definicién del grupo colifor-

mes "El grupo coliforme incluiri todas aquellas bacterias aerobias y anae-
roblas facultativas, gram-negrtivas, que no forman esporas las cuales fer-~

mentan lo lactnsa formande gas®,

La presencia de estes organismos en agua, leche y otros allmentos se

considera enmn signo de contsminacifn fecal y por lo tanto la posible exis-

tencia de otras bacterias intestinales patbgenas.

Ultimamente se ha dado en considerar de cierta consecuencia sanita-
ria la presencia del grupo coliforme en la leche pasteurizada,
Se pueden encentrar celiformes en leches reclientemente pasteuriza-

das, y poslblemente se debe a las sigulentes posibilidades o a2 una comble

nacibn de ellas,

1) La presencia de uno o mis tipos de Coliformes termorresistentes en

1a leche cruda,

2) La conteminacién de la leche cruda con gran cantidad de organismos

coliformes, que, adn con una eficaz destruccién (mAs de un 99.54),
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puede sobrevivir cierto ndémere de organismos suficientes para que
quede conteminada la leche,

3) Que no se efectlie una buena pasteurizacién, sea porque no se le
dé la temperatura debida, porque se le dé un tiempo deficiente,

por una cAmara de crlentamiento descompuestsa o por introducir du-

rante el proceso leche cruda.

4) Tecentaminacién de la leche perfectamente pasteurizada. (1).

En el perindo comprendideo entre Abril y Diciembre de 1959 se exa-
minaron 7.432 muestras de leche pasteurizada en liorthern Ireland por

el Ministerio de Agricultura y la Universidad de wueen’s de Belfast.

Se obtuvieron 165 clases de E. coli y ningune de elles resultd

ser de serotipo patégeno,

En el cuadro giguiente se exponen los resultados obtenidos mos—

trando los resultados positiveos a 37° y 44° C en 9 meses eonsecutivos.
Evidentemente la incidencia es de tendencia estacional en los cultivos
positivos a 37° y 44° C y su nimero se mantiene alto dursante el perio-

do de verano (12).
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La incidencia de las bacterias coli-aerdgenes en leehe pasteurlzada
durante nueve meses consecutivos en 1959

No. de Muestras Positivas en 1 o @és tubos
Meses Muestras 37°C 44°C
Fxaminadas oo o No. p:)
Abril 800 115 12.9 5 0.6
Mayo g22 139 15,1 Q 0
Junio 891 181 20.3 12 1.3
Julio 720 187 26 36 5.0
Agosho 571 159 278 23 FARY,
Septiembre 947 230 24,3 13 1.9
Octubre 834 151 18.1 52 6.2
Noviembre 933 129 13,8 g 1,0
Diciembre T2k 103 14.2 10 A
Total y porcentajes 7432 1.394 18.76 165 2422

De las 165 clases de E, coll obtenides ningunn era de serotipo patbge-

no,
Kiebsiella. Se ha encontrado que varies miembros de este grupo no son patb=-

genos, puro existen algunns p=tégencs comn los encapsulados que se les en=
cuentra en mastitis, infecciones urogenitales del hombre, infeeciones respi-
ratorlas e infecciones de los genitales de los animales, Los miembros del

grupo Kl#bsiella son denominados tipos mucoides.

Morfologfa., Es un bastoncille gram-negstive que no forma esporas, pero si

forma chpsulas, inmévil, En los medios de cultivo puede observarse perfec-

tamente el desarrolleo mucoide debido a las cdpsulas.

Caracteres de cultivo, Se desarrolia bien en cultivos sencillos, £1 cree-

cimiento tipice en csbeza de clavo, ein licuefacién se nbserva perfeetamen~

te en la gelatina, Ataca los nitratos reduciéndolos 2 nitritos y a amonia-
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co. Es Inanl negative. La reaccifin Rojo de detilo es negativa y Toges-
Proskauer nositiva en la mayrriz de las cepas,

Patngenicidad, Cusnde se encuentrs en los conductos genitsles de la ye-

gua le produce metritls grove, pero es muy roro que se encuentre en esas

partes. Cuando invade el dtero es muy diffcil eliminarlo. Por el coito,
manos e instrumentos se trasmite fAcilmente., Hn mastitls se ha encontra-

.do en ganade vacuno y en metritis, mastitis y septicemia en los renos.

Serratia, Duranie peneracicnes se ha considerado en el laboratorie como

saprbfito inocuo. Las colonias son ficilmente reconocibles debibeo a que
toman un color rojo o rosado, Kxisten algunas especies gue en los anima-

les se les reconoce algin poder p=tégeno.

El Serratla marcesens se estid volviende patdgeno pora el hombre, ésto ha

colncidido con el uso de las sulfomidas y entibiéticos, por leo cual se

eree que a eso sea debido,

£ los ontibibticrs de amplio espectro hay cepas que son susceptibles

pero en poco tiempo ndquleren resistencia. (20).

Orgawismos entéricos no fermentadores de la lactosa

Morfoléigicamente y por numerosas pruebas bioguimicas estos organis-
mhs se parecen a las bacterlas anteriores; pero tienen la diferencia de
que no fermentan ls lactosa, Los organismes que componen este grupo sons
Preteus, Salmonella v Shigella; dltimomente se sabe que algunos miembros
del grupo Shigella fermentan la lectosa,., Se diferencia el Proteus de Sal-

monelle y Shigella por la facilidad gue posee de descomponer la Urea, (9).
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Proteus, Este organisuns estd amplinmente distribufde en lsz noturaleza,
e aislade por Henser en 1885 de las heces, aguas y materiales de descom

posicibn.

Es un bacilo gram-negotivo, mévil y aercbio. Morfolbgicamente y en
caracteres de cultivoe se asemeja mucho al £, coli, pero tiene la perticu-
laridad de que en la superficie del agar las cepas mbéviles cubren toda la
placa en 24 horas, en forma de¢ unn capa pseudomembranosa fina y delicada,
fis deficil aislar colonias de este organismo., (20), E£n ocasionecs puede
llegar a desarrnllarse en el organismo onimal pero por lo general no son
de importaneia en patologis anirnal,

Coracteres de cultivo, Mo fermenta la lectosa, produce HgS en agar T.S5.I.

(agor Triple Azdcar y Hierre), descomponen la Urea y esta es su principal

caracteristice, es Indol positivo y puede o no utilizar el Citrato (3).

Selmonella., Estz bacteria fue vista por primera vez en 1980 por Eberph

y en 1884 lo aisld Gaffky.

Uno de los micmbros especinliz :dos de  este genero es el bacilo tim

fico, causonte de la fiebre tifnidea, puede ser albergada por el hombre

¥ animales,

Un medio préctico y sencillo para diferenciarle de los miembros mis

commes del grupo es que no produce gas en los medios con Carbohidratos.

Morfologia y tincibn. Es un bacilo corto y grueso con .5 a .8 micras de

grosor y 1 a 3,5 micras de longitud. Féclilmente se ¢ ifie con los colo-
rantes de snilina, gram-negativo, aeroblo, mévil (aunque existen for-

mas inm&viles) (10)}. Ne forman esporas ni cépsulas,
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Caracteres de cultive, Se desarrolla ficilmente en los medios comunes

de laboratnrio a temperaturas desde 15° C a 41° C., pero se desarrnllan

mejor a una temperatura de 37,5°C. (20).

En agar Mc Conkey da colonias inceloras lo misme que en ager EiB.
(3).

No fermenta la lactose ni 1» sacarosa, fermente la glucosa con for-
mecién de gas, no produce Indnl ni licfia la Gelatina, tampoco produce ace-

tilmetil-carbinol,

hesitencia, 051 posee humedad puede permanecer vivo en los cultivos por

meses y aflos. Hiss después de trece afios encontré los microorganismos
vivos en tubes de agar cerrade herméticamente. En sguas telirica pueden
sobrevivir por dns o tres semsznas, pero en materias fecales durante uno

o dos meses. BEn el hielo y 1a nieve sobrevive por lo menos tres meses,

Se pueden destruir en 5 minutos con biclorure de mercurio en dilu-

aién de 1:500 o también con fenol al 5%. La temperatura de pasteuriza-

cifn las destruye y frente a los antisépticos usuales son susceptibles,

Shigella, Los verdaderos productores de disenteria. s posible que los

hayan aislado en 1888 Chantemesse y Widal en Francia y en Husia Grigosiew
en 1891, pero sin establecer la relacién etiolbgica.

En 1898 Shiga en el Japdn aislf ¢l primer miembro del grupo Shige-~
1la,

La causa- mis frecuente de disenteria sen los organismos del grupo

Shigella,
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Los organismos del grupo Shipella, con 2lpunas raras exceoclones se

encuentran sflo en el hombre, trasmitiéndose por enfirmes convalecientes

n portadores sanns,

Mprfelogia y tincifn. Son brailos en forme de bastones cortns {de C,5 a

0.7 micras de grueso y 2 a 3 micras de longitud), gram-negativos y se ti-
fien eon facilidad crn los erlorsntes usuales de aniline, ne forman cépsula,

son inmbéviles y no forman esporas.

Caracteres de cultivo. Los micmoros del género Shigella son zerobios y

aneroblos facultativos, Puwden desarrollarse fAcilmente a temperaturas

de 10°C a 40°C, siendo 37°C la temperatura &ptima,

Es mds importante gque el tipo de medin empleado la recnleccién y se-
leecidn de las muestras que se han de sembrar,
En agar S. S, y E.M.B. las onlomins que aprrecen incrloras pueden ser

de Shigella, 4 lns 24 horas de incubaciéfn se presentan las cnlonlas inco-

loras, un poco traslicidas, circulares, convexas, de bordes enteros,

Los organismos del géncro Shipelis tienen las sipgulentes reacciones

bioguimicas: Nn fermentan la lactosn, con excepciones come la Shizella
sonnei después de larga incubacidn, pero si fermentan todos la glucosa.
No producen gas de los carbehidrates con raras excepciones. Ne hidroli-
zan la Urea, ni licdan la Gelatina, Ko forman acetil-metil carbinol ni

se desarrollan en agar Citrato.

Resistencila. En agua corriente pueden vivir hasta seis meses, en hielo

unong dos meses ¥y ¢n agua de mar de dos a cinco meses.
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En 1a leche fresca es bien sabide que se desarrolia el microorga-
nismo, En la reopa sucla y aun 1la que aparenta limpicza pueden vivir va-
rins dfas. Resisten el fenol al 0.5% pero a la concentracién de 1li mue-
ren entre los 16 y 30 minutos,

Por medio de la temporatura de pasteurizacidn srn destruflaos.

La leche siempre se ha considerado como un alimento completo para

el hombre, asf como ideal e indispensable para los nifios, &llo se debe

a la gran cantidad de elementos nutritivos necesarios para la vida que
conkiene tales comn: proteinas, hidratos de carbono, grasas, minerales,
vitaminas, hormonas, gérmenes beneficiesos y anticuerpos,

Por centener esa gamn de eleméntos nutritivos la convierte en un me-
dio ideal pars sl crecimiente y desarrollo de tndo tipe de microorganis-—
mos que la afectan en difercntes aspectos, siendo el mAs importante el
que la convierte en trasmisora de machas enfermedades para el hombre y

que puede llegar a producir 1z muerte en los nifies. (6).

Lz Ipdustria Lictea, ademfs de manejsr la leche y sus productos

derivados, trata también de sus microorgsnismos,

Cuande la leche llege a las plantas pasteurizadoras o a los consu=-

midores, cuando se inglere crdda, lleva siempre microorganismos asocia-
dos a ella y siempre se presentan en los productos derivados si no es

sometida al proceso de pasteurizacidn, Dstos mieroorganismos constante~

mente actian sobre los compenentes de la leche tales como casefna, albd-

mina, grasa, lactosa, citratos, lecitinas, etc.
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Los gérmenes pueden contaminar la leche cruda principalmente de dos
maneras!

a) Cuando los animales se encuentran enfermeos y los agentes causantes
de dichas enfermedades pueden ser expulsados por 1la leche como su-
cede con la Tuberculosis, Brucelosis, ¥estitis, etc. Lo mismo su-

cede cuande existen infecciones locales en la ubre,

b) Cuando la contaminacidn ¢s nroducida por el medio ambiente donde se
realiza ordeflo, ya sea por polvo, pelos del animal, sucledad de los

utensilios, manns del ordefindor, ete. (18).
A continuacifn se pueden observar en el siguiente cuadro tedas las

posible fuentes de contaminacibn extcrna para le leche eruda, (4).

TRACTO

INTESTINAL
ANTMAL \com DE

LA T4CA

ALTIENTOS
CHTAMINEDOS
POLVO

\

¥ UTRISILIOS ——#LECHE
N P

T CRUDA
/ HOSCAS —— /

TRACTO

INTESTIHAL —MANOS DEL
HUMATIC  ORDERADOR

La leche cruda se puede contaminar cuandn particulas o salpicaduras
de excrementos, paja y basurz sucia de estiéreol, ete. caen en la leche,
(18)l

Las moscas tienen un papel importante en la trasmisién de enfermeda-

des intestinales debido al hébito de criarse y alimentarse de las inmundi-
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clas; contaminan los pesnnes de las vacas, utensilios de ordefto, lo mismo
que la propia leche, (14).
Cuando las vacas tienen diarreas las coportunidades de que los excre-

mentos 1lleguen a la leche cruda son mis numerosas, asimismo puede ser mis
peligrosa la contaminacidn puesto que dicha diarrea puede ser producida por
algin microorganismo entérico patégeno. (18).

Los microorganismos entéricos en su mayor parte, pueden contaminar la
leche ya sea porque el mismo animal posea la infeccifn, porque la contami-

nacidn provenga de portadores humanos o por factores del ambientes (14).

La leche impurificada en el ordefio por la penetracibdn en ella de par-
ticulas de polvo, paja, forraje, pelos de vaca, estidrcol, moscas, manos
del ordefiador o por contener suciedades el interior de los recipientes,
tiene escaso valor para el consumo o para procesarla debido a los siguienw
tes efectos:

1) Las materias impurificantes antes dichas poseen bacterias que al en-
contrarse en la leche comienzan a difundirse y proliferan de manera

que al poco tiempo comienzan su accidn destructora.
2) Debido a que el colar o filtrar la leche, sélo se estén eliminando

las partfculas visibles y en ningin momento las bacterias, ni ain cen-
trifugéndola,

3) Cuando la leche se encuentra contaminada con bacterias su poder de con

servacidn disminuye y a la temperatura ordinaria se agria répidamente.

4) Cuando se consume leche cruda que ha side contaminada crn determinadas

especies bacterianas, puede causar trastornos y enfermedades en los -

adultos y en los nifios de corta edad representa un peligro mortal y mis
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adn para los lactantes. Cuando se observa la elevada cifra de morta-
lidad infantil, puede asegurarse que en gran perte, es debido 2l con-

sumo de leche contaminada.

5) Si la leche cruda contaminada con ciertas bacterias nocivas se va a

dedicar a la elaboracién de gquesos, se malogran éstos,

&) Al elaborar mantequilla de la nata de esa leche sin pasteurizar, su

sabor serd desagradable, se enrancia rdpidamente y puede llegar a ser
nociva,

7)  Con la pasteurizacién de la leche s8lo se elimina una parte del cmte-

nido basteriano., Cuande la leche cruda hz tenide un alto grado de con-
taminacién la pasteurizacién no elimina todas las bacterias por lo cual
se conservari muy poco. Afin esterilizéndola no se consigue un cien por
ciento de destruccién de las bacterias y menos adn de las esporas aun-

que se caliente a 110-120°C, afectando por lo tanto su conservacidn.
8) 1a coccifén casera no destruye todas las bacterias y en modo alguno las

esporas de las bacterias esporfgenas. Este tipo de leche casi no se
conserva sobre todo en verano, por el ripido desarrollo de los gérme-
nes espordgenes, los cuales no la agrian, pero la leche tiene un sabor
amargo y a veces hasta pdtride. Cuande es ingerida por lactantes,
puede causarles enfermedades y hasta la muerte. La leche que sufre

la coccifn casera, se recontamina ripidamente debido a microorganis-
mos que se encuentran en el aire, en el interior de lbs reciplentes,

ete. (18) ™

Cuando no se guarda una estricta higiene en la produccifn de la leche

¥ los productos licteos, los seres humancs que la consumen pueden sufrir

enfermedades.
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En 1a leche deben guarderse medidas higiénicas tales como higiene de
1os animales productores de leche, medidas higiénicas convenientes en la
prnducciﬁn, manipulacién y elaboracidn de la leche y productos lécteos;
debe de someterse la leche cruda a la pasteurizacién o cualquier otra for-
ma de tratamiento térmico para destruir los gérmenes patdgenos y luego

evitar la recontaminacién posterior.

Frecuentemente se detectan recontaminaciones de bacterias coliformes

en leches recién pasteurizadas, siendn un problema en las instalaciones
elaboraderas. Los motivos de éstas recontaminaciones deben buscarse en

las operaciones de limpieza, desinfeccién y otras relacionadas. GComo prue=-
ba de lo dicho anteriormente, se efectuaron recuentos rutinarios de coli-
formes en dos instalaciones elaboradoras de leche que poseifan esencialmen-
te la misma magnitud, el mismo tipo de operaciones y teniendo una misma

fuente de abastecimiento de leche cruda.

Los resultados se pueden observar en el siguiente cuadro, en el cual

A y B son las dos instalacinmnes en las cuales se hicieron los recuentos
rutinarios en las mismas fechas. En la instalacién B no se guardaban las
debidas normas higiénicas. En B se puede observar la misma instalacifn

B después de haber aplicado métodos higiénicos buenos,
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Recuentos coliformes de (2 ml) de varios productos procedentes de dos

instalaciones elaboradoras de leche =

(=]

Tipo de Producto

Fecha Leche con crema Crema  Leche descremada HP® VDHPP
Instalacién & (que emplea métodos higiénicos buenns)
5 abr, e 0 0 0 0
12 abr. 0 0 Q 0 0
9 may. 0 0 0 G 0
29 may. 0 0 0 0 Q
11 jun. 0 0 4] 0 0
25 jun. 0 0 0 0 0
2 jul. 0 0 0 0 0
19 jul. 0 0 0 o 0
Instalacién B {que emplea métodos higiénicos deficientes)
12 abr. 35 5 2 14 25
23 abre Q2 1 24 1100 218
9 may. o 13 1 80 64,
22 may. 0 19 33 3000 3000
6 june 0 3 1 4 3
19 jun. 5 0 3 2 6
2 jul. 0 0 0 230 420
19 jul. 5 25 4 420 6
Instalacifn B (al emplear buenos métodos higiénicos)
5 agt. 0 0 0 Q 0
20 agt. 0 0 0 0 0
3 sep. (4] 0 0 C 1
15 sep. 0 o} 0 0 2
2 oct, o € o ¢ Q
27 octa 0 0 0 ¢] 1
10 nov, 2 4] 0 0 Q
28 nov, 0 0 0 0 Q

a
b

HP~
VDHP

Leche homogerdizada en envase de papel.

Leche homogeneizada, com

vitamina I, en envase de papel.
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Con la pasteurizacién adecuada también se destruyen los organismos
psicrsfiles (proliferan entre 1.7°C a 10°C) presentes en la leche cruda o

por lo menos los reducen a tal grado que no llegan a constituir un factor
determinante en el deterioro del sabor de la leche, durante un tiempo pro-
longade de almacenamiento. Prueba de lo anterior son los datos obtenidos
al hacer recuentos bactéricos de leche mezclada de un hato antes y después
de la pasteurizacidn experimental. Los resultados podrén observarse en el

siguiente cuadro. (7).

Recuentos bactéricos de leche mezclada de un hato, antes y después

de la pasteurizacibn experimental (a 143°F= 63.9°C durante 30 minutos)
por tubo sellado e inmersién total.

Recuento Normal En Recuento Recuento

Prueba Placa Coliformes Psicrofilos
32°C 35°C 7°C

1. Cruda 730,000 630,000 18,000 200,000
1, Pasteurizada - —_ Q
2. Cruda 710,000 830,n00 22,000 130,600
2, Pasteurizada 9,168 — — 3
3. Cruda 34000, 500 377,300 8,000 150,00
3. Pasteurizada 37, 3,00 { w
4o Cruda L6007, %0 Labrdye 5 STRTNES 68,010
4 Pasteurizada 8y4." byl T . W,
5, Cruda 365,000 48,77 5y din 62, . :
5, Pasteurizada 330, 0 11,

Para la produccifn de la leche en condiciones higiénicas deben de to-
marse en cuenta varions facteres, siendo uno de ellos el de evitar la eonta=~
minacién externa de la leche tanto en el momento del ordefio como en el local

en que efectda esta operacién, prncurande evitar en todo momente la penetra-
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cién en la leche de microorganismos y suciedades. Muchos productores tie-
nen la idea errénea de creer que con las operaciones subsiguientes de co-

_1ar, filtrar, refrigerar y tratar térmicamente la leche pueden sustituir
la limpieza en su produccifn, 1o cual debe de combatirse enérgicamente,

Al sométerse la leche cruda sumamente contaminada a tratamiento £érmi-
co, desde el punto de vista bacteriolégico, se puede obtener un producto
inocuo, sin embargn esta leche presenta varios inconvenientes tales como
mal aspecte, tiempo de conservacién menor y de un sabor menos agradable,
&sto en cuanto a la leche en si, pero ademfis en los centros de recogida
e instalacinnes de pesteurizacién hace mis complicadas las medidas higié-
nicas y asi mismo en individuos sensibles causa trastornes gastrointesti-
nales no especifices (14), los cuales son miy generalizadns especialmente
durante el veranc, Y los pueden vroducir atn cuando la leche sélo conten=
ga organismos muertos; esta enfermedad por lo general se presenta en adule

tos susceptibles y en los nifins pequefios.

Por eso se debe insistir en la limpieza y en lo conveniente que re=-
sults eliminar a los suministradores la leche que se encuentra muy conta-
minada con materias fecales, lo mismn que con sustancias extrailas, aun
cuando vaya a ser sometida a tratamiento térmico adecuado, (14).

La leche puede trasmitir un gran ndmero de enfermedades habiéndose he-
cho una divisién en dos grupns: a) BEnfermedsdes del hombre en las que los
animales actlan como fuente primaria de infeccifn a través de la leche. b)

Las enfermedades originalmente humanas, pero que pueden ser trasmitidas por

la leche. (14). Las infecciocnes gastrointestinales son frecuentemente tras-



mitidas por la leche.

Por otra parte cuando se contamina la leche con ciertos microorganis-

mns productores de entero toxinas, pueden causarle enfermedades a las per-
sonas que la consumen, Estas entero toxinas, por lo general suelen ser re-

sistentes al calor y ni siquiera la ebullicién las neutraliza o destruye.

Cuandn el nimero de bacterias en la leche cruda es muy elevado pue-
de causar trastornns gastrointestinales aln cuando se haya sometffio la le-

che a un tratamiente para destruir bacterias.
Ttro factor que debe de trmarse en cuenta es que ademds de los tras-

tornos v enfermedades que puede causar una leche contaminada con bacterias,
esta se agria y se echa a perder ripidamente Roucual tiene consecuencias
importantes para €l productor ya que el comprador se la rechaza, disminue
yendo con estn, el suministro a 1lns consumidores y entorpeciendo el normal

funcionamiento de lns centres de tratamiento. {14).

Es por eso que tantn los productores como su personal, deben tener
siempre presente que el tratamiento a que se somete el productn nunca po=-
dri ser, ni ha pretendido serln, un sustituto de la higiene en ninguna de

las fases de produccifn, mansjo y elaboracifn, es decir desde el productor

al consumidor, (15).

En el perfindo comprendido entre Marzo y Diciembre de 196¢ fueron exaw
minadas unas 1l.1l4 muestras de leche cruda en Northern Ireland por el Minise

terio de Agriculture y la Universidad de Queen’s de Belfast,

Fueron obtenidas 262 muestras presuntivamente positivas en caldo de
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MeConkey's a 37°C y 44°C. Ninguna de las clases de E, coli resultaron sex
geratipos patégenos,

Las técnicas usadas muestran que es posible detectar en leche un pe-

quefic grado de contaminacifn peor serotipos patégenns de E, coli en presen-

eia de gran nimero de clases no patépgenos de E. coli,

Los resultades obtenidos del examen de las 1,11/ meesiras de leche

eruda se miestran en el cuadro siguiente, mostrando los resultados positi-

vos a 37° ¥ 44°C en diez meses sucesivos.

Incidencia de bacterias coli-aerdgenes en
leche cruda, durante diez meses sucesivos en 1.960

Meses ¥o, de Maestras Positivas en 1 &
Muestras mas tubos
Examinadas 37°C 44.°C
No. % No. %
Marzo 117 6u 51.3 39 233.3
Mbril 117 61 5241 33 8.2
Mayo 126 52 41.3 31 2.6
Junio 115 69 O 26 22.6
Julio 92 58 €3 P 31.5
Agosto 96 56 58.3 26 27.1
Septiembre 115 6h 57 o&h 26 22.6
vctubre 127 59 46.5 19 15
Noviembre 155 53 5.5 19 i8.1
Diciembre 14 oo 48.1 14 13.5
Total y porcentajes 1114 584, 5244, 262 23.5 {13)

e — e
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MATERIALES Y METODOS

Ins medios para aislamiento primarioc que se usaron para el desarrollo
del trabajo fueront Agar Mc Conkey, Agar S. S. y Lgsr E.M.B., los cuales
se presentan en el comercier en forma de polvo {deshidratade). Para su re-

construccién se siguieron las indicaciones del fabricante.

A continuacidén se dari una resefla de las propiedades de los medios em-
pleadosa

Agayr McConkey

Peptnna.c . .0, 0. 0.0 0.9 .0-9.2.8.7.9.9.9.9.4.4.0.4 17 g.
Protensa Peptimte.ccecsacsssee 3 ge
Lactnsa'i.r....‘-......‘-. 4.8 . 82. .9 5.0 8 %+ 8 e 1\:’ g.

Sales Biliares Nowleeecscoaases 15 g
Clorure de SOdifte.eeececcsss o 5 B
AgAT e e sses0u. 00000800 ssccnnvrnn 13.5 e
Rojo Neutrne.sesscoseseccsssess ©ali3 go

Cristal Vinletoeiisavessescenses o1 ge

Para la deteccidin e identificacién de todos los tipos de bacterias de
disenteria, tifus y paratifus de muestras de heces, orina o cualquier otro
material contaminado con estos micronrganismos se recomienda usar un medio

diferencial como el Agar McConkey.a

En este medio las bacterias Gram-Positivas son inhibidas, en cambin las

Gram~Negativas se desarrnllan y se pueden diferenciar los bacilos Gram-Nega-
tivos fermentadores de la lactnsa, siendo un excelente sustrato para detec~

tar tifus y otros organismos de Salmrnella en heces y materiales infectados.
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cuando se va a inncular es importante que el medio se encuentre solidi-
ficadr y secon.

Las ¢olonias de Colifeormes se identifican por tener un color rojo-la-

drillo y estar rodeadas de una zona de bilis precipitada.

Esta reaccién es debida a la accién de los icides, producidos por la

fermentacifn de la lactnsa, sobre las sales biliares con la sub-gipguiente
absorcifn del roje neutrn. Los baciles que no fermentan la lactosa como
los de la tifoidea, paratifnidea y disenteria dan una reaccién alcalina y

las cnlonias se presentan inceloras y transparentes.

Para la deteccifn cultural de organismos de tifridea en material infec

tado, es recomendado usar el agar Mec Conkey con un medio mis selectivo como

Agar So So (5). Agar S S

Estractc de Cormeeaeseesssce 5 e
Proteosa Peptonfeecsacensses 5 g
LaCtNStceccasssscessansassse 1. g.
Sales Biliares Nouo3eeeesasas 8.5 g
Citrato de Soditessvescesuss 8.5 g.
Tinsulfatn de SodiCeaceeasss 8.5 g.
Citrato Ferrictescscsccessas 1l g
Agar.........-.............. 13.5 Ee
Verde BrillantCeccecceceseees » 2033 g
ann Neutro................o ,’:,..'_‘25 g.

Es un medio altamente selective, recomendado para el aislamiento de

Salmonella y Shigella de heces y otras materias sospechosas de crntenerlas.

Provee una exitosa diferenciacién entre los no fermentaderes de lacto-
sa y los fermentadnres, 1n mismn que la inhibe al miximo el crecimiento de
los Coliformes, sin restringir el crecimiento de bacilos patégenos gram-ne-

gativos que ocurren en la muestra.
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Los no fermentadores de lactesa como Salmonella y Shigella forman cnlg

nias opacas, transparentes, generalmente lisas.

3i se desarrollan organismos fermentadores de lactoesa, son detectados
ripidamente, debide a que forman colonias de color rojo o rosadas y adn ca-
si incolnras con centre rosado. Cuando crecen tipos aerdgenes desarrollan
cnlonias mucoides caracteristicas, largas, blancas o crema opacas. En cler

tas condiciones algunos tipos de Salmrnella y Proteus forman celonias con

centro negro,

En agar S, S. pueden usarse indculos grandes, debido a su gran selec-
tividad, debiendo ser distribuidos por toda la superficie del medio. Si
incuban los platns por 24 horas y a 37°C, luego se toman por lo menos de
3 a2 4 tipos de cada una de las colenias sospechosas, se toman de cada pla-
to pars la identificacifn., Este medio inhibe el crecimiente de microorga-
nismos centaminantes peroe no lns destruye. Para transferencias se tomaré
solamente el centrn de la colonia. Las colonias sospechosas se trasladan
a tubns ¢con medins diferenciales apropiadeos tales como: Kliger Iron agar,
Triple Sugar Iron agar, para determinar el grupo al cual pertenece. EL
T.S.I. se emplea crmo un medio simple de separar Salmonella de Shigella,
ademds cnmo Salmonella no puede producir Indol del Triptone se puede dife-

renciar afin mis,
Como en el agar Mc Conkey crecen adn los mis fastidiosos patégenos in-

testinales gram-negativos y el agar S.S.-es un medio selective particularmen
te para aislamiento de Salmenella y Shigella, se recomienda que se usen al

mismo tiempn. (5),
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Agar E. M. B,

Peplonaeeiesessecesssscass 1 g
Lactnsteeseesessccacncnns 5 Ha
SACArNSRscesssasansasasss 5 B
Fosfato DipotdsicNeceasss 2 g

Agar....‘...........'..I. 13.5 g.
Ensina.....-'.-..I‘...... (}.4 g.

Azul de MetilenNeseesease ai'H5 ga

Es un medio diferencial mediann empleado para determinacifn y aisla-
miente de bacterias entéricas patogénicas gram-negativas.

Las c¢nlonias de coli-aerdgenes se presentan negras con centros obscu-
ros mostrando una decnloracifin perisférica transparente, en cambio las de
tifoidea y otras de organismns no fermentan la lactosa o sacarina y quedan
incnloras.

El agar E.M.B. es recomendado para la deteccifin de lns mds fastidiosns

organismos de Salmonella y Shigella. Se recomienda usar en conjunto con

agar Mc Conkey y agar S. Sa
Agar T- S‘ I.

Egtracta de Carni?......-......- 3 Ee
Estractn de Levadurfeeececseee 3 Eo
Pep‘t.ﬂna..................-..-. 15 Ee
Protensa Peptindecesvesessesses 5 e
Lactosa-oacco-..oooa‘o.nco‘o‘. 1‘ g'
S T2To3:1 of o - YN AP 1" Es
DeXtrnsSBecssccenccsnsnsvsessnes 1 Ee
Sulfato Ferrost,cecicescssesssss ‘fod Ee
Cloruro de 50010eesescssssonsa 5 Ee
Agar...’...-.......'........‘. 12 g.
Tiogulfato de Soditeceasecoees o3 Ee
Rﬂjo de Fen01....‘....'......i}.(:% g.
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para 1la diferenciacifn de Enternbacterias y organismos similares, el
primer paso es inocular en pendiente del agar Triple Aszicar Hierro,

El inéculo se toma generalmente de colenias del plato original, aungue
puede ser usade cualquier cultive puro., Para inocular el agar T.S.I. con
una aguja recta de inocular, se pesca la cclonia, luego se hiere la pendien

te y se raya la superficie, incubdndose luego por 24 horas a 37°C.

El agar T. S. I. contiene glucnsa al 1%, sacarosa al 14 y para indi-

car la fermentacifn de éstos azlcares contiene rojo de fenol, Posee tam-

bién ferrosulfatr de amonio para detectar la produccién de Acido sulfidri-

C0e

A continuacién se indican los cambios del medion cuande se inocula en

el fondn y la pendiente, al fermentar las tres azdcares y la produccifn de

cide sulfidrico.

1) El medin no innculade tiene una coloracifn de amaranjado a rojo.

2) 8i la lactosa es fermentada, el medio miestra un color amarillo (4ci-
dn) en el fondn de la pendiente.
3) Si es fermentada la sacarcsa, muestra un color amarillo {Acido) en el

fondo y la pendiente.

4) Si es glucosa la fermentada da reaccién Acida (enlor amarillo) sola-
mente en el fondn y la superficie es alcalina (roja) més pronunciada
que el medio no oncculado,

5) En caso de que no se fermente ningln aszdcar, la superficie de la pen~
diente es alcalina, igual a la anterior y en el fondo no miestra nin-
gin cambio de crlor y cnmn es menos alcaline que la pendiente, pudie-

ra interpretarse mal, creyendo que di una reaccifin 8cida.
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6) Si se fermentan 1lns azdcares hay produccifn de gas y se forman burbujas

de aire en el fondn de la pendiente.

7)  Cuando se produce dcide sulfidrico el fondo se ennegrece inmediatamen—

te debajo de la superficie del agar. (19),

Medio de Mntilidad

Triptﬂsa.......--...-.-oo. 1. Ee
Cloruro de Sodinecsscssass 5 g
Agar.--....-...--.;------- 5 g.

Para la prueba de mntilidad de las bacterias se emplea un medio semi~
sAlido,

La innculacifin se hace en el medio estéril, perforindolo en el centro
e innculdndolo a la temperatura que requiera el organismo estudiado, obserw
véndolo a las 8, 24 y 48 horas, Macroscdépicamente se puede determinar la
motilidad al observor el crecimiento de una zona difusa a través de toda la
linea de innculacién,

Segln el tipe de bacterias mAviles algunas muestran un crecimiento di-
fuso a través de todo el medin, mientras que otras miestran el crecimiento
solamente de une o dns puntos, observindose sobre crecimiento en forma de

nddulos en todo 1o largo de la herida.

Para la prueba de motilidad también es recrmendade el medic SIM. En

este medin se pueden. observar también la produccifn de Indol y &cido sulfi-

drico. (5). Agar Citrato de Simmons
Sulfato de Magne sio seeversnces Dol Be
Fosfato Mhnnamﬁnicn............ 1 Es
Foagfatoe Dipﬂtésicn,..-o..---... 1 Ee
Citrato de SodiOg.copp-.ucun... 2 Ea
Clﬂrurﬂ de Sodio.l.linj’...l.ll 5 Ee
Agar.......,.,,,..........--p'r 15 Ee
AZl.ll de Brnmntimlbooupn..ocooa 8 g.



- 32 -

En base a la utilizacién del Citrato el agar Citrato de Simmons tiene
1a capacidad de diferenciar los grupos aerdgenes del coli-fecal. Para la
diferenciacién de ciertos géneros de Salmrnella, puede usarse este mismo

medic. Es preparado siguiendn la férmula de Simmons.

El ecnli-fecal no puede desarrnllarse en un medio que contenga como fuen
te de nitrégenn sales inofgénicas de amonio y comn fuente dnica de carbono,
el Citrato. En cambio las cepas de aerfigenes crecen sin restriccidn en éste

medio tal como fue descrito por Koser.

La preparacifn del medin se hace con pendiente de agar y la inoculacién
por perforacifn y rayado incubdndenlo a 37°C. Puede usarse el medio en pla-
tos de Petrie.

Cuandn existe crecimiento en el medin, se nbserva la formacién de co-
lonias y un cambio de colnracifn en el medio por el indicadnr, debido a la

produceidn de Acido o Alecali.

En agar Citrato crecen exhuberantes las cepas de aerdgenes, c¢nn pro-
duccifn de 4lczli y por lo tanto un cambio de color del verde inicial a
azul profundo en 24 a 48 horas.

Cuandn se siembra coli~-fecal en este medin, o crece tampoco que no

cambia aparentemente la reaccifn o no crece del todo,

Agar Urea Base

Peptinaeeeessscevessacsass 1 Ee
Deansa...O..‘O“"..C.!O l g.
Cloruro de Sodi0e.eveseees 5 Ee
Fosfato Monopotdsicoeeesss 2 Ee

Urea.........--.....,.-.o- 24 Ee
Rejo de FennlesesveesaresGall2 Ce

Es un medio diferencial para la detectacién de Proteus, asi como tome-

bién para gran parte de los grupos Paracolon intermedio, Paracnlon aerobac-
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ter. Cuando se estén identificandn patdgenns intestinales, este medio ayuda
a la eliminacifn de éstos grupns.

La Urea es atacada rédpidamente en el término de 2 a 4 horas de incuba~
cidn por el Proteus mostrande un cambio de color debido a la produccifén de
amonisco gue penetra hasta muy dentrn del medio. Cuando transcurren 24 ho
ras de incubacifin la reaccién es alcalina en todo el fondo del tubo. En
cambio el Paraceclmn-Ureasa pnsitivo para cambiar la reaccién en todo el
fondn del tubo necesita de 3 a 5 dias y a las 6 horas muestra apenas una
leve penetracifin de la reaccifn alcalina en el fondo del médio con lo cual

puede observarse que hidrnliza la Urea mis lentamente.

Paracolon-Escherichia es Ureasa negativo, en cambio la mayorfa de los
Paracnlen-intermedio y Paracolon-ferobacter son positivos, Salmenella y Shi

guella fallan en producir siquiera trazas de alcalinidad en el medio,

“tros grupos que pueden dar reaccifn positiva en éste medin sont Al

gunos Cnens gramenegativos y Diftercides, lo misme gue ciertns pigmentos

producidos pnr miembros del grupo Pyocifnico. (5).

Caldo Plirpura Base

Estracto de Carn€euieecesvees 1 g
Proteosa Peptona No.3eeevs.s 15 e
Cloruro de S0diNesecsvecssss 5  Ee

Pérpura de Bromocresoleseses o615 g

Se emplea como base en la preparacidn de caldos de carbohidratos para
estudios de fermentacifn, por medio de los cuales se identifican microorga=
nismos, especialmente miembros del grupo entérico.

Este caldn contiene come indicador el bromo creserl pirpura y es ajusta-
dr a una reaccifn final de Ph 6.8 para aguellos bacteriblogos que desean los
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caldos de carbohidratos diferenciales con una reaccidn un poco Acida. Asi-
mismr cntiene un indicador sensitivo de sulfaneptaleina que registra minu-
cinsamente los cambios en la reaccifin., Ademds estd libre de carbohidratos

fermentables que pudieran dar resultados errdnens,

La capacidad para atacar un determinade carbohidrato es una caracte-
ristica definida de las especies bacteriales y, si se crntrolan las condi-
cirnes, permanece constante para los organismos a través de generaciones,
cultivaciones y medins. Por esa razén se emplean en los medios de cultive
1ns carberhidratos, tante para proporcicmnar una fuente de energia como para

diferenciar los génerns e identificar las especies. (5).

Medio Indnl
Buscandn una peptona particularmente usuable para que las bacterias

elaboren Indnl, fue desarrnllado Bacte Triptone. Es de gran valor para la
clasificacifn y eliminacién de las bacterias observar la presencia de Inwe

dol comn sub-producte en el metabnlismo bacterial.

Solamente cuande el medin contiene Triptofano es prsible la produccidn
de Indnl, y el Bacto Triptene es muy rico en esta forma dé nitrbgeno, esté
capacitadn para usarse en dicha prueba, Después de una incubacifin del cul-
tivn por 15 a 16 horas, en una snlucifn de 1% de Bacto Triptone es posible
encontrar pruebas fuertes de Indol,

La reaccifn serd mAs promunciada cuando el cultivo es incubado por 4
a 5 dias, (5).

Prueba de Indnl.,

Se efectda después de una incubacidén de 18 a 48 horas ya sea por la

téenica de Kovac’s o segin la de Ehrlich-Bohme, usando el reactivo para di-

metil-aminobenzaldeidn,
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La prueba se lleva a efecto agregindnle al medio, después de incubado
por 18 a 48 horas, ".5 ml, de una srlucifén de para-dimetil-amincbenzaldei-

dn, dejande transcurrir 5 minutos antes de leer la prueba,

Positivo - Colonr rojo.

Negativo - Color amarillo. (2).

Para llevar a efectn este trabajo se tomaron 37 muestras de leche cru-
da a igual nidmero de productnres del Departamento de Managua. Las miestras
se tomaron en las Pasteurizadrras en el momento en que era pesada toda la

leche cruda del productor,

Las muestras de leche cruda sometidas a la prueba primeramente se seme
braron en medios para aislamiento primarin, de los cuales los que usé fue-
ront agar Mec Conkey, agar Salmonella Shigella y agar Eosine Azul de Meti-

lenona.

Como cada muestra contenia 3 cc., se sembrd 1 cc. en cada uno de los

medins antes dichons, procediendn de la forma siguiente:
Se tomd 1 cc. de la miestra de leche cruda poniéndnlo en un plato de

Petrie estéril y luego se le vierten 1 cc. de medio &.una temperatura de
45°C, luego se agita el ploto para que se mezclen bien el medio y la leche
¥ se identifica el plato segin el nimero de la muestra.

Después de sembrada cada muestra de leche cruda en los tres medins pa-
ra aislamiento primarin se incubaron a 37°C por 24 horas, al término de 1lns
cuales las enlonias caracteristicas del grupo entérico aparecen de la si-

guiente maneras
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Cnlonias rojas. E., c¢nli 6 A. aerfgenes.

Colonias incoloras y transparentes. Salmonella,

Shigella & Proteusa

Colonias rojas. E. coli 6 A. erégenes (blancas o

crema 0pacas)s

Colonias opacas, transparentes, Salmonella &

Shigella.
Colonias incoloras. Salmonella, Shigella 6

Proteus.

Crlonias negras con aspecto metdlico., £, coli

& aerbgenes,

De los medios de aislamiento primario, las colonias pertenecientes al

grupn entérico se pmsaron a los medios diferenciales primarios y secunda-

rions los cuales se incubaron por 24 horas a 37°C.

Se tomaron 1los resultados y se compararon con las reacciones bingquimi-

cas caracteristicas de los gérmenes entéricos,

E1l método seguido para la identificacidn de las bacterias entéricas

existentes en las leches crudas que se sometieron a la prueba, fue por come-
paracién de les resultados obtenidos crn las reacciones bioquimicas caracte-

risticas de las bacterias entéricas,

Lag conlonias que resultaron positivas para A. aerdgenes se les sometid
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a una segunda prueba para determinar si la contaminacidén de este microorga-
nismo provenia del tracto intestinal o del medio ambiente (suelo, agua, ai-

re).

Cada muestra que salif positiva para A, aerdgenes se sembré en dos tu=-

bos conteniendo agar Citrate., Como se sabe este medic cuando es positivo

para A, aerfgenes toma una coloracién azul, incubdndese uno de ellos a 37°C

por 24 horas y el otro a 2.°C por 24 horas. El resultado se interpreta de

la manera siguiente: Los A. aerfgenes provenientes del aire crecerin mejor

a 27°C dando una mayor coloracifn azul que el incubado a 37°C. En cambio
los que provienen del tractn intestinal crecerdn mejor a 37°C dando mayor

cnloracifn azul que los incubadns a 27°C.

Esta es una ferma caualitativa de hacer la prueba aunque se puede hacer
cuantitativamente por contaje del ndpero de colonias que crecen en un medio

nutritivo incubando la muestra a las dos temperaturas antes dichas. (2.).

Comn en el Centro Experimental de La Calera, Divisién de Ganaderia, se
efectia la prueba de reduccifn de Azul de Metileno a cada productor una vez
por semana, se utilizaron esns datos para compararlos con los resultados ob=
tenidos e investigar si existe alguna relacién entre la contaminacién por

gérmenes entéricos empbntrada y las horas de reduccifn del Azul de Metileno,
Prueba de Azul de Metileno.

Esta prueba estd basada en la accifn decnlorante de las bacterias sobre
un tinte, Da una indicaci®n satisfactoria tanto del nimero de bacterias co=

m~ de su actividad, y por tanto de la calidad de conservacifn de la leche,{16).

Procedimientos

1) Se coloca 1 cc. de Azul de Metileno en cada tubo estéril con tapfn de
hules
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2) Se afirden 1. cc. de la leche a probarse, con una pipeta est &il. Se

jdentifican los tubos.

3) Luegn se colocan los tubos en una gradilla y se colocan en bafio maria
a 4°°C, procurandn que se alcance esa temperatura en un perfodo de 5
minutos. Para esto se cnlnca un termSmetro en un tubo pilotn.

4} Cuande la temperatura llega a 4°°C se invierten los tubrs para asegu~

rar una mezcla uniforme del coleorante con la leche, 1o mismo que la
grasa, Luego se incuban en bafic maria a 37°C mis o menos 5°C y se

ancta el tiempo en que comienza la incubacidn.

5) “bservar los tubos a intervalos regulares de 1,2,3,4,5 y 6 horas o més
¥y se van anotando y eliminando los tubos que han sido reducidos desde
la observacifn anterior, (11).

Y Para esto se compararon los resultadns obtenidos con el promedio de

horas de reduccifn del Azul de Metileno onbtenido durante el lapso de tiempo

en que se efectuaron lng trabajos de laboratorio y con el ndmerc de horas

de reduccién del Azul de Metileno cobtenidas en las mismas semana en que se

le efectud la prueba a las distintas muestras.

Como a los productores de leche solamente se les tomd uns muestra, ya

que se buscaba la Prevalencia de las bacterias Entéricas, no se obtuvieron
datos suficientes para efectuar un andlisis estadistico y comprobar si exis-
tia alguna relacifin entre las bacterias entéricas encontradas y la prueba
de reduccidn del Azul de Metileno,

Ln que se hizo fue una comparacifén objetiva y ver si aparentemente ha-

bia alguna relacién,
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RESULTAD"S

Lns resultades obtenidos en éste trabajo provienen del examen bacte-

rinlégico de 37 muestras de leche cruda tomadas a productores de leche del
Departamento de Managua, para buscar en ellas la Prevalencia de Bacterias
Entéricas.

Cemo es sabidn, estas bacterias pueden contaminar la leche cruda en
cualquier fase de la prnduccifn y manejo causando estragos tanto al produc-
tor enmn al consumidor, tal como se ha podide apreciar en piginas anterios

resSe

Los organismns entéricos pueden ser aislados de cualguier miestra con=-
taminada por métodos bacterioldgicos e identificarlos por sus reacciones
gerolbgicas o binquimicas.

En el presente trabajo se utilizaron las reacciones bioquimicas para
1la identificacifn de los nrganismos pertenecientes al grupo entérico. ILa

identificaci®n se llevé hasta el génern,

Cuando les micreoorganismos se encuentran en determinados medios de cul
tivo, desarrollan reacciones binquimicas caracteristicas, segiin las cuales
pueden identificarse. En el cuadrn No.,1 padrin observarse las reacciones
birquimicas caracteristicas de leos organismes entéricos.

A partir de éstas reaccinnes, fue posible identificar los géneros de
les nrganismns entéricos que se presentarcon al desarrollar el presente tra-
bajo.

Del total de muestras examinadas se aislaron cincn géneros de Entero-

bacterias, habiéndnse encontrade mds frecuentemente unos que ntros, segin

el sigulente ordent



Aernrbacter en 23 muestras
Escherichia en 4 muestras
Salmonella en 1 miestra
Shigella en 1 muestra
Proteus en 1 nuestra

Habiendo cases que en una misma muestra se presentaron dos géneros,

En el cuadro No,2 pedrén observarse: el nombre de la finca, el nombre
del duefio y la localizacifn de las fincas del Depsrtamente de #Managua some-
tidas a la prueba, las que resultaron positivas parz uno o mis génercs del-

sdbdwicos y las Enternbacterias aisladas,

Comn pndré nbservarse el Lercbacter fue el mids frecuentemente encontra-

dn, pero como éste se pusde encontrar tanto en el tracte intestinal como en
agua, suelr, ete., las muestras que dieron prsitivo para Aercbacter se so-
metieron a otra prueba para determinar si el Aerobacter encentrado prove-
nfa del tracte intestinal o del suelo, agua, etce

Los resultados de ests prueba pueden observarse en €l cuadro d0,3,
en el eurl de 23 muestras positlvas para hAerobacter, se demostrd que tres
provenfan de erntaminacién prr agua, sueln o aire, y las 2. restantes del
tracto intestinal o sea de contaminacién fecal.

El cuadro Nea,4 presenta el porcentaje de aislamiente de Enterobacte-
rlas en las 37 muestras estudiadas, indicéndonns que el Escherichia que se
aislh en cuatro muestras presenta un porcentaje de aislamiento de 1..8%,
el Aernb-cter que se aisld en 23 muestras, el porcentaje de aislamiento

es de 6241 %
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Tantn Salmenella comn Shigella y Proteus se aislaron en 1 muestra y

presentan un porcentaje de aislamiento del 2,7%.

Al comparar los resultados obtenides ern el premedio de horas de re-

duccifn de Azul de Metilenn que presentd cada muestra de las sometidas a
examen no se encontrd aparentemente ninguna relacién, ya que la mayoria de
las muestras en las cusles se aislaron Enternbacterias, el promedio de las
horas de reduccién fue bajo o sea baja contaminacién bacteriana y en las
que presentaban el prrmedic de horas de reduccién alto, no se encentraron
Enterobacterias, Ademis se compard crn las heras de reduccifn del Azul

de Metileno que presentaron las muestras en la misma semana en que se efec-
tuh el examen bacteriolfgico, dande los mismos resultados que con el pro-

medin, 1ln cual puede nbservarse en el cuadre No,5,.
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DISCUSITN

Siendn la leche un alimentn bisicr en 1la dieta de los habitantes del

Deﬁartamentn de Manarua que en su mayeria 1la consumen como leche pasteuri
zada, debido al gran nimero de Pasteurizadoras que se encuentran en el De-
partamento, pero que también existen lugares donde se c¢onsume cruda o se
elaboran derivados lficteos a partir de leche cruda, se prne de manifiesto
1a importancie que pueden tener los resultades rbtenidos en el presente
trabaje tante para el preoductor, como para las plantas pasteurizadoras y

alin pera los censurdidores,

Los grandes y medisnns productores son los que ticnen las facilida-

des, afin cuande su finca se encuentre muy alejada, de vender su leche a
las plantas Pnasteurizaderas, y lng pequefins productores come no tienen
esas facilidades algunns se la venden al preductor grande y otros la ven-

den c¢rmn leche eruda, crema, quesos, etc,

En el trtal de muestras examinadas se encontraron cinco géneros de
Enterobacteriast Escherichia, Aerobacter, Salmonella, Shigella y Proteus.

E1l génore Shigellas es muy raro encontrrrle fuera del canal intestinal

¥y por esc es frecuente encentrarle en las heces, en cambio fischerichia y
Salmonella aunque son habitsntes normales del tracto intestinal, tamoién
se les puede encontrar invadiende otrns tejidos,

El género Protcus tiene un mayor campon ambiental ya que se le puede

encontrar en la sustancis anivnal y vegetal en putrefacceidn, asi{ como en

la tierra y er las heces,
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El génern Aernbacter se puede encrntrar tanto en el tracto intestinal

crmn en el suelo, agua, polvo, etce.

De 1o expucste mnterinrmente se nuede deducir que por encontrarse nors-

2

malmente en el intestine las bacterias entéricas aisladas y por lo tanto en
las heces, la contaminacifn de la leche cruda puede haper ocurrido cuando

partfcnlas n salpnicaduras de excrementn por diversas causas cayeron en ella,
¥y esto ocurre frecuentemente en el momento del nrderio, cuande no se guardan

debidamente las medidas higlénicas necesarias.

Hay que tomar en cuenta gue la centaminacifn puede haver ncurrido por

ntras causas, teles como en el cnso de gque uno o varins ordefiadores esta-
vieron padecliendo enfermedades del tipo de la tifoidea, paratifoidea, tras-
trrnos gastreointestinales, ete,, causadas por gérmenes entéricns y que por
falta de higiene llevaron los microbicrs en las manos y ropas contaminando
de este mndo 1la leche cruda ya sea en el momento del cordefio (al tocor las
ubres n la leche con las manes) o en cualguiera de las fases de enfriar,

crlar y envasar.

En las finecas cuandem las heces teonto de animales como de humanos por-
taderes llegan a tal grade que contaminan el polvo, éste puede contaminar

1la leche cuando se encuentra expuesta.

Pero ¢l Aernbacter puede contaminer ls leche sin provenir del trace-

tn intestinal y» que se puede encontrar también en el agua, suele o aire

v comn este género se presentd en 23 de las 37 muestras examinadas, se les
sometib a una nueva prucba consistente en determinsr si provenfan del trac-
tn intestinal o del medie ambiente, Dando por resultado gque 2! de las mues-
tras provenian del tracto intestinal y las tres restantes del suelo, agua o

alre,
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El porcentaje de enterrbacterias encontradas fue alte ya gue dib un

81.7:8%, 1n que indica una alta centaminacifn fecal.

Resumlendn podemns decir que las leches crudas provenientes de pro-

ductrres del Depeartamente de Managua scmetidas a examen, nos indican una
alta contaminacién por bacterias entéricas, las cunles siende habitantes
normales del tracto intestinal y estando por lo tantn presentes en las
heces, nns hacen pensar que en la mayoria de las fincas estudiadas no se
guardan las debidas medidas higiénicas, permitiendo que particulas de ex-
crementos lleguen a la leche erudn eontaminindnla,

Al ¢emparar lns resultados obtenides de las muestras examinadas con
1= prueba de reduccifin de Azul de Metileno a que fueron scmetidas las
mismas muestras durante el lapso de tiempo en gue se llevd a efecto €l pre-
sente trabajo (Promedin de horas de reduccién del Azul de Metileno), se
observé que en general no existe relacidn aparente entre las bacterias

entéricas aisladas y el promedio del nfimero de horas de reduccién,

Asimismo se compnrd con los resultadns obtenidns el nidmern de horas

de reduccién gue presentaren las muestras en la misma semana en que se lle-

v6 a efectn la prueba, ne habiendo encontrado en general ninguna relacifn.

El hechr de gque no exista relacifn, puede explicarse sabiendn que

el nimero de horas de reduccidén depende tanto de la cantidad de bacterias
presentes en la leche eruda, ¢omn de su actividad, pero perfectamente pue-
de suceder que unn miestra altamente erntaminada y por lo tonto con poeas
horas de reduccién, no crntenga bacterias entéricas, lo mismo que una mes-

tra con poca contaminacifin o sea cnn muichas horas de reduccién, entre las
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bacterias que c¢contenpga pueden estar presentes las entéricas,

Pero es de esperarse gue en una leche altamente contaminada exis-

ten mayores opnrtunidades de encentrar las bacterins entéricas y es por

ese mntivo que se llevh a efecto &sta investigacién,



- 59 -

CTRCLUST HES

De acuerdo con los datos obtenlidos, después de llevar a efecto la

presente investigacifn se pueden formular las sigulentes conclusiocnes:

1) De las bacterias entéricas, cuy2 prevalencia se deseaba determinar,

gse identificaron cinco géneros,
2) Lns génerog que con mayor frecuencis se presentaron fueron Aercbac-

ter y Escherichla, presenténdnse les géneros Salmonella, Shigella y

Proteus en igual ndmero de veces.

3) Las muestras de leche ecruda examinadas estaban contaminadas con ore

ganismos entéricos en un 81,78%.

4) Los géneros encontrados eomo contaminantes de la leche cruda, se pre-

sentaron en los porecentajes sigulentest Aerobacter 62,1%; Escherichla

16¢.8%;s "almonella 2,7%; Shigella 2.7%; Proteus 2.7%.

5) En el presente treobajo no se encentrd en general ninguna relacién apa=-
rente entre la contaminacidn de gérmenes entérieos con las pruebas de

reduceidn de Azul de iletileno efectuadas en La Calera.
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RESUMERN

Con el nbjeto de investigar la Prevalencia de Bacterias fntéricas en
leches crudas del Departamentn de Managus se llevé a efecto el presente

trabajo entre Junin y Jctubre de 19545,

La investigacidén se llevd a efecte emn 37 productores de leche del
Departamente de Menagua, los cuales la venden a las distintas Pasteuriza-

drras del Departamento,

Las muestras fucron tormadas en el momente en que los productores en-

tregan la leche a las Pasteurizaderas, sometiéndolas luegn a las pruebas
brcterliolbgicas necesarias para el aislamiente & identificacién de las

bacterias entéricas presentes,

Se encentraron cinco pgéneros de Entereobacterias, siende lng mis fre-
cuentemente encentradns: Aernbacter en un 62.14, Bscherichia 1u.8%, ¥y

los pgénerns Salmrnella, Shigella y Proteus en un 2.7%.

Se encontré que las muestras examinadas estaban contaminadas con

rérmenes entéricos en un 81l.08%.

No se encontrd ninguna relacién apsrente entre la centaminacién de

1ns gérmenes entérices y la prueba de reduccifn de Azul de Metileno.
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