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INTRODBECLE 1ON

( ?j}#mJeC\
(S@%mqﬁ@lg;is es una infeccién causada por especies

del género Salmonellal)

e

(}a sakmynelosis se transmite principalmente por la
contamiﬁacién de los alimentos causada por un convalecien-
te o portador crénico. E1l agua de bebida, lagos, rios y -
piscinas puede ser contaminada por animales o por el hom--
bre. La carne de las aves y sus huevos pueden estar infec
tadosi) Las ratas y ratones, que con frecuencia llevan Sal
monella en sus heces y orina, son fuentes peligrosas de
infeccién; ya que pueden contaminar los alimentos antes o
después de su coccién. (;os bacilos son llevados también -
mecdnicamente desde las heces a los alimentos, por las mos
cas?) La transmisién por contaminacién del agua y leche --
casi ha sido eliminada por los métodos sanitarios de clés-
racién del agua y pasterizacion de la leche. Quizé la - -

fuente mas comGn de salmonelosis es el portador humano. --

(1), (2)

A/CD;E@;ES muy dificil eliminar la salmonelosis por estar -

tan ampliamente distribuidos en la naturaleza los microor

ganismos del grupo §§lmone11aijr(2)

La probabilidad de que al consumir un alimento que

contiene Salmonella se padezca una infeccién depende de -

numerosas circunstancias, entre las que se encuentran; la



resistencia del consumidor, la virulencia de la cepa de --

Salmonella y ¢l ntmero de microorganismos ingeridos:B (3)

Hay dos tipos de enfermedad causadaspor Salmonella:

una es la gastroenteritis aguda y la otra es la fiebre ti-
foidea o fiebre continua. La fiebre continua, es causada

por: Salmonella typhi, Sal. paratyphi A, Sal paratyphi B

y eventualmente la causa Sal. paratyphi C. La gastroente-

ritis aguda es causada por: Sal., typhimuriumy Sal. enteri-

tidis, Sal. cholerae suis etc. y algunos casos son causa-

dos por Sal. paratyphi B, La gastrocenteritis aguda puede

evolucionar hasta septicemia grave cuando el agente infec-

cioso es Sal. cholerae suis y Sal. paratyphi C. (4)

Los portadores tienen una gran importancia ya que -
constituyen focos semipermanentes de infeccién; cuando ma-

nipulan alimentos, pueden ser causa de pequefias epidemias.

(4)

Una tercera parte de los individuos que han tenido

infecciones por Salmonella eliminan bacilos tres semanas

después del comienzo de la enfermedad, y un 10%, durante -
8-10 semanas; €stos se conocen como portadores convalecien

tes. (4)

Los pacientes que excretan bacilos durante el ter--



cero al dudécimo mes son llamados portadores temporales; -
aquellos que siguen elimindndolos por mds de un afio son --
los portadores crénicos. Algunos de éstos que eliminan --
bacilos con intervalos irregulares son llamados portadores
intermitentes y plantean un problema real y muy diffcil --
para el epidemidlogo que investiga casos esporddicos en --

una regidén limitada o en una institucién. (2)

No se sabe por qué las mujeres son mds frecuentemen
te portadoras que los hombres. En la serie estudiada por
Ames y Roobins (4), 2.1% de los varones llegaban a ser por

tadores crénicos, en comparacién con 3.8% de mujeres. - -

alu A""" 3 /i 2
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(ZLOS microorganismos del género Salmonellalson baci- -

\ . 6
los gram—negativos, muy parecidos a las bacterias colifor-

mes., Se tifien fdcilmente con los colorantes ordinarios. -
Son méviles debido a sus flagelos peritricos siendo excep-

ciones Sal. gallinarum y Sal. pullorum que son inméviles,-

No forman cépsulas ni eSpora§> (4)

(Las bacterias de é€ste grupo son aerobias, pero tam-
bién anaerobias facultativas. Se desarrollan en un inter-
valo de PH de 6-8 en los medios usuales de laboratorio. --
La temperatura 6ptima es de 37°C;) pero hay desarrollo con
siderable a temperatura ambiente, Tienen necesidades nu--

tritivas simples, desarrolldndose con facilidad en los me-



dios comunes., La gran mayoria de cepas no requieren vita-
minas bacterianas ni aminodcidos, pero algunas cepas de --

bacilos de la tifoidea requieren la adicién de triptéfano.

(2), (4)

—~£§<Las colonias de Salmonella son pequefias e incoloras

en Desoxicolato Lactosa agar, McConkey agar, Eosina Azul -
de Metileno agar, Xilosa Lisina Desoxicolato agar y Salmo-
nella Shigella agar y negras o verde obscuro en Sulfito --

Bismuto agar;>(5)

(ﬁl grupo se caracteriza bioquimicamente por no fer-
mentar lactosa: ni sacarosa. Algunas cepas fermentan ré--
pidamente la xilosa, otras lo hacen lentamenté o no lo ha-
cen. No licuan la gelatina ni producen indol. Estas dos
Gltimas caracteristicas tienen exgepciones ya que algunas

cepas de Salmonella producen indol y licuan la gelatina., -

No hidrolizan la urea y la utilizacién en citrato es varia

4

ble lo mismo que la produccidén de HZS.) (1, 2), (4)

En afios recientes se han reportado cepas de Sal. --

typhi fermentadoras de lactosa. (5)

La identificacién final para Salmonella es serolfgi

ca por aglutinacién en portaobjetos. Los tipos de Salmo-
nella se caracterizan por la identificacién de sus antige

nos somatico "O" y flagelares '"H".



Un antigeno de cubierta termol&dbil conocido como --
Vi, sc encuentra usualmente en cepas recién aisladas de --

Sal., typhi y Sal. paratyphi C, y es de gran ayuda para la

identificaci6én de estos tipos. (4), (7)

Las cepas que se piense son de Sal. typhi deben en-

viarse a un laboratorio de referencia para la tipificacién

con el bacteriéfago. Sal, paratyphi B, Sal, typhimurium,

Sal. enteritidis y Sal. thompson pueden también ser tipifi

cadas por fagos. (6)

E1l diagné6stico de laboratorid de Salmonella se pue-

‘de hacer por 1los siguientes'métodos:

a).- Demostrando la presencia de Salmonella en la sangre;

heces u orima del paciente,

b).- Demostrando la presencia de cantidades crecientes de
anticuerpos especificos (aglutininas) en la sangre --

del paciente.

Los cultivos de sangre se hacen inoculando 5 ml. o
mds de sangre del paciente, directamente en un'medio 1f--
quido e incubdndose durante 24 horas. Si el cultivo se --
hace de un paciente con tifoidea, durante las primeras eta

pas de la enfermedad, generalmente se produciri un cultivo

puro de Sal. typhi. Los cultivos de heces se hacen sem---

brando por estrias parte de heces dilufdas en varias pla--



cas utilizando medios selectivos y diferenciales ya que el
crecimiento puede fallar en un medio, pero desarrollarse -
en otro. El medio de bilis Sal de McConkey, el medio de

Sulfito bismuto, el medio Salmonella Shigella, el de De--
soxicalto y el medio de Eosina Azul de Metileno son los --

mas usados. (1)

El aislamiento de Salmonella de la sangre es sen--

cillo, pues habitualmente es el Gnico microorganismo pre--
sente, pero no en materias fecales., El aislamiento de és-
ta bacteria de materias fecales, ofrece un problema mids --
serio porque hay otras bacterias no fermentadoras de la --
lactosa, que con frecuencia se encuentran en intestino - -

(Proteus, Pseudomonas etc.) qume nossharian pensar errénea

mente en Salmonella y esto nos obligarfa a usar una serie

de pruebas bioquimicas diferenciadoras para separar Salmo-

nella de Proteus o Pseudomona a los que no se les atribuye

patogenicidad en intestino. (8)

Para obtener mejores resultados en el aislamiento -

de Salmonella son recomendados los caldos de enriquecimien

to antes de la siembra en placa. Los caldos de enriqueci-
miento mds utilizados son el GN (Hajna), el caldo de Seleni

to de Leifson y el caldo de Tetrationato de Mueller. (5),

(9).

Las colonias de Salmonella se pueden reconocer con



mayor o menor facilidad en los medios.de placa diferencial
y Selectivos, después de incubarlos durante la noche. Las
colonias sospechosas aon tomadas (evitando tomar colonias

coli) inoculando después en agar con tres azucares y hie--
rro (TSI). Después de incubacién los cultivos en TSI que -
muestren superficie alcalina y fondo 4cido se seleccionan

para estudio ulterior, ya que de €sta manera se logran cul
tivos puros. Entonces se llevan a cabo los procedimientos
de identificacién por pruebas de aglutinacién con antisue-

ros conocidos. (1)

Los cultivos deben ser probados primero con el anti
suero polivdlente. La identificaci6én serolégica se hace -

mds precisa tipificando con sueros monoespecIficos O y H.

(4)

Las pruebas de aglutinacién se efect@ian mezclando -

cultivos conocidos de Salmonella con suero del paciente y

observando las preparaciones para ver si los bacilos se --

aglutinan (Reaccién de Widal).

Para aglutinias 0: 1los tfitulos significativos son

los superioes a 1:50.

Para aglutinas H: titulos de 1:80, o mds altos, pa

recen tener cierta significacioén,

Para aglutinina Vi: 1los titulos son siempre bajos

pero especificos. (2)



Como resultado de la infeccién por Salmonella el --

paciente forma anticuerpos de inmunidad especifica; el - -
diagnéstico de tifoidea y fiebres tificas pueden hacerse -
por aglutinacién de organismos conocidos con el suero del

paciente. Sin embargo en casos de gastroenteritis aguda -
el paciente ya se encuentra bien antes de que los anticuer

pos aparezcan en el suero. (2)

El objeto de éste trabajo es probar diferentes me--

dios de cultivo para ver en cual puede aislarse Salmonella

con mayor seguridad y/o facilidad.

Para éste trabajo se ha escogido un caldo de enri--
quecimiento, el Selenito cystina, que inhibe ' el crecimien
to de bacilos coliformes por un tiempo debido a las sales
de selenio que contiene y ademds favorece el crecimiento
de microorganismos de diffcil cultivo. Se han escogido --
cuatro medios de agar en placa estos son: un medio lige--
ramente selectivo y diferenciador como lo es el Desoxicola
to Lactosa agar, dos medios moderamente selectivos como lo
son Salmonella Shigella agar y Xilosa Lisina Desoxicolato
agar y un medio altamente selectivo como lo es el Sulfito
Bismuto agar. Se han escogido también las pruebas mis us-
usualeé de identificacién tdles como: fermentacién de - -
carbohidratos, utilizacién de citrato, hidr6lisis de urea
y produccién de: indol, dcido sulflidrico,, 4cido y acet-
til metil carbinol., Para la identificacién definitiwa se

han utilizado pruebas de aglutinacién,
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MATERIAL Y METODOS

Las muestras se obtuvieron de pacientes que asis---
tieron al Laboratorio de Andlisis Clinicos Servicio Social
Labastida UDEM, que llevaron sus muestras para eximen pa--

rasitoscdpico.

Aproximadamente un gramo de la muestra, se inoculd
en 10 ml. de caldo de enriquecimiento, Selenito-F*, con la
adicién de L-cystina*, el cual se incub6 por espacio de --

8 horas a 35°‘C.

Un hispo estéril de algod6én se introdujo en el cal-
do de cultivo, y se sembrd por estrias en cada uno de 1los
siguientes medios: Desoxicolato Lastosa* agar, Salmonella
Shigella* agar, Xilosa Lisina Desoxicolato* agar y Sulfito
Bismuto*agar. Se incubaron 24 horas a 35° C. excepto las
placas de Sulfito Bismuto agar que fueron incubadas 24 ho-

ras mas.

* Selenite F broth, (BBL)

* L-cystin, (MERCK)

* Desoxicholate Lactosa agar, (MERCK)
* Salmonella Shigella agar, (MERCK)

* XLD agaz, (BBL)

* Bismuth Sulfite agar, (DIFCO)
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Las colonias sospechosas crecidas en los diferentes
medios fueron escogidas para su identificacién. Se procu-
r6 tocar con el asa de platino el centro de la colonia y -
se inoculé después cn caldo Hajna* el cual se incubd por
espacio de 6-16 horas. Posteriormente de éste caldo se --
sembré a medios de cultivo para efectuar las reacciones --

bioquimicas.

Se utilizé la prueba de aglutinacién en portaobje--
tos disponiéndose de dos antisueros: a).- Antisuero Poli

valente "O0"*, b).- Antisuero "Vi"%,

Los cultivos a probar se tomaron del TSI*. Se hizo
primero la prueba con el antisuero Polivalente "0"; si el
resultado fué positivo se prob6é después con el Antisuero -
"Vi'"., Si fue negativo se prob¢ cén el Antisuero "Vi" y --
después se calentd y se probé de nuevo con el Antisuero --

Polivante 'O'",

Se 1llevé un control positivo de Sal. typhi y uno ne

gativo de Escherichia coli.

* Hajna broth, (DIFCO)
* Salmonella-O-Antiserum Poly A-1, (DIECO)
* Salmonella-Vi-Antiserum, (BBL)

* Triple Sygar Iron agar, (DIFCO)



RESULTADOS

En siete de las setenta muestras examinadas se ais-

laron salmonelas. (Tabla 1)

La tabla dos presenta el porcentaje de aislamiento

en cada uno de los medios utilizados.

La tabla tres indica en que medios de cultivo se --

aislaron salmonelas en cada uno de los siete casos positi-

VoS .
TABLA 1
Muestras examina- Muestras positi-
das . vas . Porcentaje

70 7 10




TABLA

2

Medios de cul-

No. de muestras

Salmonelas ais A

ladas en c/u -

Porcentajes de
aislamiento.

tivo. .
de los medios.
D-L 70 2 2.85
S-S 70 4 547 1
XLD 51 1 1.9
S-B 70 2 2.85




TABLA 3

Casos Positivos

Medios de cultivo probados

D-L S-S XLD S-B




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las muestras no se obtuvieron en dondiciones asép--

ticas ya que éste trabajo no fué€ de diagndstico.

Las caracteristicas de las muestras de las cuales -

se aisl6 Salmonella fueron: una s6lida, tres semiséflidas,

dos semisélidas mucosas y una diarréica mucosa.

Burrows (4), recomienda incubar la muestra inocula-
da en caldo de enriquecimiento de 8-12 horas. BBL (7), --
recomienda unpperiodo de incubacién de 12-24 horas. El1 --
tiempo que yo consideré necesario fué€ de 8 horas resultan-

do suficiente para obtener aislamientos positivos.

En relaci6én a las caracterfsticas de los medios de
cultivo se observé lo siguiente: en Desoxicolato Lactosa
agar un mayor crecimiento de bacterias fermentadoras, y un
nimero reducido de colonias no fermentadoras; ésto era --

16gico esperarlo ya que es un medio ligeramente selectivo

y diferenciador. En Salmonella Shigella agar el nGmero de
colonias fermentadoras fué€ moderado y en ocasiones de solo
una o dos colonias, obteniéndose en é€ste medio mayor nfme-
ro de colonias no fermentadoras. En Xilosa Lisina Desoxi-
colato agar sucedié 1o mismo que en Desoxicolato Lactosa -
agar, ya que s6lo crecieron unas cuantas colonias no fer--
mentadoras y un nfimero mayor de colonias fermentadoras. -

En Sulfito Bismuto agar se obtuvé poco crecimiento de co--
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lonias. En éste medio no se pudo distinguir entre colo---
nias fermentadoras y no fermentadoras debido a que el me-«
dio tiene como azficar fermentable la glucosa, pero se ob--
servé un solo tipo de colonias enilos casos eh losque se

aisl6é Salmonella.

Se encontré un mayor porcentaje de aislamiento en -

Salmonella Shigella agar, donde las colonias de Salmonella

fueron observadas en mayor nlmero asi como distinguidas de
las demds. En Desoxicolato Lactosa agar y Xilosa Lisina
Desoxicolato agar, las colonias también fueron distingui--
das pero se necesitd una observacién cuidadosa para no pa-
sarlas desapercibidas ya que se encontraron en pequefio n-
mero ((3 o 4 aisladas). Las salmonelas que producen colo-
nias verde obscuro en Sulfito Bismuto agar pueden ser con-
fundidas con colonias de otras enterobacterias ya que hay
algunos microorganismos de €sta familia que producen tam--

bién colonias verde obscuro.

En Sulfito Bismuto agar se requiere un indéculo ma--

yor,ya que ¢n dos ocasiones hubo crecimiento de Salmonella

en Salmonella Shigella agar y no lo hubo en éste medio.

Se tomé con el asa de platino el centro de la colo-
nia y se pasé a caldo Hajna incubandolo de 6-16 horas para
inocular posteriormente los demds medios que se utilizaron

para reacciones bioquimicas.
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Fué convenienteoobservar los tubos de TSI aproxima-
damente a las 8 a 10 horas,'ya que las bacterias fermenta-
doras rdpidas de la lactosa desdoblan éste carbohidrato en
ese tiempo aproximadamente, por lo cual si los tubos son -
dejados incubando de 18-24 horas sin haberlos observado --
anteriormente, para ese tiempo el dcido ld4ctico ya ha sido
metabolizado y la superfiicie ya no permanecera &dcida sino

alcalina por lo que se puede confundir la identificacién.

En el comienzo del muestreo, se hicieron reacciones
bioquimicas a todas las coloniés fermentadoras y no fermen
tadoras para obtener asi prdctica en su identificacién; --
ésto se hizo en las primeras 35 muestras y posteriormente
se identificaron tan sélo las colonias no fermentadoras --
(sospechosas). En el comienzo de la identificacién se - -
utilizaron sélo las pruebas de: fermentacién de carbohi--
dratos, utilizacién de citrato, hidr6lisis de urea, movili
dad y produccién de HZS e indol. Como €stas reacciones --
no daban un completo reconocimiento de algunos microorga--
nismos se agregé la prueba de produccién de acetil metil -
carbinol y posteriormente para una identificacién mds com
pleta se agregé la prueba de producci6én de dcido, identi--
ficadndose de nuevo todas las colonias sospechosas que se -

habfan conservado.

Burrows (4), menciona la existencia de cepas de - -

Salmonella productoraé de indol. De siete cepas de Sal~-
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monclla identificadas por aglutimacién con Antisuero Po--
livalente tres fueron indol positivo. El encontrar una --
cepa indol positivo podrfa pensarse en que fuera una Shi--

gella y no una Salmonella, pero una gran diferencia entre

€éstos dos microorganismos, es la movilidad de Salmonella -

y la inmovilidad de Shigella por lo que la Shigella fué --
descartada. Podrfa también ser un microorganismo del gru
po Providencia, pero éste microorganismo,dcutiliza el ci--
trato y las salmonelas encontradas con indol positivo no -
lo utilizaron, ya que hay salmonelas que no lo utilizan. -

Edwarsiella también se le parece bastante pero difiere en

el dcido sulflifdrico ya que ésta si lo produce y las sal-

monelas encontradas fueron &dcido sulfhfdrico negativo.

El medio de Xilosa Lisina Desoxicolato agar sélo se
utilizo hasta la muestra 51 debido a la temminacién de és-

te medio.

El caldo de Selenito cystina di6 un buen resultado
en cuanto a multiplicacién del microorganismo que fué el -

fin de su uso.

En el medio de cultivo Salmonella Shigella agar se
obtuvé un mayor porcentaje de aislamiento, resultando éste

medio Gtil para aislar Salmonella en comparacién con los

demds medios de cultivo utilizados.

Las pruebas de acetil metil carbinol y 4cido fueron

BiBL\OTECA
UNIVERSIDAD DE uormmm
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también Gtiles ya que ayudaron en su identificacién.

Es impresindible el uso del antisuero Polivante pa-

ra la identificacién del género Salmonella.




RESUMEN

Se utilizé un caldo de enriquecimiento y cuatro di-
ferentes medios de cultivo para aislar salmonelas identifi

cdndolas con reacciones bioquimicas y seroldgicas.

De setenta muestras siete fueron positivas.

El mejor medio para aislar Salmonella fué el de Sal

monella Shdgella agar.
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