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RESUMEN

Salmonella spp es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facullativo, no
esporulado, movil mediante flagelos peritricos, produce gas y acido sulfhidrico en
agar TSI. La temperatura dptima de crecimiento es de 33° a 37° C; el pH optimo
esde65a7b

Este microorganismo es basicamente de origen zoonélico, con gran
variedad de hospederos y con gran patogenicidad para el hombre y animales,es
causante de la salmonelosis en el hombre, cuyas manifestaciones son diarrea,
vomito, nduseas, cefalea y fiebre ocasional, tiene un perfodo de incubacién de 6-

14 hrs. Tiene predileccidn por personas con hipoclorhidria e inmunodepresion.

Se han presentado evidencias de que este microorganismo produce una
molécula similar a 1a toxina colérica; asl la respuesta inflamatoria consecutiva a la
invasion bacteriana se produce por la liberacion de AMP ciclico que inhibe la
absorcion de sodio y potasio, aumentando la secrecion de cloro, bicarbonato y

agua.

Los moluscos bivalvos tienen el cuerpo lateraimente comprimido y
protegido por una concha calcdrea constituida por dos valvas unidas por un
ligamento articutar, estdn considerados como vehiculos potenciales de
microorganismos patogenos, entre los que se encuentra Salmonefla spp, esta
particularidad tes ha sido conferida, ya que se caracterizan por ser animales
fitradores, to cual les permile concentrar bacterias y contaminanles en su

organismo en cantidades superiores a las existentes en el agua circundante.

Para cumplir con los objetivos de caracterizar Salmonella spp en moluscos
bivalvos se aplico la metodologla descrita en el U.S. Department of Health and

Services.



Se analizaron 240 muestras de ostiones y almejas, de las cuales 56 ( 23

% ) fueron positivas a Salmonella spp. L.a almeja casco fué el tipa de muestra con
mayor incidencia de este microorganismo, 25 (10.4 % )

Se serotipificaron 43 ( 48 % ) cepas, obteniéndose 17 serotipos diferentes de

Salmonella spp. El serolipo mas frecuente fué Agona con 11 cepas (25.6 %).

En cuanto a la procedencia de las muestras, Alvarado, Ver., obtuvo el 84
% de positividad a este microarganismo, siendo este el registro mds allo en

comparacion a las demas localidades.

l.os resultados obtenidos ponen de manifiesto que la presencia de
Salmonella spp en los bivalvas representa un riesgo actual para la salud de los

consumidores.



INTRODUCCION

l.os moluscos bivalvos representan en la industria pesquera uno de los
principales recursos matinos, ya que posee un allo valor comercial para las
comunidades costeras , ademas de que sus costos de produccion no son muy
elevados en relacion a 1a inversion requerida para la de otros grupos zooldgicos
{3.30).

El aprovechamiento de éste recurso pesquero , ha obligado a regular su
extraccion en los bancos y yacimientos naturales existentes, facilitando mediante
diversos métodos de captura una recuperacion de los mismos  y una disponibitidad
de larvas suficientes para potenciar el desarrollo de la produccion de moluscos a

través de la acuacultura.

Europa, Japon y E.UA. son los primeros productores de moluscos bivalvos

entre los que destacan los clunivos de almejas, ostras y mejillones.

Las especies de moluscos bivalvos mds cultivadas en las costas americanas

y del Paclfico som:

Crasssotrea virginica
Ostraea luridica
Ostraea chilensis
Mercenaria mercenaria
Tapes Japonica
Mya arenaria
Spisula solidissima

Argepecten irradlans



Los moluscos bivalvos tienen el cuerpo lateralmente comprimido y encerrade
en una concha rigida calcarea, la cual esta formada por dos piezas llamadas valvas,
que pueden abrirse y cerrarse mediante el juego de una articulacion llamada

charnela y de un ligamento elastico (3, 12, 15 )

Una de las caracleristicas que permite que se haga énfasis en el estudio de
éste grupo  desde el punto de vista epidemiolégico  es que son organismos que
obtienen su alimento por medio de fitracion y de esta forma acumulan
microorganismos patdgenos, como  Achromobacter sp, Aeromonas  sp,
Psoudomonas sp, Vibnio sp, Salmonslla sp, bioloxinas matinas, entie olros , que no
se inactivan duranle el praceso digestivo; con el resultado de que un molusco
puede acumular en sus branquias superficiales y en su tracto digestivo de 6.5a8.5
veces mas la cantidad de bacterias que las que hay en el agua  como

consecuencia de Ia filtracibn de grandes volimenes de esta (6, 15, 26 ).

Las enferrnedades transmitidas por alimentos ( ETA ) de origen microbiano
y parasitario, son las causadas por el consumo de agua o comida contaminada
por microorganismos patoégenos, pardsilos o sus toxinas. La contaminacion de los
alimentos puede  ser endbgena, o hien ocurir en algin punto de su
transformacion. Por tanto, el agente etioldgico debe exislir en los animales,

vegetales o ambiente donde se almacena, maneja y procesa el alimento ( 27 ).

El agua constituye un elemento del ambiente que necesita ser controlada
en el orden sanitario prioritariamente, ya que es portadora con bastante frecuencia
de bacterias intestinales patégenas como Salmonella lyphi, S. paralyphi, Y
cholerag; estos microorganismos son capaces de sobrevivir en el agua - para el
caso de Salmonella sp son 120 dias - por perlodos largos 1o cual implica a

menudo un riesgo grave de infeccion (23 ).



La mayoria de las enfermedades gastrointestinales relacionadas con
mariscos se asocia al consumo de moluscos bivalvos, cuyo principal riesgo es la
ingestion en estado crudo, por ésta razén  son considerados como lransmisores

de agentes patdgenos ( 4, 6, 15, 26, 30 ).

La bioacumulacion de microorganismos patogenos en los bivalvos esta en
relacion directa con la temperatura del agua, por esta razéon se observan
variaciones en la poblacion bacteriana, siendo mas alla en verano que en
invierno, debido a que la actividad fisiolégica de los bivalvos disminuye, no se
alimentan cuando la temperatura es de 2° C y la salinidad esta por debajo del 4
% ( 6,10,15,38 ).

La caracterizacion de microorganismos enteropatégenos por medio de la
identificacion de serolipos,es unprocedimiento de gran utilidad en estudios
epidemiolagicos puesto que permite el seguimiento de broles de intoxicaciones
alimentarias u otro tipo de infecciones producidas por Shigella sp, E. coli,
Campylobacter sp & Salmonella sp (19 ). La serotipificacién nos da a conacer
faclores como la fuente de infeccion, el lugar de procedencia o las dimensiones

del brote y de esta manera se pueden aplicar medidas preventivas y de conlrol.

Actualmente la presentacion de antigenos es uno de los fendmenos
biolégicos de mayor interés , debido a que es la base de la respuesla

inmunocelular ( 11).

Es importante tener en cuenta que la aglutinacion y precipitacion son dos
fendmenos diferentes la primera es la reaccion antlgeno-anticuerpo en la cual
un antigeno solido o en particulas forma un cristal con un anticuerpo soluble y
en el segundo caso consiste de una reaccién entre un antigeno y un anticuerpo
soluble, en la cual se forma una malla compleja de conjuntos entrelazados. La

aglutinacién es uno de los métodos mas antiguos para demostrar que se esta



llevando a cabo una reaccion inmune in vitro ( 11 34 ). Las teacciones de
precipitacién son medibles en cantidades y son faciles de ejecular, las técnicas
de aglutinacién son solo semicuantitativas y algo mas complejas,

La aglutinacion de los antigenos nativos insolubles o de tas parllculas
recubiertas por el antigeno puede evaluarse a simple vista con o sin la ayuda del
microscopio. Ventajas importantes de las reacciones de aglutinacion son su alto
grado de sensibilidad y enorme variedad de sustancias identificables a través del
uso de particulas que estan recubiertas por antlgeno o por anticuerpo.

Los tres requerimientos principales en las pruebas de aglutinacion son la
disponibilidad de una suspension estable de células o de particulas, la presencia
de uno o mas anligenos cercanos a la superficie y el conocimiento de que los

anticuerpos "incompletos” o no aglutinables no son localizables sin modificacion.

Las bacterias, los hongos y ofras diversas especies de microorganismos
pueden ser aglutinados directamente por los anticuerpos séricos. Las pruebas
para idenlificar anlicuerpos especificos son llevadas a cabo filulando
seriadamente antisueros en diluciones al doble en presencia de una canlidad
constante de antlgeno ( 34 ).

lLa familia  Enlerobactenaceae, comunmente conocidas  como
microorganismos enléricos, abarcan un gran nomero de baclerias que causan
enfenmedades gastrointestinales. Los miembros de esta, son primordialmente
moévis, aunque algunas cepas no lo son ( Shigefla y Klebsiella ). Las especies
méviles poseen flagelos peitricos y algunas especies poseen fimbrias o pelos;
fermentan la glucosa; se encueslran formas aerbgenas y anaerogenas y reducen

los nitratos a nitritos ( 25 )

El género Salmonella perlenece a ésta gran familia, es un bacilo Gram-
negativo anaerobio facultativo, no esporutado, mévil mediante flagelos peritricos
(excepto S. gallinarium y S. pullorum ) , con dimensiones de 2 2 3 micras de

largoy 0.6 a 0.8 micras de didmelro; fermenta la glucosa pero no Ia lactosa, nila



sacarosa, generalmente produce gas y acido sulfhidrico en agar TSl exceplo
los serotipos S tyhpi S paratyphi  S. choleraesius S, sendai S
abortusequi , S. gallinarium y  S. berta. Es calalasa positiva y oxidasa negativa;
reduce los nitratos a nitritos. La temperatura 6pltima de crecimiento es de 33°C y
puede hacerlo en un intervalo de 6.7° C a 45.6° C; el pH dptimo de crecimiento
es de 6.5 a 7.5 . Con una actividad de agua oplima de 0.99 (aw) (7,9, 13, 16,
21,22).

La estructura antigénica de Saimonella sp fué estudiada en gran detalle por
Kaufmann en Dinamarca en 1937 y por White en Inglaterra en 1926 (7 ). Las
salmonelas se diferencian entre sl por 1a expresion de miltiples antigenos,
representados por numeros y letras, asi los anligenos somaticos ( O ) se
encuentran numeradas del 1 al G5, los flagelares ( H ) que se encuentran sélo en
bacterias méviles en donde hay 2 fases, la 1a. se denomina par letras delaA a la
Z desglozadas éstas ultimas enZ1 ala 259, los de la 2a. fase se les asighaban
un numero, sin embargo, ahara comprende muchas expresiones de la ta. y eslo
debido a reacciones cruzadas; y los capsulares o de virulencia { K ) que se
denominan con Vi (25 ).

La importancia def género radica en que causa la salmonelosis, la cual es
una enfermedad transmisible, producienda infecciones en el hombre, en diversas
especies de animales domésticos y salvajes, es el hdbitat de éste
microorganismo, el canducto intestinal y tejidos de animales infectados
(23 )

La salmonelosis se manifiesta en el hombre de las siguiente manera:

1. GASTROENTERITIS, es la forrma mas comun de la enfermedad y cuyo
cuadro clinico varla desde las infecciones muy leves hasta cuadtos muy
severos que pueden ser mortales y que generaimente se presentan con

diarrea; nauseas, vomito, sensacion de malestar intenso, cefalea y fiebre



ocasional. s autolimilada y la causa cualquiera de los serotipos de
Salmanella, algunos de ellos con mayor frecuencia que otros, y tiene un

periodo de incubacionde 6 14 hrs.

2. SEPTICEMIA, seguida por infecciones localizadas que son producidas

por cualquiera de los muchos serotipos de las otras salmonelas

La Fiebre Tifoidea o Fiebre Entérica es causada por Salmonefla typh  se
adquiere mediante 1a ingestion de alimentos o agua conlaminados, no existen
reservorios animales y la principal fuente de infeccion son los portadores
asintomaticos. El cuadro clinico se caracteriza por fiebre celalea malestar
general, diarrea o conslipacion, en ocasiones puede haber exantema,
desorientacion y eslado to'xoinfeccioso; el padecimiento puede complicarse con

perforacion intestinal o choque séptico que puede llevar a lamuerte (8 ).

Los tipos de alimentos cuyo consumo ha dado tugar a [a produccion de
salmonelosis son muy numerosos, los mas lrecuentemente involucrados son las
cames, aves, mariscos, huevo y sus derivados.especialmenle si se han

mantenido durante mucho tiempo a temperatura ambiente (1,4, 9, 22).

La probabilidad de que al consumir un alimento que contiene Salmonella
spp se padezca una infeccion depende de numerosas circunstancias, entre las
que se encuentra la susceplibilidad del consumidor; se ha observado mayor dafio
en los extremos de |a vida ( nifios menores de 5 afios y adultos mayores de 60 )
que constituyen los grupos mas vulnerables a la enfermedad [a eficacia de fa
especie de que se trate o de {a cepa paricufar y el nimero de microorganismos
ingeridos (dosis infectiva 10° a 10° por gramo.de alimento ); sin embargo, en
afos recienles se ha demosirado que basta una concentracion entre 3 y 10

células por gramo de alimento es suficienle para causar dafo (9,13,20, 22).



Las salmonelas lienen una clara predileccion por los sujetos con
hipoclorhidria, es decir, individuos con un nivel bajo o nulo de acidez en el
esldmago o en aquellos que presenten situaciones de inmunodepresion ( 14, 22,
25).

Los mecanismos palogénicos de Salmonella aun no se han dilucidado,
pero se acepla que no producen exotoxinas. En la infeccion se producen dos
alteraciones gastrointestinales que aumentan la secrecion de liquidos y el
desarrollo de lesiones en el epitelio intestinal, es decir diarrea que algunas veces
se acompana de leucocitosis.

Las salmonelas son captadas por las células epiteliales intestinales, se desplazan
hacia la membrana basal sip multiplicarse y son liberadas hacia la lamina propia,
donde se rnultiplican , induciendo a !a secrecién de liquidos por medio de
mecanismos aun inciertos.Las células epiteliales intestinales no constituyen su
habitat para el crecimiento y la multpiplicacion sino una bairera que debe ser
atravesada y, durante el pasaje inicial, tas células intestinales aparentemente no
son lesionadas (25 ).

Sin embargo, dado que estos microorganismos no estén adaptados en una forma
especifica para sobrevivir deniro del ambiente intracelular de las veslculas
fagociticas, son eliminados por fagocitosis y por lo tanto la diarrea es autolimitada
(13,25 ).

Diversos investigadores han presentado evidencias que Salmonslla
produce una molécula similar a la toxina colérica; de esle modo la respuesta
inflamatoria conseculiva a la invasion bacteriana se produce por la liberacién de
prostaglandinas que estimulan la produccion del adenosina 3-5 monofosfato

clelico ({ AMPc) que inhibe la absorcién de sodio y potasio y aumenta la secrecion



Las salmonelas tienen una clara predileccion por los sujetos con
hipoclorhidria, es decir, individuos con un nivel bajo o nulo de acidez en el
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se acompana de leucocitosis.
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donde se multiplican induciendo a la secrecion de liquidos por medio de
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habitat para el crecimiento y la multpiplicacidén sino una barrera que debe ser
atravesada y, durante el pasaje inicial, las células intestinales aparentemente no
son lesionadas ( 25 ).

Sin embargo, dado que estos microorganisimos no estan adaptados en una forma
especlfica para sobrevivit dentro del ambiente intracelular de las veslculas
fagoclticas, son eliminados por fagocitosis y por lo tanto la diarrea es autolimitada
(13,25 ).

Diversos investigadores han presentado evidencias que Salmonella
produce una molécula similar a la loxina colérica; de este modo la respuesia
inflamatoria consecutiva a la invasién bacteriana se praduce por fa liberacion de
prostaglandinas que estimulan la produccion del adenosina 3-5 monofosfato

clelico ( AMPc) que inhibe la absorcidn de sodio y potasio y aumenta la secrecion



de cloro, bicarhonato y agua. En relacién con el desarollo de lesiones en el
epitetio intestinal se sabe que la infeccion por Salmonefla esta localizada en el
lleon terminal y el colon, la cual se inicia con una invasidn hacteriana de la

mucosa, etapa que es crucial en el establecimiento de la infeccion ( 13, 28 ).

l.a fiebre tifoidea y la salimonelosis se encuentran distribuidas en todo el
mundo, variando su frecuencia de un pals a otro, adquiriendo importancia
relevante en dreas que no han alcanzado fas condiciones de saneamiento e
higiene, ni cuentan con medidas de salud publica dptimas, esto es comdn en
paises en vias de desarrolio como México, en donde las diarreas constituyen una

de las causas principales de mortatidad y morbilidad en la poblacion (4, 7, 20, 27 ).

Existe una incidencia estacional de la enfermedad, asl el canal endémico
registra aumento de casos a partir del mes de Mayo, alcanza sus maximo en Julio

y Agosto y la declinacion se observa a partir de Septiembre ( 2, 20, 26, 32).

Los casos de notificacion semanal por entidad federativa de Salmonelosis

se observan enla Tabla |

La clasjﬁcacién de las salmonelas es compleja y ha tenido cambios. Hasta
1983 se consideraban Unicamente tres especies primarias o principales  S. typhi
S. choleraesiuis y S. ententidis que agrupaban a mas de 2000 serotipos. En
1984, Bergey propuso  designar un género mayor y 6 subgéneros adicionales,
distinguidos principalmente en el porcentaje de similitud en pruebas de hibridacion
del Acido Desoxirribonucleico (ADN), En 1985, Farmer en el CDC ( Center of
Disease Control )clasifict a las salmonelas en un solo género con 6 especies y 6
subgrupos, basados en §us caracteristicas fenotipicas y en estudios de
hibridacion del Acido Desoxiiribonuclelco (ADN). En 1986, Ewing propuso una
nueva nomenclatura con 6 grupos fenotipicos dentro de una sola tribu

Salmonelless, apoyada en pruebas bioquimicas ( Tabla Il )(13).

10



TABLA | . Casos de notificacion semanal por entidad
federativa de Salmonelosis

Entidad 1994 1995
Aguascalientes 494 591
| Baja Cafifornia 563 61 _
Ba'a California Sur 1123 72
Campeche 533 298
Coahuila 2870 2238
Colima 166 118
Chiapas 4403 1275
Chiuhauhua 1785 496
Distrito Federal 390 98
Durango 284 237 ]
Guanajuato 3396 357
Guerreto 517 1732
Hidalgo 498 246
Jalisco 3523 2334
Michoacan 1841 1340
Morelos 583 432
Nayarit 1286 1071
Nuevo Ledn 21N 6§52
Qaxaca 967 349
Puebla 1250 572
Querélaro 582 47
Quintana Roo 871 1272
San Luis Potosl 436 291
Sinaloa 2262 231
Sonora 260 546
Tabasco 2363 2155
Tamaulipas 2618 1819
Tlaxcala 349 283
Veracruz 2012 1653
Yucatan 339 168
Zacatecas 814 82
TOTAL 45276 24262

Fuente Direccion General de Epidemiologla/ SSA



Tahbla Ul Clasificacion del género Salmonella spp

EWING Y EDWARDS cbc FARMER
Género tit: Salmonelia Género Salmonella
Tribu it SALMONELLEAE
Geénero 1. Salmonala Subgénero : Subgrupo t:
1. Salmonella entenca subsp Salmanella cholerassus Salmonella cholvrag-
entarnce suis
2. S. enlerica subsp salamas S. hirschioldi Subgrupo Il
3a S enterica subsp S lyphi S. salamag
anzonae
3b S entanica sulisp S. paratyphi A Subgrupo llla:
dianzonae
4. S enlerica subsp S. schattmuelleri S dianzoniae
houtenae
5 S entonca subsp S. typhimurium Subgrupo Ilb:
hongoni
S. ententidis S. diarizoning
S gallinaninm Subgrupo tV:
Subgénero ll: S. houtenan
S. salamag Subgrupo V.
Subgénero IlI: S. hongoii
S. anzonae
Subgénero IV
S. houtenae
Subgénero V.
S. bongori

i
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JUSTIFICACION

Los moluscos bivalvos son considerados fuente de contaminacion de
microorganismos patogenos , entre los que se encuentra Salmonella spp , por (al
molivo es importante conocer desde el punto de vista epidemiolégico fa incidencia
de los serotipos mas frecuentes para contar con datos que permitan conocer ef
riesgo que implica su consumo y disminuir la tasa de morbilidad de ese

padecimiento.



OBJETIVOS :

» Caracterizar algunos serotipos de Salmonella spp presentes en Moluscos

Bivalvos.

« Conocer los serolipos de Salmonella spp mas frecuentes en Moluscos

Bivalvos.

+ Conocer la incidencia de serotipos de Salmonella spp por procedencia de

Moluscos Bivalvos.



METODOLOGIA

Se analizaron 240 muestras de moluscos bivalvos, las cuales consistieron
de ostiones en su concha y de diferentes tipos de almejas (Anexo 3), que
integran el PROGRAMA MEXICANGO DE SANIDAD DE MOLUSCOS BIVALVOS (
PMSMB ) y que el Laboratorio Nacional de Salud Publica forma parte  éstas
fueron obtenidas de los mercados de la Viga y la Nueva Central de Abastos,en el
periodo comprendido entre los meses de Julio, Agosto, Septiembre, Octubre,
Noviembre y Diciembre de 1994. Su procedencia lué de los estados de Veracruz y
Baja California Sur. Fueron muestreadas en condiciones asepticas en bolsas de
plastico conteniendo de 15-35 piezas dependiendo el tamario de los bivalvos,
transladadas posteriormente en un recipienie hemmético con refrigerante al lugar

de andlisis.

El método para aislar Salimonella spp fue el recomendado por la Food and
Drug Administration (FDA ), descrita en el Manual de Bacteriologia Analitica
(BAM) Fig. 1

Una vez que se ohtuvo la cepa de Salmonella spp, se procedid a su
serotipificacion; la metodologla utilizada fué la recomendada por la U §

Department of Health and Services, la cual consiste en lo siguiente (Fig. 2);

1. De la cepa pura de Salmonella spp se sembié en placa de Agar Base de
Sangre (ABS) y se mantuvo a 35° C durante 24 Hrs.

2. Se agluting con los antisueros somaticos ( O ) de la siguiente forma

- En un portaobjetos se colocd una gota del antisuero polivalente
para Salmonella spp y una pequefa cantidad del cultivo fresco en ABS, se
mezclaron con el canto de una asa; se hizo rotar el portacbjelos y antes de

unminuto se observd la reaccion.
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Fig 2.. Metodologia para la Serotipilicacion de Salmeonella spp

(4]
Copn ABS
B e =3
RUTL G
2h. 3 0wl del
susera) Aogalar
correapondiente.
MIF (1:10)
4 CST Dajar
Sum‘) PR . Indevlo l solidificar
Somatxo = = 15 ¢
l 245
n + Formalina

lJ r\ {viv) L g:,c’(‘_j
. Obtencadn del \,._5

GUPO ROMAKK Dﬁiﬂ reposnn U

[Ljﬂﬂ_j o | i

1234 con crecimisnto
andvoeras pobslentts Sprcee Helwasds

50'C A

1 hom

n &

1
} y + 1l de
sol. preparada
5rc
1n

Obilencion del T
anupe lagelar r'r___..._jf.«\. l

RS

S ———

v

Ohtencidn dol savotinn



PRUEBA NEGATIVA. ausencia de aglutinacion. Solo se observa una

suspension homogénea.

PRUEBA POSITIVA: aglutinacion antes de un minuto.

3. Se inoculd a partir de las placas de ABS un tubo de Caldo Soya
Tripticasa

( CST )por muestia y se mantuvo a 35° C por 24 hrs.

4. Posteriormente se le adicioné al caldo soya tripticasa 10 ml de solucion

salina con formalina al 0.6 %, dejandolos reposar por 1 hora.

Una vez obtenido el antlgeno se realiz6 1a aglutinacion con los antisueros
de Spicer-Edwards, que comprenden 4 antisueros polivalentes y los
complejos EN, L, 1, G. Tabla i},

5. Se colocd una serie de 4 tubos por cepa de 12 x 75 mm en una gradilia,
se les adiciond 0.02 ml de cada uno de los antisueros polivalentes y 1 mi
del antigeno preparado ( CST ¢/ formalina ), se mantuvieron en bario de
agua a una temperatura de 50° C por una hora, se revisaron cada 15 min

sin agitarlos.

La aparicion de una aglutinacion ligera como una nube se considerd

positiva.

Cuando fué negativa la aglutinacion con los 4 antisueros polivalentes, se
agluting con los complejos EN, L, 1, G, y cuando fué positiva, se probd con los

sueros que comprenden cada uno de ellos.



TABLA 1ll. Reacciones flagelares de Salmonella spp con los antisueros de
Spicer- Edwards

ANTIGENOS 4 Antisueros Spicer-Edwards para Salmonella H (Flagelares)

1 2 3 4
a + + + -
b + + +
c 4 4
d + - 4 +
eh + + -
Complejo G * + +
i 4 . :
k 4 4 +
r + '
y + -
b4 - - 4 4
Complejo 24 ** - 1 -
210 4
229 - 4 4 -
Antigenos H Antisueros para Salmenella H
e, nx,en,zls; Complejo EN
v Iw,1213;1228; Complejo L

1.2.15:16;17, Complejo 1



Para completar la aglulinacién serologica, en el caso de microorgansimos

difasicos, fué necesario identificar la Segunda Fase, y se realizd lo siguiente

INDUCCION DE SEGUNDA FASE

6. Se fundid el medio de induccién de fase ( MIF ), se dejd enfriar a
temperatura ambiente, antes de que se solidificara se adicioné 0.1 ml del

suero flagelar conespondiente diluido 1:10 , se agité y se dejé solidificar,

7. Una vez solidificado el medio se inoculd con la cepa correspondiente
conservada en ABS en la superficie del tubo a 3 mm de profundidad, se

incubd a 35°C durante 18-24 hrs.

8. Transcurridas las 24 hrs de incubacion se leyeron los tubos, de tal modo
gue en aquelios donde se observé un crecimiento ( desplazamiento } se
marcaron con una linea, se eliminé con una asa caliente la parte superior

del agar con crecimiento,

9. Con una asa se lransfirié una cantidad del cultivo mas profundo a un

tubo con Caldo Soya Tripticasa, se incubé a 35° C curante 24 hrs,

10. Se aglutind con los antisueros especificos de fa segunda fase. Tal

como se realizé para la primera fase,

11. Concluida fa aglutinacidn de la segunda fase, se procedio a buscar el
serolipo en el esquema de Kaufmann-White para Salmonella spp y

Anizona.
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RESULTADOS

De las muestras 240 muestra analizadasde moluscos bivalvos, 56 ( 23 % )
fueron positivas a  Salmonella  spp. lo cual representa la cuarta pare,
aproximadamente, de! total de muestras analizadas; de este porcentaje, 26 (10.4
%) fueron de almeja Casco, 14 (5.8 % ) de almeja Gallo, 10 ( 2.4 % ) de almeja
Negra, 5 ( 2.0 % ) de almeja Pata de Mula y 2 ( 0.8 % ) de Ostiéin en Concha. Se
pudo observar que en el mes de Julio la presencia de este microorganismo fué
mayor en relacién a los meses de Agosto, Septiembre, Octubre  Noviembre y

Diciembre, obteniéndose un total de 13 aislamientos en ese mes. Tabla V

Refiriéndose s6lo al género Salmonella spp se aisld en los diferentes tipos
de muesira de la siguiente forma: 2 muestras positivas de 39 totales para Ostién
en Concha; 25 muestras positivas de 76 lotales en almeja Casco; 5 muestras
positivas de 62 totales en almeja Pata de Muia; 14 muestras positivas de 39

totales en almeja Gallo y 10 muestras positivas de 24 totales en almeja Negra.

Tabla V.

Sin embargo, es importante mencionar que en total se serotipificaron 43 (18
% ) cepas de Salnonella spp, ya que las 13 restantes fueron en su mayorla
inméviles y monofasicas, de este modo, se obfuvo lo siguiente: de las 2 cepas
positivas para Ostion en Concha 1 se obtuvo su serotipo y la otra fué inmévil ; de
las 25 para almeja Casco ,17 se serotipificaron; 2 de las 5 muestras positivas
para almeja Pata de Mula; 14 de las 14 para almeja Gallo y 9 de las 10 para

almeja Negra. Tabla IV
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Los serolipos de Salmonefla  spp  en Moluscos Bivalvos varlan
considerablemente en relacion a la aparicion de nuevos serotipos en cada ung de
los meses ya mencionados, asi podemos advertir que en Julio sdlo se presentaron
3 serotipos, siendo estos muy frecuentes en este mes. Ef serotipo Agona ocupa

el primer lugar con 7, Hafo registré 3 y Essen solo 2 . Tabla Vi

En Agosto se obtuvieron 4 serotipos diferentes y 1 ( Agona ) ya presente
en el mes anterior. Este ultimo fué el serotipo mas frecuente en este mes, registrd
3, posteriormente Anatum y Typhimunum alcanzaron 2 Newporl y Derby, sdlo

1 Tabla VI

Septiembre presenta 7 serotipos distintos, Newport se registrd nuevamente
aqul; este mes obtuvo el mayor nimero de registros en relacion a la presencia y
diversidad de serotipos. Agona y Typhimurium vuelven a estar presentes, pero no
son frecuentes, ya que solo hay 1 de cada uno, en tanto que Fyris y Saint-Paul

tienen 2 y 1 respectivamente; Zefetic aparece solo con 1 registro. Tabla Vi,

En el mes de Oclubre se registraron 5 serotipos, los cuales ya se hablan
caracterizado en los meses anteriores, solo el que es nuevo para este mes es
Zefetic con 1, en tanto que Typhimurium, Agona, y Saint-FPaul obtuvieron 1 cada

unoy Fyns se presentd con 2. Tabla VI.

Ei serolipo Heidelberg es el méas frecuente en ef mes de Noviembre,
Essen y Anafum fueron serotipos que se caracterizaron en los meses de Julio y
Agoslo respectivamente, en este mes disminuyd su frecuencia Aparecen por

primera vez los serotipos Coelny Stanlevylle. Tabla VI,

En Diciembre no se obtuvo ningin serotipo de éste patégeno, las pocas

muestras positvas de Salmonella spp ( 3 ) fueron inméviles, lo cual indica que el

[
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microorganismo tiende a disminuir en la estacién invernal, dada la fisiologla de los
Bivalvos. Tabla VI.

Como ya se menciond ccn anterioridad, la presencia de Salmonella spp en
los moluscos bivalvos fué del 23 %, ésle porcentaje es alto en relacion al
reporlado por otros palses como Cuba (4.5 % ), Suroeste de Asia (16 % )y
E.UA. Florida (17.5%)

Es evidente que el serotipo Agona fué el mas frecuente de los 17 que se
lograron caracterizar, éste registré un 25.6 %,Heidelberg y Essen obluvieron el 9.3
% ,Anatum, Fyrs, Hato y Typhimurium el 7.0 % , Newport y Saint-Paul el 4.6 % y
Coeln, Derby, Enteritidis,Lichtfield, Muenchen, Nchenga, Stanlevylle y Zeferic, el
2.32% Tabla Vil.

La incidencia de Salmonella spp en los moluscos bivalvos por tipo de
muestra y procedencia fué mayor en Alivarado, Ver., en donde la almeja casco
obtuvo 23 muéstras positivas para este micraorganismo, en tanto que ia almeja
gallo, 13; la aimeja negra, 10 ; ostién en concha, 1; la almeja pala de mula, no se
registrd en esta localidad. Asl, tenemos que en La Paz, B.C.S. se obtuvieron §
muestras positivas para almeja pata de mula; en la Laja, Ver. 1 muestra positiva

en ostién en concha. Tabla Vill,

Una de las regiones con mayor incidencia de Salmonella spp fué Alvarado,
Ver., la cual alcanzé un 84 % de positividad a este microorganismo, La Paz, Baja
California Sur, registid un 8 %; el Centro de Abaslos sin procedencia un 5.3 %;
La laja, Ver. un 1.8 % y Tamiahua un 0 %. Con estos datos nos podemos percatar
Jue en nuestro pals atn no se cuenta can una eslticta vigilancia sanitaria, lo cual

pone en riesgo la salud de la poblacién. Tabla IX .
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Tabla IV Relaci6n del numero total de cada lipo de muestra con el resultado de positividad y
serolipificaciones obtenidas de Salimonella spp en Julio- a Dic. de 1994

TIPO DE MUESTRA TOTAL DE POSITIVIDAD A SEROTIPIFICADAS
MUESTRAS Salmonella spp

Ostién en Concha 39 2 T
Almeja Casco 76 25 - Ty T T
Almeja Pata de Mula 62 5 T 2 T
Almeja Gallo 3 14 T

Almeja Negra 24 10 9

— — e e
TOTAL 240 56 43




TABLA V. Presencia de Salmonella spp en Moluscos Bivalvos por
tipo de muestra en Julio a Dic. de 1984,

;il?:s?rz Julio Agosto | Septiembre | Oclubre | Noviembre | Diciernbre | Total
Almeja A
€asco 5 4 7 3 3 3 25
Almeja I
pata de 1 0 2 2 0 0 5
mula
Almeja o T I
gatlo 4 3 2 2 3 0 14
Almeja
negra 3 2 1 K] 1 0 10
Ostion
en concha 0 1 0 0 1 0 2
TOTAL 13 10 12 10 8 3 56




Tabla VI. Serotipos de Salmonella spp en Moluscos Bivalvos en Julio a Dic. de1994.

Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre 1 Diciembre
Agona (7) |Anatum () \|Enteritidis (1) Zeferic (1) |Heidelberg (4) , Ninguno
Hato ( 3) { phimurium (2) | Newport (1) Typhimurium (1) | Coeln (I |
Essen (2) lAgona (3) |Muenchen (1) Agona (1) | Anatum (D

Newport (1) |Fyris (1) Fyris (2) |Stanileyville (1)
Derby (1) {Saint-Paul (1) Sain-Paul (1) | Essen (1)
Nchanga (1)
Essen (1)
Litchfield (1)




Tabla. VI, Porcentaje de Serotipos de Salmonella spp en Maluscos Bivalvos
en Julio a Dic. de 1994

SEROTIPO PORCENTAJE (CEPAYS)

dgema T {250 % N

Heidetherg 93 % 4

Essen 93 % 4 T
Anmum 7.0 % T

Fyris 7.0 % 3

Hara 7.0 Y% 3

Typhimurium 7.0 % I
Newport 46 % T T
Saint-Paul 16 % T T T T
('l“,'ln 21 0/0 ——‘i-_ T -
Derby 23 % T

Enteritidis 1237 % o T
Litchfield 23 % Ty T T
Muenchen 23 % 1

W?Imngu 23 % |

Stanleyville 23 % |

Zeferic 73 % [

TOTAL 100% 43

r



Tabla V1. Incidencin de Sulmonella spp por tipo de muestra y procedencia en Julio abic,

de 1994

Procedencin Tipo de Muestra Incidencia de
Salmonella spp
Alvarado,Ver, Almeja Casco 23
Almeja Gallo 13
Alimecja Negra 10
Ostion en concha |
LaPaz, B, C. 5. Almeja Pata de Mula 8
La Laja, Ver, Ostidn en concha |
Centra de Abastos “Almeja Gallo ]
Almeja Casco 2
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Tabla 1X. Porcentaje de positividad a Salmonedla spp por
procedencia de muestra en Julio a Dic. de 1994,

Procedencin

Parcentaje de positividad de
Salmonella spp

Alvarado,Ver,

La Paz, B.C.S.

84.0 %

9.0 %

Centro de Abastos
(s/ proc)

La Laja, Ver.

1.8 %

Tamiabua, Ver.

0 %

s/ proc.: sin procedencia
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DISCUSI!ION

La presencia de Salmonella spp en los alimenlos representa un riesgo
bastante alto para la poblacién, sobre todo en productos que no sufren un
adecuado proceso de coccidn o no se mantienen en condiciones adecuadas de

almacenamiento (4 ).

Este microorganismo estuvo presente durante el perfodo establecido ( seis
meses ) de investigacidn, lo cual indica que los estuarios en donde se cultivan los
bivalvos son constantemente baftados con aguas residuales, produciendo un alto
riesgo potencial para el consumidor; aunado a lo anterior, es convenienie
mencionar que las técnicas de caplura y almacenaje tienen un papel muy
importante para que el microorganismo se desarfolle, puesto que si no son las

adecuadas aumenta la probabilidad de contaminacion del producto.

£n su mayoria, las muestras que se analizaron procedieron de los estados
de Veracruz y Baja California Sur, cuyas costas son banadas por el Océano
Alléntico y del Paclfico, respectivamente, en donde el aislamiento de esle
microorgahismo , asl como de algunos de sus serotipos han sido reporiados, tal
es el caso de Cuba, Bélgicay EU.A.{9,29,39).

Al realizarse la serotipificacién se encontraron 17 especies de Saimonella
spp, de estos el que mas destacd por su presencia fué Agona con 11 cepas ,
Heidslherg con 4cepas, Anatum y Typhimurium con 3cepas, eslos resultados
coinciden con publicaciones anteriores (4, 14, 23, 27,35), en donde se reporian a
estas especies como causantes de broles de enfermedades gastrointestinales. No
obstante, que los serotipos mas frecuentes fueron los ya mencionados, en esla
investigacion se pudieron aislar y caracterizar otras especies de este

microorganismo, y eslo se debe a que las especies de Salmonella spp
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caracleristicas de una localidad determinada, por lo general no estan sujetas a
grandes fluctuaciones durante tiempos cortos, pero puede variar la frecuencia en
cuanio al numero de aislamientos. Por lo que podemos ohservar que en regiones
en donde antes no se hablan aislado aparecen nuevas especies que pueden
causar problemas de salud publica,lo que nos hace pensar que existan
reservorios locales de este palégeno o bien que sean diseminados por

poitadores asintomaticos procedentes de otros lugares.

Los resultados obtenidos llaman la atencidn si tenemos en cuenta que
todos serotipos encontrados en las muestras proceden de Alvarado, Ver., en tanto
gue las inmdviles y monofasicas son de las localidades de Baja California Sur,
Tamiahua, Ver Laja, Ver y Centio de Abasltos; ya que actualmente los
requerimientos sanitarios por el Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos
Bivalvos solo se cumplen para los hivajvos de exportacidn, lo cual se limita a los
estados de Baja Califomia, Sonora y Tamaulipas(30), ocasionando que en
Alvarado Ver. se registre un riesgo epidemiolégico, ya que como se menciond
con anlerioridad la mayorla de las especies aisladas han eslado involucradas en

enfermedades gastiointestinales.

Los puertos maritimos comerciales y turlsticos corren el peligro de
presentar un alto grado de contaminacion en sus aguas, dado el amibo de
muchos barcos comerciales y cuyos tripulantes pueden ser portadores de este
microorganismo patégeno, dejandolo diseminado durante su estacia en dichos
lugares. Un estudio realizado eh Cuba (23) registré la presencia de algunos
serotipos de Salmonella en las aguas del rlo Luyano, alguno de estos serotipos
fueron: Stanleyville, Derby, Anatum, Agona, Muenchen, Monlevideo, entre otros;
esto pone en evidencia que este microorganismo esta en las aguas del Océano
Allantico que banan las costas de nuestro pals, en este caso Veracruz, lo mismo

que para la isla de Cuba.



Es impoitante mencionar que €l tipo de muestra con mayor incidencia de
Salmonelta spp fué la almeja Casco, sin embargo en publicaciongs anteriores

(9,30) se reporta que se aisla mds este microorganismo en ostiones.

Se dice en la bibliografia que las salmonelas causan mayor dao en los
grupos de personas menores de 5 aflos y en (as mayores a 60, sin embargo en
los registro de casos notificados por la Direccién General de Epidemiologla / SSA,
se observa que el grupo de edad mas afectado es e! de 26 a 44 anos (1992-
1994), estos datos son mas logicos de pensarse, dado que este grupo es el que
mas activo esla dentro de la poblacion laboral; no obstante, no podemos
descarlar totalmente la idea de que los menores de cinco afos no son
susceptibles de conlraer enfermedades gastrointestinales y esto se debe a sus
habitos alimenticios.

Es importante desde el punto de vista epidemiolégico conocer los
serolipos presenles en una localidad para poder en un momento determinado

ayudar a disminuir la tasa de morbilidad debido a este padecimiento.

Estos' datos son una pequefia muestra de como en nuestro pals las
enfermedades gastrointestinales siguen siendo un problema de salud pablica, que
para reducirlas se tienen que tomar medidas encaminadas a obtener un beneficio
real del mejoramienio de los servicios pUblicos, tales como servicio de drenaje,
provision de agua polable, entre ofros, asi como adquirir habitos higiénicos y
sanitarios adecuados. Sin embargo esto no podra ser posible si no se lleva a cabo

un cambio en la estructura social que aumente el nivel de vida de la poblacion.
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CONCLUS I ONES

1. De los Moluscos Bivalvos se logrd aislar Salmonella spp, en 56 muestras

(23%), se serotipificaron 43; obteniéndose 17 serotipos diferentes.

2. El serotipo mas frecuente fué Agona, este se ha reportado como patégeno
para el hombre, por lo que es de suma importancia cuidar et aspecto

epidemioldgico del género.

3. Alvarado, Ver. esla zona con mayor incidencia de Salmonella spp, registié un
84 %.Pues la regulaciéon sanitaria estd mas enfocada a los bivalvos procedentes
de los estados de Baja California, Sonora y Tamaulipas los cuales se destinan a

la exportacion.

4. El bivalvo con mayor incidencia de Salmonella spp fué 1a almeja Casco, con
10%.

5. Dada la presencia de este microorganismo en los Moluscos Bivalvos, se les
considera un producto de alto riesgo para la salud, siestos son ingeridos crudos o
inadecuadamente cocidos. Convirtiendose  tambien en una fuente de

contaminacion cruzada para otros alimentos.
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ANEXO1

PREPARACION DE MEDIOS Y REACTIVOS

Agar Base deSangre (A BS)

Infusion de musculo cardlaco. . 375¢
Pepiona de carne. 10g
Agar. 159
Cloruro de Sodio. 5¢
Agua Destilada. . 1000 ml

Pesar los ingredientes stlidos y depositarlos sobre una cdmaia de agua hasta
disolver, dejar reposar durante 15 min. y disolver a bano matia. Ajustarelpha 7.3
I 0.2 . Distribuir en matraces. Esterilizar a 121° C durante 15 min. Enfriar a 45°-
50° C y afadir de 5 a 10 % de sangre desfibrinada estéril, homogenizar y vaciar

en cajas Petri.

Caldo Soya Triplicasa (C S T)
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Triptosa.

Tripticasa o Triptona.

Extracto de levadura.

Cloruro de Sodio.

fitona o Soytona.

Glucosa.

Fosfato Dipotéasico.

Agua Destilada.

10449

85g

184

1264

1,000 mi

Disolver los ingredientes en un litro de agua. Distribuir 5 m! en ubos de 16 x 15(

mim, Esterilizar a 121° C durante 15 min. AjustaralpHa 7.2 * 0.2

W



Medio para Ensayo de Movilidad

Extracto de Levadura

Peptona.

Cloturo de Sodio.

Agar.

Agua Destilada.

g

109

o
<o

49

1000 ml

Disolver los ingredientes en el agua mediante caleniamiento a ebullicién con

agitacién. Distribuir 8 mi por tubo, esterilizar a 121° C por 15 min. Ajustar el pH a

7.4

Agar de Induccion de fFase

Extracto de Came.

Peptona.

Gelatina. .

Cloiuro de Sodio.

Agar.

Agua destilada.

03g

1049

80¢g

5¢

49

1000 mi
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Pesar los ingredientes sélidos y depositarlos sobre una cdmara de agua hasta
disolverlos, dejar reposar 15 min. y disolver a bafo maria. Distribuir en tubos de 3

ml. Esterilizar a 10 b de presion durante 15 min.

Solucion Salina Fisiologica (0.85 %)

Cloruro de Sodio. 85g

Agua Deslilada. . 1000 mi

Disolver y distribuir en tubos. Esterilizar a 121°C durante 20 min.

Solucién de Formalina

Formaldehido HCHO (36% - 38%). 6ml
Cloruro de Saodio. . 85¢g
Agua Dstilada. 1000 mi

Disolver 8.5 g de Cloruro de Sodio en 1000 ml de agua destilada. Esterilizar 15
min. a 121 ° C, dejar enfriar a temperatura ambiente, adicionar 6 ml del
formaldehido HCHO en solucion. No esterilizar despues de haber adicionado el

formaldehldo.
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MEDIOS Y REACTIVOS

Agar Base de Sangre ( ABS ) is
x",ﬂlﬁu

Caldo Soya Tripticasa ( CST )

Medio semisdlido para ensayo de movilidad
Medio de Induccion de Fase

Solucién salina al .85 %

Antisuero polivalente para Salmonella spp

Antisueros somaticos ( O )de grupo para Salmonalla spp: A, 8, C, C2, C3,
D1,D2,E1,E2,E3, F, G, H, 1

Antisueros 'ﬂagelares ( H )de Spicer-Edwards
Formalina al 6 %
Agua destilada estéril

Cloruro de Sodio ( NaCl)
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ANEXO 2

Abreviaturas

Center of Disease Control

Food angd Drug Administration

Agar Verde Brillante

Agar Sulfito de Bismuto

Agar Xilosa- Lisina-Desoxicolato

Agarde Tres Azucares y Hierro

Agar de Hierro y Lisina

Medio de induccion de Fase

Agar Base de Sangre

Caldo Soya Tripticasa

10



ANEXO 3
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Figura 3.53 Micrografia electrénica de una celula completa
con sombreado metadlico de Salmonella lyphy mostrando los
flagelos y las fimbrias. Cada célula tiene un didmetro de 09
pm aproximadamente.
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PARA LA DETERMINACION

D E Salmonella spp.
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