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Pocos lemas de la microbiologia alimenticia habrin sido inves.
ligados tan amplia y profundamente como el referente al grupo Escheri-
chia-Aerobacler, significacién de las diversas especies del grupo en los
Jiferentes alimenlos, investigacién cuantitativa y cualitativa de los mis-
mos, léenicas mis idéneas para lograrlo, ele., ete. Sin embarge, y a
pesar de la amplisima bibliogralia al respecto, siempre es un lema nuevo
y sugeslivo, aplo para realizar en él nuevas investigaciones.

Nosolros, que por razones de nuestro trabajo, realizamos con
frecuencia colimetrias cuantitativa y cualitalivamente, especialmente en
leches, derivades licteos y aguas, hemos quedado insatisfechos de los
resultados en numerosas ocasiones, desde el punto de vista cualilalivo,
incluso después de realizar el “test” completo seglin los métodos “slan-
dard” americanos.

En vista de lo cual nos decidimos hace ya algin tiempo a ln
bitsqueda de algiin mélodo que de forma sencilla, sin grandes complica-
ciones, permiticra no sélo realizar colimelrias cuantitativamente sino
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que a la par nos diferenciara las diversus especies del grupo, o al menos
lus de origen fecal del resto,

El resultndo de cstos ensayos, van a ser el molivo del presente
trabajo. Al objelo de centrar previamente cl problema antes de entrar en
el desarrollo de nuesiras investigaciones, hablaremos en primer lugar de
la interpretacién del grupo coliforme, seguidamente de la significacién de
las colimetrias en los diversos mlimentos, para pasar seguidemente al
planleamicnto de nuestras investigaciones y comunicar y disculir los re-
sultados obtenidos,

DEFINICION DEL GRUPO COLIFORME

La definicién generalmente mis aceptada es la de Breep y Nortox,
para los que, este grupo se encuentra formado por “las baclerias aerobias
y anaerobias facultalivas, Gram negativas, no esporuladas, y fermenta-
doras de la lactosa con produccién de gas.” La temperatura éptima en
la prucba difiere segiin la procedencia de Ia muestra, para la Subcomi-
sion de Coli-Aerégencs de la Sociely for Applied Bacteriology, en los
anilisis de leches serd la de 30°C. y en las de agua la de 37°C., los
Standard Methods for the Examination of dairy products, de la Ameri-
can Public Health Association, recomiendan Ia de 35° C.

Como e puede apreciar por la definicién se engloban en la misma
todas las bacterias de! grupe Escherichia-Aerobacler, sean o no de origen
fecal, y se excluyen gérmenes como los del género Paracolobacirum,
fermentadores tardios de la lactosa,

La clasificacién de Ias especies del grupo coliforme ha sido objeto
de numerosos estudios ¢ investigaciones, En la tabla A, presentamos una
recogida de las investigaciones de WiLson, WINDLE y Tayror, BuTTiaux,
WiLssENS y olros investigadores, en la que exponemos los detalles mas
significalivos en torno a su diferenciacién, junto a su poesible origen.

COLIMETRIAS, SIGNIFICACION EN LOS DIFERENTES
ALIMENTOS

La colimetria, segin su etimologia, expresa la numeracién o con-
taje de colis. Ahora bien, la definicién en si no delimita si esta nume-
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racion se realiza sobre todus Ins especies dol grupo, sin especilicar, o por
el contrario se concreta al Esch. coli de origen feeal. Como ambas coli
metrias pueden ser inlercsnnles, segin el andlisis a reslizar, conviene
distinguir perfectamente una de la otra, Llamaremos colimetriz “lalo
sensu” a las que valoran el nimero total de coliformes, y “siricto sensu™
las que solamenle valoran los colis de origen fecal,

La significacion de las colimetrias en el examen higiénico de los
alimentos es diversa segn e] alimento de que se trate, y cs preciso le-
nerla muy en cuenta antes de realizarla, pues en unos casos interesa sim.
plemente la investigacion de los coliformes, mientiras que en olros us
necesario buscar los colis de origen fecal, Dado el interés de la cues
tion, vamos a resefiar brevemente, la significacién que debe darse a lns
colimetrias en los diferentes alimentos,

Agua dulee, agua de mar, moluscos—En eslos tres productos,
aguas dulces para el consumo o elaboracién de alimentos, agua de mar
de criaderos de moluscos, y en los moluscos, como lo que se pretende
con la colimetria es invesligar la conlaminacién por heces de los mismos,
por la posible presencia en ellas de salmonelas patégenas, bacilo do
Ebert y paratificos, y gérmenes coleriformes, es precisa la biisqueda del
Esch, coli de origen lecal, es decir, la colimetria en “stricto sensu™. Por
otra parte la presencia de coliformes apenas nos dari indicacién alguna,
siendo motivo de confusion, a causa de su habitat amplio, —suelo, plan-
fas—, etc,

Leche y derivados ldcteos.—La significacién de las colimetrias
es diferente segin se trate de leche o productos preparados con leche
cruda o que hayan sufrido un tratamiento por e calor.

Ei el primer caso, leches crudas o quesos frescos preparados con
leche no pasterizada, interesa la biisqueda de los colis de origen fecal,
que nos indicard una contaminacién del producto por heces, inadmisible
en un alimento de tan amplio consumo. La investigacién de coliformes;
carcce de interés, ya que solamenie nos indicard una falta de higicne
en el ordefio y envasado, y deficiencias en el transporte y almacenamiento
(temperaturas altas, tiempos prolongados), que por otra parte serd per-
fectamente valorada en los contajes microbianos o pruebas biclogicas a
realizar en la misma,

Sin embargo en las leches tratadas por el calor, si que tienc ver-
dadero valor la-investigacion de coliformes, ya que al ser éstos destruidos
durante el tratamiento térmico, su presencia en el producto significa o
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bien un deliciente wratamiento o ta contaminacién posierior por los en-
vases sucios o con cierres imperfectos,

PLANTEAMIENTO DE LAS PRUEBAS

Al estudiar la posible diferenciacién de Ias diversas especies de
coliformes, o cuandg menos las de origen fecal de las no fecales, ¥
tralar de encontrar un medio de cultivo que nos permiliera realizar para-
lelamente colimelrias cualitalivg ¥ cuantilativamente, nos decidimos a
investigar ademais del empleo de temperaturas disgenésicas para los coli.
formes y substancias inhibitorias de los gérmenes Gram positivos, la
produccién de indol y la fermentacign de la lactosa o de la dulcita con-
juntamente. Como esta investigacién era imposible en los medios s6lidos,
la realizamos sobre medios liquidos,

Los motivos que nos impulsaron a la invesligacién conjunla de
la fermentacién de la lactosa o duleita con la produccién de indol, 2 tem.
peraturas diversas y con sustancias inhibitorias fueron |as que siguen:

a} La fermentacién de la lactosa es especifica de todos los wér.
menes del grupo.

b) La fermentacién de la dulcita es especifica en el Esch. col;
y variedades, Esch. coli variedad acidilaciici, Eseh, col; commnunior, Esch.,
coli variedad naepolitana, no desarrolléindose en los coliformes (Mac
Conkry, HewLETT §y Barton, ZaraTero, Piraux).

¢} La produecién de indo] es casi plenamente especifica en los
Esch. coli y coliformes de origen fecal. Sin embargo atn no aceplando
este aserto plenamente para el Esch. freundii 11, A, aerégenes I, e irre-
gular VII de Wilson (Tabla A), la investigacién de indol nos puede ser
muy 1til si la estudiamos conjuntamente con Ja fermentacién de 15 dul-
cila, ya que segin hemos visto en el apartado anterior ninguno de estos
gérmenes es capaz de fermentarla,

La investigacién del indol en la deteccién de colis fecales, aparle
de los clisicos trabajos de DemErer ¥ LERNER, ha sido ensayada 1lti-
mamente por MACKENZIE, TAYLOR y GILBERT & temperaturas de 44° en
colimetrias de aguas con excelentes resultados, y confirmada por diver-
sos investigadores, (CraziApEr, Burriaux, SasamLe ¥ PIERENS, elc.)

d) Las temperaturas disgenésicas 43-45° C, eliminan el creci-
miento de la gran mayoria de coliformes y gérmenes hanales del agua y
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de Ia leche, exceplo los termélilos. EJ empleo de productos inhibitorios
de la flora Gram positiva, es necesario al objeto de climinar el ecreci-
miento y en definitiva todas las posibles interferencias de esta flora tan
abundante en el agua y especialmente en la leche,

TECNICAS EMPLEADAS

Gérmenes—Los gérmenes coliformes, aislados del agua y de In
leche y clasificados por nosotros, los hemos agrupado con fines de estu-
dio en tres grandes grupos denominados Colis fecales, Coliformes con
indol y Coliformes sin indol.

La composicién de estos grupos estd hecha en la forma siguiente:

Grupo Colis fecales: 10 cepas de Esch. Coli 1. ‘

Grupo Coliformes con indol: 3 cepas Esch, freundii 11, 2 cepas
Irregular Wilson I, 2 cepas irregular Wilson VII y 2 cepas A. aerd-
zenes 11, - .
Grupo coliformes sin indol: una cepa de cada una de las siguicen-
tes especies: Esch, Coli 11, Esch. freundii 1, A, acrogenes 1, A. cloacae,
e irregulares II, 111, IV, V, VI y VIII,

Siembras.—Se realizaron con una gota de cultivo de 24 horas, de
los diversos gérmenes, sobre caldo nutritivo.

Medios de cultivo.—Los medios de culiivo empleados en los en-
sayos fueron, el medio base lactosa (MBL) ¥ ¢l medic base dulcita
(MBD), a los que se afiadicron los productos inhibitorios en las concen-
traciones que sefialaremos més adelante,

Férmula del medio MBL:

Bactotriptona ..coooeevvvvivsreenannnn. 1 gr.
Lactosa cooeeeevniiinniiiiienn 0,5 gr.
Agua destilada csp. ............ veinnne. 100 coc.
pH 77,2
Férmula del medio MBD:
Bactotriptona ........coevvuvvvvreernnnn... 1 gz
Dulcita ...ovvvereiierviiiiiiiiene, 0,5 gr.
Agua destilada csp. ........oc..e...... 100 c.c.
pH 7-7.2,

A estos medios sc les agregaron os productos inhibitorios, y se
distribuyeron en tubos de ensayo de 18 x 180 a razén de 10 cc., con
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compana de gus, sufviendo una esterilizacién a 115° 20 m,
Productos inhtbitorios

Acido bérico: Producto ensayado por LEVINE, en 1921, Y que
posteriormente ha sido ampliamente investigado para la diferenciacién
de colis fecales y coliformes con excelentes resultados (Leving, EpsTEIN
y Vavenn; Barrram y Brack; Worroro y Berry; Levine, TanmioTo,
MINETTE, ARAKAKI y FERNANDES; ANDERSON y SToRrcamps). La concen-
Lracién utilizada ha sido de 0,325 por 100,

Acido fénico: Introducido por Parerti, ha sido ampliamente
ensayado por PERIE y por VINCENT, en la diferenciacién de Colis fecales
y Coliformes, con excelentes resultados. La concentracién utilizada ha
sido de 0,1 por 100,

Bilis verde brillante: Tras de las investigaciones de DunmAM
y SCHOENLEIN, 1926, sobre las proporcienes optimas de estos dos pro-
ductos 2l objeto de suprimir la flora Gram positiva, sin alterar el cre-
cimiento de colis y coliformes, y el respaldo de los resultados de
numerosos investigadores fue recomendado por los Métodos Standard
para andlisis de aguas y leche de Estados Unidos de América. La con-
centracién utilizada ha sido la de 2 por 100 de bilis (Bacto Oxgell) y
0,00133 por 100 de verde brillante.

Cristal violeta: Introducido por SaLLE, 1930, fue extensamente
comprobado por McCrapY y diversos investigadores, siendo recomen-
dado por los Métodos Standard americanos de analisis de aguas, In-
hibe el crecimiento de la flora Gram positiva sin alterar el desenvolvi-
miento de colis y coliformes, La concentracién utilizada ha sido la
de 0,000143 por 100.

Desoxicolato sédico: Introducide por Leifson, 1935, y recomen-
dado por los Métodos Standard de andlisis de leche americanos, Inhibe
la flora Gram positiva, sin alterar el desenvolvimiento de colis y coli-
formes. La concentracién utilizada ha sido la de 0,1 por 100.

Formiato y ricinoleato sédico: Acorde con los Métodos Standard
americanos para anilisis de agua y leche, El formiato sédico se incor-
pora a los medios para acelerar el erecimiento y desenvolvimiento de gas
de colis y coliformes. Ll ricinoleato inhibe el crecimiento de los gérmenes
Gram positives. La concentracién utilizada ha sido la de 0,5 por 100
de formiato sédico y 0,1 por 100 de ricinoleato.

Fuchina basica: Incorporada por RiTTEr, 1932, y comprobada
posteriormente por Mac Crapy y diversos investigadores, Inhibe el des-

— 16 —

envolvimiento de la flora Gram positiva. La concentracién ulilizada ha
sido la de 0,0015 por 100, :

Penicilina; Incorporada al medio por diversos investigndores,
MarLixc-OLseN, 1953, comprobé ampliamente sus resultados, Inhibe ln
flora Gram positiva sin alterar a colis y coliformes. Fue utilizada ln
concentracién de 100 u/ce,

DESARROLLO DE LAS INVESTIGACIONES

En el desarrollo de estas pruebas investigamos en primer lugar
la intluencia de la temperatura y de los diversos productos inhibidores
sobre la produccién de indol y fermentacién de la lactosa, sobre el me-
dio MBL, por las diferentes cepas en cultivo puro, pasando mis tarfle,
con las condiciones més idéneas surgidas de estas pruebas, a estudiar
el comportamiento de estas cepas junto con la flora normal de la leche,

Posteriormente estudiamos la influencia de la temperatura y los
productos inhibidores de mejor comportamiento en la prueba -a.ntcrior,
sobre la produccién de indol y fermentacion de la duleita, me(h.o MBD,
por las diferentes cepas, primeramente en cultivo puro y posteriormente
junto con la flora normal de la leche. .

La produccién de indol ha sido detectada por (_:l.rca'c‘tlvo dq
Kovacs, incorporando al medio en ¢l momento de la determinacién 1 ce.
de reactivo, Al objeto de evitar interferencias de color, rojo en 6850 de
indol positivo, y los colores de la fuchina, cristal violeta y verde brillante,
es convenienle no agitar el medio con el reactive, formindose de esta
forma, en casos positivos, un anillo superficial més o menos rojo en de.
pendencia con el indol producido.

PRUEBAS Y RESULTADOS

Seguidamente exponemos las pruebas realizadas y los resultados
obtenidos de las mismas, Al objeto de poder sintetizarlas de foFma clara
v precisa, plantearemos cada prueba por separado, con sus variables, re-
sultados en tablas, y discusion de los mismos.

Prueba mimere I
Objeto: Con Ia finalidad de establecer rapidamente, si es posible,
un método de diferenciacién entre colis fecales y aerobdcter, con apli-
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cacién posterior al resto de los coliformes, decidimos estudiar la influen-
cin que sobre el crecimienlo y metabolismo bacteriano (poder gaségenc
sobre la Inclosa y produccién de indol), poseen diversos productos inhi-
bitories y lemperaturas de incubacidn.

Variables: Medio base laclosa con dcido bérico, dcido fénico,
bilis y verde brillante, cristal violela, desoxicolato sédicoe, formialo y
ricinoleato sddico, fuchina basica y penicilina,
Temperaturas de incubacién: 37 y 45°C.
Tiempos de incubacién: 24 y 48 horas.
Resultados: Los resultados se encueniran en la tabla nimere 1.
De su analisis se desprende:
a) Existe una menor produccién de gas por los acrobacter.
b) La produccién de indol por los colis [ecales se encuentra en
dependencia de los diversos medios de cultivo,
¢} El crecimiento y metabolismo, produccién de gas e indol, se
encuentra disminnido a la temperaturg de 45° C,
d) Se escogen como lemperaturas mas idéneas para ensayos su-
cesivos, la de 37°C, para los medios con fcido fénico, cristal violeta,
y bilis verde brillante, y para el resto de los medios la de 45",

Prucba nimero I1

Objeto: Comprobada en la experiencia anterior las temperaturas
de incubacién mas idéneas para los diferenies medios de cultivo, en
vista de poder diferenciar los colis fecales de los aerégenes, decidimos
aplicar los resultados mds aconsejables en la seleccion, al objeto de poder
diferenciar los colis fecales de los coliformes con y sin indol.

Variables: Medio base lactosa con acido bérico, desoxicalato s6-
dico, formiato y ricinoleato sddice, fuchina béisica y penicilina.

Temperatura de incubacién: 45° C.

Tiempo de incubacidn: 24 horas,

Medio base lactosa con acido Iénico, bilis verde brillante y cris-
tal violeta,

‘Temperatura incubacién: 37 C,

Tiempo de incubacién: 24 horas,

Resultados: Los resultados encontrados se expresan en la tabla 11,
de cuyo andlisis pedemos deducir como detalles mas sobresalientes:

a) La diferenciacién entre colis fecales y coliformes indolé-
genos, es dificil, y solamente es posible por la menor capacidad zaségena
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de estos fhllimos, especialmente en ¢l MBL cen dcido hérico en que 8o
encuenlra pricticamente inhibida la produccion de gas.

b) La dilerenciacién entre colis fecales y coliformes no indo-
légenas es hastante sencilla por la ausencia de indol en los diltimos y In
incapacidad o menor capacidad gaségena de los colilormes,

¢} Los medios que permiten una mas facil diferenciacion entre
los tres grupos de gérmenes son los que llevan penicilina, fuching hésica,
desoxicolato sédico, dcido bérico, y dcido fénico, seguidos de los que
contienen formiato-ricinoleato sédico, cristal violela, y bilis verde
brillante,

Prueba niimero 111

Objeto: Para poder constatar cl interés prictico que pudieran:
tener, en la diferenciacién de colis fecales y coliformes con y sin indol
unidos a la flora microbiana de la leche, los resultados obtenidos en la
experiencia anlerior, decidimos repetirla utilizando como material de
siembra leche desprovista de colis y coliformes y adicionada de los gér-
menes 2 estudiar,

Variables: Medio base lactosa con acido bérico, desoxicolato sé-
dico, formiato y ricinoleato sédico, fuchina bdsica y penicilina,

Temperalura de incubacidn: 45" C,

Tiempo de incubacién: 24 horas,

Medio base lactosa con dcido fénico, bilis verde brillante. y cristal
violela,

Temperatura de incubacién: 37°C,

Tiempo de incubacién: 24, horas.

Material de siembra: leche al 1/250 desprovista de gérmenes del
grupo Escherichia-acrobacler, adicionada de gérmenes de los cuatro
grupos en una concentracién aproximada de 10 células por cc.

Resultados: Los resultados obtenidos se encuentran en la tabla IT1,
de Ja cual podemos deducir:

a) La produccién de gas en los colis fecales no es demasiado
amplia, y se encuentra inhibida en el medio eon acido bérice. La pro-
duccién de indol es asimismo ligera y no se encuentra en los medios con
penicilina, acido bérico, y formiato-ricinolealo sédico.

b) La diferenciacién de colis fecales y coliformes indolégenos
es dificil, solamente en los medios con dcido [énico, cristal violeta, y
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bilis verde brillanle es posible, por Ia menor produccién de gas de los
tthimos,

¢) La diferenciacion entre colis fecales y coliformes no indolé-
genos, es sencilla por la ausencia de indol en los tiltimos, y su menor ca-
pacidad gaségena. Los medios que permiten mejor esta diferenciacién,
son los que llevan fuchina bésica, desoxicolato sédico, dcido fénico,
cristal violeta y bilis verde brillante,

d) Los gérmenes de la flora de la leche, son pricticamente inhi-
bidos en los medios con penicilina, fuchina, desoxicolato sbdico y dcido
bérico, y en menor proporcién en los medios con formiato-ricinoleato
sodico, dcido fénico, cristal violeta, y bilis verde brillante.

¢) Los medios que con mayor seguridad permiten la diferen-
ciacién entre los gérmenes de los tres grupos son los que llevan desoxi-
colato sédico, dcido fénico, cristal violeta, y bilis verde brillante,

Prueba mimero IV

Objeto: Con la finalidad de establecer rapidamente, si es posible,
un método de diferenciacién entre colis fecales y aerobacter, con aplica-
cion posterior al resto de los coliformes, decidimos estudiar la influencia
que sobre cl crecimiento y metabolismo bacteriano, poder gasdgeno sobre
la dulcita y produecién de indol, poseen diversas temperaturas de incu-
bacién y los productos inhibitories que sec comportaron mejor en las
experiencias anteriores.

Variables: Medio base dulcita, con dcido fénico, desoxicolalo s6-
dico, bilis verde briliante, y cristal violeta.

Temperaturas de incubacién: 37 y 45°C,

Tiempos de incubacién: 24 y 48 horas.

Resultados: Los resultados ohtenidos se expresan en la tabla IV,
de cuyo anilisis podemos dedueir:

a) La temperatura tiene gran influencia sobre el metabolismo
y crecimiento tanto de los colis {ecales como de los aerobacter, inhibién-
dosc totalmente la produccién de gas a 45° con una fuerte reduccién
en ¢l crecimiento,

b) En los colis fecales se observa, a 37°, una rapida y franca
produccién de indol, mientras que el poder gasdgeno es escaso o nulo
a las 24 horas, siendo preciso incubar 48 horas, para que éste sea neto.

¢} Los medios con acido {énico inhiben totalmente la produc.
cién de gas,
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d) La diferencia entre colis lecales y acrobacter es neta a 87°,
por la nuscncia de gas, de indol y escaso crecimienlo en estos tltimos,

Prueba nimero V

Objeto: Se estudia el crecimiento y melabolismo, produccién de

'gas ¢ indol, de colis fecales y coliformes con y sin indol, sobre ¢l me-
"dic MBD y diversos productos inhibitorios, a 37°, lemperalura acon-

sejable segun los resullados de la experiencia anterior,

Variables: Medio MBD con dcide fénico, desoxicolalo sédico,
bilis verde brillante, y cristal violeta,

Temperatura de incubacién: 37°.

Tiempos de incubacién: 24 y 40 horas.

Resultados: Se expresan en la tabla V, de cuyo andlisis podemos
deducir:

a) La diferenciacién entre colis fecales y coliformes con indol cs.
sencilla por la ausencia de gas en los Gltimos, a pesar de conservar su
capacidad indolégena.

h) La diferenciacién con los coliformes sin indol es sumamenle
gencilla al faltar en estos gérmenes la produccién de gas e indol,

¢) El tiempo éptimo de incubacién es de 40 horas.

d) El medio con édcido fénico, al inhibir la produccién de gas
en los colis fecales, no sirve para la diferenciacion.

Prueba nimero V1

Objeto: Para poder comprobar la influencia que en la diferencin-
cién de los colis feeales y coliformes con y sin indol, pudiera tener In
flora microbiana de la leche, en vista de la utilizacién prictica de estos
medios, decidimos repetir la experiencia anlerior utilizando como ma-
terial de siemhra una dilucién de leche, desprovista de colis y coliformes
y adicionada de los gérmenes 4 estudiar.

Variables: Medio MBD con desoxicolato sodice, bilis verde bri-
llante, y cristal violeta,

Temperatura de incubacion: 37°,

Tiempo de incubacién: 24 y 40 horas,

Material de siembra: 1 cc. de leche al 1/250 desprovista de gér-
menes del grupo Escherichia-acrobacter al que le fueron adicionadas,
por separado, gérmenes de los cuatro grupos a estudiar en una concen-
tracién final aproximada de 10 células por cc.
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Resultados: Los resultados obtenidos se encuentran en la 1abla VI,
de In que podemos deducir:

a) La diferenciacion entre colis fecales y coliformes con indol,
es facil con incubacion de 40 horas, por la ausencia en los dltimos de gas.

b} La diferenciacién entre colis {ecales y coliformes sin indol,
¢s lambién sencilla, por la incapacidad de éstos en la fermentacién de
la dulcita y en la produccion de indol.

el Los gérmenes de la leche prosperan ligeramente cn todos los
medios sin produccion de gas e indol, por lo que no inlerfieren en abso-
lulo la dilerenciacién entre los tres grupos,

Prueba VII

Objelo: Ante la posibilidad de utilizacion del medio MBD con
los. productos inhibitorios, cristal violela, desoxicolato sédico, o bilis
verde brillante, en Ja investigacién y diferenciacion de colis lecales y
coliformes en la leche, decidimos investigar la influencia que en los re-
sultados pudicra realizar la lactosa aportada en la siembra.

Variables: Medio MBD con desoxicolato sédico, bilis verde bri-
llante. y cristal violeta,

Temperalura incubacién: 37°.

Tiempo de incubacién: 40 horas.

Adicién de leche estéril: 1; 0,1 y 0,01 ce.

Resultados: Los resultados obienidos se expresan en la labla VII,
de cuyo estudio se desprende: .

a) La lactosa incorporada con un cc. de leche en los 10 ce, del
medio MBD influye ampliamente en los resultados, modificandolos total-
mente, con produccién amplia de gases en todos los gérmenes estudiados,
¢ inhibiendo ligeramente la capacidad indolégena de los que la poscen.

b) La lactesa incorporada en 0,1 y 0,001 cc. de leche no alecta

en absoluto los resultados obtenidos con el medio MBD desprovisto de
la misma.

DISCUSION DE LAS PRULEBAS

En el planteamiento de las pruebas indicamos que nuestras in-
vestigaciones en torno a la posible diferenciacion de los colis de origen
Iecal, coliformes productores de indel y coliformes no indolégenos, y
apoyandose en su metabolismo proleico e hidrocarbonado, la centra-
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riamos en lu investigacion de la capacidad de produccin de indol y
fermentgcion gaségena de la laclosa, y de la produccion de indol y for.
mentacién gasdgena de Ia dulcita, sobre un Gnico medio de cultivo, o
diversas temp:raturas y en presencia de diversos productos inhibitorioa,
bien para los coliformes o para la flora Gram positiva del agun y do
la leche,

Los resultados obtenidos concuerdan con nuestras hipélesis inis
cigles. y nos han permitido comprobar, en los medios laclosados, la gran
influencia que las e peraturas disgenésicas para los coliformes, 45" G,
junte con los productos inhibitorios, lienen sobre ¢l metabolismo hidro.
carhonado y proteico de los mismos, [acilitindones los datos necesuriod
para la cleceion mis idonea de aquéllas con relacion a los uliimas.

La diferenciacién de los tres grupos de gérmenes sobre estos me-
dios difiere v ¢s1d en dependencia con las temperaturas de incubacidn,
productos inhibilorios empleados, y niimero de células del inoculo.

Con una incubacién de 24 horas, utilizandoe temperaturas de ine
cubacién de 37" para los medios con deido fénico, bilis verde brillante,
y eristal violeta, y de 45° para los de dcido bérico, desoxicolato sédico,
formiato-ricinolealo sédico. fuchina basica y penicilina, con siembra
de una zola de cullivo puro en caldo nutritivo de 24 horas de edad, In
diferenciacién entre colis [ecales y coliformes productores de indol cs
dificil. a pesar del melabolismo ligeramenie més bajo que sobre la loee
tosa poseen estos ditimos. Solamente en los medios con dcido [énico es
posible la diferenciacién al inhibirse la produccién de gas cn los coli-
formes. Sin embargo. la diferenciacién entre colis fecales y coliformes
no indoldgenos cs sumamente sencilla, por la ausencia de indol y In in-
capacidad o menor capacidad gaségena de los iftimos,

Es preciso hacer constar que la produccién de indol en cslos
medios lactosados, es ligera, aunque perfectamente delectable. Punto
que esta perfectamente de acuerdo con la opinian de diversos investiga:
dores que aseguran existe una interferencia de la laclosa en la produc.
cién de indol por numerosos microorganismos, enlre los que se encuen-
tran lus colis. :

Cuando, y al objeto de estudiar ¢l interés prictico de los resul-
tados obtenidos hemos empleado en las siembras leche diluida exenta
de colis y coliformes y contaminada experimentalmente con las cepas
en estudio, a razén de 10 células por cc., aunque los factores lempera-
tura y tiempo de incubacién han sido los mismos, los resultados sin em-
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barge dilieren nolablemente de los anteriores. La causa es indudable-
mente la pobreza en gérmenes en el inéculo, siendo insuficienles las 24
horas de incubacién, En estas condiciones la diferenciacion entre colis
fecales y coliformes con indel se torna mds dificil al disminuir la capa-
cidad gaségena de los primeros; el dcido bérico la inhibe totalmente.
La produccién de indol se encnentra asimismo disminuida y no se de-
tecla en los medios con penicilina, &cido bérico y formiato-ricinoleato
sédico. Los medios que mejor permiten la dilerenciacién son los que
llevan cristal violeta o écido fénico,

Sin embargo, la diferenciacién entre colis fecales y coliformes no
sndolégenos, es sencilla, por la ausencia de indol y la menor capacidad
saségena de los dltimos. Los medios mis idéncos para ello son los que
Nevan fuchina bésica, desoxicolato sédico, icido fénico, eristal violeta,
o bilis verde brillante.

La flora normal de la leche, se encuentra précticamente inhibida
en lodos los medios.

Desde el punto de vista prictico y con vistas a la utilizacion de
estas pruebas en colimetrias cuanli y cualitativas, los medios que permi-
ten con mejor facilidad la diferenciacién entre los tres grupos de mér-
menes son los que llevan desoxicolato sodico, dcido fénico, cristal vio-
leta, o bilis verde brillante, trabajando con el primero a 45° y con el
resto a 37°.

En los medios con dulcita, los resultados obtenidos son mucho
mas prometedores que con los lactosados, En primer Iugar la produc-
cién de indol no se encucntra interferida, y por lo tanto es amplia y per-
fectamente detectable, por otra parte los coliformes carecen de poder
fermentativo sobre este aziicar,

En las pruebas con el medio MBD, hemos utilizado solamente
aquellos productos inhibidores de resultados aceptables en las pruebas
anteriores, es decir, desoxicolato sbdico, dcido fénico, cristal violeta y
bhilis verde brillante.

La temperatura influye notablemente en el desenvolvimientg bac-
teriano y en su metabolismo, hasta tal punto que a temperaturas de 43°
el poder gasbgeno de colis y coliformes es nulo y ¢l erecimiento ligero. La
produccion de indol, sin embargo, no se encuentra interferida,

A temperaturas de 37° la diferenciacién entre colis fecales. coli-
formes productores de indol, y coliformes no indoldgenos, en cultivo
puro, es sumamente sencilla cuando el tiempo de incubacién es como
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minimo de 40 horas, por ln ausencin de gos en todos los coliformes,
Todos Jos inhibidores ensayades son excelentes, exceplo ¢l dcido [énico
que inhibe la produccién de gas incluso en los colis fecales, por lo que
debe ser rechazado para esta prueba.

Cuando hemos utilizado como siembra un inéculo preparado
con leche diluida y exenta de colis y coliformes, y adicionada de las
cepas en estudio a razén de 10 células por cc., los resultados son exaclos
a los anteriores, no existiendo en absoluto interferencias entre la flora
normal de la leche y los colis y coliformes, Por otra parte esta flora ¢s
practicamente inhibida por los productos inhibidores adicionados a los
medios.

Hemos podido comprobar (Tabla VII) que la lactosn puede in-
terferir notablemente los resultados de los medios con duleita, Punlo
&ste de gran interés en las colimetrias en leches, Cuando se adiciona n
los medios dulcitados un cc. de leche estéril, los resultados son total-
mente distintos a los medios sin ella. Los coliformes producen gas y la
produccién de indol s encuentra interierida, ello es debido sin duda
alzuna, a la fermentacion de la lactosa que incorporamos con la leche.
Sin embargo esta interferencia desaparece a partir de la incorporacién
de cantidades iguales o menores a 0,1 cc. de leche.

Desde el punto de vista priclico este fenémeno tiene interés en
las colimetrias de leches pasterizadas, en las que habrd que desechar
los medios dulcitados, a causa del gran volumen del indeulo, un ce, En
las leches crudas practicamente no existird interferencia, puesto que éstn
desaparecera a parlir de la dilucién 1/10 en adelante,

A la vista de los resultados obtenidos, y a pesar del limitado
némero de cepas ensayadas, 10 por eada grupo, creemos que las pruebas
con medios dulcitados pueden resolver las colimetrias “stripto sensu” en
los andlisis de aguas, moluscos y leches crudas, Para los andlisis de
leches pasterizadas por tratarse de colimetrias “lato sensu” los medios
duleitados no son recomentables al no detectar los coliformes sin indol,
aparte de la interjerencia de la lactesa, por lo que recomendamos los
medios lactosados.

RESUMEN

Se ha realizado un estudio encaminado a diferenciar sobre un
mismo medio de cultivo liquido, los colis de origen fecal de los diversos
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coliformes, al objeto de poder realizar colimetrias cuantilativa y cuali-
Lativamenle de una forma sencilla y eficaz,

Para su esludic hemos agrupado las diferentes especies del Grupo
Lischerichia-aerobacter, en tres subgrupes denominados colis fecales, coii-
formes productores de indol y coliformes no indoldgenos.

La diferenciacion la hemos planteado sobre el diferente metabo-
lismo hidrocarbonado y proteico de las diferentes especies del grupo, in-
vestigando la fermentacién de la lactosa y la produceién de indol, o la
fermentacion de la duleila y la produccién de indol, paralelamente sobre
un dinico medio de cullivo, a diversas temperaturas y en presencia de
diferentes produclos inhibitarios para los coliformes y para la flora
Gram positiva del agua y de la leche,

Con los medios lactosados la dilerenciacién entre los tres grupos
de gérmenes es posible, por la auscncia de indol en los coliformes no
indolégenos y la menor capacidad gaségena de los dos grupos de colifor-
mes, frente a la franca produccién de gas y capacidad indolégena de los
colis Tecales. Sin embargo desde el punto de vista practico puede existir
confusionismo en la diferenciacion entre colis [ecales y coliformes indo-
légenos, a causa de que su dnica diferencia, menor capacidad gasogena
en los coliformes, puede ser falsamente interprelada segin el crilerio
personal del investigador,

Los medios lactosados que mejor permilen la identificacion de los
tres grupos, son los que llevan desoxicolato sédico, acido fénico, cristal
violeta, o bilis verde brillante, trabajando con el primero a 45°C y con
el resto a 37" C,

Con los medios dulcitados la diferenciacién entre los tres grupos
es mas clara y precisa, a causa de la ausencia de gas en los cultivos de
los coliformes, lo que permile establecer una sencilla identificacion de
los mismaos, Colis fecales, produccién de gas e indol; coliformes indolé-
wenos, produccién de indol y ausencia de gas; y coliformes no indolo-
senos, ausencia de gas e indol, Los medios que mejor permiten la iden-
tificacién de los tres grupos, son los que llevan desoxicolato sédico,
cristal violeln, o hilis verde brillante, con lemperaturas de incubacién
de 37° C.

La laclosa incorporada en las siembras con leche puede interfe-
riv los resultados en los medios con dulcita, sin embargo a parlir de
diluciones de leche al 1710 esta interferencia desaparece.
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Se recomicndan los medios duleitados como los mds idéncos para
realizar colimetrins “siricto sensu”, cuantilativa y cualitalivamente en
aguas, moluscos y leches crudas. Para los anilisis de las leches pasle-
rizadas, en ¢l que el interds se cenira en las colimelrias “lalo sensu®,
al no detectar eslos medios les coliformes no indolégenos, aparte de la
interferencia de la lactosa, recomendamos los medios lactosados,

RESUME

On a fait une étude sur la différentialion, dans un méme milicu
de culture liquide, des Colis d’origine {écale des divers Coliformes, a fin
de pouvoir effectuer des déterminations colimétriques qualitatives et
quantitatives d’une forme simple et en méme lemps elficace, Pour
faciliter cette élude nous avons divisé les différentes espéces du groupo
Escherichia-Aerobacter en trois sous-groupes nommés Colis fécales,
Coliformes producteurs d’indol et Coliformes non-producteurs d’indol.

Nous avons has¢ cette différentiation sur le différent métabolisme
hydracarboné et proléique des différentes espéces du groupe, en faisant
des recherches sur la fermentation du lactose et sur la production d’indol,
ou sur la fermentation de la dulcite el sur la production d’indol, pa-
rallélement sur un seul et méme milicu de culture a diverses températurcs
el en présence de divers produits inhibitoires aux Coliformes ou 4 In
flore Gram + de Peau et du lait.

Avec les milieux contenant du laclose la différentiation dans les
trois groupes de germes se {ait possible par I'absence d’indol dans les
Colifermes qui ne le produisent pas et une capacité plus petite de pro-
duction de gaz des deux groupes de Coliformes cn les comparant avec
la production de gaz el la capacité indologiéne des Colis [écales, Cepen-
dant. sous le point de vue pratique il peul y avoir quelque confusion
dans la différentiation entre les Colis {écales et les Coliformes indologenes,
dii & ce que leur unique différence, une capacité plus petite de produire
du zaz dans les Colifornies, peut &tre faussement interprétée par opinion
personnelle de Pinvestigateur,

Les milieux lacldses qui permettent mieux 'identification des
trois zroupes sont ceux qui contiennent desoxycolate de sodium, phénol,
crystal violet, ou bile vert brillant, & une température de 45° C le pre-
miex, et de 37° C les aulres,
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Avee les milieux laclosés la différentialion entre les trois groupes
est plus claire et plus exacte dii 4 ’absence de gaz dans les cuitures des
Coliformes, ce qui permet établiv une idenlification trés simple entre
eux. Colis fécales: production de gaz et indal; Coliformes indologénes:
production d’indol et absence de gez; et Celiformes non-indologénes:
nbsence de guz et d’indol, Les milieux qui permetten micux I'identifi-
calion des trois groupes sont ceux qui contiennent desoxycolale de so-

dium, crystal violet, ou bile vert brillant, & des températures d'incuba-
tion de 37° C.

Le lactose contenu dans I'ensemencement avec du lait peut inter-
férer les résultats dans les milieux contenant de la dulcite; cependant,
cette interférence disparait dans des dilutions de lait & 1/10.

On recommande les milieux contenant de la duleite comme les
plus appropriés pour faire des colimélries *stricto sensu” cquantitatives
et qualitatives dans I'eau, les mollusques et le lait cru. Pour lanalyse
das laits pasteurisés dont I'intérét est surtout dans les colimétries “lato
sensu”, nous recommandons les milieux laclosés,

SUMMARY

A study has been carried out in orden to distinguish the faecal
colis from various coliforms on a similar liquid culture medium, with
the purpose of being able to establish quantitative and qualitative coli-
metric methods of a simple and efficient type,

In this study we have placed the different types of Escherichia-
Aerobacter group in three sub-groups: colis of faccal origin, indole-pro-
ducing coliformes, and non-indole-producing coliforms,

We have based the differentiation upon the diflerent hydrocar-
bonic and proteic metabolism of the various kinds of group. This was
done investigating simultaneously on the same medium: (a) the laclose
fermentation and indole production and (b) the dulcite fermentation and
indole production, at various temperatures and in the presence of various
agents which inhibit the coliforms or the Gram -+ flora of water and
milk,

With lactose-containing media it is possible to distinguish the
three groups of organisms because there is no indole production of gas
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in the two coliform groups compared with the larger gas production of
the faecal colis.

However, from a practical point of view there may be a confusion
in differentiating between faecal colis and indole-producing colis because
of their sole difference, that is to say, the smaller gas producing capu-
city of the coliforms, which may be erroneously interpreted according
to the personal judgement of the experimenter,

The media which best permit the identification of the three groups
in this case are those containing sedium desoxycholate, violet erystal, or
violet crystal, or brilliant green bile, operating at 45° C with the first
and at 37° C with the others,

With the dulcite-containing media the differentiation between the
three groups is clearer and more exact because there is no gas in the
culture of the coliforms, This permits a simple identification between
them: faecal colis, production of gas and indole; indole-producing co-
liforms, production of indole but no gas; non-indole-producing coliforms,
neither zas nor indole.

The media which best permit the identification of the three groups
in thiz case are those containing sodium desoxycholate, violet crystal, or
brilliant green bile, incubating at 37° C.

The lactose contained in the seeding with milk may interfere with
the results in the dulcite-containing media, This interference, however,
disappears in dilutions greater than 1/10th milk,

The dulcite-containing media are recommended as the most ade-
quate for “stricto sensu” qualitative and quantitative colimetry in water,
molluses and natural milk. For the analysis of pasteurized milk in which
one is interested in “lato sensu” colimetry, we recommend lactose-con-
taining media,
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TABLA 1
DIFERENCIACION ENTRE COLIS FECALES Y AEROBACTER
(Medio MBL)
coLl FECAL AEROBACTER
MEDIOS 370 459 37° +5¢
24 I 48 h 22h 48 h 24N 48 Iv 24 h 45 h
C.G.1I C.G. 1. C.G. 1. C.G. 1 C.G. I C.G L C.GC. 1. C.G. 1
MBL 4cide bérico ....ocunnus +1/10+ 4+ 12 4+ 4+1/10x + 1/104 + — — +1/10— T — — = =
MBL acido fénicp ........... + 134+ +1/24 £ —— £ — = 4+ — — 415 - — — = - —
MBL bilis v. brillante ....... 184 4+ T 4+ +1l/2+ 4 122 +1/2— + T — + 1/5 — 4 1/2 —
MBL cristal violeta ........... +1/24+ 4+ T + +183— 4+ 1/2— +1/83— + 1/3— 413 — 4+ 1/3 —
MBL desoxicolato ....c...... L12E 4124 4138+ + 124 +14— +18— +13— +13—
MBL formiato-ricinoleato ... 4+ T * 4+ T 4+ +3/4* + T £ +384— + T — 4+ 1/2 — 4 3/4 —
MBL fuching «..ocveevenn. 4124+ +Y24 L1124 + 13 418 — +18— +1/5— +1/4—
MBL peniciling ....c.oveuenns +13 4 +124+ 41724 + 1/24 + 1/4— +1/3 — 4 /4 — + 1/3 —

Clave de todas las tablas:
C = crecimiento,

G = gas.

1 = Indol,

H = habitualmente.

L = excepcionalmente,

T = total,

-+ = positive.

= = débilmente posilive,
— = negative,
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TABLA IV
DIFERENCIACION ENTRE COLIS FECALES Y AEROBACTER
(Medio MBD)

COLI FECaL AEROBACTER

MEDIOS a7 15+ 37 130
24 h. 48 h. 4 h 48 h. % h 48 h. 24 h 18 h.
c G 1 cC. G 1 Cc. G ¢ c. G 1 cC. G 1 Cc. G 1 C. G L . G 1
MBD 4dcido Ignico .......cu.e. -4 + -4+ - — —  — 4 F - — F - — — — — — — —
MBD desoxicolato ............. +154+ 4+ T 4+ * — 4+ 4+ — + 4+ — — 4+ — - — — — & — —
MBD bilis verde brillante ... 4+1/104 +2/3 4 * — + 4+ — 4+ 4+ — — + — — & — — + —
MBD cristal violeta .......... +yi0+ 4+ T4+ & — + 4+ — 4+ = — — 4+ - — — — — = — _

TABLA V
DIFERENCIACION ENTRE COLIS FECALEF; Y COLIFORMES EN CULTIVO PURO

(Temperatura de Incubacion 37°, medio MBD)

— —— —

COL1; FECALES COLIFORMES CON INDOL COLIFORMES SIN INDOL
MEDIOS 24 h. 40 h. 24 h, 40 h. 24 h, 40h.
c. G L c. G L c. G L cC. G. L c. G L c. G. L
MBD dcido fénico ..eeevreress H F— 4+ F+ -4+ -+ 4 — + e — - —
E

MBD desoxicolato ......eev..- H +154+ + T 4+ 4+ — 4+ + — s L
E 4+1/104+ 4+ 3/4 +

MBD bilis verde brillante ... H 41104 12+ 4+ — 4+ 4+ — + == = —

I+
l
-+
-+
I
+
I+
I
|
-
!
l

MBD cristal violeta ........... H +154+ + T 4+
E +1/104 4 3/4 4+ 4+ — —

—
— e — —



TABLA VI
DIFERENCIACION ENTRE COLIS FECALES Y COLIFORMES EN PRESENCIA DE LA FLORA DE LA LECHE

{Temperatura de incubacién 37°, médio MBD)

COLIS FECALES COLIFORMES CON INDOL COLIFORMES SIN INDOL FLORA DE LA LECHE
MEDIOS —e
24h. 40h 24 b 40 b 24 h. 404, 24h, 40k
cC 6 1L € ¢ 1L € G L c 6 L ¢ G L C. 6 L ¢ G L C. G 1
MBD desoxicolato .......... H 41104+ 4+ T + & — + 4+ — 4+ & — — 4+ — — + — — L
E 4 1/4 +
MBD bilis verde brillante . H 41/104 4+ T 4+ ¢ — 4+ 4+ — 4+ 2 — o b — — F — - - —
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