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INTRODUCC +0ON

Dosde 1957 se hizo svidente un problema de suma importenciae en el medio hos-
pitalario, relacienado con la presencia de micrﬁorganisrms atipicos patdgenns -
da la familia Fnterobacteriaceas, no towmados en cuenta hasta entonces por los -
laboratarios de bacteriologia, porque ss les confundia facilmente con otras bac

tarias de la flora mnormal ( Sscherichis coli, Citrobacter freundii ).

©n la basqueda rutinaria de anterobacterias en coprocultivos se investigan -
por lo general los microorganismos no farmentadorss de lactosa { Salmonella y -
Shigelle ), igrorando las infecciones debidas a_salmonaslas.fermentedoras de lac
tosa, las cuales ya han sido reportesdas por varios auteres ([ 1-7 ). 'Aﬁn cuando-
asta caracteristica de farmentar o no la lactosa es de interds para una primera
discriminacién entre patégenos entéricos y no patégenos, no dabe tomarse como -
una prusba definitiva, de ahi que sea nacesario establecer la presencia 5 no de
osta variedad de sa}mnelus por madio de pruebas bioquimicas sspecificas que ==
parmitan su clasificacidn gendrica. £n México no ha habido reportes de ninguna-
indole en lo que se refiere a salmonelas farwentadoras de lactosa, tal vaz por—-

haber pesado inadvertidas o haber sido repartadas como Citrobactar freundii, —

consti tuysndo esto un serio problema para la bacteriologie diagndstica. El1 cae
racter atipico de lactosa (+) no corresponde vnicamente al género Salmonells, -
ya Que sa hace también rafersncia a otros génerus dentro de la misma familig --
Enterobactariaceas (8). Por las razonas axpusstas y siende sl objetivo princi—
pel de este trsebajo, se ha considarado nacesario invastigar la presencia de sa}_
monelas farmentadoras de lactose en materia fecal y en otrus materiales biulég_j:
tos provenientes de nifos que asisten a la consulta hospitslaria por problemas-—
de gastromnteritis, as{ como obtaner su clasificacidn servlfgica en ganeru y 85

pacia.
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Considerando la amplia variedad de géneros y sspecies que caen dentro de la-
familia Snterobactariaceaa, Ewing en 1963 propusc una clasificacidn y un siste-
«a de nomanclatura para las mismas, basandose en estudios comparativos de reec-
ciones biogquimicas y caracteristicas morfoldgicas, asi come en diferencias antj
génicas y en suscaptibilided a bacteridfegos o a bactsriocinas, aunque algunas~
veces se presantan caractaristicas qua pusdan no ser un criterio satisfactorio-
para distinguir y clasificar géneros y especiss en detalls (9).

£l sistema dg Keuffman para la clasificacidn de Entarobacteriaceas difiere -
taxondmicaments y sn su nomenclatura dal establecido por Swing, y en la actualg
dad este Gltimo pareze ser el mas Gtil (10).

En ol sistema de Swing (9,11) la familia Snterobacteriacsae ss divide prime-
ramgnte en seis tribus; los génerus, principales subdivisiones de las tribws, se
dividen en especies, pero estds a su vez se subdividen, con finas epidemiolSgi-
s, an base a métodussefnlégicas y "por' la susceptibilidad a bacteriSfagos sow-
gun Bargey (12).

FAMIL IA ENTEROBACTER.ACEAER;

TRLBU 1 ESCHERLCHIEAS : (Bergey,Bread y Nurray)
GENERO 1 Escherichia : (Cestellani y Chalmers)
1.~Escherichia coli ~ {wigula,Castellani y Chalmers)

GENERD II  Shigella

1.-Shigella dysenterise (shiga,Castellani y Chalmers)
2.-Shigella flexneri (Castellani y Chalmers)
3.-5higella boydii (Ewing)-
4,-5higella sonnei (Lavin y weldin)
TRTEU Ii EDW#ARDS IELLEAE (Ewing y Mc Whorter)
GEMERD I FEdwardsiella {(Ewing y Mc Whorter)
1.-fdwardsiella tarda (Ewing y Mc Whorter)
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TRIBU  IIL SALMONELLEAR
GENERD 1 Salmonella
1.-5almanalla choleras-suis
2.~Salmonella typhi
3,~-5almonalla enteritidis
GENRO II Arizona

1.~Arizona hinshawii
GENZA0 IIL Citrobacter

1.-Citmbactl.;r freundii

2.~Citrobacter diversus

3.~Citrobacter amalonaticus

{Bargay,Breed y Murray)
{Lignieres)

(5mith, weldin)
(schroeter,Warren y Scott)
(Gaertner,Castellani y Chalmsrs)
(Ewing y Fife)

(Ewing y Fife)

(Werkman y Gillen)

(Braek,Werkman y Gillen)

TRIBU IV KLEBSIELLEAE (Trevisan)
GENERO I  Klebsiella (Trevisan)
1.~Klebsislla pneumonige (schroater, Trevisanj
2.~Klebsislla oxytoca
3.-Klebsislla azaneas (Abel,Bergey ,Beer y Murray)
4,~Klebsiella rhinoaschleromatis (Trevisan)
GENERO II  Entsrobactar (Horasche y Edwards)

t.-Enterabacter cloacae
2.-Enterubacter aerogenaes
J.~Enterchacter agglormerda.s
£,~Faterabacter gergoviae
5.,-£ntarobacter sakasakii
GENZAO II1 Hafnia
1.-Hafnia alvet
GENERO IV Serratia

1.~Serratia marcescens

(Jordan,Hormaache y Edwards)

(Krusa, Hormasche y Zdwards)

(Bizio)

(Bizio)
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Sarratia liquafacians

Serratia rubidcea

FROTREAR (castsllani y Castellant)
Morganella

NYorganeila morganii

Proteus (Heuser)

Proteus wulgaris (Hauser)

Froteus mirabilis (Hausar)

Proteus mylafaciens

Previdencia {Fwing)

Providencia alcalifaciens (Je Salles Gomaz, .E'w:l‘ng)
Prcvidencia rettgerd v |
Previdencia stuartii . (Suttieux et al,, Swing) i
YERSINIZAR i |

Yersinia . .

‘Yersinia enterocol{tica

Yersinia pestis
Yarsinia Eseudotubsrculnsis

Yarsinia ruckeri

CARACTERTSTICAS OF LA FAMILIA SNTEROBACTRRIACEAR:

Son bacilins pequefios gram negativos, que pueden ser méviles merced a sus fla

galos peritricos o bien no méviles (atricos), aungue también hay dentro de las

espacies miviles cepas no moviles; los hay tanto asporulados como no esporula—

fdos, aerohios y &naernbios facultativos. Los miembros da msta familia también -

s» caracterizan par su crecimiento rdpido en medios de cultive (extracto da car

ne), paro algunos naecesitan requerimentos nutritivos caracter{sticos. Ossarro--

1lan un matabolismo farmentativo y raspiraterio; ademés de usar la giucosa far-
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mentativamente, utilizan también otros cartohidratos y alcoholes con produccisn
de dcido o bien dcido y gas. Excepto un sarotipo de Shigella, dan la prueba de~
catalasa positiva y la oxidasa negativa. Los nitratos son reducidos a nitritos,
can excepcidn de algunas cepas de Enterpbacter agglomerans y Yersinia entsroco-
1itica, el alginato y el pectato no son licuadas (9,11-13)}.

Es da importancia mencionar gue no todos los miembros de ssta familia son pa
rdsitos intastinales, ademds gque no todos son patdgenos pera sus hugspedes. La-
patogenicidad no estd referida s6lo al hombre sino que se presaﬁta en plantas y
animales, siendo la causa comdn de enfarmadades y hasta de saveras pSrdidas eco
ndmicas en cualquier parte dal mundo, Se ha logrado determinar con gran preci—
sidn el origen o causa de las epidemias o epizootias madiante la caracteriza-—
ci6n de las cepas (14).

Dasda gl punto da vista de su cultiw e identificacidn, se presanta con fro-
cuencia, desde afos atras, el pmbléma ds como aislar miembrus de la familia EQ
tarobacteriaceas y de como hacer la diferenciacién correcta de los integrantes-
de los géneros y aspacies. £n los laboratorics de Bactericlogia muchos investi-
gadores han propuesto diferentas métodos para datectar la presencia de ’Salmone-
1la, de un caso activo de shigelosis o de una gastroenteritis causada por un se
rotipo de Escharichia coli u otres agentes ( no de la familia Enterobacteria—~-
cese ) involucrados recientements en este tipo de enfermsdad (15). s muy impor
tante mencionar las condiciones de los especimengs y la manipulacidn da los mis
mos, ya que en una disanter{a bacilar los especimenes fecales deberan sembrarse
gn mpdios adscuados y medios de enriquecimiento iomediatamente daspuds de su ra
coleccidn (9).

Ten Broeck y Norburg an 1916 y Floyd en 1954, sugirieron y demostraron el va
lor gqua tiens repatir cultivos de espacimmés-maltiplas; las laxantes contribu~

yon al aumento en el aislamiento de patdgenos como Selmonella tychi y Vibrige--



cholerae, Se conslidera que el estado aguda de la enfermedad ss el momento mas -
adecuado pars efectuar el cultivo, ya que los agentes etiolégicos se encuentran
en gran ndmero; de no ser asi se corre el riesgo da no aislarles (9).

(uando ro se cultivan las musstras de inmediato, se colocan en soluciones de
transporte con el objeto de mantener una poblacidn bacteriana constantas, L.as —
mis comunmente usadas son: a) solucidn salina~glicerul amortiguada a pH 7.4 =~
(doscrita por Feague y Clarman en 1916 y madificada por Sachs en 1939), bl me--
dio semisdlido de Stuart con agar y amortiguador, c) medio de transporte Cary y
Blair que contiene tioglicolate de sodio, amortiguador y agar; este medio ha si
do modificado por varios autores (9).

Se han utilizado soluciones preservativas que, en comparacidn con les antes-
mancionadas, duplicamn el nimero de aislamientos de Shigella y Salmonella. Hagj
na (1955), haciendo usg de la sal sGdica dal dcido stilendiamina-tetracitico (€
DTA), logrd tembién la preservacidn de coliformes. Por otra parte, Swing y ool.
(9) en 1965 llevarun a cabo una seris de estudios comparativos sobre la efacti-
vidad do pstos dos medics de transporte: Solucidn salina-glicerol amortiguada a
pH 7.4 y solucidn salina glicerol-E0TA, Es bien sabido que para el cultive de —
Enterobacteriacsas se ha recomendads el emples de mgdios de aislamiento, salec-
tiws o no, y de enriquecimiento.

£l método utilizadn generalmente en invastigacidn ( porque en cultivos de ru
tina se ignora gl gérmen que se va a aislar ) para el cultivo de diversas =spe-
cies de salmonglas, consiste en emplear el medio de enriquecimiento verds ori--—
1lante-tatrationato, aungue no es conveniente cuando se trata de Salmonella ty-
phi, Salmonella choleras-suis y Selmonella enteritidis bioserotipo paratyphi A.
A continuacién sz mencionardan los medios de snriquacimiento ampliamente usadgs-
y rewomendados pare uso general. De acusrdo a Edwards y Swing (9) los més coml-

s sons
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han

Caldo tetrationato de Mueller y caldo selenito F de Leifson.

Caldo tatrationato bilis-verde-brillante (modificado del primer medio por -
Kauffman gn 1930), Este dltimo,al igual que el de Leifson, ha sido formula-
do para el enriquecimiento de Salmonella y no para Shigella. Sin embargo,—-
axiste uno ligeramente modificado para el eislamiento de Shigella sonnei. -~
No abstante, algunos investigadoras hen encontrado que dmbos, selenito y te

trationato, son tdxicos para Salmonalla choleras-suis y Salmonells anteriti

dis sar abortus-ovis; el tetrationato verde-brillante inhibe Salmonella en-

teritidis bioserotipo paratyphi A.

Para el aislamiento de Salmonella se ha utilizado el medio de selenito adi-
cionado da materia fecal estéril o axtracto de millorganito, sobre todo —~—
cuando se sospecha que ls muestra contiens una pasgusia cantidad de Salmone-
lla (portadores).

Madio da caldo GN (Hajma), Que ademis de usarse como medio preservatiw, sa
ha utilizado como medio de enriquecimianto en muestras tratadas con E0TA.
El medio de verde malaquita-cloruro de magnesic de Rappapport, ha mostrado-
mgjores resultadas en comparacidén con los obtenidos con selenito y tatratio
nata,

Caldo nutritivo ordinario Gtil para Salmonslla y Shigella (6).

Conforme a la propisdad de las sntercbacterias de fermentar o no la lactosa

sido formulados madios sslectivos que permiten diferenciar a los miembros -

de asta familia. Ogsde 1886 se reportd gue Escherichia coli fermentaba la lectg_

sa mientras que el bacile das la tifoidea no lo hacia. En base 8 esto wurtz desa

rmllé madios de cultivo can lactosa y un indicador cong el tormasol., Tn 1925 -

tilson y Hlair utilizaron agar sulfito e nismuto con o1 objetn de diferencier-

los

que

patdgenos lactosa negativa. A partir ds esa fecha se han formulado madios -

puedan ser divididos segin su selectividad en:

-3~



1.~ Madics difarenciales no inhibitorios: agar lactosp-azdl de bromotimal (BTE8-

l.) y agar lactosa-rojo de fenol ([ PRL ).
2.~ Medios diferenciules con poca selactividad: agar Mc Conkzy ( Mac C ), eosi-

na azil de metileno ( 5MB ) y agar desoxicolato ( LD ).
3.~ Wedios difaraenciales moderadamente selectivos: agar 55 ( Salmonella-Shige—

lla ), citrato-dosoxicolato ( OC ), agar Entero-Hekton (HE) y agar XD ( Xi

losa-Lisina-Desoxicolato ).

4.- Madios altamente selectivos : incluye egar sulfito de bismuta { wilsan-Bla-
ir } y agar verde brillants.

De ahf que al observar la validéz da los requerimentos indispensables en al
cultivo da los especimangs e igualmante tomando en cuenta las dificultades gue-
sg presentan desda le siembra da los productos hasta la identificacidn de laos -
organismos prasentes, se ha establecido el procedimisnto del cultivo de los mis
mos teniendo especial cuidado para le bsqueda de patdgenos en los diferentes -
metdios de cultivo.

Er las prugbas sn placa, tanto da siembras directas como de medios dg enri--
guecimiento inoculados con heces, se buscan primeramente los bacilos entéricos-
patdgenos coma son Selmonella, Shigells y Escherichie coli; adn cuando astos ar
ganismas producen generelmente colonias tipicas, a vecss no sucede asi debido -
al crecimiento con otros microorganismos que alteran la marfologia originel, —-
por o cual es aconsejable saleccionar por le mgnos dos colonias con carac;terig
ticas morfolégicas diferentes o fermgntadoras de lactosa. Al picar las colonias
dabs tenerse la pracaucidn de no tocar otras presentss en los medins salectivos,

Con las colonias seleccionades se procede a8 la difersnciacidn primaria, para
lo cual las bacterias daben ser inoculadas a diferentes medios de cultivo para=
investigar:

1.~ Formacidn da dcido sulfhidrico.

-g-



2.- Pruduccidn dae indol & partir de triptofano.

d.~ Prugha de motilidad.

.~ Presancia da catalase y oxidasa.

5.~ {apacidad para utilizar malonato de sodio como fuente da carbono .

6.~ Presancia de ureasa.

7.~ Prueba ce fenil-alanina~doaminasa.

8.- Capacidad para utilizer citrato como Gnica fuente de carbono.

9.~ Produccidn de acetil-metil-carbinol { prusba de Vogas-Proskausr ).

0.~ Liberacidn de dcido como producta final de la fermentacién de glucosa (pnug
ba del rojo de matila). |

11.~ Reduccidn de nitratos a nitritos.

12.- Capacidad de crecimisnto en presencia ds KON,

13.- Pressncie de enzimas protecliticas ( prusba de gelatina ).

14 .- Decarboxilacién de lisina, ornitine y arginina.

15.~ Fermentacion de carbohidratos: glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, xilosa,
trehalosa. empleando un medio basal que indica la produccidn da acido o éc}
do y gas { 9-13 ). Sstas rescciones bioguimicas han permitido la difgrencia
cidn de las génerus y especies de las Snterchacteriaceas. Sin embargo, en -
muchos casos no es nacesario realizar todas las prusbas antes mencioradas,

GENSAD SALMONSILLLA.~ “ste género, segun Kauffman, se subdivide en cuatro subgéng

Yos gue son; Subgdnere I, II, L1L y 1V. Cada uno es adentificedo on base a po-—

quefins diferancias bioquimicas { 10, 12 .

£l subgénerc I comprende la mayorfe d= las especies onsideradas conn:tioo;—

los subgéneros JI y IV agrupan aquallas gque se diferencian en ciertas pruabas -

bioguimicas; el subgénero II1 comprende las sspaciss de Salmanelas qus por razmo

nes histéricas son generalmente colocedas en sl grupe Arizona, esto es, ague—

1llas qua se alejan de las condicionss bioquimicas establacidas para ser consids

-10-



radas comn Galmonella.

Las reglas usuales de nomanclatura no fusron utilizadas para dar nombres a -~
las salmonelas, Debido a su papal patégenc, las primeras salmonelas fueron nom-
bradas conforme a la espacie enimal de la cwal fusron aisladas, o la enfermedad

que producian { Salmonella abortus-ovis, Salmonglla cholerse-suis, Salmnella -

typhimurium, Salmonella typhi etc. ) 48s tarde se las did sl nambrsg del pueblo

regién o pais donde se eisld la primera cepa { Salmonella london, Salmonalla pa

name etc. ) (10,12).

Ninguno ds los presentes sistemes de nomenclatura para salmonelas es satis—
factorio desde el punto de vista cient{fico. Sin embargs, se han subdividido en
sarotipas segin el esquema de Kauffman-White; estos serotipos se subdividen @ ~
su vez en biotipos conforme a.patmnes de farmentacidn de azlcares como son: —
argbinosa, dulcitol, irositol, ramnosa, trealosa, xilosa etc., presentes en ce-
pas del mismo Serotipn o también mediante la sensibilidad a bacteriosinas o ra-
sistencia a los antini6ticos y resistencia a los factores de transferencia (10~
12},

Actualmente se reconocen Unjcamente tres sspecias en gl género Salmonella: ~

galminella cholerae-suis, Salmonella typhi y Salmonella enteritidis, Esta Glti-

me he recibido ese nombre debido a que el trabajc més antiguo, publicado en ~—

%888, la designa camo tal., El nombre de Salmonella enteritidis no puade sar u-

tilizado solo, ya que se conocen mas dg mil cuatrocientos serotipos y bioseroti

ros dentro de la misma especie; asi, tenemos que Salmonellas typhimurium, Halmo-

nella paratyphi A, se dasignan como Salmonella enteritidis sar typhimurium y —

SQalrgnzlla qnteritidis bioserotipo paratyphi A respectivamente, debiendosc te-—
ner cuidado en todos los casos de describir a la especie con su nombre completo.

So considera que un micrgorganismo pertensce al géngro Salmonella si presen-
ta las siguientes caracteri{sticas; a) Produccidn abundants de H2S, con muy poca

P



arcapcidng b) Movilidad; c) No producen indol en presencia de triptofanc; d) No
produce la enzima ursasa ni enzimes proteoliticas; e) No utilizan malonato de -~
sodio tomo fuente de carbono; f) es incapaz de crecer en medio con KCN; g) Des—
carboxila la lisina, ornitina y arginina; h) fermenta el dulcitol y el inosital
( algunas capas no lo farmentan }; i) No fermenta azicares como lactosa, sacarg
sa, salicinag, rafinosa y adonitol; j) ta reaccidn del rojo de metilo es positi-~
va; k) Le prusba de Voges-Proskauer es nagativa; 1) No produce fenil-alanina~—
doaminasa; m) Produce gas sn la feremsntacién de carbohidratos { glucosa, mani-
tol, trealosa, xilosa mtc., } con pocas excepciones; n) No hidroliza la esculina
o) Ne producen Beta-galactosidasa ( prucha de orto-nitro-fenil-galactopirenosi-
do= ONPG ) en caso da Salmonelas lactosa negativa ya que Salmonslas lactosa po~
sitiva si producen la enzima Bata-galactosidase; p) Usa slgunos Acidos orgéni—
cos como fuente de carbono { citrato, O-tartrato y mucato ); q) Es capaz de rg-
ducir los nitratos a nitrites; r} No produce oxidasa.

Los medios de dcidos orgdnicos de Keuffman y Petersen, la prusba de ONPG y ~
la prueba de KCN, proporcianan datos de velor en la diferenciaciin de cultivos—
da Salmonella, Arizona y Citrobacter.

Dade la considsrable cantidad de microorganismos gue pertenacan al génerop —
Salmonella, no es posible clasificarlos conforme a basas morfoldgicas y bioqui-
micas exclusivamentas, sino que es nacesario para su mejor identificacién consi-
darar las variacionss antigénicas, logréndose asi la clasificecidn seraldgica -
de las salmonelas. Tsta clasificacidn tipifica las especies segin sus antigenns
somiticas (0), sus antigerons flagelares (H), segun la fase en que sa mncusntre-
y el entigero Vi o de virulencia.

Los diferentes antigenos sométicos han sido dasignados mediante ndneros ardg-
bigos gque van dal uno al sesenta y cuatro, excluyends los ndmerns 29, 31, 32, -

33, 49, 52 y 63 por compartir esos antigemos con miembros del gdnero Escherie—
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chia y Arizona.

Los antigenas H de Salmonella pueden ser especificos y na especificos. Los-
zspacificos (fase 1) se designan con letras del alfabsto ds la "a" a la “2", -
excepto la "j" por ser una fase inducida de Salmonalla typhi. 5in embargn sn -
ocasiones sa utilizan letras seguidas de un subindice para indicar antigenos -
difarentes ( Zyy Zyr Zgeeserearaiani2gg }; los entigenos de lg fase 2 se de=-
signan con ndmeros ardbigos del 1 al 12. Los antigamos 3, 4 v 8 al 12 no s0a -
expresadas en sl esquema antigénico.

%1 sercgrupo do Salmanella esté definido por antigénas o grupos da antige=-
nos somdticos, por ejemplo: E1 ssrugrupo A compronde antigenos sométid:s 1,2,

12; el serogrupo 8, los antigenos sométicos 1,4,5,12 y 27.
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La existencia da cepves de Saloanelle que tisnen la capacidad or fermentar -
la lactosa es conacide dasde hace tiempo, coro lo sedala Kauffman para 3aicons

la anatum, Sslmonellu newington, Salronalla paratvoni § y Salmonella typhing

rium {4,5). Arciantamonte se han reportado on humaros las espacies Salwonella-
Lium pasrone les

tonnasses, Salmonella nawport, Salmanella tuebingen, 8. typhi, §. softenberg -

S. granimmburg; en temeras, $. typhimurium y, en pavas §, indiana ().

Falcow y Baron (17) publicaron en 1983 el hallazge de cepas de Salmonella-
EZEQi con la propiedad de utilizar la lactosa y con la capacidad de poder ewee-
transmitir esta propiedad, por el fendmena genético de conjugacidn, a diversas
gspacies de la familia Sntercbacteriacear..

Pasteriormente, estos investigadorss idantificaron un elemanto qxtracrom;sé
mico causante de esta caractaristica lactosa positiva, y lo danominaron "Plés-

mido" . Este elemanto, designado como Fo-lac, Sa transmits como parte intagral

de un factor sexual axtracromasdmico.

£n algunos aspectos dicho elementno es similar al factor F-lac que ss encuen
tra en_Sscharichia coli K12; sin embargo aguel es incapaz de promover la tran§
ferancia de genes del cromosoma del huésped.

Las cepas qus poseen ests elemento presenten sensibilidad al fago espec{fi-

co masculino y ademds sintaetizan pili sexual necesario para llevar a cabo la -
transferancia de caracterss; este factor del sexo ne »s lisade por el fago F -
isomatrico { 8,1%,17).

fsta propiedad lactosa positiva mo mstd limitada a las especiaes anteriormente
mencionadas, puasto que observaciones hechas en espacies de Froteus, Klebsie-—
l.a, Serratia, Shigella y Vibrin demostraron la presencia de un elemanto in——-
fncéiosa asociado al cardcter lactose, gu= 2n 2l caso de Pruteus =s designado
como P-lac por sus semajanzas con F-lac y Fo~lac; al gidsaido qug aumanta la -
actividad 9o la Geta-galactosidasz de la Klebsiella es Fk-lac {4,5,8,16).
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A raiz do estos estudios surgieron nuevas invzstigaciones y descubrimientas
de infecciones causadas por especizs del género Salmanella fermentadoras de —
lagtosa, asi coma de otras entersbacterias lactosa positiva atipicas {5).

En 1955, Kunz y Rwing reportaron un casa ds infaccidn en un empleado de lla-
boratorin, cuyas manifestaciones clinicas semejaban las tipicas reacciongs de~
la fisbre tifoidea. De la sangre y de la orina se aisld un bacilo gram negati
vao can la capacidad de fermentar la lactosa; baciendo uso de pruebas bioguimi-
cas y medianta el empleo de antisueros frente a Salmonaella se concluyd gue se

tratabs de Salmgnella typhi lactosa positiva (1). Tsta cepa provenia del mismo

laboratorio, como resultado de un experimento de conjugacion o aparsamiento de
una cepa de Salmonelgg m can otra do la misma especie, aislada de la natu~
raleza pero con la paeuliaridad de fermentar la lactosa. La sensibilidad a los
fagos espacificos demostrd gque la cepa eislada era susceptible al fago D6 lige
ramgnte dagradada, al igual fue la usada en él experimento original. En el mis
ma afio Bulmash y cal. reportaron la misma obsarvacitn ( fermentacidn de la lac

tosa ) an una cepa de Salmonella tennessee, que tenia la particularidad de que

en cultivos subsacuentes prasentaba la caracteristica de dos tipos de calonias
usto es fermentadores rdpidos y fermentadores lentos de lactosa (2).

BonzAlez reportd an 1955 una cepa de Salmonella tennesses lactosa pasitiva,

eislada de hemocultivo y de Gtero y que habia sida considerade como Citrosac--
ter freundii, al llevarse a cabo estudios bioguimicos se observaron diferre—-

cias en la presencia de lisina-descartoxilasa [ Citrobactar freundii as lisina

rascarboxilasa negativa, mientras que Salmonella es positiva ], y ademds a ce
pa aglutinaba con suero especifico para antigeno somdtim del grupo C (3).
Easterling y colatoradores {4) en 1953 aislaron da materiel clinico siate -
capas de Salmonella lactosa positiva, y encantraron Gue seis de ellas podian -
transferir sl caracter ds fermentar la lactosa por conjugacidn a Salwonella -~
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- typhi ¥R4204; ademis observarcn gque esta Gltima podia transferir a su vez di—

cho cardcler a Salmonella typhimurium WRS0D,-a Proteus mirabilis y & alguras -

cepas de Escharichia coli K12. Aunque en baja frecuencia, Salmonplla typhimu-—

rium fué capaz ds promovar la transferencia do génes cromosdmicos a Salmonaella
typhi WR4204. Ssto comprobé que el cardcter lactosa positiva era transmitido -
mo parte integral de un factor saxual extracromosémico (18,19 ). Estos facto
ros extracromosdmicos pueden o no integrarss al cromosoma bacteriano.

De 1971 a 1573 en Seo Pablo Brasil, se pressntd una spidemia de gastroente-

ritis causada por cepas de Salmonalla typhimurium y Salmonalla graniemburg lac

tosa positiva, Le Minor (5) aislé tales cspas de evacuaciones, orina y L.C.R,
da lactantes y escolargs. Las pruabas bicquimicas: rasultaron ser sgmajantss a-

las de Citrpbacter freundii o sea fermentacidn de glucosa y lactosa adamds de-

produccidn de &cido sulfhidrico y gas. E1 sstudio bioquimicn més amplio y com—
pleto demostrd que las cepas eisladas correspondian a salmnelas fermentadoras
de lactosa.

Visto el posible error que se puede comsltar al hacaer un diagnéstico bacte-—
rioldgico squivocado, algunos autores recomiesndan el uso de medios espetiales—
y pruehbas bioquimicas completes para todas las bacterias encontradas, tanto —
lactosa negativa como lactosa positiva con el objeto de encontrar cepas patégg
nas con caracteristicas difersntes a las usualas, especialmante durante lqs —
epidenias {3,5).

Nediante el estudio epidemioldgico de casos ocurrides en un mismo hospitale
durante el parfodo de diciembre de 1972 a febrero de 1573, en los que se aisld

Salmanella typhimurium y Salmonella araniemburg en el mismn coprocultivo dg -

trus pacientes, Le Minor y colaboradores reportaron qus la variabilidad en la~
capacidad para fermentar la lactosa quiz& sucade “in vive'" mas fracuentemgnte-

2us "in vitro", y qua el caracter atipico ro es transferido sspontdneamente —
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sur conjugacidng la transfarancia sm realiza si dicho caracter estéd unido aun
plédsmido que confiere resistencia a la kanamicina y produccién de colicinas —-
tipo Ib ( Km=col Ibv), (20-22).

Una exaustiva revisidn de la literatura no reporta cascs de Salmonella lac~
tosa positiva, sino hasta 1976 en qua fueran aAcontrados en 47,545 cultivos, -

3610 dos lactosa positiva correspondiente a Salmonella senftenberg y Salimgne--

lla bok jarna. ©n 1977, Salmonella indiana lactosa pasitivea fué obtaenida de vicg
ras de pavos, aislandose también durante todo el afio de 1976. Experimentos pos
teriores demostraron un caracter no transferible {6). Forschen en Califﬁrﬂiﬂ -
obtuva de un caso de septicemia utilizando lisina-hierro-agar y sulfito de bis

muto agar, una cepa de Selmonella enteritidis serotioo typhimurium variedsd --

topanaghan de un caso de septicemia y endarteritis, prnbab}emente adquirida dg
rante su estancia dal paciente en Brasil (24),

Anand en un articulo mis raciente sefiala el aislamiento de este tipo”dé mi-
croorganismos como raros y muy esporddicos aunque respansables de brotes dp —
gastroenteritis en instituciones como el de Alberta—ﬁanadé. recomandandoc estos
.Mismos autores pare su deteceidn, el emplzo de medios selactivos gue no contan
gan lactosa o qus no pongan de manifissto la fermentaci6n de este azlcar, ———
transferible por conjugacién (23). Recientemente en Sambia se presentd un bro-

te en el comedor de la escusla de enfermaria por Salmonella tuabingen lactosa

ositiva, sefalando la importancis de utilizar sl medio de lisina-hierro-agar,
om es sugerido por Anand, que no contiene léctosa (7.

La comprobacién de qus el factor extracromosdmico responseble de la fermen-
tacidn de lactosa (€,22), tiens naturaleza de dcido nucléico, fué llevado a ca
bo por Sinenki y col (18), quienes determinaron el peso molecular de la molécy
la de AN proveniante de las diferentas salmonelas aisladas por Easterling,

¥l andlisis realizado permitid cornocer la concentracidn de guanina y citocina
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an 3l AN circular dsl elemento responsable de la fermentacidin de la lactosa. -
Fxperimentos sfectuados con ADN marcado con tritio, demostraron un ndmero da cc_;
;':ias del factor lactosa positiva por cromosoma, entre 1.4 y 3.7 dependiendo de
la bacteria en qQue sa encontraba. €1 hecho de que ningung da los seis elementos
lactpsa positiva fueran sensibles él faga masculino R-17 o al famenino II, su—
giere que aestos pléasmidos son diferentes a los Factores F y gua pertanecen pro-
bablaments a la misma clase gue los factores sexuales. No obstante, esto s8lo -
podré ser demostrado madiants un estudio sobre la horologia de la secuencia de
los nucledtidos en el ADM de los diferentes elemmntos lactosa positiva,

n 1950 fué descrito sl fendmeno gandtico del epareamiento bacteriano y se
interpratd en un principio como indicador de sexualided antre bacterias no pu--
diendo en ase entoncas ser explicado, posteriormente empszaron a aparecer en la
literatura fendmenos como la frransfnrmacién y transducecién bacterianas y no pa-
so mucho tiempo para que por medio do experimentos de recombinacidn genética se
conociera la conjugacidn bacteriana, la cual consiste en gue el material genéti
co sa transfiere unilateralmente de una bacteria donadora a otra receptora., El
material genédtico transferible se denomind factor del sexo o factor de fertili-
dad "F" gue confiere a la bacteria el papel de donador y se transmite indespan—-—
dientemznte de los genss del croumosoma.

La fertilidad de las bacterias fué estudiada primeramente por Lederberg (15)
en Wisconsin y por Hayes (25) en Inglaterra. En base a observaciones de rscombi
nacidn, las bacterias fueron clasificadas como "F+" las Que posean el factor de
fertilidad y como "F~" las que nc pueden ;.)mducir racombinantes por ausencia —
del factor.

La fartilidad es ung propiedad hereditzria d; la cepa, La difarencia genati-
ca entre cepes "F- y F+ pusde ser analizada genéticamente por medic ds entrecru

zamientos; asi, se tiene gue: 1.~ Todos los recombinantes de F+ y F- son F4; 2.
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La fertilidad es infecciosa, esto es, cuando cepas F+ y F- son mezcladas, las
células F- se convierten en F+4 3.~ €1 tratamiento con acridina, jones de co-
balto, rayos A, conviertan algunas béctarias F+ er F- irrsversiblementa., As{
puas las diferencias entre cdlulas F+ y F~ son detsminadas por el factor F -
presante en capas F+ y no en fF=,

Fsta transferancia de informacidn genética sdlo se efectuaba por medio de
contacto o acoplamiznto fisico entre donador y receptor. En un principio se -
pensd que esta unidn era debida a una fusidn, pero estudios de microscofa con -
contraste de fases y cultivos an caldo y agar permitieron dilucidar que no sa
trataba de tal fusidn,

Las bacteries twn factor sexual F+ posaen un nuswvo antigaeno llamado Pili -
que parcce ser indispensable para que se llave a cabo la transmisidn de mate-
rial genético. Se ooservan ademds, apfndices diferentes de los flagslos deno-
mindndoseles de acuardo a la funcidn que desempenen. Asi, los que intarvienen
en sl fandmeno genédtico de la conjugacidn recibieron el nombre ds pelo sexual
mientras que al resto que no interviene an este proceso se les llamd pelos co
munes o Fimbries (14,17,22,25).

Los palos saxualas se distinguen de acuerdeo a su morfologis, estructura an
tigénica y habilidad para adsorver fagos especificos isométricos; son més cor
tos y peguefios, su longitud dependes de la cepa que los poses y de las condim-
ciones de cultivo. Su nimero, adaméds de ser limitadg, varia en cadg célila, -
La composicidn quimica de los belos sexuales parece ser que estd constituida
preferantemente por proteinas, con algurnos lipidos y no encontréndoss polisa-
céridos,

La cantidad presents en cada bacteria estd estrechamente correlacionada —
con habilidad donadora en la conjugacidn. fQueda asi establecida la importan—
cia del pelo en esta forma de recombinacidn. La conjugacidn pusda ser inhibi-
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da por medic de anticusrpos especificos a las proteinas ds: pelo sexual o por
lo adsorcidn de fagos isomBtricos. Cada factor tiane un polo sexual espacifi-
co; por toto lo anterior al pelo sgxual a@s asencial para la conjugacidn pero
se desconoce cual s su funcidn pracisa.

l.a unidn antra pares de células ha side demostrada con microscopia de luz
y elactrdnica. £1 hallazge de cdlulas F- que nunca han entrado en contacto di
recto con donadores durante todo el poriodo de cruzamisnto, apoya la idea de
que 2l pele sexual sea gl Unico canal necnsario para la donaci8n del ADN, aun
que este no ha sido encontrado dentro del mismo.,

£)l pili F o pelo sexual tiens una astructura similar a la cola del facgo 85
to es, un tubo hueco de 20-25 R de didmetro, el cual esté debidamenta atapta-
do para conducir =1 ADN. Si aesa conducto s@ pierds, ya sea por corte mecénico
o por envejecimiento del cultivo, la habilidad donadora dasaparecs.

Jacob y colabaradoras (17) dieron el nombre de "Episomas" a la estructurg
genética que pasa de una bacteria donadora a otra racaptora formando o no par
te del cromosoma bacteriano, esto es, en estado integrato o bien presents en
el citoplasma como sstado auténomo. Se designan como "Episomas” a: 1) bacte—
riéfagos temperantes, 2) factor dal sexo, 3) factoras colicinogénicos y 4) -
factor de transferencia de resistencia miltiple, Sstos elemantos genéticos ad
gquiridos por conjugecidn o transduccidn, son cansiderados no esenciales y par
lo tanto puedan sstar ausantas de la célula (17,25-2€). A estas unidades gend
ticas sa las han descrito las siguientes caractsristicas: A) cuando estan eu-
sentes, el episoma sélo podrd adquirirsae de une fuente externa, B) si estan -
prasentes, los elemantos episdmictns se encuantran en un estadsc autdnomo o in-
tegrado, C) 2l compartanianto da un zpisoaa e’n estado autdnomo v las caracto-
risticas fenotipicas del mismo se atrit;uyen supacificamerite a dicho apisoma,
0) cuanda estan an estado integrado, los episomas sm ancuantran colocddos en
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pl crorgsoma bacteriano pero no forman parta de su sstructure, £) los episomes
pueden alterar el estado integradoc y auténoma, F) los estados autondmo a inte-
grado parecen, on general, ser naturalments excluyentes, G) el episama an asta
do integrade puede unirse gendticamente con segmentos crumosomales de la bacts
ria.

Laderbarg describe el término "Flésmido" como estructuras extranucleares ca
paces de producirse independientemente del cromosoma. Los plésmidos intervie-—
"nen en la tra‘nsf‘erencia de una variadad d= daterminantes yzndticms come sl fac
tor da resistencia a los antibiéticos, la sintesis de hemoglobina y de enteru-
toxinas, la colicirogenia, la tolerancia a metales pesados, la resistercia a -
los rayos ultravioieta, Estos pldsmidas, impartantes en medicina como en agri-
cultura, también puedan bmporcionar un beneficio, ya que capacitan & especias
ds Rhizobium para fijar nitrdgeno en los nddulos de las plantas laguminosas ——
{ 255,19 ). o

Cstudios sobre episomas baﬁterianas denostrado que .pasean propisdades: geng-
ticas comunes: Transferencia por medio ds la conjugacidn cromosémica del hués-
pad, replicacién y transferabilidad sexual, las cuales permiten diferencier un
epi soma de un bacteriéfago, ya qus estos tienen propiedades infectivas o de vi
rulencia en el huésped, Algunas determinantes da colicinogenia (aquellos para-
colicinas E1 y 52), asi como alguros plésmidos de Staphylococcus, proceden de
una forma anormal de herencia extranuclear, como los pldsmidas R intransferi—
blas (no timnen podar de transmisibilidad indspendiente y son difsrentes dg —-
los episomas) . -Aungua rg son infecciosos por ellos mismos, se pueden transfa-—
rir independientamante en presancia da factores de transferencia como R, F y -
determinantes colicina {col 1b). (21) Hayes (25) opina qus esos factorss y los
plésmidos de Staphylococcus pertenecen a la misme cetegoria general indepen——-

dientementa d= su forma de expregsidn o de transmisibilidad. £n base a asta_ pro
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pene gl término "Pldsmido” an vez de “Episoma™,

titsubashi {20) difersncia ambos térmings dicisndo qus los pldsmidas o tia
nen hadjiidald para transmisidn independimnte, por lo tanto as un slamento ex-
tracromosdmico que no se transfiers por conjugacién, Los episomas faworscen a
los microorganismos aumentando su capacidad para podsr sobrevivir a las cir—
cunstancias advarsas del madio. Esas variaciones genéticas se ponen da mani~-
fiesto en la bactaria misma, aunque esto no ha sido aceptado.

tos episomas mejor estudiados son los de las Sntergbacterias, nacientdo re-
fersncia especificamente el género Salmonella, las cuales poseen caracteristi
cas bioquimicas y mecanismos de defensa diferentes a las de las bacterias ha-
bituales. |

Entre los diferantes episomas o plasmides aislados de las bacterfas, cabe
sefialer su importancia al que confisre la resistencie a los antibidticos. Des
de 1955 en Japdn se obsarvé en cépas de Shigella un incremento en la resistep
cla bacteriana hacia diferentas antimicrobianos. Akiba en 1959 explics asta -
mGltiple r‘esistenéia diciendo que gl factor que la confiere puedas ser transfg_
rido de Escherichia coli intestinal a Shigella por =1 fendmeno de conjugacidn
(a0},

Anderson y Datta (31) an 1955 estudiaran el pasa de egentes R de Salmone—

lla typhimurium a Sscherichia eoli K12 y vicaversa. Experimantos de conjuga—

cifin con cepas donadoras resistentes e ampicilina, estreptomicina, sulfonami-.
dad y tetraciclinas indicaron la transfarencia de este factor R a cepas racep
toras, sin gue su presancia interfisra con la expresidn de algin aganta F., -
Los estudios da transfersncia de caracteres de resistencia a estreptomicina,
amzicilina y tetraciclina demostraron no solamente dependencie en las diferen
tes determinantas. simo también en los factofes de,transferencia, depandiendn

del pariodo da contacto antre donador y recaptar.
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Actualmente los pldsmidos constituyasn un elemento indispensable en la invas—l
tigacidm en gendatica microbiana, ya ques as posible afadir o eliminar segmentos
de ADN madiante el amplao de anzimas restrictivas y otros procedimientos.

Sa sabe, ademas, qua las bacterias sstudiadas contienen corunmente dos o mas
tifarentas plésmidos, los cualgs pusden coexistir o no an una sola bacteria, re
isibienda al nombre de compatibles 2 incompatibles respectivamente, Si observe—
mos, sart varies los criterios gque sz puaden seguir para hacar un estudio muy am

plio con lo que respecta a estos elementos sxtracromosdmicos (32).
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CAPITULO.II

MATERIAL-Y METODOS
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Se utilizaron como matarial de astudio 52 cepas aobtenidas de 1547 capmcult}
vos, aislados durante los meses de julio a octubre de 1975, los cuales corrase—
pondiaran & 26 pacientes que tenian sl mismo garmen desde el punto de vista se-
rolégico, glucosa positiva, Acido sulfhidrico positivo e indol negativo prasen-
tando la caracteristica de farmentar 6 no la lactosa, designdndose como Salwone

1la lactosa negativa y Salmanelia lacteosa positiva.

ESUIPC UTILLZADD:

-~ Microscopio Carl Za2iss sod, 4752147

- Microscopio sstereoscépico Carl Zeiss Mod, 4’273075'
-~ Balanze analitica Kem |

~ Potencidmgtro Corning Nod. ?

- Agitador Vortex - 4
~ Centr{fuga Optima II para 7000 APM

- Congelador Nieto a =25°C

~ Hamo a 200°C

- Autoclave a 121°C

Incubadora a 37°C

- Bario de agua a 5Q°C

-~ Naterial de vidrio y diverso.



METODOLOGIA

Las cepas utilizadas en el prasente trebajo fueron estudiadas bioquimiéa y -
seroldgicamente, Desde el punto de vista bioquimico fueron somatidas a la inves
tigacidn de: Produccidn de fenil-alanina-deaminasa; produccidn de enzimas como
urgasa, catalasa, oxidasa, beta-galactosidasa y enzimas protsoliticas; utiliza-
cién de malonato de sodic como fuents de carbono; formacidn de acetil-matil-car
binol y Acido a partir de caldo peptonado; reduccidn de nitratos a nitritos, ca
pacidad de crecimiento en presencia de cianuro de potasio] uso de sales de algg
nos &cidos orgénicas coma tartrato, citrato y mucato; decarboxilacidn de los —
aminoAcidos lisina, ornitina y arginina; fermentaci6n de glicerol y de azicares
camo glucasa, lactosa,_ sorbitol, dulcitol, manitol, salicina, sucrosa, inositol
arabinosa, ramnosa, trealosa, xilosa, maltgsa, adonitol y rafinosa.

Og acusrdo a los raesultados obtenidos en las prusbas bioquimicas, todas aque
llas colonias saospachosas de caracteristicas de Salmonglla fueron sometidas alr
pracadimiento de la confirmmacidn sercldégica da aste género. La gerologia se hi-
20 segin lo establecido por Ewing, detarminando los antigenns somdticos y flage
lares do todas las cepas (9, 11).

Una vez realizado 8l estudio bioquimico y sernldgico las cepas fuarun anaeli-
zadas sagin su susceptibilidad o resistancia a diferentes antibidticas.

INTEAPRETACION DE LAS PRUSBAS BI0GUIMICAS:

Prueba de fenil-alanina-deaminasa: £1 medio se sembrd por estria, despuss de la

incubacién se agregd cloruro férrico al 10k cuando la prueba es positiva sa ob
serva un color verds en le supsrficie.

Prueba deg ureasa: Sste medio ss sembrd también por estr{a; asta enzima se mani-
fissta por el vire del medio a un color rasa mexicano,

Prueba da Voges-Proskauar: El caldo de Clark y Lubs se sembrd e incubd por 48 -

horas., A una parcidn del cultivo se le adicionan 12 gotas de alfa~-naftol y 3 9
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cas de KOH al 40%. La formacidn ds un anilleo rojo en un lapso de 10 & 20 minue-
tos, se debe & la formacién de acetil-metil-carbinol, considerdndose asi como -
prueba positiva.

Prucha del rojo dg metilo: Al resto del cultivo anterior sg s agrsgan 4 o 5 gg
=as de solucidn de rojo de metilo. En una reaccidn positiva se observa un color
ojo, en tanto que un color amarillo constituye la prueba nagativa.

Prueba de malonato, tartrats y citrato de Gimmons: Parmitieron conocer si la cg

pa estudiada utiliza estos medios como Gnica fuente de carbono, mediante el vi-
re de los mismos & un color azdl.

Prueba de nitratos: La reduccidn de nitratos a nitritos, despues ds 24 horas de

inoculado el medio, s2 puso de manifiesto por la adicidn de los reactivws Ay B
on proporeidn 131, formdndose un color rojo marrgn,

Prueba de cianuro ds potasio: Despuds de 24 horas ds incubacidn se observa la -

capacidad da crecimisnto por la presencia da turbidsez,

Prueba de galatina nutritiva: Este medio se sembxd por picadura; la licusfac——

cidn después de 10 a 15 dias fué considerada comg paositiva indicando la produc-
cién de enzimas proteoliticas.

Prugba de catalasa: 3obre un portaobjetos se coloca una pagquefia cantidad de iné

culo y una gota de agua oxigenada al 3%, el desprendimisnto de burbujas mani—-—
fiesta la presencia de esta enzima,

Prueba de la oxidaée;: Para detectar esta enzima, se coloca una pequena cantidad
da indculo sobre la superficie del disco taxo N, Cuando la enzima asté presente
el reactivo del disco { dimetil-p-fenilen-diamina ) forma un compugsto colorido,
el indofenal, d3 color morada o negro.

Frueba de la descarboxilasa y dshidrolasa: Se inoculan los medios que contiangn

los aminodcidos lisina, ornitina y arginina, cada uno por separado, se sellan -
con aceite mineral (nujol) estéril., A las 96 horas de incubacidn, si el medio -
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presenta un color morado en base a un testigo, la enzima esté pressate.

Prugba de la Hata-galactosidasa: Sa colocan 5 gotas de solucidn salina sstéril

an tubos igualmente sstériles, sa inoculan y agregan 3 gotas dg tolusno agitag
do perfectamente; finalmente se agregan 5 cotas de ONPG e incuban a bafio maria
e 37°C durante 24 horass. 51 hay coloracién amarilla en basg a un testigo posi-
tivo y un negativo, indica prueba positiva para la enzima.

Prueba de farmentacifn de eadcares: £1 medio base con el azicer correspondien—

to y su tubo de Durham, sg inocula e incuba durante 24 horas; si el indicador
contenido (indicador do Andrade) vira a un color uve, la fermantacitn del azi-
car 9s pasitiva, y el gas pusde observarse en la campana de Durham,

Prusba de sensibilidad:

Para la pruaba ds sansibilidad a los antibifticos se empled al métoda de di
lucidn en placa de agar (33). Los antimicrobiancs usadas para esta prugba fue-
ron; Sstraptomicina, gontamicina, tetraciclina, ampicilina, Kanamicina y clo—
ranfenicol. Se prapararon soluciones sstandar da cada antibiético an concentra
ciones de 1000 microgramos/ml de acusrdo can los solvantes para cate uno de —
ellos.

Se prepararon dilucionss de los antimicroblanos con objeto de tensr concen—
tracionas variables qua'van dasde 2000 microgramos por mililitro hasta 1.9 mi-
crogramas por mililitro. A le serie de tubos con 18 ml de agar r.'.uallsx‘-Hir{ton
se les agregs 2 ml de la dilucidn del antibidtico correspondiente, para un to-
tal de 20 ml; sa mgzclan perfectamente y se vierte en las cajas pstri astéri-—
les, obteniéndose las concentraciones adecuadas; asi, ean las placas para clo—
renfenicol, estraptomicine y tetraciclina fuesran desde 100 microgramos/ml has-
ta 0,19 microgramos/mt con dilucionss al doble { 5D, 25, 12 etc, ); para ampi~-
cilina, gentamicina y kanamicina las placas contenian concentracionss da 53 mi
cmgrares por mililitro hesta .09 microgramos/iml tambidn con dilucidn al do——
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bln. Una vez preparadas las placas, se cuadricularon y etigustaron las basas de
las mismas, numerdndose cada uno de los cuadrus en 1los que se iroculd diferente
cepe de Salmgnalla.

1l wiltivwe de las cepas utilizadas fug hecho en cgldo de Wuallgr-Hinton e in-
cubado a 37°C durants 18 horas. De este cultivo se hizo una suspancidn bactsria
na con el mismo caldo pare tener una dilucidn 1:10 y se incubg & 37°0 por 3 -
ras. Las placas de los diferentes antibiéticos y sus dilucicnes se inocularon -~
m‘n hisopos estériles sumergidos en el cultivo de 3 horas, se incubaron a 37°C
por 24 horas.

La resistencia ° sansibilidad se interpretd en base.al crecimianit‘:okvé falta -
de el. L& menor dilucidn en el cual ss observd crecimiento fué éohs;iqémda como

concentracién minima inhibitoria.
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CAPLTULO . III

RESULTADOS Y DiSCUSLON
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RESWL.TANOS

Las cepas can caracteristices bioquimicas de produccién de &cide sulhidrico,
y no preduccidn de indol, ureasa, fanil-alanina deaminasa, que posiblements fue
ran Salmonella lactose positiva y lactosa nagativa, se obtuvieron de 26 copro-w
cultivos de los 420 en qua fuéd reportada Salmanells sp. E1 total de coproculti~
vos recibidos en 21 laboratorio de Bacteriologias durante el lepso mancicnado, ~
-Fué de 1547; el nimero es pequefio ya quae Unicamenta en estos 26 fué danda se en
cantrd las dos variadades de pasible Salmonglla en el mismo coprocultivo. Los =
resultados da las diferentes pruebas bioquimicas afectuadas se observan en el -
cuadro ndmero 1, tanto para posible Salmonella lactosa positiva camo lactosa ne
pativa, danda se comparan dichos resultados con los obtenidos por Sdwards y —-
Ewing an un estudio de 371 cultivos, correspondientas a las tres especies de —
Salmonella: Salmonella enteritidis, Salmonella typhi y Salmanella cholsras-suis
Aunque se presentan variaciones en algunos de elles, son satisfactorios, ya qus
praviamente sa hic;iemn las pruebas seroldgicas da los parss de Salmonella sien
do esta bastanta confiable, se abtuvisron: 34 cepas qua aglutinaron con sl sue-
ro antigrupo B, 17 lactosa positiva y 17 lactosa negativa; 10 con suero antigru
po L:1, 3 lactosa positiva y 5§ lactosa negativa; con el antigrumo C2 aglutinaron
4, 2 lactose positiva y 2 lactosa negativa. Finalmenta, con el grupo anti E dig
ran 4, 2 lactosa positiva y 2 lactosa negativa. Sstos datos se observan =an el -
cuadro ndmero 2.

En base al andlisis hecho por Kauffman segin el comportamiento frente a cier
tos az(carss, utilizacién de dcidas organicos y licuefaccién de gelatina, el —
cwadro aGmaro 3 muestra los resultados obtenidos con las cepas que aglutinaron
con npl grupo B comperados con los encontrados por Kauffman para diferentes esps
cies; estas fueron gpscogidas por ser las mas frecuént:as an México. Observamos -
ly semejanza que guardan las tepas estudiadas en su comportamisnto biocquimico -

31~



CUADRO No. 1

PRUSBAS Y MRDI0S O CULTLIVO DE UTIL1DAD
PARA LA DIFERRNCIACLON DE SALMONRLAS

PRUEBA SALMONELLA SALMONELLA
0 RESULTADO  FOWARDS LAC NRG. LAC POS,
SUSTRATO % + % 4+
Ureasa - 0 15 : 11
lndal - 1.1 0] 0
Rojo de metilo + 100 100 100
voges Proskauer - 0 0 0
Citrato{Simmaons) v 80.1 0 . 100
Galatina (22°) - 1.1 0 0
Movilidad + 94.6 100 100
l.is-dacarboxilasa + 94.6 69 .23
Orn-dacarboxilasa + 92.7 69 - 23
Arg-dehydrolasa + 58.5 84 88
Fenil-ala-deaminasa - 0 0 0
Glucosa {gas) + . 91.9 100 ]
Lactosa - 0.8 0 100
Sacarosa - 0.5 23 61
Manitol + 99.7 96 96
Dulcitol v 8.5 76 25
Salicina - 0 0 3.8
Inositol v 3.5 as 80
Sarbital + 94 88 92
Arabinosa + 89.2 100 100
Rhamnosa + 9,3 100 100
Malonato - 0.5 0 0
Mucato v 73.6 96 92
fialtosa + 9% 96 86
¥ilosa + 94 88 84
Trehalasa + 93.5 100 100
Glicerol v 4.5 100 100
Oxidasa - 0 0 u}
Lactosa - (v 0 100
B-galactosidasa - o 3.8 g6
KCN - 0.3 100 100

Nota: Dabe considersrse fue las resultados del presente cuadro
estan representados del mismo modo como fué hecho por =--
Edwards y Ewing en su Manual Idantificacién de Entarobac
terias.




D15TRIBUCION CONFODRMT A LA RESPUESTA CON ANTLSUEROS
SOMATICOS OF SALMONSLLA DF LAS CEPAS LAC+ Y LAC-.

: LACTOSA _
GRUPO . TOTAL
. POSLTIVA  NEGATLVA
B . . m 34
c, 5 5 10
3 RS
C, 2 2 4

TOTAL 26 26 , &




LUMPAHALIUN UE LAS REACCIONES BiOGUIMICAS SEGUN KAUFFMAN PAHA
DIFERENTES ESPECIES DE SALMONELLA DEL GRUPO B8 Y SALMONFLAS
LAC+ Y LAC~ ALSLADAS DFE POBLACION INFANTIL,

CRPAS ALSLADAS
Y LAS MAS COMU

ARAB DULC  INOS RHAW TREH

NES EN MEXLCO 2

LAC + + d d + + d + + - + +
.LAC_- + d d + + d + + - + +
8. tyéhimuriu% + + d d . d d d + - + +
S. bradenay + + d + + + .+ + - d +
S. rgading + + d d + + d + - + +
S. staﬁlay . + + - + + + d + - + +
S. derb); + + + + e + - + +
S.hata + + d + + d + + - + +

Nnta: De arabinosa

Galatina (+)= digarida dos-
pups de 15 d,

Ac, orga.(-}= nagativa des-
puus dy 4 dias

-)= negativa despues da 4 dias,

d)= variablae,
Glirerol §+ = positiva daspuns do 24 hrs.
a nggativa despues de 24 hrs,

a xilosa §+§- positiva a las 24 hrs,

XW 61 KBS 6L CIT wmic |




COMPARACION DE LAS REACCIONES BIOGUIMLICAS SEGUN KAUFFMAN PARA
DIFEAENTES ESPECLIES DE SALMONELLA DEL GRUPO C, Y SALMONELAS

1

LAC+ Y LAC~ ALSLADAS DE POBLLACION LNFANTIL,

CEPAS ALSLADAS

Y LAS MAS QOMU ARAB  DULC INDS  RHAM TREH XL GLiC HES GEL = C1T MLC
NES EN MEXICO

LAC; + - + + 4 + + + - 4+
LAC - + d d + + + + ' + - + +
S. araniemburg + + - + + + d + - + +
S, thompson + + + + .t + + ‘+ - + +
S, tenngsen + + + + ' + + + + - + +
S. breneday + 4 + + ' + + + + - + +
S, larochalle + - + + + + + + - + +
5. montevideo + + d + + + + + - + +

Nota: De arabinosa & xilosa {+

Glicarol {

d

+

=

LB )

positiva a las 24 hrs,
nagativa despuos de 4 dias.
variabla.

positiva daspuss de 24 hrs,
negativa despuss de 24 hrs.

Gelatina (+)= digerida despuas

de 15 dias.

Ac. Orga,(~)= negativa daspuss

de 4 dias




con gstas especies,
€1 cuadro 4 comprende las cepas lactosa positive y lactosa negativa que aglu

tinaron con el suero antigrupo C,, las diferencias observadas en las distintas

7
prusbas realizadas, asi como las aspecies frecuentes en México y sus caracteri;
ticas bioguimicas segun Kauffman. Vemos en dicho cuadro que el dulcitol no fug
fermantado por las cepas lactosa positiva, en tanto que lo fud ocasionalmantg -
por las cepas lactaosa negativa; la farmentacién del inositol fué también varia-
ble por las cepas lactosa negativa y siempre positiva por las salmonelas lacto-
sa positiva. Como sa puatde ver al analizar al mismo cuadro, nuestras cepas lac-.
tosa resultaron iddnticas en sus reaccionss bioquimicas a Salmonella laruchelle
y las lactasa negativa podrian correspondsr a las otras especies si considara—
mos la variabilidad en las pruebas con dulcitol e inositol. Debe tomarse sn —
cuenta que alin en otras prusbas bioguimicas y otras bacterias indspendientemen-
te del género a que corresponda, no encajan exactamente en el cuadro de pruebas.

En 8l cuadro 5 correspondients a Salmonelas lactosa positiva y lastosa nege—
tiva del grupo 02 pusde obsarvarse que en la fermentacidn de los aadcares inosi
tol y dulcital los resultados fusron varisbles; sin embargo, axists correspone—
dencia pasible entre nuestras cepas lactosa positiva y las espacies muenchen y
manhatan.

Las fermentacionas de azicarass de cepas de salmonelas lactosa positiva y sal
monelas lactosa negativa dsl grum £, y 1as especies del mismo grupo mas camuy-—
nas en KMéxico, sa encuentran en el cuadro 5. Los resultadeos muestran que nc hu-
by diferencias sntre las salmonelas lactosa positiva y lactosa negativa aisla-—
das por nosotros, y qua corrasponden a las espacies muenster y london del asque
ma da Kauffman,

Las pruebas da sensibilidad hacie los difersnies antibidticos se presentan -
en sl cuadro nimero 7, en el cual se sncueniran las proporcionas da c@pas sensi
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COMPARACLON D5 LAS RFACCIONES BLOQUIMICAS SFEGUN KAUFFMAN PARA
DIFERENTES EGPECIES DT SALNONRLLA DREL GRUPO U2 Y SALMONELAS
LAC + Y LAC~ ALSLADAS DF POBLACLION INFANTLL,

CEPAS ALSLADAS

Y LAS MAS (ONY ARAB  DULC INOS AHAM THEH Xk GLiC H?S GRL - CiT MUC
NES EN MEXLCO . 2

LAG + | o + d + + 4+ + + + - + ¥

LAG - + d - + | + + 4 + - + +

§, muanchen + + + + * + + + - + +

§,nawport + g d - + L+ i} + - - + ®

5 .‘ manbh.es.tar + + - + + + + + - + +

s, mahhétan’ + + + + + + +. + - + -

d:
Glicarol E+ a

-in

Nota: Da arabinosa a xilosa §+)-

positiva a las 24 hrs,
negativa daspuns da 4 dias.
variable.

positiva daspues de 24 hrs,
nngativa uaspues da 24 hrs,

Gelatina (+)= digerida despuns

Ac. orga.{~)= nagativo despuns

da 15 dias.

de 4 dias,




CUADARD No. 6

COMPARACION DE LAS REACCIONES BIOQUIMICAS SEGUN KAUFFMAN PARA
OIFERENTES ESPECIES DE SALMONELLA DEL GAUPO £ Y SALMONELAS
LAC+ Y LAC~ AL1SLADAS DE POBLACLON INFANTIL,

CEPAS ALSLADAS
Y LAS MAS Comu
NES EN MEXLCO

ARAB  DUL  INOS  AHAM  TREH  XiL  GLI Hp§  GRL CIT MU

LAC + + + + + + + + + - + +
LAC - + + + + + o+ + + - + +
S. muenstar + + + + + + + + - + +
S, anatum + + - + -+ + + + - + +
S. london + + + + + + + + - + +
S. newington + + - + + + + + - + +
Nnta¥.Da arabinosa a xilosa (+)= positiva a las 24 hrs. Galatina (+)= digarida despuns

. . - ~)= negativa dgepues ds 4 dias, . de 15 dias.
d)= variable. Ac. Orga.(-)= negativa daspues

. Glicerol {+)= positiva daspuss da 24 hrs, de 4 dias.

= nagativa despuas de 24 hrs,




DASTHIBUCION DF LA SENS1BILIDAD A LOS DLIFERENTRS
ANTLBLOTICOS 0 LAS SALMONELAS LAC+ Y LAL~

PEATENECIFNTES A LOS GHURQS 8,01,{.‘2 Y FE,

LEPA TOTAL DE  LACTOSA AMPL  GENTA  TETRA ESTREP  CLORAN  KANA
CEPAS
7 + 0.18 0.25 093 0.75 0.87  0.93
SALMONELLA S
oro 8
” - 0.56 0.37 0.8?  0.75 0.87  o0.81
_ 5 + 0.0 0.0 . 0.8 1.0 1.0 1.0
SALMONELLA - :
GPO €1 ,
5 - 0.8 L2 0.8 0.8 *.0 1.0
2 + 0.5 0.0 1.0 1.0 1.0 1.0
SALMONELLA - i :
6RO €2 T L
2 - B N R s I EEIN I SO Fs R | ]
2 + 1.0 0.0 1.0 1.0
SALMONELLA N g :
GPO £ B
! 2 - 1.0 0.0 10010 1.0




bles clasificadas servldgicemante como de los grupos 8, C1, 02 y E. De los del
grupo B s6lo se efectud la pruaba da sensibilidad en 16 salmonslas lactosa po-
sitiva y 16 lactosa negativa.

La mayor sensibilidad de cepas del grupo B ss observa para la tstraciclina
indapandientements de fermantar o no la lactosa. Siguiendo en frecusncia en la
kanamicina, cloranfenicol y estreptomicina. La repressntacidn grdfica de estas
proporcionas gstan en la gréfica 1 donde se va dg una manera mas marcada estas
diferancias.

l.as cepas sensibles, clasificadas saroldégicamente como del grupo C1, S8 en—
cuentran en la grafica nimero 2 donde se observa que estas capas fuaron mis —
sansibles, sin considgrar la fermentacidn de la lactosa, a kanamicina y clorag
fanicol, siguiendo en orden dgscendante, con estraptomicina y tetraciclina. —
Giendo nula para empiciline y gentamicina en el caso de las cepas lactosa posi
tiva,

La proporcidn de cepas lactosa positiva como lactosa nagativa del grupo C2,
que presentaron sensibilidad hacia difersntes antibidticos, se encuentran re—
prasentados sn la grafica nimero 3, donda se pone de manifiesto que le mayor -
proporcidn sensible fud hacia kanamicina, cloranfenicol, estreptomicina y te~—
traciclina; negativa en ambos casos para gentamicina.

En la gréfica nimerc 4, se muestra qua la sensibilidad a lbs antibidticos -
kanamicina, cloranfenicol, sstraptomicina, tetraciclina y ampicilina fué muy -
semejante para ambos tipos de cepas del grupg E, mientras qua las cepas fueron

rasistentes a la gentamicina.
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DISCUSION:

Los resultados obtenidos al efectuar las prusbas bioquimicas de tedas las -
cepas estudiadas, indepsndisntementa de que fermentaran o no la lactosa, cuan-
do fueron comparados con los que repor_tamn FEdwards y Ewing para Salmonella, ~
mostraron variacionss en sl porcentaje da positividad o negatividad, coro se -
ve en lo que seg refiere a; a) le prasencia deg ureasa Gue, aunque en bajo por—
centaj., sa otsarvd tanto en las lactosa positiva como en las lactosa negativa
3) la utilizacidn de cianurﬁ dg potasio que fué positiva (10G%) en ias cos va-
riedades de Salmonella, no es posible explicar esto, perov se piensa que Guizé
se deba a variaciones da técnica o & gus gstas cepas posesn caracteristicas de
cultiva difsrentes a las reportedas por Sdwards, c) la pruaba de la determina-
cibn de Beta-galactusidasa (utilizada en la diferenciacidn de cepas del género
Salmonella y género Arizona) mostrd en salmonelas lactosa negativa una fracuen
cia da 3.8 de positivas, en cambio an el grupo de salmonelas lactosa positie-—
va la frecuencia fud de 96%, d) la fermentacidn de la sacarusa Se observa con
mayor frecusncia an las lactosa positiva, aunque algunas lactosa nagativa tam-
bién la fermentan. £stas diferencias deben ser analizadas mis cuidadosamente -
tratando de ver si las lactosa positiva pudieran ser " Curadas " o analizadas
genéticamente pare ver si estas nuevas propiedadss son definitivas o adguiri—
das madiantg informacidn extracromosémica. Las cepas de posibles salmonelaes ss
tudiedas tanto lactosa positive como lactosa negative fueron aglutinadas con -
sueros comercielss ; Gnicamente se hizo la aglutinacidn de grupo, pero madian~
te gl estudio detellado da la fermentacidn da azdcares, segln lo sefialads por
Kauffman, se observd gue a cada grupo correspondia un patron determinzdo de sg
rotipo; considerando los aislados mas fracuentemente se tiens que en =1 jrupe
5] (cuadm 3) san sorprendentes las semsjanzas de las cepas gstudiadas y les 52
faladas par Keuffman, en lo que se refiere al comportamiento frente a los dife
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rantss azicaras; como no se hizp la clasificacidén da especie par anliganos fFlo-
golares, no sa puede decir si todo aste grupo estuvo constituido por una sola -
aspecis o por varias. “n el mismo cuadro se gbssrvan todos los posibles seroti-
pos de este grupo B que podrian corrassponder al patron de fermentaciones,

£n lo que se refiers al grupo C1. se obsgrva el mismo fendmeno al igual que
en Cz. £n el grupo £ parece ser que tanto en 5alrnonal§s lactosa positiva comg ~
en lactosa nagativa corresponden, an su patron de fermentaciones de los diFareg
tes azlGcares utilizados, a los sarutipos meunster y london.

No se investigd si la propiedad de fermantar la iactosa ss debia o no a4 la ~
prosencia de un plésmido (elemanto axtr‘acmmasdmico) o se encontraba presente -
an 2l cromosoma bacteriano. En Salmonglla, Proteus y adn en Escherichia coli se
han descritoc diferentes pldsmidos responsables da ferwentar la lactosa, y estos
son: Fo-lac, F-lac y P-lac. Sntre ellos se han reportado, ademds de la variabi-
lidad de comportamiento, variabilidad de tamaro, como ha sido determinada por -
el método de ultracentrifugecién en cloruru de cesia (4,18). Sin embargo, el em
pleo de motodologia mucho mis recients, como el uso de enzimas de rastriccidn y
slectroforesis en gel de agarusa, hubisra permitide comocer otras diferencias;
su clasificacién por prusbas de compatibilidad y homologia en secuencia de bg——
ses para suponar de esta mansra un origen comin,

Los resultados obtenidos en la prusba de la enzima Beta-galactosidasa, sugiz
ren quo la prasencia del gens codificador de la enzima en algunas de las cepas
aisladas pusde ser de naturalaza extracromosdmica, transferido de manera semge
jante a los plasmidos Felac o Fo-lac. En aquallas cepas de 5almonella (d4%) que
no presentaron produccidn de Beta-galactosidasa mo se investicd si esto era re-
al o si su ausencia pudiara aplicarse &nbase a la sensibilidad de la prusba, -~
ya Qua se sabe gque esta enzima sa produce en pequanias cantidades.

La posibilidad de gque la capacidad de fermentar la lactosa se absarve an gé£

-
.



menes que habitualmante no la tienen, debide a la presencia ce un pldsmido inte
grado, o no al cromosoma bacteriano, no es remota ya que ha side demostrada por

Falcow en Salronella typhi y Le Kinor en Salmonells typhimurium y Salmonalls —

oranismburg. Seria muy jntaresante investigar si.nsa propiedad podria ser modi-
ficada mediante sagregacidn o empleo de incubacidn a diferentes temperaiuras pa
ra tratar de eliminar estos pldsmidos, como ha sicdo descrito por Jacob (8); o =
.an su defecto, con naranja de acridina para determinar si, ademas del factor -~
lac+, se pierde algun otro elemento de los astudiados gendticamente, como ya —
fué mencionado antes, o si se trata de otra propiedad difersnte a la descrita -
por Le Kingr, consistente en gue el pldsmido contiene informacidn para resisten
ecia al cloranfenical, ademds de la propiedad de fermentar la lactosa en Salmone

1la typhimurium y Salmonslla granismbura, aunque en este estudio la feminta—-<.

cién de la lactosa o estd ligada a la resistencia al cloranfenicmol.

Le Minor no demostrd la propiedad de fermentar la lactosa “in vitro" sing —-
que sugicra la prasencia de los plasmidos diferantes, uno relacionado con la —
fermentacidn de lactosa y el otro referido & la presencia de Km-col Ib responsa
ble de la no transferencia espontansa del factor lac+ (27). Le posibilidad de -
gue el fector lac+ pusda ser transferido es prubablemante debido a la formacidn
del pili que as sintetizado por el segundo plésmida. No se dabe descartar la po
sibilidad de la presencia de pldsmidos que llevan informacién de resistencia a
diferentes antibidticos. Parece ser, gque, en el presente trabajo y conforme a -~
los patrones de resistencia obtanidos, sstos difieren en Salmonella lactosa posi
tiva y lactosa negativa; la susceptibilidad a empicilina de los grupos ds, C2’
C,r nos permite sospechar en estas copas la presencia o no de plasmidos quewll_e_.
van informacidn de la sintesis de alguna Bata-lactamasa no presente en el grupo
. &n un gstudio realizado por Cravioto (28) en el hospital del Mifo Dif (ahora
INF) durante el periodo en Que sa desarrollé este trabajo, en los nifios de quig
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nes se aislaron las cepas de esto estudio se observaron caracteristicas clini-
cas de gastroenteritis, perov no hubo diferancias clinicas ( en relacidn a la -
presencia de sangre, vdmito y fiebrs ) importantes entre los tres grupos de ni
fios, integrados =n base al aisiamianto de : Grupo 1, Salmonella lactosa positi
va; grupo 2, Salmonella lectosa nggativa y grupo 3, 3almonella lactosa positi-
va y lactosa negativa. Con objeto de ancontrar un factor que pudiera influir -
an la presencia de Selmonella lactosa positiva, se investigd la proporcidn de
ninos que habian recibido tratamiento de antibidtico previo al aislamiento de
Salronella; la diferencia fué significativa en los nifios gue presentaron Salmg
nella lactosa positiva respecto a las infectados con Salmonella lactosa negati
va, por lo qus es importante dilucidar en sstudios posteriores o mediante expg
rimantos "in vitro", si la presencia de antibiéticos favormcen la adgquisicidn
de la propiedad de fermentar la lactosa, y si influys ademas el tipo de anti——
bi6tico utilizado, para permitir que se lleven a cabo fendmanos genéticos que
quizéd posteriormente permitan a las bacterias establecerse cono constituyentes
de la flora normal en el huésped; también es posible gue al dasaparecer gl an-
tibidtico esta prupiedad se pierda, explicande as{ la presencia de portadores
de Salmonella lactasa negativa despuds de un tratamiento.

Todo lo anterior demuestra la gran variabilidad de comportamiente bioquimi-~
oo que hay en la faﬁilia de las Sntembacteriaceas, como consecuencia de feng-
manos gendticos {muy probablemente existan otras variantss aln descorocidas)i~
esto se traduce como una lucha de las bacterias por sobravivir frente a laos me
canismos de defensa dal hubsprd y que afortunadamente sirven para Gua el campo
da la invastigacidén en genética becteriana sea mas fascirante y todavie poco -

conocido no obstante los adelantos de la Biolagia Molecular.
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AES0NE N

durante el periods dz julio & octubre de 1978 se obtuviergn aislamientos de -
cepas do Salmonglla lactosa positiva y lactosa negativa. X1 astudio comprendid
1547 nuastras clinicas. D2 420 coprocultives de donds se aeisld Salmonelia, s6lo
25 prasentaron simultanoamente los dos tipos de micruvorganismos.

Las capas estudiadas mostraron un patmn de comportamiento biaquimico que ss
corpara con el clasicamente establecido: tambian se estudid la Farmentacién de
las diferentes azicares segin la metodologia establecida por Kauffman.

Al probar la susceptibilidad de estas cepas a diferentes antibiéticos, las -

grupos 8, © mostraron diferencias en lo quas sa refigre s8lo a ampicilina.

L
1Y %
Ho se investigd si 8} cardcter de fermentar o mo la lactosa ss extracromast-

mica, perv se sugisren varias hipdtesis para explicar este fendmeno.



LONCLUSTONES ¢

El presents trabaj> mostrd que en México, durante el pariods mencionado, hu-
bo aislamientos pasitivos dc{ bacterias lactosa positiva que da no habersa l].eug_
o a cabo todas las pruebas especificas por los manuales de identificacidn hue—

hieran side clasificadas errdnazamente y confundidas con Citrobactar freundii. -

o se pudo afirmar absolute y definitivamente que estas cepas con caracteristi-
sas no identicas a Salmonella, fueran verdaderas salronelas, La prueba definiti
va hubigra sido le pérdida de las prupiedades en que diferian meaiante la des—
truccidn o cura da plasmitos, si es que mstas prupiedades depanden de la presaen
cin de elementos extracromosamicos que llevaran informacidn genética para las -
mismas, 6 el empleo de fagos para demostrar su identidad.

£n caso de que no sa tratara de salmonelas, se debe de senalar la presencia
de antigenos somitiods comunes a esta familia, y presentes en otro grupo de bac
terias que no pueden ser clasificadas segin los patrones astabliscidos,

Si las diferencias de comportamiento bioguimico son adquiridas por plésmidos
as necesario bacer estudios de mapen de estos elementos extracromosdmicos para
determinar, por ejemplo, si la resistencia a ampicilina en Salmonella lactosa -
positiva se debe a enzimas cuya sintaesis estd presente en el mismo o si es diFg
i~ente al gua lieva la informacidn para gue la bacteria fermente la lactocsa,

Estas bacterias lactosa positiva estan originando patologfe diarreica ya que
cuando ss estudiaron clinicamente los pacientes de donda provenian estos micro-
organismas, segun lo reportado por Cravigto, demostnd -que independientemgnte de
la propiedad lactosa positiva o lactosa negativa, los nifios representaban los -
signos que caracterizan sste sindrome,

Por Gltimo as nacesario continuar estos aestudios wn;ob.jetu de detsrminar si
astos gérwenss constituyan g no parte de la tribu Sa’lrrofielleea y género 5almong

L1a.
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150105 05 CULTIVO,

Todas las férmulas se refieren en gramos por litro de agua destilada, se utili-
zaron medios deshidratados marca 8,8.L.

AGAR TERGITOL 7

Heptadecil-Sulfato de sodio 0.10
Polipsptana=-peptona h : 5.0
Extracto de levadura 3.0 -
tactosa . : 10.0 )

Agar . ‘ »15.‘0,"“‘:‘ i

. Azil ds bromotimal ' I 0.025
pH firal + 6.9 ‘ Sl

Sg hierve y se estariliza en autoclava a 121%C por 15 minutos, distribuyan-
dosg cuando se ha snfriado a 53°C, en cajas petri estérilas.\ 2 BN

AGAR KAC CONKEY.

Peptona ) . ‘ 1’7.0 :
Polipeptona-peptona : L o 30
Lactosa 0.0 ‘
Maezcla da sales bjliares ' | 1.5
Clorvro de sodio ER | ‘5.0
Agar T . 13,5 -
fo jo neutro ’ ' ‘ T 0.630
Cristal violeta | 0001

pH final £ 7,1

Sa hierve y sa esteriliza en sutoclava a 121°C bor 15 mi’nutus. Sa diSti‘ibuye
en cajas petri estériles.

AGAR X0 (xilosa,lisina,dasoxicolata)



Ailosa 3.5

L=lisina - 5.0
Lactosa ) 7.5
acarosa ‘ 7.5
loruro de sodio ' 5.0
“xtracto dg levadura s 3.0
Hojo ce fenol . - 0.08
hgar B S 13.5
Oesoxicolato de sodio o : 2.5
Ticsulfato da sodio ' 6.8

{litrato de hierro amSnico 0.8

pH final + 7.4

ho s estariliza en autoclave; Unicamente se disuelve en aéua aétéfil, 8 - -
[ 3

llgva a ebullicién y se reparte en cajas petri estériles,

AGAR ¥ VZRDA BRILLANTR

Extracto de levadura 3.0
Feptona 10.0
floruru de sodig 5,0
Lactosa o . 10,0
tiucrosa : ' I 10,0
Fajo ce fennl . e -:; O.bB;
Verde brillante o oomws
Agar S o o 20.0

fH final £ 6.9

5a asteriliza en autoclave' a ‘1‘21°C' par 15 ‘mihutas. se‘,'aistvz“ibuye en’ cajas

patri estériles,

CALDO TETRATIONATO




Po.ipeptana-gaptona 5.0
Salgs biliares 1.0
Carbonato de calcio 10.0
Tiosulfato de sodio 30.0 -

Se disuelve aen agua esstéril y sa llava
se le agrega una solucidn Yodo-Yodurada (
to ).

CALDO SELENITO F

a ebullicidn., Al momentg de usarlo -

20 ml en 1000 ml de caldo tetrationa

Polipeptona~peptona 5.0
Lactosa N 4.0
Fosfato disddico 10.0
Selenito acido de sodio 4.0

pH Final ¥ 7.0
Se disumlve en agua destilada, no sa
ss usado inmgdiatamasnte; se distribuye en

AGAR OF HISARD DE KLIGLEA

esteriliza en autoclave si el medig -

tubos de 13x100,

Faptona 20.0
Lactosa 10.0
Glucosa 1.0:
Cloruro de sadio 6.0
Citrato férrico aménico 0.5
Tiosulfato de sodio " 0.5
Agar 15.0
Fojo da fenol 0.025

pH Final = 7.3

5a disuelve y se distr{buye en tubos de 13x100;. sewes.tarviliza & 121°C por -

15 minutos, solidificar en forma inclinada,
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[ripticasa-paptona . 20.0
Tiotona~peptena 6.2
5ulfato de amorio ferroso S a.2 .
iiosulfato de sodio 0.2
Agar 3.5‘

oH final X973
Disalver y distribuir en tubos de 13x100. Esterilizar a-121°C por 15 minu-
tos; se deja solidificar en forma vertical.

GELATINA NUTRITIVA

Paptana . 5.0
FExtracto da carne de res 3.0
Gelatina - : 120.0 ¥

pH final ks 6.8
Oisolver, repartir en tubos de 13x100 con tapan de algodan y esterilizar -
a 121°C por 15 minutos., Solidificar en forma vertical. ’

BASE 2% AGAR DE URFA

A) Medio base,

Gelosa peptona » 1.0
Glucosa : » ‘ 1.0

Cloruro de sodio v' R , T ',_5.0'” |
Fosfato mnubésico_“'dgv Pbéasio. ) o | 24.'0‘

Urea S 20,0,

Rojo de Fennll.':‘ 0.012 ) i

pH final —6 8

Harvir para disalver y ester‘ilizar por letracién.

8) Disolver 15 grams de agar en 900ml da agua dest:ilada. esterilizar a 121°C -




por 15 minutos y enfriar a 50°C. Agregar la solucidn A; mezclar, distribuir 3 -
ml en tubos estériles con tapon de elgouddn e inclinar para solidificar.

MEDT0 OF FENTL ALANINA

D~ ~fenil-alanina 2.0
Extracto da camae 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disédico . 1.0
Agar » . 120

pH final b 7.3
Hervir hasta disolver y distribuir en. tubos UQ 13x1lJD Esterilizar a 12190 -

por 15 minutas y enf‘riar an posicidn 1nclinada.

CALDD KCN
Peptona-polipeptona i 30
Cloruro de sadio - = 5.0
Fosfato ds potasio monobésico . 0225 '
Fosfato dibésioﬁ do sodio anhidr .. 5.64

pH final ¥ 7.6

Disolver y esterilizar a 121°C por 15 minutos ( al medio frio ss le agre—
gan 15 ml de solucidn de cianuro de potasio al 0.5% (.5 grs da KUN disolverlos
en 100 ml de agua fria dastilada estéril) y distribuirlos en tubos da 13x100.

CAL.DO OF MALONATQ D5 EWING NMODIFICADD

Sulfato de amonio 2.0
Fosfato dipotdsico 0.5
Fosfato monopotasico 0.4
Cloruro de sodio 2.0
lalonatyu de sodio dau

Dextrosa G.25

iy



Extracto de levedura 1.0
A20l de bromotimol 0,025
pH final £ 5.7
Jisolver en agua destilada, distribuirlo en tutos de 13x100 y esterilizar
a 121°C por 15 minutos.

MECIC OF INDOL NiTHITO

Feptona 20.0
Fosfato disédic 2.0
baxtrosa : 1;0
Agar ‘ o 1.0
Nitrato de potasio g | " | 1.0

pH Final s 7.2
Disolver, distribuir en tubos de 13x100 y esterilizar en autoclave a 121°C -

por 15 minutcs.

AGAR CITHATO DE SIMAONS

fFosfato monobésico de amonio 1.0
Fosfato dibasico de potasio ‘, 1.0
Cleruro de sodio o .5.'0»
Citrato de sodio ' 2.0
Sulfato de magnesio - . 0.2"
Agar C8,0
Az6i de bromotimol . 0.8

pH final ¥ 6.9 ’
Disolver y distribuir an"-tu’bo.% de 13x100. Estariiizar a “-121°C por. 15 minu-
tos y enfriar an posicién“inql‘inada‘. -

Peptona S . ‘ 7.0



Glucosa 5.0
Fosfato dibéasico de potasio 5.0
pH final £ 6.9
Disolver y distribuir en tubos. Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

WEDIO FARA ACIOCS DRGANLCOS

Peptona 10.0
Azl] de bromotimgl (sol, &l 0.2%) 12.0 m}

A 100 ml del mgdio basal se le afiadan 1 gr del Acids orgénico o su sal. fn =~
ol caso del tartrato de sodio o citrato de sodiec se agmga solucidn de hidrdxi-
do de sodio 10N hasta pH de 7.4, se reparte en tubos de 15x100 y se estariliza
a 121°C por 15 minutos, ©n el caso del dcide mucico este se agrega al medio ba-
se calienta, se ajusta posteriormente a un pH de 7.4 y se reparte en tubos para
esterilizar a 1219C por 15 minutos.

MEZDI0 BASE PARA ECARBOAILASA

Paptona~Fitona 5.0
Extracto da came 5.0
Plrpura de bromocresal 0.01
Rojo de cresol | . 0.005
Dextrosa : 0.5
Piridoxal 0.005

pH final : 6.0

Un litro de caldo base se divide en cuatro partes, una para control a la --
que no se le agrega ningdn aminodcido. A las tres partes rastantas se les agre—
za L-arginina, L-lisina y L~-omitina en cantiuad suficiente para obtener ung ——
oncantracidn de Yx; en el caso de la L-ormitina se ajuste el £+ 2 6.6, 32 0ig—
“ribuye. on tubos dge 13x100 con tapén de hule y se asterilizan a2 1219C por 10min.

“34H R NUSLLER-HINTON
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:nfusidn da carme de res 300.0 ml.

“apLong 7.5
21middn 1.5

Agar R 5,0
pH Final & 7.4 ‘

GCisolver y distribuir an tubos con tapfm dé rosca, 'esferilizaxf en autocla-
ve a 1219 por 15 minutos. o

LALIC DT NUSLLER-HINTON

Infusién de carne de res ‘ o0.0m . - B
Peptona ' 2.5
Almiddn S 1.5

pH final £ 7.4
NDisolver y distribuir en tubos grandss con tapdn de.'alg:dén}-Eéterilizar a
12150 por 15 minutos. ‘ - .

CAL0 PARA FIRIENTACION OF LARBOHIDRATOS

Peptona o 10.0
Extracto do carne ' 3.0
. Cloruro de sodia - 50
Indicador de Andrade 10.0 ml

fH Final < 7,1

Las solucionss de los azdcares al 20% se estarilizan por filtracidn; se
distribuyen en frascos estériles y consvar en el congelador. Se pueden usar en
8l momento opartuno., Al caldo bass se le agrega le cantidad necesaria de la so
lucién de azicar al 20%, para alcanzar una concsntracién final del 1%. So dis-
tribuye an tubos estériles con las campanas de Durham,

CALOD TR FULSINA Y GLICEALMA

Splucidn 1

=52



Extracto de carns e 10.0
Paptona 20.G.
Ajustar el pH a 8

Agua ‘ 1000.0 ml
Solucidn 2

Solucién alcohdlica de fucsina bésica al 10%,
Solucién 3 ‘

Solucién racienta de sulfito de sodio anhidro el 10%.

Mezclar: Solucidn 1 - 100.0 ml
Solucidn 2 0.2 ml
So0lucidn 3 -1.66 ml
Glicerina ’ - 1.0 ml

Aespartir en tubos con tapdn de algoddn y esterilizar en autoclave a 121°C -
por 15 minutos.

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Reactivo da Kovac.

Aleohol amilico o ispamilico 150.0 ml
p-dimetil-amino~banzaldehico 10.0 grs
Ac, clohidrico concentrado 50.0 ml

Se disuplve el aldehido. an el alcohnl y se agrega lentaments el dcidn,
Solucidn de rojo de matilo.
Rojo ds metile . O0.1g
Stanol al 954 300.0 mi

Oisclver =1 rojo ds matilo en el alcohol.

heactivo para le prusba de Voges-Frskausr

Sol A:

Alfa=naftol 5.0

n



Ttanol 100,0 ml

Oisclver el alfa-naftol =n el alcohol.

50l B:
Hidrdxido de potasio 40.0 g
hgua castilade cbp 100.0 ml

Disolver el hidréxido de potasio en‘el agua.

Solucion para la prusba de cetalasa.

Agua oxigenata al Jk

.

Solucidr Yoco-Yoduraoa

Yodo ‘ 8.0g
Yoduru ds potasio ' 5049
Agua restilada . 20,0 ml )

%1 yodo an cristales y el yoduro de potasio se trituran en un mortsrbry 50

disuriven en los 20 ml de agua.

Reactivo pare fgnil—aleﬁina .

Cloruro férrico (Fe 013] 10.0 g :
Agua destilada cbp . .100.0 mY
2isolver el clorury férrico en el agua.. -

Reactivo para nitratos.

Raact{vo A
USRI

3a aisuelven 5.0 g de &cido :‘wif,'yanilico’m-'/z‘lbﬂﬂ"ml'ide‘éi";i‘dd E'a;_é_tico E':N

Reactivo & N

Se disuelven 5,3.0 g de dlmatil-alfa-naftil
w 5 M. - | R
3olucidn amortiguadora do Fosfatn' mo’rici»s.édic‘;k: A MpHu’) .:0 -'- " |
Fosfato morosédico hidratado = | 59 g - o

Hitrdeido de sodo &) 3 - 30 ml



Agua dastilada 50.0 ml

Disolver al fosfato monosddico en aproximadamenta 45 ml de agua destilada,
adicionar al hidrdxido de sodio y ajustar a pH de 7; completar el voldmen @ =
50 ml con agua destilada.

Heactivo de CNPG

0-nitrofenil-beta-)-galactopiranosido 80,0 mg
Agua destilada o 15.0 ol
Solucidn de fosfato monosédico 1 M pH=? 5.0 ml

NDisolver al ONFG en agua désﬁilada a. 379 y adicionar la solucidn de_‘f‘osfa-
to monosddico.

Indicador de Andrads,

Fucsina dcida .- '0.6g
Agua dastilada . .400.0 ml
Hidréxido de sodio 1N : - 18,0 mb

Mezclar perfectamente; debe gquedar intoloro, si s necesaric advi'czlonar una
o dos gotas de dlcali. Esterilizar en autoclave a 121°C por" 20 minutos.

Solucidn emortiguadara de fosfatos pH=E y pH=8.0

Solucibn 1: Fosfato disddico anhidro (N‘a2 H POa). Disolvar .9.4‘9 en ‘agua desti..
lada y llevar a un litro. . .
Solucitn 2: Fosfato monopotésico (KH2 Pua). ﬁisolver S.0g y aforar a- iit_m -
de agua destilada. Se mezclan ambas soluciu‘_m_as‘ vnl/vol y se ajusta ei pH ton so
lucidn diluida de Na OH o HCL. | | b
Cristel vialaeta.

Solucidn A: Cristal violeta o zog

Alcohol et{lico &l S8 - 20,0 ml
Solucidn E: Oxalato de nnﬁnio ‘ ‘ 0.8 g
Azua destilade ' ' 0.0 =l



Se mazziar 185 solucic~es A y §; sa almacena durante 24 hrs antes de usarsa
v firalmante se filtra en frasco obscuro.

Solucidn da lugnl.

Yodo 1.0 g
Yoduro de potasio 2.0¢g
Agua dastilada 300.0 ml

%1 yodo y sl ypdurc de potasio se pulverizan an un mortero y se disuelvan -
en el agua; se guarda en frasco ambar,

Snlucidn alcnbhol-acatona.

Alcohol atilico al 93k 100,80 ml
Acgtona 100,0 ml
Se mezclan los das reactivos. -

Safranina

Solucidn concentrada: -

Aleohol etilico &l 954 1000 nl
Safranina s 2‘.5‘9 v

Solucidén de trabajo:

Solucidn concentrada ~ 0.0 md
Agua destilada _ 90.0' ml
Se mezclan ambas solucion de. trabajo y sl ‘agua.

Solucidn de cloranfenical.

Cloranfenicol G.P.- ’25.0 mg
Etanol s0m

Disalver el antibiftico en un matraz y aforar a 25 ml con caldo de Mueller
Hirton astéril; este solucidn tiens una concentracidn de 1000 Mg par pililitro.

Solucidn de Sstrectomicina

Sstraptomicina G.P. . 25,0 mg

* 55



Agua dastilada estéril cbp 25.0 ml
£sta solucidn tiene una cancentracién de 1000 micrugramos por mililitro.

Solucidn de tetraciclina.

Tetraciclina Q.P. " 25,0 mg
Acido clorhidrico N o 5.0 ml

Sisalver en gl &cida y completar a 25 ml con solucign amortiguadora de fos-
fatos pH=: esta solucidn tiem_e un& mncehti’acién‘ de 1000 microgramgs por ml,

Zolucidn de ampicilina,

Ampicilina G.P. 12.5 mg
Solucidn amortiguadora de fosfatos pH=8 cbp 25 ml, Esta soluciéﬁ tiene una con-
cantracién de 800 microgramos por. mililitro.

Solucidn de gentemicina.

Gentamicina I.P. . 12.5 mg-
Solucién amortiguadora de fosfatos pH=8 25.0 mi-
Esta solucidn tiene una concentracidn de 500 microgramos por m_iliiitm.

Solucidn de kanamicina.

Kanamicina Q.P. : ‘ L  ‘|2.5‘ mg o
Solucidén amortiguedora de fosfatos pH=8- 3 725'.0"mi" ’
Esta solucidn tiene una concentraciér_l de' SOO-micm'g‘x"am'as.;por mil_ilitm.
Distos taxo N (B.8.L. 31044) Col
Sueros comerciales para la determinacién da an‘bigam;s: ‘{
Susro anti-Salmonella polivalsnte O l :

Suerc anti-3alronella O grupa A, B, (;1, CZ’ Dy Ey Vi, F,-G.' H, I. -

Ry .
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