DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION Y COMPARACION DE LOS DIFERENTES
MEDIOS DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE SALMONELLA.

TRABAJO ESCRITO
VIA DE EDUCACION CONTINUA

QUE PARA  OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA

P R 3 S E N T A

NORMA JAIMES SALGADO

TEsis CON
FALLE DE ORIGEN

México, D.F. 1994

L ]

|




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO"

PRESIDENTE: Profa. Biserka Sveshtarova Pekarkova.
VOCAL: Prof, Rodolfo Pastelin Palacios.

SECRETARIO: Prof. Raul Garza Velisco.

ler, SUPLENTE: Profa, Adriana Guadalupe Mejia Chévez.
2do. SUPLENTE: Profa. Mayte Astigarraga Zavalets,

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

FACULTAD DE QUIMICA. UNAM.

ASESOR:
l/?)_ &quﬂm@

M en C. BISERKA SYESHTAROVA PEKARKOVA,

SUSTENTANTE:

1

NORMA JAIMES SALGADOQ,



10h; que gratas las horas

. delos tiempos lejanos

en que quiso ¢l estudiante

" regalar sus horas de ilusién
al quehacer diario del conocimiento,

Y después, ver que lo

~ aprendido le es
util a la humanidad.



DEDICO ESTE TRABAJO

CON CARINO Y AGRADECIMIENTO

A MIS PADRES ANTONIA Y ROGELIO
POR SU APOYO Y AYUDA INCONDICIONAL.

A MIS HERMANAS ROCIO Y LETY
POR SU EJEMPLO DE TRABAJO Y SUPERACION.

AMI CUNADO JAVIER Y A MIS SOBRINOS KATY Y JAR
POR SU CARINO,

ATODOS MIS AMIGOS
POR SU APOYO Y COMPARIA.



CON PROFUNDO AMOR A M1 HIJA LAURA ITZEL
Y AMIESPOSO PEPE.
PORQUE SON EL MAS GRANDE ALICIENTE PARA MI
SUPERACION PERSONAL Y FROFESIONAL

St St



CAPITULO 1 INTRODUCCION

CAPITULO IT GENERALIDADES
2.1 Caracteristicas generales de Salmonella
2.2 Medios de Cultivo.

CAPITULO I MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS PARA
LA DETECCION, AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE SALMONELLA
3.1 Medios de Preenriquecimiento
3.2 Medios de Enriquecimiento sclectivo -
3.3 Medios selectivos
3.4 Pruebas Bioguimicas
3.4.1 Convencionales
3.4.2 Ripidas
3.5 Pruebas Serolégicas

CAPITULO IV DISCUSION

CAPITULO V CONCLUSION

CAPITULO VI BIBLIOGRAFIA



- z -
CAPITULO I

INTRODUCCION

Salmonella s una bacteria comin en la naturaleza que se puede encontrar en el tracto
intestinal y materia fecal tanto de humanos como de animales causando gastroenteritis.
‘Tambien se encuentra contaminando cames crudas de res, puerco, pollo, huevo y
alimentos preparados.

El término usado para describir la enfermedad resultante de la ingestion de Safmonella
es la Salmonelosis, y para que una persona se infecte necesita consumir alimentos con un
cierto nimero de bacterias vivas, de esta manera la bacteria entra al tracto digestivo
dando como resultado una gastroenteritis. Los sintomas usualmente aparecen 12 a 36
horas después de ingerir la comida contaminada. Pueden aparecer: dolor abdominal,
diarrea,  nausea, vémito, dolor de cabeza, escalofrio y fiebre, con consecuente
deshidrataci6n.

La severidad y duracion de los sintomas dependen del tipo de Salmonella presente, la
cantidad de comida contaminada ingerida y la susceptibilided de la persona involucrada.
E! diagnostico de esta infeccion ests determinado por el nimero de evacuaciones, los
sintomas, la etiologia y los resultados de laboratorio, y su evolucién esta determinada
por el tratamiento. La enfermedad usualmente dura 2 a 6 dias y se puede presentar
muerte en personas inmunocomprometidas como recién nacidos, ancianos, pacientes
enfermos de SIDA, céncer o enfermos debilitados por alguna otra enfermedad.(2)

Las enfermedades diarreicas constituyen una de las principales causas de mortalidad y
morbilidad en ls nifiez, en la mayoria por no decir en todos los paises en desarrollo.

En un estudio epidemiolégico efectuado en el Hospital General de Madrid durante el
periodo de Julio de 1980 a Junio de 1983, se estudiaron 6970 pacientes con cuadro de
gastroenteritis, encontrando los siguientes microorganismos 710 Saluonella spp.,
506 Campylobacter jejund, 359 Shigella spp. . 12 Yersinia  enterocolitica,
1466 Rotavirus, 134 Giardia lamblia y 4 Ei istolyti

El cloranfenicol mostrd una buena actividad contra la mayoria de Ias cepas probadas de
Salmonella spp., y Campylobacter jejuni. La incidencia de Salmonella spp. y
Shigella spp. fue muy marcada en los meses secos y calientes del afio.(3)

La determinacion de los agentes causales puede contribuir a una mejor vigilancia e
identificacién precoz de epidemias o brotes y permitir la evaluacién de medidas
especificas de intervencion,
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o No es posible recomendar ni un solo método para el aislamiento de Salmonella que sea

completamente satisfactorio para todas las muestras a analizar, ya sean alimentos, o
materia fecal de pacientes, ni tampoco para todos los serotipos de la bacteria, los
. métodos que se utilizan son en esencia similares en principio y en general llevan consigo
Ia siguiente serie de pasos en su técnica: pre-enriquecimiento, enriquecimiento, siembra
en placa de agar selectivo, ¢ identificacion taxonémica de las colonias sospechosas de ser
Salmonella. La complejidad del proceso de aislamiento e identificacién de Salmonella
se debe, principalmente al hecho de que estos gérmenes se diseminen fundamentalemente
en las materias fecales, sea de modo directo o indirecto. Por esta razén Salmonella esté,
por lo general, preseate en los alimentos junto a otros microorganismos, en particular

con bros de las enterob ias

La finalidad del enriquecimiento no selectivo, es permitir que las células bacterianas
comiencen en proceso de multiplicacién normal, sin sstar expuestas a sustancias
inhibitorias o selectivas que pueden ser txicas para estos microorganismos.

El empleo de caldos de enriquecimiento tiene como fin estimular la multiplicacion de
Salmonella y reducir o inhibir el crecimiento de los microorganismos competidores,
tales como coliformes, particularmente si estos microorganismos competidores estén
p en un ni mayor de Sals )

Los medios sélidos de agar selectivo contiene por lo general sustancias inhibitorias, ast
como un sistema indicador que colorea especificamente determinados tipos de colonias y
da un color particular al agar que las rodea permitiendo de este modo el reconocimiento
de Ias colonias sospechosas de ser Salmonella.

El presente trabajo tiene como objetivo hacer de una manera sencilla una evalvacion de
los diferentes medios de cultivo para ¢l aislamiento e identificacién de Salmonella
existentes en el mercado, resaltando ventajas y desventajas de cada uno con respecto a
fos demas,
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CAPITULOII.

GENERALIDADES

2.1 Caracteristicas generales de Salmonella.

Bacilo corto gram-negativo, de 0.7-15 x 2.0 - 5 micras, perteneciente a la familia
Enterobacterlaceae, movil (por flagelos peritricos) con excepcién de S gallinarum y S.
pullorum. Aerobin facultativa. Sus colonias en agar son generalmente de 2 - 4 mm de
didmetro. Reduce los nitratos a nitritos. Produce gas a partir de glucosa, con excepcion de
S. typhi y S. dublin produce sulfuros, pero algunos tipos de Salimonella no lo hacen por
ejemplo S. choleraesuis y la mayoria de las cepas de . paratyphi A. Indol negativo. Puede
utilizar el citrato como vinica fuente de carbono con excepcion de S. gyphi y S. paratyphi
A. La mayoria de las cepas de Salmonella no utilizan el malonato con excepcion de S
arizonae. Es comtinmente ureasa-negativo. La descarboxilacién de 1 lisina es positiva para
1a mayoria de cepas de Salmonella con una importante excepcién, Salmonella paratyphi.
La mayoria de la ccpas de Salmonella también descarboxilan la ornitina a excepcion de S
typhi. Generalmente Salmonella no fermenta la lactosa pero algunas cepas de S. arizonae
la fermentan lentamente. (1)

Existen cerca de 2000 serotipos, clasificados de acuerdo a sus determinantes antigénicas las
cuales muestran varios grados de virulencia.

2.2 Medios de Cultivo

No tedos los medios estén destinados para promover el crecimiento de todas las bacterias;
los medios se encuentran adaptados para el microorgenismo o microorganismos del cual van
a estimular el crecimiento y en ocasiones no son adecuados para el crecimiento de algunos
microorganismos {especificos).

Los medios de cultivo para aislamiento pueden ser medios simples nutritivos conteniendo
todos los constituyentes esenciales para el crecimiento.

Los medios de cultivo selectivos o inhibitorios se utilizan cuando la muestra procede de una
parte del cuerpo (piel, garganta, boca, nariz, intestino, vagina) que contiene una flora
microbiana natural, el deserrollo de los habitantes normales puede ser ampiamente
inconveniente y el bacteriologo requerira limitar o suprimir este crecimiento y al mismo
tiempo, favorecer el crecimiento de los invasores, los cuales en patologia clinica son los
microorganismos "deseados™.
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Los medios de cultivo para el mantenimiento son simples y no deben estimular el
crecimiento abundante; el agar nutritivo (en sus diferentes formulaciones) es el més comin.

INGREDIENTES PARA MEDIOS DE CULTIVO MICROBIOLOGOCOS

Los ingredientes para medios de cultivo microbiolégicos son todas las sustancias que puedan
utilizarse en la elaboracion de los medios de cultivo

Clasificacién:

Sustancias quimicas definidas

Sustancias gelatinizantes (gel de silice, polimeros orgénicos)

Sustancias nutritivas (sales, carbohidratos, aminoécidos, etc.)

Sustancias reactivas (para reacciones de prueba: Sales, carbohidratos, aminoAcidos, urea).
Activadores selectivos (colorantes, antibiéticos, etc).

Sustancias reguladoras del potencial Redox (cisteina, tioglicolato, etc).

Indicadores (azul de anilina, azul de brometimel, rojo de fenol, resarzurina, etc).
Sustancias reguladoras det pH (fosfatos y carbonatos).

Sustancias quimicas no definidas

Sustancias gelatinizantes (agar-agar, gelatinas, agarosas, etc).

Sustancias nutritivas,

Extractos (carne levadura. mnlt& cerebro, corazdn, arroz).
Hidroli % ).

Caseina (icida y pancreéhca)

Lactalblimina (pancretica).

Carne (papainica, péptica, pancreética, triptica).

Higado (autolizado, pancredtico).

Gelatina (pancreitica).

Harina de haba de soja (papainica).

Levadura (autolizado, pancreética),

Sustancias naturales (sangre, suero, leche completa 4cida, suero de la leche, etc).

Sustancias reactivas (caseina, caseinatos, lecitina, yema de huevo, fécula, sangre, etc)
Activadores selectivos (bilis, etc).

Sustancias reguladoras del potencial redox (hemoglobina, polvo de Mgado, trozos
orgénicos, etc).
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Todos los laboratorios deben garantizar un contro! suficiente de los medios y reactivos que
emplean.

En el control de la calidad esta incluida 1a seleccién satisfactoria de materias primas, la
preparacion de medios de acuerdo con las formulas aprobadas y el uso de cepas bien
caracterizadas (de referencia), para verificar las posibilidades de sostener la proliferacion que
ofrece el medio preparado.

Los recuentos de microorganismos viables estin basados frecuentemente en el ntimero de
colonias que desarrollan en placas de agar de recuento (existen diversas formulaciones para
este fin) que han sido inoculadas con cantidades conocidas de muestra y luego incubadas
bajo condiciones de ambiente especificas.

Se puede obtener una amplia variedad de condiciones cambiando fa composicion de los
medios de cultivo, el ambiente gaseoso, el tiempo y temperatura de incubacién.
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CAPITULO I

. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS PARA LA DETECCION, AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE SALMONELLA.

Por regla geneml, ¢l aislamiento de Salmonella comprende tres fases fundamentales:
A) Preenriq o Enriquecimiento no selectivo

B) Enriquecimiento sefectivo

C) Siembra en placas de medios selectivos

3.1 Medios de Preenriquecimiento o Enriguecimiento no selecti

CALDO LACTOSA

Es un medio de cultivo exento de sustancias inhibitorias para ef ensayo previo orientativo de

bacterias coliformes. Es el medio recomendado por la American Public. Health Associaton
(APHA) y otras autoridades sanitarias para investigar la p ia de t ias en
agus, leche, gelatina y productos farmacéuticos. (4,5) (Tabls 1)

AGUA DE PEPTONA (TAMPONADA)

Pars ¢l enriquecimiento no sectivo de bacterias, especial de bacterias patdgenas
8 partir de alimentos y otros rateriales. )

Por su composicidn, este medio de cultivo comesponde a las recomendaciones de la
Internationsl Organization for Standaritation (1975), & las normas DIN 10181 pars ¢!
anlisis de cArnicos, asi como a lo seflaledo por 1as Disposi sobre Productos derivados
del Huevo, del Ministerio Federal Alemén para fa Juventud, Familia y Salud (1975). (4,5)
(Tabla 1).

La tabla 1 presenta fas principales caracteristicas de los medios de eariquecimiento no
selectiva.
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3.2 Medios de Enriguecimiento selectivo

CALDO SELENITO- CISTINA

Este medio se utiliza para el enriquecimiento selectivo de Salimonella, a partir de heces,
orina, agua y alimentos. El medio de cultivo cor de a las rec daciones de la APHA
(1984) para el analisis de alimentos.

Este caldo es mas selectivo para el aislamiento de Salmonella, a partir de productos de
carne cuando se incuba durante 16 a 18 horas a 43°C en vez de 37°C. Se recomienda el uso
de este medio de enriquecimicnto para la transportacion de especimenes de Vibrio cholerae
ya que éstos sobreviven de 2 a 5 dias en éste caldo. Si se ajusta el pH a 7.8 mediante la
adicién de carbonato de sodio, los vibrios sobreviven de 8 2 10 dias a temperaturas entre 22
y 25°C. (4,5) (Tabla 2)

CALDO TETRATIONATO

Este medio se utiliza para el enriquecimiento selectivo de Safmonella a partir de diversos
materiales, especialmente productos cirnicos y otros alimentos.

Por su composicién este caldo corresponde a lo prescrito en Ia United States Pharmacopeia
XXI (1985).

E! medio de cultivo basal preparado puede se durante largo tiempo, pues el
tetrationato se sintetiza, a partir del tiosulfato, hasta que se aflade €l compuesto de yodo
antes de su uso.

Forma de acivacion. El terationato, junto con el tiosulfato excedente, inhibe a Coliformes y
otras bacterias acompaflantes. Proteus es inhibido por la adicion de 0.04 gllitro de
Novobiocina. (4,5) (Tabla 2)

CALDO DE ENRIQUECIMIENTO DE SALMONELLA, seg. RAPPAPORT,

Este medio se utiliza para el enriquecimiento selectivo de S Hla, con ion de S.
typhi , a partir de material de investigacion de origen fecal, segiin Rappnport y col (1956-
1959).

En el enriquecimi de Sal, lla este caldo aventaja a otros medios nutritivos de
enriqy 1 bteniendose un rendimiento de alrededor del 100%. Un aumento adicional
del rendmuento se consigue afiadiendo tetrationato y utilizando amarillo de metacromo en
vez de verde de malaquita Hofer (1969). Goosens y col. (1984) informan sobre las altas
cuotas de aislamiento de Salmonella utilizando un medio de cultivo semisélido sobre [a base
de caldo Rappaport. (4,5) (Tabla 2)




CALDO MOSSEL

El caldo Mosse! puede ser utilizado para el enriquecimiento selectivo de todas las
enterobacterias, a partir de alimentos y otros materiales de investigacion, segiin Mossel y
col, (1963).

Este medio de cultivo corresponde a lo prescrito en los Decretos y Ordenanzas sobre
Productos derivados del huevo (1975), a la European Pharmacopoeia 11 y a la Farmacopea
Alemana,

De los cultivos que muestren crecimiento se hacen después resiembras poi extencion, sobic
medios de cultivo selectivos, (4,5) (Tabla 2).

CALDO GN

- Caldo de enriquecimiento GN segiin HAINA.
Para el cultivo selectivo de bacterias intestinales Gram negativas, a partir de todo tipo de
materiales de investigacion.
Este medio de cultivo corresponde a las recomendaciones de la American Public Health
Association (1960) para la investigacion de productos ficteos.
En el caldo de enriquecimiento GN, el rendimiento de Salmonella y Shigella resulta
sensiblemente mejorado, espacialmente en combinacin con el agar XLD. (4,5) (Tabla 2).

La tabla 2 presenta Ias principales caracteristicas y formas de actuacion de los medios de
enriquecimiento selectivos.

3.3 Siembra en placa de Medios Selectivos.
AGAR EMB ( Agar-Eosina-Azul de metileno-lactosa-sacarosa )

Este medio de cultivo corresponde a las recomendaciones de los Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (1975) y a las de la United States Pharmacopein
XX (1985).

Forma de actuacion. El contenido en lactosa y sacarosa hacen posible la distincién entre
Salmonella y Shigella lactosa-negativas y sacarosa-negativas, frente a la flora acompaiiante
lactosa-negativa pero sacarosa-positiva. Las colonins caracteristicas de Salmonella y
Shigella son transparentes, de color &mbar. (4,5) (Tabla 3)
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TABLA 4

1018 OE FREDIQUECINIINIO 0 DRIQECINIENID M) SELECTIW

i

CARCTRRISTICAS

Calds Lastosa

Agua Peptonads (tamponada)

s un medio nuteitivo excento de sustanclas (ahibitorias

Es un caldo rico en sustaneias auteitivis que provoca und alta
tusta dr sobraviencis de dacterias dunadas subletalnente v un
ceeciniento intenso, El hnpo’n de fosfate evita una variacidn de
i perjudiclal para Las bacterias,

TABLA 2

MEDI0S 02 EMRIQUECINIENTO SELECYIW
o IMiIB100R CARRCTERISTICAS
Caldo Selenito-Cistina[Selenits Inhibe #1 creciniento do bacterfas HE y ente-|

Caldo tetrationato  [Tetrationato
Sales diljares
Verde brillante

Calde Rappaport Verdr do malaquita
Cloruro de magnesto

Caldo Mossel Verde brillante
Bilis 4o buey

Caldo G Citrato
Desoricolato

rococos, principalmente an las prineras =12 horas de incubacich.
Salmonella, Troteus y Pseudomonas no sen inhibidas,

Todas las baoterlas reductorss de tetratlonato, comd por ejemplo
Salmonella y Froteus, pueden maltiplicarse nes o nenos sin

abstatule, I acido procedente de Ta reduceidh de tetrationato o5
ntutratizade por ¢l carbonato edlelco, Las sales biliares {nhiben

{dorablsnsnt

a los mlcrooreanismos de La flora [ntestimal
noraly La adicion de verde brillante sirve sobre bodo para
inkibir & 12 flora Gron (9,

El verde de milaquita y ol cloruro de mignesio inhiben notablemen<
te el creciniento de 12 flora intestinal noral, en tanto que Ia
myorfa de las especdes do Salmonella se multiplican sin obsticu-
los, Unicasents S.tgehl y Shigella reseltan inhibidis tanbidn
por ¢1 verds de malaquita, Por este motivo no 5 adecuade este
mdio de cultivo pees ¢l enriquecinients do estos agemtes
patdoencs.

L4 tlora Indeseable mnyl;lnte s aplianente inhibida por ol
verde brillante y la bilis de buey, E1 contenido en glucoss
favorect ol creciniento de todas las Enterobacterias, €Y fuerte
tamponaniento de este medio nutritivo {mpide ¢l descenso del pH y
1a consiguiente inhibicidn en ol creciniento del cultivo,

L2 triptosa sirve como base nuteitiva. €1 Citrato y o1 Desoxicola-
to actfan cono agentes selectivas para Inhidir ¢l crecinfento de

g Gran (4, {rept fecales,
fodo tipe &0 bicilos esporuluntes y ciertas bacterlas colifomes,
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AGAR MacCONKEY

El agar MacCONKEY es un medio selectivo para el aislamiento de Salmonella, Shigella y
bacterias coliformes, a partir de heces, orina, alimentos, aguas residuales, etc. segin
MacCONKEY (1905).

La formulacién de este medio de cultivo comesponde considerablemente con las
recomendadas por la United States Pharmacopoeia XXI (1985), European Pharmacopoeia I1
y Deutschen Artzneibuch,

El espéci puede sembrarse directamente en la placa por estria superficial, o bien
inocularlo a partir de medios liquidos de enriquecimiento, tales como Caldo Tetrationato o
Caldo Selenito Cistina. Incubar placas y caldos a 35°C. de 18 a 24 horas. Hacer resiembras
de estas ultimas en placas de agar de MacConkey y volver a incubar.

Se recomienda sembrar simultdneamente las muestras con otros medios selectivos tales
como Eosina azul de metileno, Agar SS, Agar Tergitol 7, Agar XLD, Agar Entérico
Hektoen, Agar Sulfito de Bismuto (altamente especifico para Salmonella typhi) , Agar
Verde Brillante, especiales para Salmonella. (4,5) (Tabla 3).

AGAR XLD ( Agar-Xilosx-Lisina-Desoxicolato)

El agar XLD se utiliza para el aislamiento y diferenciacién de enterobacterias patogenas,
especialmente de especies de Sulmonelia y Shigella.

Por su formulacidn, este medio de cultivo corresponde a las recomendaciones de 12 United
States Pharmacopoeia XXI (1980), de la European Pharmacopeia Iy de la APHA (1984).
En combinacién de un enriquecimiento adecuado, con el Agar XLD se puede detectar un
niimero notabl mayor de Salmonella y Shigella que con otros medios de cultivo
selectivos. En el procedimiento de siembra directa por estria, el Agar XLD aventaja también
en este sentido a otros medios de cultivo, (4,5) (Tabla 3).

AGARSSS ( Agar para Salmonella y Shigella)

El agar SS se emplea para el aislamiento de Salmonella y Shigella a partir de heces,
alimentos y otros materiales objeto de investigacion.

El medio de cultivo comesponde a las recomendaciones de la APHA (1984) para la
investigacién de alimentos.

Debido a su gran poder de inhibicion, este medio puede sembrarse con una buena cantidad
del material en estudio, pero ademas deberén inocularse paralelamente otros medios menos
inhibidores como Agar MacConkey, Agar EMB, Agar Tergitol 7, Agar XLD y Agar
Entérico Hektoen. (4,5) (Tabla 3).
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AGAR BISMUTO SULFITO

Es un medio de Wilson y Blair altamente selectivo para aislar Salmonella typhi, ast como
otros bacilos entéricos de heces, aguas negras, aguas de bebidas y diversos alimentos.
Corresponde a las recomendaciones de la United States Pharmacopeia XXI (1985), asi
como a las recomendaciones de la APHA (1984) para analisis de alimentos.

La selectividad del medio depende en gran parte de la dispersion uniforme del precipitado
del sulfito de bismuto en el gel final. Es por esta razén que el medio debe mantenerse bien
mezclado y no vaciarse mientras esté demasiado caliente. El medio caliente una vez
depositado en las placas, tiende a precipitar el sulfito de bismuto en forma irregufar y
desordenada propiciando que en unas zonas se encuentre demasiado concentrado y en otras
casi nadza o ausente. Las placas una vez solidificadas deberan presentar una opacidad crema
uniforme, y gradualmente un color verde muy palido. Si se guarda en reffigeracion, e!
medio que estd en forma reducida, se iré oxidando poco a poco hasta adqumr un color
francamente verde. Al lleger 2 este momento el medio se debe desechar.

Junto a este medio, por ser fuertemente inhibidor, se aconseja inocular también otros medios
selectivos menos inhibidores, tales como Agar EMB, Agar MacConkey, Agar Tergitol 7,
Agar XLD, Agar Entérico Hektoen, etc.(4,5) (Tabla 3)

AGAR VERDE BRILLANTE (seg. KAUFFMAN)

El agar Verde Brillante el un agar selectivo para la d i6n y el aislami de
Salmonella (con excepcion de & &yphi ) de heces, orina, cames leche y otros materiales
objeto de investigacion.

Este medio de cultivo corresponde a lo prescrito en la Legislacién sobre inspeccion de
Cames y Normativa de Investigacion de articulos de importacion, de la Reptblica Federal de
Alemania, debido a que es un medio fiertemente inhibidor, inocule las placas cor una asada
bien cargada con el material en estudio. Al mismo tiempo sobre otros medios selectivos
menos inhibidores como el Agar XLD, SS, MacConkey, EMB, Agar Tergitol 7 y Agar
entérico Hektoen. Cuando sc¢ sospecha que ¢l material en estudio contiene bajas
concentraciones de Salmonclla, es necesario inocular Ia muestra inicialmente en Caldo
Tetrationato o Caldo Selenito.

Para la inhibicién del grapo Profeus se recomienda Ia adicién de 0.2% de desoxicolato de
sodio al medio de cultivo. (4,5) (Tabla 3).
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AGAR LEIFSON (Agar -desoxicolato-citrato, seg. LEIFSON)

Este medio se utiliza para el aislamiento de Salmonella y Shigella segin Leifson.

Este medio de cultivo corresponde a la European Pharmacopeia I y a la Deutschen
Arztneibuch.

El medio de cultivo se siembra por extension con el material de muestra a partir de un
cultivo de enriquecimiento.

En ion al i efecto inhibidor del Agar LEIFSON, se recomienda hacer cultivos en
paralelo con otros medios de cultivo selectivos de menor potencia inhibidora. (4,5) (Tabta
3)

AGAR PARA ENTFROBACTERIAS DFE AFKTOEN

El agar Hektoen es un medio selectivo para la demostracion y aislamiento de bacterias
intestinales patdgenas, incluyendo Salmonella y Shigella, a partir de los mis diversos
materiales, tales como heces, alimentos y otros.

Frente a otros medios de cultivo selectivos, como por ejemplo Agar SS, Agar Sulfito
Bismuto y Agar Verde Brillante, el Agar para Enterobacterias de Hektoen ain cuando posee
suficiente efecto represor de la flora de acompafiamiento, ejerce escasa inhibicién de
Salmonella y Shigella y por lo tanto, permite la obtencién de altos rendimientos de estos
gérmenes. (4,5) (Tabla 3).

AGAR RAMBACH

El agar Rambach es un medio de cultivo diferencial para identificar Salmonella tanto en
alimentos como en muestras clinicas.

Puede ser usado como medio para aislamiento primario. Esto permite una identificacion
presuntiva de colonias de Salmonella ain entre coliformes. Tambien puede ser usado
después de que la se haya incubado en algin medio de enfiquecimiento. El medio es
opalescente y ligeramente rosa. (6) (tabla 3).

AGAR ONOZ

Es un medio para el cultivo de Salmonella segin ONOZ,

Las colonias caracteristicas de Salmonella typhi son: el primer dia, del mismo color que el
medio de cultivo, el segundo dia pequefias, amariilas, al cabo de mas dias puntos negros
ocasionalmente sobre {as colonias amarillas, alteracién del color del medio de cultivo, hacia
el amarillo.

Las colonias caracteristicas de otras especies de Salmonella son: amarillas de tamafio
mediano, el primer dia desarrollo incipiente de un punto negro sobre la colonia amarilla, el
segundo dia un punto negro visible, casi siempre, sobre la colonia amarilla y el medio de
cultivo amarillo alrededor de la colonia. (4,5). (Tabla 3).

La tabla 3 presenta las principales caracteristicas y formas de actuacion de los medios
selectivos.
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TABLA 3

KE01ES STECTINS

20

IMRINR

ORACTERISTICAS

AGAR E1B

RGAR Mac SONKEY

AGRR WD

AGAR §8

AGER BISHUTO SULFI0

ol dr mebileno

Sales bilares
tristal Yioleta

Besoxicolate

Vezde britlante
Bilis de buy

Verde brillinte
Blsmuto

{precipitacion du sulluro € hieero negro en 1as colonias. Las e~

|cotifomes qudin senaladas por 1a demastrasich & digradacich ge

Lot §iTmenes dy mnn;mlonto indessables, bacterias Gran ()
lespecialmente, tesultin wiplimente inhibidos en su creciniento,
gtactas al azul de metliens presente en su formalaciof. La eosima
o5 ol dndlcador que debecta o) vire de pH que provecan las
bactarias fermantadoras de 1a lastosa

Log gétmenes Gram (1) son daNbides por has sales bilfares y el
eristal vieleta, Las enterobacterias fermentadoras de 1a lactosa
bagin o o4 o) wedlio, que es dutestado por ol indicader rajo
ntutro dando colonias rajas o rosadas, Las no Jermentadonss de la
Lactosa dan colonias transparentes, ncoloras o anbarinis, Crecen

tanbieh backlos Gran (=) que no pertenteen a lu {anilia Drterobac
tereaceas, cowo Pseudomonas y Berownas,

La degradactoh 3 atido de a xitosa, lactosa y sacarosa produce un
virade 3 wnrlile dol rojo de fenol. E1 Hosulfato y lasal de
Marro (11D revelan la fomacioR de dEido sulfhidrico por Ta

terias qob descarboxilan L Lisina, producen cadavering, y st
lreconocen por 1a prestncia do un calar rojo-purplres alrededar de
sus colonfas dibido 41 sunents de M,

Varias o estas ressolones pueden preseatarss similtanes o sucesi-
wavinte, 1o ut putde dar ugar a diversos matices de color fel
Tindicador de 98, 0 a un virae de zuarillo @ rolo en ¢l transeurso
de una 1ncubactoh ms prolengada, £ efacto Inhibidor de este
wedio de cultive e debils

L ehada concentracich e dos [nhibldores eliminan considers-
lesente 2 La flors acomanante, Con o) tosultato ¢ fofes de
hierro 10 pone dr manifiesto la formcidh de sulture yor o1 ene-
greciniento & las :grmmdhntu colenias, Las colonias 8o

factosa & acida, 4 cargo ded indicador de M tolo neutro, Las bae-
terias no fepsentadoras de 12 lastosa dan colonias claras, trans-
parentes ¢ incoloras,

E1 verde brillante v 01 bisaoto inhiben considarablenente a los
qrnanes de uonn;\mllntu. Las coloniag de Salmnelta afido suli-
hilrice positivas prasentan enegreciniento debida al sulfuro de
Fiereo, L reduceidh de Los ohas bismuto o blsouto setafico

sroduce beitio metaico airededor o las correspondientes colonias
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MEREOS SELECTIVG

=00

[HIBI00R

OARRCTERISTICAS

HGAR VERDE BRILLANTE

|ipern wereson

RGAR HEKTOEN

|{neeR RANBACK

Uerde Brillante

Desoxicolato
Litrate

Sales biliares

Desoxicolate

£1 nedio de cultive contiene Tactoss, cuyn degradicidh a dcido
st reconace por o viraje & amirillo del roo de fenol, que actlh
somo indicador de i, En anbiente alealino presenta color rojo
intonse, La flora amu;wm Gran (1), asi cono Salmoneila typhl
¥ $higella resultan my deprinidas por la presencia del verde
beillante,

Este medio de cultive contient concentraciones tn altas de
[desoxicolate 9 citrate, de Ja tlora Grin €8) queds totalmnte
teprinida o inhibidos a5 o mtnos los col Lformes,

L2 degradacién de 1a ctosa da lupar 2 uma acidificacion on los
arededores de las corraspondientes colonias y produce un viraje
al roJo del indicador de pH rojo neutro. Estas colonias estan casi,
sienpre rodeadas do w halo turbio de feido desorledlico precisl-
tado, 1as colonfas & microorganisms factoss negatives son into-
loras, L reduceidh dod sulfato a sulfuro se demirsira en forma o
de sulfuro de hlerre nagro,

Debido a los dos indlcadares, azul de brosotinol ¢ fuecina Ltida,
las colonfas Laotesa-positivas muestein una expresiva diferench
eroniltica frente 1 ls colondas Dactosa=negativas, lgual ocurre
el caso de colonlss que Fementan lentantnte fa lactosa y mis
[facilmnte Y2 sataresa y ta salicing, sustancias reaccionantes
facilnente fermentadles, lo que implde Mallazges de patcgenas
falswnnte positivor La condinaciéh de thosuldate, como sustunely
raaceiomnte, y una sal de hierro como indicador, da una colort-
sion negra a Das colontay aGido sulihidrico-positivas, Yna mesela
dp sales biliares Iabibe a wna gran parte de Ja floma aconpaninte.
Las colenfas de Salwantla son verde azuladis con centro negre,

Los sustratos mutritivos que tiene permiten & las enterobactirias
unte, Bl e sofie fnbibea b
flora Gram (+3 acorpunente y permite 4 La ves diferenciar & T
wspecies de Salenella por un nutvo procedinlento, Esto e posidle
aicionando al medlo do cultivo propilenglicol, Salmonella forms
dtido apartir dol propilenglicol dv esta minera hay un viraje del
indicador de pH que produce que las colonfas tengan un color rolo
caracterfs tice.
El procedinients para diterenciar colitornes 44 Salmonella of
wediante tn crondgene que contiene el medlo ol cual dndica 14 pre-,
sencia de beta-Galastosidasa Ja cual o5 caractarfstica de colifor-
mess Los microorginisnos collformes forman colonias de color verde
anul o violeta atul. ¥ otras enterchacterdas y bacterias Gran (=)=
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RS SELECHIWS
o iIBIR CRCTRISHOS
tales cono Teoters, Proudswonas, Shigelin, §. tysdl, S.paralfyphi
Toman colonias incaloras,
AGAR OK02 arde Britlants Lay Dacterias Gram {4} gon Inhibidas cast totalmnds en s coeci-

Sales Bilfares

nimvia mientras e 133 antercbucterkas lactosa ¢ secerosa positi-
vis silo 1o son yarclalmente, Sus cofenfas son adends Siferencle~
blas, dibido & mitices por fos { d

oo neutro y 2o} Br aniling,

Lt colonias de Prateus desaninan La fenilalenina Fomando feati~
pinaats, que forma un conplegy pirde ebseurs con fches de Marr
1100de do este mfs diturencleblas, Lo adicioh do Pendlalining
aetia e dv fowa neuteslizaate sobre o) eloranfenicel, de 42
mnira que 12 dmosiracion de balmarlla s ve my poco Jinflada
durante o7 tratwtlento aon esty quinioterapiiticn
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3.4 Pruebas Bioguimicas

3.4.1 CONVENCIONALES

Existen diversas pruebas bioquimicas indicadoras del metabolismo especifico de las bacterias
las cuales son caracteristicas para cada género y especie. Con estas pruebas se puede
identificar al microorganismo en estudio una vez aislado. A continuacién se mencionan las
pruebas bioquimicas convencionales utilizadas para 1a identificacion de entercbacterias y los
medios que se utilizan para su realizacitn.

MEDIO PRUEBA BIOQUIMICA
Agar Triple Aziicar Hierro= TSI Fermentacién Glucosa - Sacarosay Lactosa
Produccion de H,S
Produccibn de gas
Agar de Hierro Lisina=LIA Descarboxilacién de lisina
Desaminacién de lisina
Produccion de H,S
Produccitn de gas
Agar Citrato de Simmons Utilizacién del Citrato
Caldo Malonato fenilalanina P, ia 0 ia de flagelos - Produccid
de Indol. Desaminacion de Fenilalanina.
Agar Urea de Christensen Hidrélisis de la Urea
Medio SIM Produccién de H,$
Produccion de Indol
Movilidad
Caldo RM-VP Producci6n de Acetil- Metil-Carbinol
Caldo para ensayo de Hidrdlisis de Arginina
Ormitina- descarboxilasa Descarboxilacion de Omitina

Arginina- dihidrolasa

El precedimiento se basa en inocular los medios con una colonia del microorganismo en
estudio previamente aislada en algiin medio selectivo, la inoculacién serda; primero los

dios liquidos, luego los semisélidos y por dltimo los sélidos, Si se va a utilizar Citrato de
Simmons éste se inocula antes que ninguno para no inar al medio con alguna otra
fuente de carbono que no sea citrato. La tabla 4 presenta las principales caracteristicas
bioquimicas de algunas cepas de Salmonella.
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TRBLA 4

o Salmonella
ST 8, il S, cholesiesuls | S, parabghi A | Selnonelle p

E 151 Carbohidratos 1k ok krs K/

i 2§ / Gas t/= far/ ¢+ =8/ XX

:E ALl K7k /% KZ4 LA
§léitrato Simons - - - +
: Urea Christensen . - - -
) Fealalinina deaninasa - . - -
A% Producsion {ndod - - - -
Hotilidad # + + ] +
s Voges Proskauer ¥ - - - -
E Lisina decarboxilasa » + + - +
s[:rnl!lm decardorilasa v - [ + +

rginine dihidrolass - Ve -4 t{)
Sacaros - - - .
Adonital - - - -
Lactona - . - -

Produccion Inositel - - - -
te Giito Manitel ' [ ] '
0 calde Arabinoss - - + +
bse rodo Ratinosa - - - -
fenol X de  Ramnosa - + + +
Cicbodtdrate)  Salicin - - - -
Sorbitol + + ¥ t
Trehalon + . + +
Kilesa +{) t - +
Profuceich = DNAsa - - - .
Creciniente = KN - - - -
falonate - - - .
[[1{] . - - -

151 = Lease = Superficie / Fondo,
L1A = Lease = Superficie / Fondo,

= Reaceidh alcaling (ho hay carbio de color en o] medle)
A = Reaccidh dtida Conbio dr color nfelal el medic)
ViR = Reaceidh Variable,
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3.4.2 Rdpidas

API (Analytical Profile Index)

El sistema API 20E es una version miniaturizada y estandarizada de los procedimientos
conveticionales para la identificacién de Enterobacterias y otras bacterias Gram (-). Esta
listo para usarse, consta de un sistema de microtubos para desarrollar 23 pruebas
bioquimicas a partir de colonias previamente aisladas de la bacteris.

Este sistema identifica a la bacteria en 18-24 horas.

Principios fisicoquimicos, El si APl 20E iste en microtubos que contienen
diminutos sustratos deshidratados. Los sustratos son reconstituidos adicionando suspensién
bacteriana. De esta manera durante la incubacién a 37° C los microorganismos reaccionan
con el contenido de los tubos y despuds de 18-24 horas se leen las reacciones por medio de
los indicadores del sistema o por la adicién de algun reactivo.

El procedimiento se basa en:

1.- Hacer una suspensién bacteriana con solucién salina al 0.85% ajustando la turbiedad al
equivalente del tubo No. 1 de la escala de Mc. Farland.

2.- Inocular !a tira con esta suspension, e incubar de 18-24 horas a 35-37 °C.

3.- Leer las reacciones formadas, algunas directas y otras mediante la adicion de algin
reactivo revelador. Hacer también prueba de oxidasa a Ia bacteria en estudio.

4.- Reportar y leer el resultado en el libro de codigos para identificar tanto género como
especie del microorganismo en estudio.

La tabla 5 muestra un resiimen de los principios ﬁsico(iuimicos de las pruebas de API 20E.
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TABLA §

RESUMEN DE LOS PRINCIPIUgPEIgéEUQUIHICUS DE LAS PRUEBAS

w FRICIRIO FISIORUINIC (CRFONINTE REACTIW)
ONPG Lo hidedlisis del ONPG por a beta-galactosidans produce ortenftrofencl dasarrollan~ Pe
do una coloracich amarilla, o) 1906 (tsoprapi)tiogal actopiranaside) o5 usads com 1ree
inductor.
0K {La argindna dihidrolasa transfoms & 2 arginima en orniting, asonic y dldeldo de Arginim
carbono, Esto causa un camdlo en ol pH del sistem virando ol indicador do warillo
4 tojt
IOC  [La Msina desearboxtlasa transforma a La lisina an una anina primrla, cadavering Lisim
Esta wina causa un cadlo en ol pH del sistena virando ¢! Indicader de amrillo @
Tolo.
00¢  |La ornitina descarboxilesa transfoma a la orniting en una anina prismarly, la Oraltina
[putrescina, La amina causs un canblo en o) pH del sistema virando o1 indicador de
ardlle a rodo.
CIT  {ED citrato se encusntra com dalca uente de carbona, Su utitizacifh provoca una titrato de Sedlo
levacion ded o y wire del indicador de verde 3 azsl,
B§ | sulfuro de hdrogeno es producide a partir de tosulfato, el cual reacelons con |Tlosulfata de Sodlo
1as sales de herro produciendo un precipitado negro,
URE  [La ureasa produce amonio a partir de ures, o} amonfo causa un Increnento en o] P Vrea
g0 un vire en o] indicadsr de anirillo a tojo.
Mt |La triptofane deswinasa foma deida indolpiruvice a partir do) triptofane, £ deido|  Triptofano
indotpiruvico produce una coleraeifn café roiza en presencia de cloruro fitelco,

10 {En el netabolisms del telptofane hiy fommatidn do indsl. E1 reactive do Kovas' Triptotane
forma un gonplejo coforido (rosa a rojo) con indel,

WP [La acetofna es producida a partie de piruvato de sodto v su formaeldn estd tndicada | Piruvato de Sodio
por 1a tomacidh do ua conplefo colorids, La creating intansitica o color b esta {reatina
prueba cuando e positiva,

6L ILa euefaceldn de 2a gefatina por enzimas proteol(ticas desarrolla un pigmnto Gelating y Cardon

negro el cual se difunde atravds del tubo,
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TABLA 5

il ] FRINCIPIO FISTCOQUINICH OMPONINTE REACHIW)

QU [La utilizacion de carbohidrates provosa £ﬁmel(n de dtids eon concecuente canbio de|  Elucona

LiL] €1 indicador vira dv aaul 2 wmarille, Manite]

™ Inositel

SR Sorbitol

RHA Rimnosa

SAC Sucarosa

(33 felodioss

ANy Auigdalina

ARA Arabnoss

1] ’
W, O Los nitritos foraan un conpledo rajo con deldo sulfanflies y K N-Dinetil-Alla-Naftil Nitrato de Potasio
S

AN [La eatalasa produee oxfgens a partin de perciido de hidrdpens,

N

ISR
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PRUEBAS SEROLOGICAS

Debido a Ia elevada incidencia de las enfermedades gastrointestinales en nuestro pals, sobre
todo en la poblaci6n infantil, es necesario efectuar la identificacion de los agentes etiolégicos
causantes de estos padecimientos.

Realizar la diferenciacién de género y especie es importante desde el punto de vista
terapéutico y epidemioldgico;, por ejemplo de las infecciones causadas por el género de
Salmonella, e tratamiento no es el mismo si se trata de una fiebre tifoidea que de un cuadro
de gastrointeritis. :

Para lograr la identificacion de las bacterias los microbidlogos recurren a la morfologia
colonial, morfologia microscépica, pruebas bioquimicas y pruebas serolégicas. Estas tltimas
permiten, en forma répida y sencilla llegar a la identificacion final de la bacteria en cuestion.

Fundamento de 1a prueba. Son reacciones de aglutinacién entre los antigenos de Salmonella
y los respectivos antisueros especificos.

Antisuero §-1:
Antisuero polivalente de Sals lla de los grupos A hasta el I mds Vi.

Antisuero S-2:
Antisuero polivalente de Salmonella de los grupos A hasta ¢l E mds Vi.

Antisuero §-3:
Antisuero de Sali lla grupo A (Antigeno somético 2).

Antisuero S-4:
Antisuero de Sal: lla grupo B (Antigeno somético 4),

Antisuero $-5:
Antisuero de Salmonella grupo C1 (Antigeno somético 7).

Antisuero S-6:
Antisuero de Salmonella grupo C2 (Antigeno Somético 8).

Antisuero S-7:
Antisuero de Safmonella grupo D (Antigeno somético 9).

Antisuero $-8:
Anti ) de Sals lla grupo E (Antigs sométicos 3,10y 15).

Antisuero §-9:
Antisuero polivalente de Salmonella de los grupos A, B,D,Ey L.
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Antisuero S-10:
Antisuero polivalente de Salmonella de los grupos C, F, Gy H.

Antisuero S-11:
Anti ) polival de Sal lla delos grupos 1, J, K, N, M, Oy P.

Antisuero §-12:
Antisuero Salmonella antigeno Vi.

La prucha ha dado buena sensibilidad cuando se han utilizado muestras para la
serotipificacién a partir de caldos de enriquecimiento tales como GN y Selenito (7) después
de una incubacién de 24 horas. (8) (9)
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CAPITULO IV

DISCUSION
Los medios de preenriquecimiento 0 enriquecimiento no selectivo no tienen ningtn
inhibidor, en él pueden crecer toda clase de bacterias y hongos y ain dares a los

microorganismos que se encuentren dafiados nutrientes adecuados para su sobrevivencia y
reproduccién.

Estos medios se utilizan principalmente cuando la cantided del patogeno se encuentra en
cantidades muy pequefias, de esta manera ¢l microorganismo se reproduce y es més facil su
deteccion, La incubacién en estos medios puede ser desde 6 hasta 24 horas dependiendo de
1a muestra en estudio.

Los caldos de enriquecimiento sclectivo inhiben principal bacterias Gram (+) y
favorecen en general el crecimiento de enterobacterias como es el caso de caldo Mossel,
algunos inclusive inhiben coliformes como caldo GN, caldo Selenito-cistina y caldo
Tetrationato permitiendo ef crecimiento de Salmonella, y otros como el caldo Rappaport no
permiten el crecimiento de S.4yphi y Shigella, sin embargo, las otras especies de Salmonella
se multiplican sin obstaculos, por lo que este witimo no ¢s adecuado para el enriquecimiento
de estos patdgenos.

En general los inhibidores de que constan estos medios son tensoactivos y colorantes, a los
cuales es resistente Salmonells, por lo que son de gran ayuda para eliminar
microorganismos indeseables ya sea flora acompafl o microorgani de poca
importancia para nuestro estudio en especial.

Los medios selectivos tienen la misma finalidad que los medios de enriquecimiento selectivo
pues contienen también casi los mi inhibidores, pero mi fos caldos de
enriquecimiento ayudan a proliferar a los microorganismos patégenos y a la vez inhiben a Ia
flora acompafiante, los medios selectivos aislan y ponen de manifiesto caracteristicas
metabélicas propias de los microorganismos que en ellos crecen, como por ¢jemplo;
produccién de dcido sulfhidrico, fermentacion de algin carbohidrato o utilizacién de algin
otro sustrato provocando un cambio en el pH del medio con consecuente vire del indicador.

Agar Rambach aprovecha 2 caracteristicas bioquimicas especificas de Salmaonella spp. las
cuales son: metabolismo positivo de propilenglicol y susencia de la enzima beta-
galactosidasa. (11).

La desventaja de este medio es que las cepas de S. fyphi no pueden ser identificadas en €],
puesto que el microorganismo no utiliza el propilenglicol.
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Existe otro medio que similarmente detecta colonias de Salmonella, es el SM-ID
(bloMéneux, S.A Montaheu-Vecneu France). En el que las colonias caracteristicas de

I son disting por su coloracién roja, mientras que las de los coliformes son
colonias azules o violetas, igual que en el medio Rambach. Las caracteristicas bioquimicas
usadas en este medio son: [a formacién de Acido & partir de glucuronato y la ausencia de la
enzima beta-galactosidasa, La seleccion de estas caracteristicas hace que el nimero de
resultados falsos positivos en el medio SM-ID sea més probable que el niimero obtenido con
agar Rambach, porque algunas cepas de E.coli, Shigella spp. y Morganella morganii tienen
reacciones identicas que Salmonella spp. Por otro lado, el medio SM-ID permite Ia
deteccién de S.typhi y S.paratyphi porque ambos utilizan el glucuronato.

Como se puede observar estos 2 medios tienen jas y d jas. No obst , agar
Rambach es mds recomendable y puede ser usado como medio para aislamiento primario,
pero si se resiemhra a nartic da aloyin caldo de enriquecimiento selectivo, su especificidad
puede reducir sustancialmente a carga de trabajo en el laboratorio, porque permite una
identificacién presuntiva de colonias de Salmonells entre coliformes y otros
microorganismos lactosa negativos,

Las colcnias aisladas de alguin medio selectivo (14) sospechosas de ser Salmonella spp. se
pueden identificar con los medios convencionales o rdpidos (13,15) de pruebas bioquimicas,
Ias cuales usualmente requieren 24 horas de incubacion.

De acuerdo a estudios reportados en Espafia en la seccién de microbiologfa de algunos

- hospitales se recomienda una prueba ficil y ripida que permite una deteccién presuntiva de
Salmonella spp. utilizando colonias gisladas en un medio selectivo como agar SS 6 agar
Hektoen. (10,12).

Este estudio se concentrd en las colonias HS positivo, lactosa negativo aisladas en estos
medios. A estas colonias se les agregd 5 microlitros del reactivo y se observd el desarrollo
de fluorescencia después de 3 a 5 minutos.

La prueba se basa en la deteccién de la enzima C8 esterasa presente en Safmonelfa spp. La
enzima actiia sobre un sustrato formado por un ester de 8 dtomos de C conjugado con 4-
metilumbeliferona (lamado reactivo de la prueba de MUCAP), liberando este diltimo
compuesto el cual es fluorescente a 365 nm. E! desarrollo de un azul fluorescente sobre o
alrededor de las colonias fié considerado como resultado positivo, Se observd la ausencia
de fluorescencia natural de las colonias sin la adicién del reactivo de MUCAP.

Todas las colonias se identificaron por pruebas bioquimicas y el método indic tener tanto
buena especificidad como sensibilidad.
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CONCLUSION

Parn investigar la presencia de Salmonella en ya sean biolgicas, de alimentos,
productos farmaceiiticos, etc. es necesario muchas veces dasle un tratamiento previo a la
muestra, el cual consiste en 3 fases fundamentales:

1) Preenriquecimiento & enriquecimiento no selectivo,
2) Enriquecimiento selectivo
3) Siembra en placa de medios selectivos.

Una vez aislado el microorganismo se procede a identificarlo bioquimica y serolégicamente.

Dentro de los medios selectivos se encuentran los que son de baja selectividad como son:
EMB, Mac Conkey, XLD, los de mediana selectividad: SS, Onoz, Rambach, Verde brillante,
Leifson, y los de alta selectividad: Sulfito bismuto y Hektoen.

Es recomendable utilizar a la vez varios medios para el aislamiento de Salmonella a partir
de medios de enriquecimiento selectivo para obtener mejores resultados, principalmente
cuando el patégeno se en iones muy bajas en la muestra, ya que queda
comprobado que no es posible recomendar un solo medio para el aislamiento de Salmonella

que sea comp
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CAPITULO VI
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