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RESUMEN

Una levadura aislada de suero-fermento de quesos e identificada como Kuyveromyces lactis, produce
reacciones positivas en caldo de Mac Conkey a 37°C con incubacién de 48 horas y también a 440C con in-
cubacion de 24 horas; forma colonias tipicas rojo oscuras en agar desoxicolato y colonias pequefias, nu-
cleadas y de brillo verdoso metéalico en agar Levine, ambos medios incubados a 37°C durante 48 horas.
Por otro lado, esta levadura no desarrolla en medios que contengan un colorante del grupo del trifenilme-
tano.

Dado que en los andlisis de rutina se suelen utilizar medios carentes de tales colorantes y, ademas, se
omite el examen microscépico de la coloracién de Gram del microorganismo, son probables los resultados
positivos falsos en los andlisis de deteccidn de bacterias coliformes.

A YEAST, Kluyveromyces lactis, GIVING FALSE POSITIVE COLIFORM REACTIONS
SUMMARY

A yeast, identified as Kluyveromyces lactis isolated from cheese starter, produces false coliform posi-
tive reactions and also fecal type coliform reactions. It produces gas in Mac Conkey broth at 370C within
48 hours and also at 440C within 24 hours. It forms typical dark red colonies on desoxycholate agar and
small nucleated colonies with greenish metallic sheen on Levine agar, both media incubated at 370c wi-
thin 48 hours. On the other hand, this yeast is strongly suppressed in media containing a triphenylmetha-
ne colorant.

Since in routine practice media without such colorants are used and the microscopical examination
of a Gram stained smear of the microorganism is frequently omitted, false coliform positive results might
be recorded.

* Un resumen de este trabajo fue publicado en los Documentos de Trabajo, Tema 4 B Alteraciones Mi-
crobioldgicas de Alimentos, del 1V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos,
realizado en Madrid del 23 al 27 de setiembre de 1974.
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INTRODUCCION

Las pruebas de deteccion de bacterias
coliformes (Enterobacter aerogenes y Esche-
richia coli) suelen efectuarse utilizando un
medio de cultivo selectivo, por su alta con-
centracion de sales biliares y con lactosa co-
mo unico azucar. En este medio, 4as bacte-
rias coliformes pueden desarrollar y fermen-
tar dicho azlcar con produccién de gas, pro-
piedad que sirve, justamente, para detectar la
presencia de este grupo bacteriano. Sin em-
bargo, puede haber produccién de gas en ta-
les medios por microorganismos no colifor-
mes. Estos resultados positivos falsos son de-
bidos, segun la bibliografia,(Folpmers, 1948;
Salle, 1965; Wattie, 1948) a asociaciones si-
nérgicas bacterianas formadas por dos espe-
cies, una de ellas Gram positiva. Se conocen
varias asociaciones de diferentes especies. Si
se diera una de tales asociaciones, se produ-
cirfa gas, ain cuando ninguna de las dos es-
pecies es capaz de producirlo por separado.
Para evitar estos resultados positivos falsos es
necesario que el medio que se utilice conten-
ga algun colorante de trifenilmetano, inhibi-
dor de los Gram positivos, (North, 1960), o
de lo contrario, ya que es comun la utiliza-
cién de medios que no lo contienen, la ob-
servacion microscopica de una tincion de
Gram de la microflora desarrollada en el me-
dio utilizado. Como estos recaudos suelen no
tenerse en cuenta en los andlisis de rutina
que efectuan diversos laboratorios se crey6

de interés el estudio del comportamiento de
una levadura que fue observada durante la
deteccion de bacterias coliformes en un suero-
fermento de quesos en la idea de que dado
su cardcter Gram positivo y su presencia, en
gran cantidad, en medios de Mac Conkey
donde, ademés, se observd produccion de
gas, pudiera tratarse de un microorganismo
capaz de dar resultados positivos falsos.

MATERIALES Y METODOS

El estudio que se describe en este traba-
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jo, se efectud, previo aislamiento e identifi-
cacion de la levadura mencionada, utilizando
la metodologia recomendada por normas de
identificacion de bacterias coliformes y de
diferenciacion de coli fecal y no fecal de
aceptacion universal (American Public Health
Association, 1966 y 1972; Edwards y Ewing,
1972).

1) Aislamiento de la levadura en estudio

Se efectué por siembra en superficie en
mosto de malta de pH 4,5 y posterior aisla-
miento monocitogenético siguiendo la técni-
ca de Lindher (Jérgensen, 1959). Mediante
este procedimiento se aislaron 30 cultivos
(cepas) procedentes cada uno de ellos, de
una sola célula.

2) Pruebas de identificacion de la levadura
en estudio

Se siguié la metodologia detallada por
Lodder (1970) efectuandose las siguientes
pruebas:

a) Morfologia y tamafio de las células.

b) Caracteristicas de la reproduccion vegeta-
tiva.

c) Formacidn de esporas y caracteristicas de
éstas.

d) Formacion de peliculas en medios liquidos.

e) Utilizacion fermentativa de compuestos
carbonados.

f) Utilizacion oxidativa de compuestos car-
bonados.

g) Utilizacién de compuestos nitrogenados.

h) Desdoblamiento de arbutina.

i) Hidrdlisis de urea.

j) Desarrollo en medios libres de vitaminas,

k) Desarrollo en medios con alta presién os-
motica.

1) Desarrollo a temperaturas elevadas.

3) Pruebas de identificacion de bacterias
coliformes y de caracterizacion de coli
fecal y no fecal.



CUADRO 1: Resumen de los resultados obtenidos.
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La levadura en estudio fue sometida a
las siguientes pruebas:

a) Produccion de gas en medio de Mac Con-
key, a 37°C de temperatura:

a.a. sin cristal violeta,
con 0,001%* de cristal violeta.

b) Produccion de gas en medio de bilis verde
brillante a 37°C de temperatura.

c) Desarrollo de colonias tipicas en medio
de agar Endo.

d) Desarrollo de colonias tipicas en medio
de agar desoxicolato.

e) Desarrollo de colonias tipicas en medio
de agar Levine.

f) Pruebas de IMVIC. Se efectuaron con in-
cubacién a 37°C:

f.a. produccion de indol.
f.b. rojo de metilo,

f.c. Voges-Proskauer.

f.d. utilizacion de citratos.

g) Prueba de Eijkman, a 44°C £ 0,5°C; esta
prueba se efectud en diferentes medios.

g.a. medio de Mac Conkey sin cristal vio-
leta.

g.b. medio de Mac Conkey con cristal vio-
leta.

g.c. medio de bilis verde brillante.

h) Prueba de producciéon de indol a 44°C
+ 0,50C.

RESULTADOS Y CONSIDERACIONES

Las pruebas efectuadas con la levadura
en estudio, identificadas como Kluyveromy-
ces lactis, fueron asimismo realizadas, a mo-
do de control, con cepas de Escherichia coli
(coli fecal), Entérobacter aerdgenes (coli no
fecal) y una mezcla de ambas (coliformes).

Cada uno de los 30 cultivos de la levadu-
ra, obtenidos a partir de aislamientos morio-
citogenéticos, fue sometido a todas las prue-
bas realizadas en este trabajo, de modo que
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la columna correspondiente a Kluyveromy-
ces lactis consigna en realidad, los resultados
de 30 ensayos, todos los cuales fueron coin-
cidentes.

CONCLUSIONES

Este estudio demuestra que las cepas es-
tudiadas de la levadura Kluyveromyces lactis
producen resultados positivos falsos en las
determinaciones que se utilizan para detectar
coliformes y también en los ensayos que se
realizan para diferenciar coli fecal de coli no
fecal, cuando en los medios de cultivo em-
pleados no se incluya un colorante del grupo
del trifenilmetano (cristal violeta, verde bri-
llante, fucsina) y no se confirmen los resulta-
dos por medio de una tincion de Gram, cir-
cunstancias frecuentes en los andlisis de ruti-
na que efectGan diversos laboratorios. E$ta
levadura se agrega, pues, a los antecedentes,
registrados por la bibliografia (ya menciona-
da), con la diferencia de que en este caso, la
levadura no requiere otro microorganismo en
asociacion sinergica para producir dichos re-
sultados positivos falsos, contrariamente a lo
que sucede con las asociaciones bacterianas:

Staphylococcus  aureus - Proteus  vulgaris,
Streptococcus faecalis - Salmonella schott-
muelleri, etc.

En consecuencia, los analisis bacteriologi-
cos de coliformes deben ser realizados siem-
pre con el control de una tincién de Gram, a
menos que se tenga el cuidado de trabajar
con medios con colorantes de trifenilmetano.
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