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I.EL GENERO SALMONELLA

1. ASPECTOS HISTORICOS

La fiebre tifoidea ha existido como tal desde la época
de Hipbcrates, sin embargo la primera descripcidén precisa
corresponde a Thomas Willis of Wiltshire, en Inglaterra, hacia
el afio 1659. En la época moderna ha sido responsable de
frecuentes y graves epidemias en camﬁos de batalla y grandes
nicleos de poblacidén, propagéndose a través de aguas y alimentos
contaminados.

En 1739, John Huxham de Devon, distinguibé dos tipos de
fiebres entéricas: plitidas malignas (tifus) y lentas nerviosas
(fiebres tifoideas). Los médicos franceses describieron a
principios del siglo XIX » €l hinchamiento y ulceracién de las
placas de Peyer y 1la hipertrofia de los ganglios 1linféaticos
mesentéricos, aparecidos en pacientes muertos a éausa de 1la
denominada "fiebre mucosa" ( Prost, 1804 ).

Aunque los patbélogos ya habian observado 1las
caracteristicas ulceraciones intestinales, especialmente en la

"cecum" ( Petit y Sarres, 1813 ), no se distinguid

proximidad del
claramente entre fiebre entérica y tuberculosis intestinal hasta
que Pierre Bretonneau, de Tours, describidé, en 1822, 1la

enfermedad por é1 denominada dothienteritis ( del griego dothien:



lesidén epidérmica localizada ), como una manifestacién clinica
especifica causada por un agente determinado, aunque desconocido.
Hasta aquel momento se habia considerado posible que todas las
afecciones febriles correspondian a una misma enfermedad, con
sintdmas y manifestaciones que variaban de paciente a paciente,
‘ dependiéndoAdé ‘las circunstancias particulares de 1la énfefmédéd;
Poco después Pierre Louis ( 1829 ), agrupé a los distintos
aspectos correspondientes a la fiebre entérica bajo la
denominacidén "fiebre tifoidea". E1 término tifus, derivado del
. griego (estupor) ya habia sido usado en relacibén con 1la fiebre
entérica desde su introduccidén por de Sauvages en 1759.

Los términos tifus y tifoidea continuaron sin embargo
confusos y no claramente delimitados, hasta que en 1837, William
Gohard de Filadelfia y el médico inglésﬂ Sir William Jenner, en
1849, escribieron elocuentes monografias separando ambas
enfermedades. Jenner pudo aplicar su propia experiencia personal,
ya que en el transcurso de su investigacidén, él mismo contrajo
ambas infecciones.

Una vez establecidos y definidos ambos términos, se
iniciaron los estudios referentes a su epidemiologia 'y
patogénesis. Piedvache en Francia (1849) y Murchinson en
Inglaterra (1858), demostraron que 1la fiebre tifoidea era una
enfermedad contagiosa. Murchinson opinaba que se debia a una
"corrupcién" no especifica del aire y agua que, una vez
contraida, podia a su vez ser transmitida por ingestién de aire,
agua o alimentos que habian estado en contacto con una persona

infectada. E1 inglés William Budd, de Devon, realizd un estudio



profundo de un brote epidémico aparecido en Cowbridge en 1853.
Rechazando la teoria de 1la generacidén esponténea, opind queﬂla
fiebre tifoidea se originaba a partir de un caso anterior y que
se diseminaba una toxina especifica con las heces del enfermo.
Pettenkofer (1868) teorizdé sobre el papel de 1las aguaé del
‘subsuelo y se preocupé de las mejoras en los sistemas de
abastecimiento de aguas y de las regulaciones acerca de 1los
alimentos derivados de animales acuaticos.

La primera observacién del bacilo tifoideo corresponde
a C.J. Eberth en 1880, en secciones de ganglios linfaticos y bazo
correspondientes a enfermos muertos de fiebre tifoidea. Robert
Koch (1880), confirmbé el descubrimiento y G.Gaffley, un cirujano
de campafia ruso, consiguidé cultivar al microorganismo en cultivo
puro. Por aquel entonces y debido a 1la ausencia de caracteres
diferenciales, resultaba muy incierta 1la separacién de este
microorganismo del resto de las bacterias entéricas, hasta que en
1896, Durham, Pfeiffer y Kolle, demostfaron que el suero
procedente de un animal inmunizado con el bacilo tifoideo,
producia una aglutinacién frente al mismo tipo de bacilo.
Independientemente, Widal en Paris (1896) y Grunbanm en Londres
(1896), demostraron que el suero procedente de pacientes
afectados aglutinaba a los bacilos tifoideos, abriéndose de este
modo el vasto campo del serodiagnéstico.

La primera vacuna antitifica fue preparada por Sir
Almroth Wrigth a partir de bacterias destruidas por el calor, y
se utiliz6 para inmunizar a mds de 3000 soldados en 1la India en

1898, Se produjo un espectacular descenso de 8.9 a 2.3 casos de



fiebre tifoidea por mil. Sin embargo se dieron algunos casos
fatales ,. en que la enfermedad se contrajo a pesar de 1la
vacunacién. Achard y Bensande (1896) aislaron cepas de pacientes
con fiebres tifoideas , que sin embargo dieron una reaccibn
serolégica negativa, segun la técnica de Widal. Denominaron a
esta infeccién, fiebre paratifoidea y "bacillo paratifico" al
agente responsable. En otro caso similar, descrito por Gwyn
(1898), se denomind al microorganismo responsable "paracoli
bacillus". Schottmuller (1901), confirmé que ambos
microorganismos, aunque responsables de casos clinicos de fiebre
tifoidea, eran. distintos del bacilo tifico tipico, tanto
culturalmente como serolégicamente. Denominé al primero de ellos

"paratifué A" y al segundo '"paratifus B". Habia aparecido un
nuevo grupo de enfermedades causadas por bacterias muy similares.

Efectivamente, en 1925, aparecié un grave brote entre
las tropas briténicas de 1la peninsula de Gallipoli, que habian
sido vacunadas contra la fiebre tifoidea original. ’De este modo
se procedid al reforzamiento de las vacunas ya existentes con los
nuevos tipos paratificos A y B.

El andlisis antigénico comenzé cuando Castellani
describié, en 1902, un método para absorver antisueros, se
diferenciaron los antigenos somiticos y flagelares ( Smith vy
Reagh, 1903) que se denominaron respectivamente O yH ( Weil y
Felix, 1918a,b,1920). Andrews (1922,1925) demostrd que a su vez
los flagelares podian ser difésicos, méds tarde Felix y Pitt
(1934), observaron un antigeno de superficie (Vi) que podia

prevenir la aglutinacién del bacilo tifico.



Ya habian sido aisladas bacterias similares a las
paratificas, a partif de animales infectados. Salmon y Smith en
1885, aislaron "Bacillus cholera-suis" de cerdos afectados de
cblera porcino. Otras fueron aisladas a partir de cuadros de
intoxicacibén alimentaria (Géffky y Paak,1885; Ggrtner,1888) o
‘animales afectados (Loeffler,1892). Se crebé un Género bacteriano
para incluir a todos los microorganismos , denominado
" Salmonella " por Ligniéres en 1900, en honor a D.E. Salmon
( Salmonella subcommittee, 1934). Gracias a los estudios de White
(1925) y KXauffmann (1930), se establecié6 1la clasificacién
serolbégica que 1lleva su ‘nombre y que fué posteriormente
desarrollada en exéenso por Kauffmann (1966, 1978). El esquema
antigénico de Kauffmann-White contenia 100 serotipos en 1941
(Kauffmann, 1941). En 1978 dicho esquema contenia aproximadamente
2.000 serotipos.

Las fiebres tifoideas han constituido un estudio que ha
atraido, durante varias décadas, el interés de un gran nlmero de
investigadores , que han abordado aspectos tan variados como la
bacteriologia, taxonomia, higiene, epidemiologia, inmunologia ¥y

patogeneidad.
2. TAXONOMIA.

El Género Salmonella pertenece a 1la familia de las

Enterobacteriaceae R bacilos gram negativos, anaerobios

faculativos, méviles por flagelos peritricos, generalmente, o

inméviles, que no forman endosporas o microcistos y no son



adcido-alcohol resistentes. Reducen los nitratos a nitritos, con
algunas excepciones, son catalasa positivos, con dos excepciones,
v oxidasa negativos. Poseen metabolismo quimioorganotrofo,
respiratorio y fermentativo. Crecen bien sobre peptona, extracto
de carne y medio McConkey , algﬁnas crecen sobre D-glucosa como
" {inica ~ fuente de = carbono, otras  fequieren vitaminas y/o
aminodcidos. No son haléfilas y producen Acido y frecuentemente
gas, a partir de diversos carbohidratos y polialcoholes. Estudios
de hibridacién ADN / ADN, han revelado una elevada homologia entre
los Géneros de la Familia ( Figura 1 ).

Las enterobacterias son de habitat originalmente
intestinal, excepto un Género ( Erwinia ), incluyen miembios
tradicionalmente considerados como patbgenos 7y otros con caracter
patbégeno oportunista, asociados normalmente con infecciones
gastrointestinales. Se encuentran ampliamente distribuidas en el
suelo, agua, vegetales, frutas, cereales y todo tipo de animales,
desde los insectos hasta el hombre. Algunos Géneros son
importantes patdgenos de vegetales.

Las salmonellas cumplen los requisitos descritos para

la Familia Enterobacteriaceae . Son generalmente mbéviles por

flagelos peritricos, a  excepcién de un serotipo aviar

( Salmonella pullorum—gallinarum ), que es inmdvil, o de mutantes

no flagelados procedentes de cepas normalmente mbviles.

2.1. Aspectos culturales .

Después de 18-24 horas de incubacién, las colonias de



Figura 1. Relaciones ADN/ADN entre los miembros de la Familia

Enterobacteriaceae, indicando el. porcentaje de hibridizacidn

(Reproducido del Manual Bergey's of Systematic Bacteriology)
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Salmonella , presentan un didmetro de 2 a 4 mm, aunque algunos
tipos dan lugar a colonias 'enanas'". En algunos casos aparecen,
al cabo de varios dias de cultivo, formas mucosas, pero este tipo
de colonias suele desaparecer al cabo de algunos meses de
conservacién. Es raro aislar de los cultivos cepas R, a excepcién
"de los procedentes de muestras ovinas, en donde predomina esta
Ultima forma.
La mayoria de salmonellas producen gas a partir de 1la
glucosa y son  prototrofas. Las cepas auxotrofas suelen
corresponder a serotipos en los que el poder patbgeno esté

restringido-a un huésped particular, como Salmonella typhi ,

Salmonella paratyphi A, Salmonella sendai , propias del

hombre; Salmonella abortus-ovis , exclusivo de los évidos y

Salmonella  pullorum-gallinarum en las aves.

2.2, Caracteres bioquimicos .

Las principales caracterisgicas aparecen en la Tabla
I . Las mds sobresalientes son:

-La produccién de SH2 sobre agar con hierro de
Kligler o agar triple-azicar-hierro, por parte de la mayoria de
serotipos.

-la wutilizacién de citrato como tUnica fuente de
carbono.

-la mayoria poseen lisina y ornitina descarboxilasa.

—-carecen de ureasa.

-no desaminan el triptéfano ni la fenilalanina.



Tabla I . Caracteristicas bioquimicas

Subgénero I

Indol

Rojo Metilo +
Voges Proskauer -
Citrato de Simmons +
SH2 ( en agar TSI ) +
Urea de Christensen -

Fenilalanina desaminasa -

Lisina descarboxilasa +
Arginina dehidrolasa d
Ornitina descarboxilasa +
Movilidad +

Hidrélisis de gelatina (22°C) -
Crecimiento en KCN -
Utilizacidén del Malonato

Acido a partir de glucosa +

Gas a partir de glucosa +

de los principales Subgéneros de Salmonella

Subgénero II

Subgénero III

Subgénero IV



Tabla I. (continuacidn)

Subgénero I Subgénero II Subgénero III Subgénei
Lactosa - - d -
Sacarosa - - - -
D-Manitol + + + +
Dulcitol + + - -
Salicina - - - d
D-Adonitol - - - -
Inositol d (-) - d
D-Sorbitol + + + +
L-Arabinosa + + + +
Rafinosa - - - -
L-Ramnosa + + + +
Maltosa + + + +
D-Xilosa + + + "
Trehalosa + + + * +
Celobiosa - - - (-)

0 (-metil-D-glucdsido - - - -

Hidrdélisis de esculina — —



Tabla I. (continuacidn)

Subgénero I Subgénro II Subgénero III Subgénero IV

Melibiosa + + + +
D-Arabitol - - - _
Mucato + + d -
Lipasa - - - -
Desoxirribonucleasa a 25°C - - - -
NO '3~ NoZ2' + + + n
Oxidasa - - - _
Pigmento amarillo - - - -
D-Manosa + + + +
+: prueba positiva para el 90-100% de las cepas; prueba positiva para el 0-10% de las cepas

(+) : pruebe positiva para el 76-89% de las cepas; (-): prueba positiva para el 11-25% de las cepas

d: prueba positiva para el 26-75% de las cepas



-normalmente no fermentan saparosa, salicina, inositol y
amigdalina.

-no producen lipasas ni desoxirribonucleasas.

La primera edicién del Manual Bergey's de sistemética
bacterioldgica  (1984), no contempla ya la subdivisién de 1la

‘familia ~ Enterobacteriaceae en Tribus, 'que si aparecia en

ediciones anteriores. La séptima edicibén del Manual Bergey's,
incluia los Géneros Salmonella y Shigella en 1la Tribu
Salmonellae ; la octava edicién (1974), ya no contenia tal Tribu,

quedando ambos Géneros incluidos en 1la Tribu Escherichiae . Las

nuevas  aportaciones taxonbémicas han desaconsejado el
mantenimiento de 1las Tribus ( Brenner, 1984 )._Se mantiene la
subdivisién del Género Salmonella en varios subgéneros de
Kauf fmann (1960, 1963a, 1964 ), basados en caracteres
bioquimicos ( Tabla II ). A los 4 ya establecidos se ha afiadido
recientemente un subgénero V (Le Minor, 1984 ), propuesto por Le
Minor,Verén y Popoff (1982).

El porcentaje en bases G+C del Género oscila entre
50-52 molZ ( Marmur, Falkow y Mandel, 1963 ), similar a

Escherichia , Shigella vy Citrobacter . Todas 1las cepas

pertenecientes a Salmonella presentan al menos un 80 7 de

similaridad en le secuencia polinucleotidica.

2.3, Caracteres antigénicos: subdivisidn en serotipos

Las salmonellas, como todas las enterobacterias, pueden

poseer tres tipos de antigenos: somiticos (0), superficiales o



Tabla II . Caracteristicas diferenciales de los Subgéneros de Salmonella.

Subgénero
I II ITT v \Y%

(1 —gactosidasa (prueba del ONPG) - - 6 X + - +
Produccién de &cidos a partir de:

Lactosa - - - 6 X - -

Dulcitol + + - - +

Mucato + + d - +

Galacturonato - + d + +
Utilizacidén de:

Malonato - + + - _

d-Tartrato + - 0 X - 6 X - 06X _
Hidré6lisis de la gelatina - + + + -
Crecimiento con KCN - - - + +
Habitat de la mayoria de las cepas:

Animales de sangre caliente + - - - -

Animales de sangre fria vy - + + + T

ambiente

Simbolos: +, positivo para el 90% o mds de las cepas en 1-2 dias; d, positivo para el 11-89% de las cepas en 1-2
dias; -, positivo para el 0-10% de las cepas en 1-2 dias; x, lenta e irregularmente positivo ( de 3 a

7 dias ).



capsulares (Vi) y flagelares (H).

A) Los antigenos somiticos o de la pared celular, son
termoestables y alcohol resistentes. La especificidad viene
determinada por el componente polisacdrido del complejo
1ipopolisacérido—proteina, que presenta caracter de endotoxina.
Se han . determinado numerosos. factores antigénicos 0, reflejados
por nﬁgeros, de los cuales 67 se utilizan en el serodiagnéstico.
Todos 1los factores O designados por un mismo simbolo son muy
. similares, aunque no siempre antigenicamente idénticos. A su vez
se clasifican en: mayores, antigenos que identifican el
correspondiente grupo O ( por ejemplo el factor 0:4, caracteriza
el grupo B de Salmonella ) y que son determinados por el locus

rfb , situado a 66 min. del mapa cromosémico de S. typhimurium

LT2, entre his y metG . Los antigenos menores, no poseen
apenas valor discriminante ( por ejemplo todas las cepas de
Salmonella pertenecientes a los grupos O:A, B y D, tienen el
antigeno 0:12 )

Otros antigenos somiticos menores provienen de
modificaciones quimicas de antigenos mayores y por ello pueden no
tener la misma importancia que ellos como herramienta taxondmica.
Estas modificaciones pueden consistir en acetilaciones de azicares
pertenecientes al complejo polisacaridico o deberse a
conversiones féAgicas, pudiendo darse efectos acumulativos, como
en el caso de las salmonellas pertenecientes al grupo E, en el
cual la presencia del fago & 15 * convierte la férmula 3,10
( ramnosa-manosa-acetil galactosa- & -manosa) en 3,15 y el fago 6‘34

, convierte a la 3,15 ( ramnosa—manosa-galactosa—@rmanosa ), en
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la 3,15,34 ( adicién_de glucosa a 1la galactosa ). De este
modo, S. anatum pasa a denominarse S. newigton y ésta a su

vez S. minneapolis . Ejemplos similares se dan con bastante

frecuencia en el esquema de Kauffmann-White ( Le Minor, 1984 ).
Para reconocerlos, todos los factores antigénicos asociados a
. conversiones - fdgicas aparecen -subrayados ‘en ‘dicho esquema. En
otros casos, la lisogeneizacidén, da 1lugar a cambios en la férmula
antigénica O, que no producen modificaciones en 1la denominacién
del correspondiente serotipo ( por ejemplo en los grupos A, By D
la presencia del antigeno O:1 puede faltar. Asi, la denominacién

+ n

S. typhimurium se da tanto en las cepas "1 como en las cepas

"1 T "™ ). Los fagos responsables de estas conversiones en
Salmonella son todos idénticos en morfologia.( Vieu y cols., -
1965 ), pero su accibén estd 1limitada a ciertos grupos O y son
diferentes seroldgicamente entre ellos ( Le Minor, 1968 ).

La pérdida de 1la capacidad de sintetizar 1las cadenas
polisacaridicas completas da lugar a las formas R. Se han
descrito varios estados R debidos a diferentes mutaciones vy
conversiones fégicas ( Stocker y Makela, 1971, 1978; Luderitz y
cols., 1971 ). El1 cambio de 1las formas S a R, da lugar a una
pérdida de la patogeneidad y carédcter autoaglutinable de las
cepas. Tambien se han descrito formas T 1 Y T 9 intermedias
entre S y R ( Kauffmann, 1956, 1957 ).

B) Antigenos superficiales o capsulares. Estos
antigenos, comunes en otros géneros como EScherichia y
Klebsiella , se presentan en algunos serotipos de Salmonella .

Los antigenos capsulares pueden enmascarar a los somAticos, para
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lo cual se pueden someter las cepas a un calentamiento a 100°C,
que los solubiliza y desenmascara a 1los O. Solamente se conoce un
antigeno de este tipo en Salmonella , el Vi, y se da unicamente

en tres serotipos: S.typhi , S.paratyphi C y S. dublin ( Le

Minor, 1981 ). Las cepas pertenecientes a estos serotipos, pueden
.presentarlo o carecer de - él. La presencia de antigenos Vi estd-

controlada por los genes Vi A y Vi B, situados a 69 y 137 min.

respectivamente, en el mapa cromosbémico de S.typhimurium
( Sanderson, 1972 ).

C) Antigenos flagelares. Los flagelos son polimeros de
'flagelina, molécula de proteina cuya composicibén en aminoicidos
es constante para cada tipo antigénico. Son termolédbiles y
producen una aglutinacién rapida y débil, frente a 1los
correspondientes antisueros, La presencia de los flagelos y su
movilidad estd controlada por numerosos genes (  fla y mot ),

situados a 48 y 62 min. en el mapa cromosdémico de S.typhimurium .

Unos pocos serotipos ( S.enteritidis , S.typhi ), solo producen

~un antigeno flagelar, se dice entonces que el antigeno H es
- monofésico. La mayoria sin embargo  pueden producir
alternativamente dos antigenos H, se habla entonces de antigenos

flagelares difésicos. Por ejemplo S.typhimurium puede producir

flagelos con el antigeno "i" &6 con "1,2". Todas las células que

produzcan el "i", dardn lugar a clones conteniendo este

antigeno, sin embargo aparecerdn con una frecuencia de 10 -3
10 =3 , células con los antigenos 1 y 2. Se puede utilizar el

antisuero especifico anti-i o anti-1,2 para obtener 1la fase

opuesta 1,2 6 i respectivamente. Esto se conoce como inversién de
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fase y permite 1la seleccién de bacterias con la fase flagelar
distinta del antisuero empleado, tratindose de una técnica
ampliamente utilizada para la identificacién completa de 1los
serotipos de Salmonella . Afiadiéndose conjuntamente 1los dos
tipos de antisueros, para 1las dos fases flagelares, a un medio
semisb6lido, se  obtiemne. . la. .inmovilizacibén - completa - del
microorganismo.

El gen responsable de 1la produccidén de 1la fase 1 del

antigeno flagelar, es el H 1 + Que se encuentra en el minuto 62

sobre el mapa cromosdmico de Salmonella . El H 5 Y el vh 9
responsables de la fase 2 y la variacién de fase

respectivamente, se encuentra ambos en el minuto 83. Algunos

serotipos ( S.paratyphi A, S.abortus-equi ), son monofésicos

debido a que el gen vh o MO es funcional ( Le Minor, 1971 ).

Los antigenos flagelares, de la fase 1, fueron
originalmente designados por letras minusculas y los de 1la fase
2, o no especificos, por mimeros. Una vez agotado el alfabeto, se
empleb la letra z con subindices ( se conoce hasta la z 61 ).
Posteriormente y debido a 15 complejidad antigénica, se afiadieron
letras a la fase 2. De este modo se conocen en la actualidad algo
mds de 2,000 combinaciones antigénicas para Salmonella |,
recogidas en el ya mencionado esquema de Kauffmann-White (Le
Minor, 1984 ).

D) Biovariedades ( o biotipos ). Dentro de una misma
serovariedad existen cepas que muestran diferentes pautas de
fermentacibén de azicares. Estas variaciones, que constituyen las

biovariedades, estan determinadas por la presencia o ausencia de
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enzimas y pueden servir como marcadores o presentar importancia
épidemiolégica ( por ejemplo 1las cepas xilosa% y xilosa- de
S.typhi ).

La taxonomia del Género Salmonella , presenta en la
actualidad numerosos problemas aun no satisfactoriamente
.resueltos (- Le Minor, 1984 - ). Si se acepta el principio de que’
dos bacterias que presentan un parentesco del 707 o superior,
mediante estudios de hibridacién ADN/ADN, pertenecen a 1; misma
genospecie, el denominado "Género" Salmonella es en realidad, una
especie ( Crosa y cols., 1973), que comprende 5 subgéneros ( los 5
subgéneros ya mencionados ), es decir, 5 subespecies. Ello haria
necesario encontrar un nombre aceptable para la especie tipo de
cada una de las 5 subespecies. Sin embargo, los esquemas
actualmente en uso no son ficiles de cambiar hacia un sistema
racional y ajustado a las nuevas normas de nomenclatura
( Brenner, 1978 ). Existen numerosos nombres de Salmonella , que
no se ajustan a las normas actuales de nomenclatura, ya que
originalmente se hizo referencia a la enfermedad que producian o
al tipo de animal del que se aislaron por primeré vez

( S,typhi, S.paratyphi A, S.cholerasuis |, S.typhimurium ,

S.abortusovis ). Estas denominaciones siguen vigentes hoy en dia

en bacteriologia clinica, aunque 1las denominaciones antiguas no
son totalmente correctas, al haberse encontrado un mayor espectro
de huéspedes para muchas de ellas. La nomenclatura posterior tuvo
en cuenta la localizacidén geogréfica del primer aislamiento ( S.

london , S. panama , S. stanleyville ) y mAs recientemente,

los nuevo tipos pertenecientes a  los Subgéneros II, III y IV
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( descritos a partir de 1966 ),se han designado simplemente por su
férmula antigénica.

Se han propuesto diferentes clasificaciones en especies
a lo largo de la historia, asi Borman, Stuart y Wheeler, en
1944, opropusieron la divisidén del Género en 3 especies: _S.

cholerasuis . . (( especie . tipo -),"S. typhosa"( - S.typhi- )

y"S.kauffmanii'", esta ultima incluyendo a todos los restantes

serotipos. Kuffmann y Edwards ( 1952 ), mantuvieron 1las 2
primeras pero designaron a la tercera "S. entérica', con la misma
finalidad. Ewing ( 1966 ), también se adhirid al mantenimiento de

las tres especies, de tal modo que S. enteritidis incluyera

todas las serovariedades que no fueran S. typhi o S.
cholerasuis . Posteriormente ( Le Minor y cols., 1970 ) se

propuso elevar los subgéneros de Kauffmann a 1la categoria de

" n

especies S. kauffmanii ( Subgénero I ) , S. salamae

( Subgénero II ), S. arizonae ( Subgénero III ) y "S. houtenae"
(Subgénero IV ). Dentro de cada una aparecerian las serovariedades
o férmulas antigénicas. E1 mismo Kauffmann ( 1971, 1973 ),
desech6 todas las propuestas anteriores y definibé 1la especie
como " un grupo de fagotipos serofermentativos relacionados" , en
su "Realitat theorie " ( 1978 ).

Muy recientemente y en base a extensos estudios de
taxonomia numérica y relaciones ADN/ADN, Le Minor, Véron y Popoff
( 1982 ), han propuesto 1los siguientes cambios en la nomenclatura
de Salmonella

El Género consistiria en wuna unica especie, S.

choleraesuis , que comprende 6 subespecies:
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a) cholerasuis, correspondiente al anterior Subgénero I.

b) salamae, correspondiente al anterior Subgénero II.

¢) arizonae, correspondiente a las serovariedades
monofédsicas del Subgénero III.

d) diarizonae, correspondiente 'a las serovariedades
difisicas del Subgénero III.

e) houtenae, correspondiente al Subgénero IV.

f) bongori, constituido por cepas positivas para el
dulcitol, ONPG y KCN.

Cada subespecie tendria su correspondiente cepa tipo.

3. HABITATS. EPIDEMIOLOGIA.

El habitat principal de Salmonella 1lo constituye el
tracto intestinal del hombre y animales. Las salmonellas pueden
estar adaptadas a un huésped particular, tener un amplio espectro
de huéspedes o presentar habitats alin desconocidos.

Los serotipos propios de huéspedes particulares
normalmente producen enfermedades que cursan con bacteriemia y no
crecen sobre medios minimos sin factores de crecimiento. S.typhi

, S. paratyphi A vy S. sendai , son serotipos estrictamente

humanos. En estos casos la enfermedad se transmite de persona a
persona a través de alimentos o material fecal contaminado. S.

gallinarum-pullorum , S. abortus-ovis y S. typhi-suis son

serotipos aviarios, ovinos y porcinos.

Los serotipos ubicuos de Salmonella ( como S.
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typhimurium ) producen sintomas clinicos muy diversos, desde
infecciones asintomiticas leves hasta cuadros graves muy
similares a 1las fiebres tifoideas, especialmente en nifios o
animales altamente susceptibles, siéndo responsable de la mayoria
de las toxiinfe;cioqes de origen alimentario en adultos.

Algunas salmonellas se localizan en de;e;mingdas_
-régioﬁes.géﬁgréficas ( S. sendai en los paises del Oriente, S.
berta en Norteamérica ). Las cepas pertenecientes a los
Subgéneros II y III, proceden generalmente del contenido
intestinal de animales poiquilotermos y rara vez de homeotermos,
a diferencia del Subgénero I . Las cepas de los Subgéneros IV y
V, muestran una procedencia fundamentalmente ambiental y son
raramente patdégenas para el hombre. La mayor parte de .las
salmonellas registradas en los Centros Nacionales de Referencia
de los distintos ﬁaises pertenecen al Subgénero I.

En la mayor parte de 1los casos, los cultivos de
Salmonella aislados a partir de animales de sangre caliente,
para los cuales son frecuentemente patbégenas, pertenecen al
Subgénero I. Por el contrario, cepas aisladas de animales de
sangre fria, son normalmente de los Subgéneros II y III y parecen
no solo tener su patogeneidad disminuida, sino incluso formar
parte de 1la flora intestinal normal de estos animalesv( Le Minor

.

y Véron,1982 ).

3.1. Salmonella en el hombre

La accidén patdgena de Salmonella depende del
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serotipo, 1la cepa, 1la dosis, 1las condiciones del medio y el
estado de salud del huésped. Algunos serotipos son muy patbgenos
para el hombre, siendo otros practicamente inocuos.

La cantidad de salmonellas necesaria para producir
la infeccibén varia en funcibén de  los factores citados, perc

5 9
oscila entre 10 y 10 (Le Minor, 1984 ).Evidentemente esta dosis

se rebaja en el caso de  nifios de corta edad, pacientes
inmunodeprimidos o afectados por enfermedades de 1la sangre.
Factores locales gastrointestinales ,. tales como 1la acidez
gastrica, parecen influir en el nimero de microorganismos
viables; el bajo pH 1les es claramente desfavorable. Enfermedades
gastricas (° o gastrectomias ), que modifican las condiciones
normales, por ejemplo dismiuyendo la acidez, han sido asociadas
con infeccidn por salmonellas ( Yoshikawa y cols., 1980)
La alteracién de la flora intestinal por administracién oral
de antibidticos, puede ser la causa de una infeccién debida
a un bajo inbéculo. La edad parece asimismo un factor importante
en la epidemiologia de las salmonellosis. La mayoria de las
infecciones por salmonellas no tificas, se dan en nifios de edades
inferiores a 5 afios y especialmente a 1 afio ( Yoshikawa y cols.,
1980 ). Esta elevada predisposicibén parece estar relacionada
con la alta frecuencia de contaminacién fecal-oral, disminuida
actividad antibacteriana de la flora intestinal o de la inmadurez
de los sistemas inmunitarios. La alteracidén de los sistemas
inmunitarios celulares o humorales , o ambos , parece otro
factor de predisposicién hacia la enfermedad, aunque persisten

incertidumbres acerca de si son estas alteraciones 1la causa
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desencadenante, o su asociacidén con tratamientos quimioterépicos,
radioterdpicos, quirdrgicos y hemoliticos. La hemblisis reviste
particular importancia, ya que hemoglobinopatias , tales como
malaria y bartonellosis, han sido relacionadas con una mayor
incidencia de infecciones por Salmonella ( Foote y Hook, 1979 ).
Las infecciones -por - Schistosoma , también se han ' asociado a
un aumento en las salmonellosis, localizindose en este caso la
bacteria, aparentemente, en el interior del tegumento de los
Schistosoma maduros ( Rocha y cols., 1971; Lo Verde y cols.,
1980 ). Finalmente, las afecciones crénicas de la vesicula biliar,
particularmente la colelitiasis -, favorecen el desarrollo
de un estado portador crénico de Salmonella, con excrecidn biliar
persistente del microorganismo.

Las salmonellas forman ©parte de 1las .bacterias
enteropatdgenas invasivas: Tras una destruccidén del borde en
cepillo de las células intestinales, las bacterias penetran en
las células por una invaginacién de la membrana, 1llegando poco a
poco a la lémina propia. La multiplicacidén microbiana en 1las
zonas de penetracién causa lesiones ulcerativas. El mecanismo de
la pérdida de liquido no estd totalmente aclarado, se puede
suponer que resulta de la estimulacién de la adenil-ciclasa por
las prostaglandinas, sintetizadas después de 1la reaccién
inflamatoria, a nivel de la mucosa. El argumento en favor de esta
hipbétesis es que la indometacina, que inhibe la sintesis de
prostaglandinas, inhibe también 1la secrecién de 1liquido
intestinal, al menos en infeciones experimentales en ratones con

S.tvphimurium,
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La patogenia de 1la fiebre tifoidea podria ser 1la
siguiente: después de haber pasado la barrera intestinal, 1las
bacterias llegan al nivel de los ganglios mesentéricos, donde se
multiplican. Una parte de la poblacidén bacteriana pasa, por via
linfitica, a la corriente sanguinea, lo que explicaria 1la
'septicemia. ' Otra parte "de "la poblacién se 1lisa, liberando el -
lipopolisacdrido téxico, que transportado por via sanguinea
llegard al simpético abdominal, provocando la ulceracién de las
placas de Peyer. Transportada a nivel de 1los ventriculos
cerebrales, la endotoxina, provocarid el abatimiento, el "tuphos",
que ha hecho dar su nombre a la fiebre tifoidea ( Le Minor y
Véron, 1982 ).

Ademds de la fiebre tifoidea, causada por S. typhi y
otros cuadros similares, designados generalmente fiebres
paratifoideas, originados por otros serotipos, fundamentalmente
S.paratyphi A, B o C, u otros, existen numerosos cuadros
clinicos producidos por salmonellas, designados globalmente
salmonellosis o enterocolitis ( gastroenteritis ), que pueden
aparecer ya a las 8 .horas después de la ingestién del
microorganismo y que se caracterizan por las niuseas vémitos,
dolores musculares, cefaleas, fiebre, escalofrios, diarrea
intensa y doldres abdominales (Yoshikawa y cols, 1980).Se trata en
este caso de infecciones intestinales agudas pero localizadas, en
donde se da invasién del epitelio intestinal sin destruccidn
importante de 1la mucosa. Aunque pueden alcanzar gravedad, debido
basicamente a la deshidratacién y desequilibrio electrolitico,

llegando al choque hipovolémico, pérdida de sangre por las heces,

_____
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dilatacién toxica del colon e incluso bacteremia, normalmente
remiten espontédneamente, sin requerir terapia antimicrobiana,
recomendandose la dieta de rehidratacién oral ( OMS ). E1
tratamiento en cada caso particular depende de la gravedad de la
infeccién y de las posibieé Acémplicaciones, quedando a juicio del
médico.

Después de 1la curacién clinica puede persistir una
excrecidén de Salmoﬁella por el paciente,que puede alargarse
hasta mis de un afio, denominandose en este caso como estado
portador crénico. Este hecho es mAs frecuente tras una infeccibn
tifoidea, aunque puede darse también tras infecciones producidas
por otros serotipos distintos de S.typhi ( Musher y
Rubenstein , 1973 ). Los portadores asintomdticos suponen un
peligro para la salud publica ya que aproximadamente un 5% de los
pacientes clinicamente curados, pueden continuar eliminando
Salmonella en las heces. Si se tiene en cuenta que el
microorganismo puede sobrevivir a los tratamientos de depuracién
de aguas residuales, cuando estos no 1llevan incorporado un
tratamiento especifico de desinfeccibén y que en muchos casos ni
siquiera se da la depuracidén primaria o secundaria de estos
efluentes, se entiende el gran riesgo que significa la existencia
de estos portadores sanos entre la poblacidn.

Un tipico ejemplo del ciclo de las salmonellas hasta
llegar nuevamente al hombre, seria el siguiente:

Las aguas residuales de una poblacidn son tratadas en
una planta depuradora, cuyo efluente es vertido a un &rea costera

donde viven organismos filtradores ( ostras, moluscos en general).
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Estos concentran a las bacterias y son ingeridos por el hombre,
insuficientemente cocinados o incluso crudos, causando 1la
infeccién correspondiente. Este ciclo se ha comprobado utilizando
marcadores epidemiolbgicos, tales como fagos ( Rische, 1973 ).
Las salmonellas no -parécen' muitiplicarse en los moluscos
' contaminados, pero su numero en ellos puede llegar a provocar la
infeccibén dado que estos organismos filtran varios litros de agua
por hora.

La incidencia de 1la fiebre tifoidea desciende al
aumentar el nivel de desarrollo de un pais ( control de los
sistemas de depuracién de aguas, pasteurizacién de leche y
derivados, etc. ). La ausencia de medidas higiénicas favorece la
contaminacién fecal del agua y alimentos y, por tanto, la
incidencia de 1las fiebres tifoideas. Por el contrario, 1las
infecciones por Salmonella de origen alimentario producidas por
serotipos ubicuos, van en continuo aumento, permaneciendo su
incidencia elevada aun en paises desarrollados.

Salmonella puede asociarse a cualquier tipo-vdgﬂ”
alimentos, relaciondndose especialmente con abastecimientos a
grandes cantidades de individuos, debido a contaminacién primaria
o secundaria,

La salmonellosis en el hombre aumenta continuamente, en
la Republica Federal de Alemania, el numero de casos registrados
en 1978, fue de 33.251, frente a 5.000 en 1965, este niimero se
habia duplicado ya en 1970. E1 aumento de 1las detecciones,
obedecié a la eficaz investigacién registrada desde 1961, en

virtud de la Ley General de Epidemias ( Sinell, 1980 ). En
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Estadqs Unidos, en 1978 y 1979, se registraron mas de 29.000
casos de aislamiento de Salmonella en humanos ( Yoshikawa vy
cols., 1980 ). En Espafia, los datos que se poseen corresponden a
los casos recogidos por las Jefaturas 1locales de Sanidad vy
también se aprecia un aumento considerable en los dltimos afios,
‘ya que -mientras en 1975, se registraron 2.185 casos, en 1983 se’
alcanzbé 1la cifra de 5.536. En la ciudad de Valencia se vienen
regisérando unos 200 casos anuales de fiebres tifoideas, desde

1975, como se puede comprobar en la Tabla siguiente:

Tabla III . Nimero de casos de fiebres tifoideas
registrados en Valencia desde 1975 hasta 1983,.( Datos de la Jefatura

de Sanidad de Valencia)

Afio Nimero de casos
1975 239
1976 : 188
1977 102
1978 250
1979 149
1980 164
1981 234
1982 211

1983 217
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3.2, Salmonella en animales

Las salmonellosis en animales son responsables de
graves pérdidas econbémicas. En los paises de la Europa occidental
son mds frecuentes los abortes en ovejas y vacas producidos por

S.abortus-ovis y S.dublin , respectivamente, que .los debidos a.

Brucella . La produccidén de grandes cantidades de animales a
nivei industrial ( especialmente aves ), que mantiene a un gran
niimero de ellos en un espacio limitado, favorece las infecciones.
La contaminacién de la carne para consumo humano se da en los
mataderos, cémaras de lavado y operaciones de desplumado,
eviscerado y troceado.

Las salmonellosis animales implican contaminacién del
hombfe a trvés de los alimentos y ocasionalmente, se puede dar una
penetracién de 1las salmonellas transportadas por el aire a las
instalaciones de crfa masiva de animales. Las =zoonosis por
salmonellas pueden persistir en algunas =zonas gracias a la
supervivencia del microorganismo en el suelo o a través de restos
muy infectados de 1los abortos. Los suplementos proteicos para la
alimentacién animal ( harinas de carne o pescado ), presentan un
elevado nivel de contaminacién, que procede, probablemente, de
una falta de higiene en los mataderos y factorias que fabrican
dichos complementos proteicos. Si se realiza 1la pesca en aguas
contaminadas con Salmonella , estos microorganismos pueden ser
recuperadgs con el pescado, aunque no se produzca infeccién en el
mismo,

Aunque se han realizado numerosos estudios sobre la
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incidencia de 1las salmonellosis en animales, quedan todavia
muchas 'lagunas. Se sabe que 1los animales domésticos, las aves
salvajes y los reptiles, constituyen un importante reservorio
para las salmonellas. La presencia de estas bacterias puede
suponer desde simplemente un paso transitorio por el tracto
intestinal, sin' estado patolégico aparente, hasta una enfermedad

persistente con una elevada mortalidad ( Edwards y Galton, 1967).
4 ,SUPERVIVENCIA DE SALMONELLA EN AGUAS

Los miembros del género Salmonella han sido aislados
de una amplia variedad de habitats, Su capacidad para sobrevivir
en ambientes adversos ha sido abordada en numerosos estudios
( Thomason y cols., 1977; Fuks y Devescovi, 1984)., Se ha evaluado
tanto la importancia del hombre y 1los animales como origen de las
salmonellas presentes en el agua ( Varness y cols., 1978; Wagenet
y Lawrence, 1974; Walter y Bottman, 1967 ), como la transmisién
de Salmonella de aguas contaminadas a la flora, fauna y suelo
cercanos a ellas ( Dondero y cols., 1977 ).

Las salmonellas de los medios acuidticos proceden de la
polucién de tipo fecal. De hecho no pertenecen al ecosistema
acuidtico ya que, en condiciones normales, no crecen y prolifgran
mis que en el tracto intestinal. Sin embargo pueden sobrevivir un
cierto tiempo en el agua ( 19 dias en laboratorio para S.
brandenburg , Oger y cols., 1976; Mitchell y cols. , 1975 ).

La supervivencia de Salmonella en aguas, se ve

afectada por numerosos y complejos factores fisico-quimicos, como
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1

la temperatura, el pH y la composicién quimica del agua vy
bacteriolégicos. Normalmente la presencia de enteropatdgenos en
aguas .se asocia con elevados recuentos de coliformes fecales
( Spino, 1966; Claudon y cols., 1971; Cook y cols. , 1974;
McFeters 'y cols., 1974; Sayler y cols., 1976; Alcaide y cols.,
-1982; Fuke 'y  Devescovi, 1984 )., Sin' embargo han 'sido aisladas
salmonellas en lagos y aguas superficiales donde los recuentos de
coliformes eran bajos, e incluso en ausencia de é&stos ( Cherry,
1972; Dondero y cols., 1977; Evison y Tosti, 1980 ).

En relacibén con 1la supervivencia de indicadores como
coliformes y estreptococos fecales, en determinados ambientes la
supervivencia de Salmonella parece ser similar. En agua de pozo,
la supervivencia de coliformes y estreptococos, estd en el mismo
‘orden que la de las salmonellas, segin estos datos la presencia o
ausencia de indicadores si representaria un buen 4indice de 1la
presencia o ausencia de patégenos ( McFeters y cols., 1974 ).
Esto se ha visto confirmado por diversos autores en diferentes
lugares :en aguas dulces y marinas de Canadd ( Dutka y Kwann,
1980 ), en aguas costeras en Malaga ( Borrego y cols., 1983 ),
en aguas costeras en Yugoslavia ( Fuks y Devescovi, 1984 ) y en
crustidceos ( Hood y cols., 1983 ). Por otra parte estudios
realizados en aguas frias de paises nbérdicos se ha observado
mayor supervivencia de Salmonella que de E, coli a 4°C y pH 6
( Gosselin y cols., 1980 5 y mayor resistencia a la cloracién de
aquella que coliformes totales, fecales y estreptococos fecales
( Baylet, 1981 ).

En aguas costeras, el significado higiénico de 1los
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aislamientos de salmonellas se evaliia en funcién de la dilucidn
de las aguas de desecho, que vierten cerca de las playas y del
indice de gérmenes coliformes ( Yoshpe-Purer y Shuval, 1972 ).
La mayor supervivencia de Salmonella que de coliformes y
estreptococos observada por algunos investigadores (Yoshpequrgr.
‘y.Sﬁu§ai, 1972; McCambridge y McMeekin, 1981 ) se ha intentado
explicar por una mayor resistencia de las primeras a la radiacién
solar. Sin embargo en otros estudios, realizados por Carney y
cols., ( 1975 ) en la bahia de Chesapeake, no se encontraron
salmonellas a pesar de detectarse elevados nimeros de coliformes
totales y fecales. Estos autores concluyen que las salmonellas no
sobreviven en aguas marinas debido a que son debilitadas o
alteradas por las altas concentraciones de sales, entre otros
factores ambientales.

Los brotes de salmonellosis por transmisidén hidrica, son
desafortunadamente comunes en todo el mundo., Budd, en 1956, fué
el primero en afirmar que el contagio de la fiebre tifoidea se
debia al consumo de aguas contaminadas con materias fecales. Hay
numerosas referencias a epidemias, tanto de fiebres tifoideas,
como de salmonellosis, en las que el agente vector del gérmen
causante fué el agua: Ross, en 1966, atribuye la epidemia
ocurrida en Riverside ( California, EEUU ) en 1965, a 1la
presencia de S . typhimurium en las aguas de abastecimiento de
la ciudad. También se atribuye a un origen hidrico un brote de
fiebre tifoidea, sefialado por Pumarola ( 1971 ), en Manresa,
consecuencia de contaminacién fecal de una canalizacidén de aguas

de abastecimientos. Harvey y Price ( 198la), exponen una serie de
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casos de fiebres tifoideas y paratifoideas, producidas por S.typhi
y S.paratyphi B, presentes en aguas superficiales naturales
en Gran Bretafia.

Como se ha visto, las salmonellas son bastante comunes
en el medio ambiente, siendo probablemente las responsables de
‘la mayoria 'de los brotes epidémicos esporddicos de enfermedades
de conocida transmisién hidrica ( Garay, 1975 ).

El hecho de que no exista una relacibén, en todos los
casos, entre los indicadores y la presencia de Salmonella en
aguas, implica la necesidad de complementar los andlisis
bacterioldgicos de las mismas con la blisqueda directa de gérmenes
patbégenos. La existencia de métodos sencillos y fiables para la
deteccibén de patégenos, aseguraria los resultados de las pruebas
de calidad de aguas, desde un punto de vista sanitario ( Cherry y

cols., 1972 ),

5. PROBLEMATICA DE LA METODOLOGIA DEL AISLAMIENTO DE
SALMONELLA

El aislamiento de salmonellas se encuentra afectado
por numerosos factores., Algunos de ellos son conocidos, otros
estan menos claramente definidos, pero no existe, por el
momento, una técnica éptima que pueda ser fécil y simplemente
descrita. La recuperacién de Salmonella es un proceso dindmico
y los aportes en esta Area son continuos. La capacidad del
bacteriélogo para diferenciar los microorganismos, basada en su

experiencia es, finalmente, el punto primordial en el éxito de un
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aislamiento.

Los principales problemas que presenta el aislamiento de
microorganismos patbgenos a partir de aguas, son las bajas
cantidades en que se encuentran y el hecho de estar en minoria
frente a otros 'organismos, no patbgenos, estrechamente
relacionados con ellos. Estos deben. ser inhibidos en . lo posible
mediante el uso de medios selectivos, cuidando de no extremar las
condiciones selectivas que podrian afectar la recuperacién de los
propios gérmenes patdgenos.

Generalmente las técnicas de aislamiento de Salmonella
siguen wuna serie de etapas: preenriquecimiento, enriquecimiento

selectivo y uso de medios sbélidos selectivos.

5.1, Preenriquecimiento

El preenriquecimiento consiste en 1la inoculacibn, en el
primer paso de un aislamiento, de un medio liquido no selectivo
para recuperar microorganismos que se encuentran en estado
subletal y por tanto, son incapaces de multiplicarse si son
trasladados directamente a un medio selectivo.

Thomson ( 1953, 1955 ) establecibé que ocasionalmente
cultivos en un medio como caldo nutritivo, pueden ser ventajosos
sobre los cultivos en medio de enriquecimiento. la base para esta
afirmacién fue la investigacién de 1la supervivencia de
S.paratyphi B en harina infectada artificialmente. Cuando se
inoculaba harina en caldo nutritivo, ©podia recuperarse

S.paratyphi B durante 45 semanas. Cultivos paralelos en caldo
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Selenito F, permanecian viables hasta 21 semanas y posteriormente
no eran recuperables. Esto podia sugerir que 1la viabilidad de
Salmonella disminuia con el tiempo, en un medio relativamente
téxico como el Selenito F. Las escasas salmonellas, presentes en
determinados materiales, con viabilidad disminuida no serian
-capaces -de reproducirse en un proceso de enriquecimiento directo.

El empleo de preenriquecimiento, o enriquecimiento en
dos etapas ( Grunnet, 1975 ), ha’sido recomendado para muestras
de materiales sometidos a desecacién, calentamiento, irradiacidn,
congelacién o con bajo pH ( Thatcher y Clark, 1968 ). Edel y
Kampelmacher ( 1973), 1llevaron a cabo un estudio comparativo del
aislamiento de Salmonella en estado subletal, en nueve
laboratorios europeos, demostrando que el preenriquecimiento
mejoraba los resultados en todos ellos. Harvey y Price ( 1977 )
encontraron resultados similares con muestras de lodos y aguas
residuales,

Como contrapartida, cuando se cultivan en medios no
selectivos materiales altamente contaminados, se corre el peligro
de que el crecimiento de las escasés salmonellas presentes se vea
enmascarado o inhibido por el de otras bacterias., Algunos
investigadores ( Edgar y Soar, 1979; Alcaide y cols., 1984 ),
utilizando distintos medios de enriquecimiento, han encontrado
resultados satisfactorios empleando el enriquecimiento'directo de
las muestras, observando que el preenriquecimiento no supone una

mejora en la recuperacién de Salmonella .
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5.2. Enriquecimiento selectivo

Los caldos Selenito y Tetrationatode Muller-Kauffmann,
han sido los mAs ampliamente wutilizados como medios de
enriquecimiento de salmonellas ( Cherry y cols., 1972; Kenner y
Clark, 1974; Dondero y cols., 1977; A.P,H.A., 1980; Bailey vy
‘cols,, 1981 ).

_ Guth en 1916, fue el primer investigador que empled
selenito sbdico en medio liquido para aislar S.typhi . El medio
se hizo de uso general cuando Leifson en 1936, desarrollé varios
medios liquidos conteniendo diferentes concentraciones de selenito
sbddico, hasta encontrar el mds adecuado ( Selenito F ).
Posteriormente diversos investigadores han realizado
modifica;iones en el medio originél ( Stokes y Osborne, 1955;
Harvey y Price, 1964; Callaghan y Brodie, 1968; Iveson. y
MacKay-Scollay, 1969 ), algunas de ellas encaminadas al
aislamiento especifico de S.typhi . Actualmente se emplean tanto
el Selenito F como el Selenito-cistina ( North y Bartram, 1953 ).

Algunos serotipos como S.choleraesuis , no son aislados

eficientemente con estos medios. Cuando se emplea agar Bismuto
Sulfito como medio sbélido tras el enriquecimiento en caldo
Selenito, se observa una zona de inhibicidén de crecimiento en la
superficie de 1la placa, debida probablemente al efecto
inhibitorio combinado de ambos medios ( Harvey y Price, 1979 ).
En 1923, Muller, describid un medio de enriquecimiento
conteniendo ioduro y tiosulfato sbdico, que interaccionaban
formando tetrationato. Kauffmann ( 1930, 1935 ), modificd este

medio ahadiendo sales biliares y verde brillante para inhibir el
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crecimiento de Proteus . Posteriores modificaciones del medio,
tendieron a variar la concentracién de tetrationato ( Knox vy
cols., 1943; Rolfe, 1946 ). Otros investigadores emplearon este
medio adicionado de novobiocina sédica ( Jeffries, 1959 ) y de
lauril sulfato sbdico ( Jameson, 1961 ). El interés de este medio
.se ha centrado en su empleo a temperaturas superiores a 37°C.

Ademis de estos dos , aparecid en 1956 el caldo
Rappaport ( Rappaport y cols., 1956 ), que basa su selectividad
en ei empleo de una solucién hipertdénica de cloruro de magnesio
( 47 peso/volumen ). Bajo condiciones de deshidratacién, muchos
coliformes mueren, mientras que Salmonella y Shigella
permanecen viablés. Ademds el medio contenia oxalato de verde
malaquita ( 106 mg/ml ), como inhibidor. Iveson y Kovacs ( 1967 )
, demostraron 1la superioridad de este medio frente al Selenito F
y al tetrationato de Muller-Kauffmann. Vassiliadis y cols.( 1976 g
, modificaron el medio original disminuyendo la ﬁoncentracién de
oxalato de verde malaquita a 36 mg/ml, demostrando la mayor
eficacia del nuevo medio ( R10 6 RV ) frente al descrito por
Rappaport. Diversos estudios ( Vassiliadis y cols., 1981; Harvey
y Price, 1980 ), demostraron la mayor efectividad &el medio
cuando se emplean indculos pequefios.

El caldo R10O ha sido comprobado en aislamientos de
Salmonella , a partir de una amplia variedad de materiales:
productos cirnicos ( Vassiliadis y cols., 1972, 1976 b 1977, 1981;
Harvey y Price, 1981p , aguas residuales ( Trichopoulos y cols.,
1975; Vassiliadis y cols., 1978; Alcaide vy cols.,1982 ) y heces

( Vassiliadis y cols., 1979 ). Ha sido comprobada 1la eficacia del
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medio, en el aislamiento de salmonellas, a 43°C.

La adicién de novobiocina sbédica, aumenta 1la
selectividad de 1los caldos de enriquecimiento. Este antibidtico
ejerce una inhibicién selectiva, actuando sobre la flora
competitiva de Salmonella , principalmente sobre Proteus , mno
-afectando a las salmonellas sino en elevadas concentraciones.

Jeffries ( 1959 ), Boothroyd ( 1973 ) vy Hoben ( 1973 ),
emplearon novobiocina sbdica, en cantidades de 5 a 40 jug/ml, en
caldo tetrationato, para inhibir el crecimiento de Proteus ,

Pseudomonas y E.coli . Otros investigadores ( Hargrove y cols.,

1971; Restaino y cols., 1977; Moats, 1978; Restaino y cols, 1982 )
, han afiadido diferentes concentraciones de dicho antibidtico a
varios madios sb6lidos selectivos,v demostrando el efecto

inhibitorio del mismo sobre la flora acompafiante de Salmonella .

5.3. Temperatura de incubacidén de los caldos de

enriquecimiento

Otro factor a tener en cuenta en la recuperacidén de
Salmonella és la temperatura de incubacidén de los caldos de
enriquecimiento. La elevacién de 1la temperatura de incubacidn por
encima de 37°C, fue descrita en 1908 por MacConkey y en 1938 por
Wilson, para incrementar la selectividad dé los medios de
enriquecimiento., Harvey y Thomson ( 1953 ), emplearon 1la
temperatura de 43°C; aumentando la eficiencia del caldo Selenito
F. Otros autores han confirmado las ventajas de uso de elevadas

temperaturas de incubacién en el enriquecimiento de salmonellas
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(Georgala y Boothroyd, 1964; Spino, 1966; Burman, 1967 ). La razbn
de este aumento es la cépacidad de Salmonella , frente a otros
microorganismos afines, de multiplicarse a  temperaturas

relativamente altas ( Haines y Elliot, 1944 ).

5.4, Medios sblidos selectivos'

En  cuanto a los medios sblidos selectivos,
corrientemente se emplean tres tipos:

1. Agares con verde brillante., El verde brillante es un
colorante del grupo del trifenilmetano. Un miembro de este grupo,
verde de malaquita, fue empleado por Loeffler en 1903.
Posteriormente ( Conradi, 1908 ), se usd el verde brillante.
Sobre este medio original se realizaron miltiples
modificaciones, como adicibén de taurocolato sbédico ( Fawcus,
1909; Wilson y Blair, 1931; Hoyle, 1943 ), de detergentes
aniénicos ( Grunnet, 1975 ) o deoxicolato sbédico ( Papadakis y
cols., 1972 ). Kristensen y cols. ( 1925 ), observaron 1la
propiedad de las salmonellas de producir &lcali en agar verde
brillante-lactosa, dando colonias ;laramente diferenciadas, al
afiadir rojo fenol al medio. El1 agar verde brillante-rojo
fenol-lactosa ha sido el medio més empleado de los de este grupo
( Kauffmann, 1930; Corry y cols., 1969 ).

Este tipo de agares no se recomiendan para el
aislamiento de S.typhi.

2. Agares con sales biliares. Los medios con sales
biliares fueron descritos por MacConkey en 1908. Estos medios

son adecuados para el aislamiento de S.typhi y 1la mayoria de
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serétipos de Salmonella. Normalmente Proteus spp no crece bien
en estos medios. Una modificacién del medio original, agar
Hektoen entérico ( King y Metzer, 1968 ), resulté mas eficaz que
aquél ( Isenberg y cols., 1969 ) y que el agar verde brillante,
en el aislamignto de Salmonella.

3. Agares con bismuto sulfito. Wilson ( 1923 ) y Wilson
y Blair ( 1926 ), demostraron que S.typhi, en presencia de un
carbohkdrato fermentable, es capaz de reducir el sulfito a
sulfuro, Utilizaron una combinacién de bismuto sulfito y sulfito
sbdico en los medios sbélidos y en los caldos de enriquecimiento
empleados para el aislamiento de Salmonella. Wilson y Blair
( 1927 ), describieron;distintas modificaciones que mejoraban el
medio originalmente descrito. El agar bismuto sulfito es el tinico
entre los agares selectivos en el que la diferenciacién de
Salmonella es independiente de la fermentacién de lactosa.

El aislamiento de salmonellas a partir de aguas
naturales es  importante por varias razomnes: los serotipos
encontrados reflejan las posibles infecciones en una localidad y
proveeh de informacién en estudios epidemioldégicos y ademis el
agua es un material iddéneo en estudios comparativos de técnicas

de aislamiento ( Harvey y Price, 1974 )
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II. RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS. PLASMIDOS

DE RESTISTENCIA

~ 1. DESCUBRIMIENTO DE LOS FACTORES DE RESISTENCIA.

El uso de sulfamidas y antibidticos en el tratamiento
de 1las enfermedades infecciosas, ha tenido una gran influencia
durante los Giltimos cuarenta afios, pero con el transcurso del
tiempo, ha surgido el problema de la aparicién de organismos
resistentes a una o varias de estas drogas. Aparte de su obvia
importancia médica, el conocimiento de las bases genéticas vy
bioquimicas de la resistencia a antibidticos proporciona una
interesante perspectiva de estudio en biologia fundamental
( Falkow, 1975 ).

Los organismos resistentes aparecieron con bastante
rapidez tras el empleo de sustancias tbdxicas. La primera
referencia a una resistencia bacteriana data de 1887, traténdose

de la "aclimatacidén" de Bacillus subtilis al cloruro de

mercurio y al é&cido bérico. En 1907, Ehrlich, detecta
resistencias a los arseniatos en tripanosomas. De manera similar
aparecen resistencias a los antibidticos producidos
biolbégicamente, ya en 1944 hay referencias de gonococos y
meningococos resistentes a la estreptomicina ( Koch, 1981 ).
Inicialmente se propusieron dos teorias para explicar
el origen de la resistencia microbiana a antibiéticos. Una de

ellas sostenia que las células resistentes lo son por mutacidn
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espontdnea independientemente de la presencia de 1la droga. La
otra teoria consideraba que las células resistentes son producto
de la interaccibn entre la droga y la célula bacteriana. En 1943,
los experimentos de fluctuacién de Luria y Delbriick, demostraron
la aparicién de mutaciones sin una exposicién previa al agente
antimicrobiano,por - lo que quedd establecido que "la resistencia
microbiana a antibibéticos se habia desarrollado unicamente por
seleccién de mutantes esponténeos.

Sin  embargo esto no explicaba adecuadamente 1la
aparicién de cepas multirresistentes. En 1956, investigadores

japoneses, describieron unas cepas de Shigella flexneri ,

aisladas de pacientes tratados con un solo antibibtico,
resistentes a  tetraciclina, estreptomicina, cloramfenicol vy
sulfamidas, resistencias dificiles de explicar en base a un
actmulo de mutaciones aleatorias.

Estas cepas fueron aisladas con relativa frecuencia en
Japén a partir de 1957, sin relacidén directa con el tratamiento
dado al paciente. Posteriormente se aislaron cepas de E.coli
con el mismo patrén de resistencias que la Shigella causante de
la enfermedad. Ninguna explicacién de todos estos hechos fue
aceptable hasta que , en 1959, Akiba y Ochiai, demostraron que
las resistencias eran transmisibles de unas células a otras por
incubacién conjunta.

En 1960, Mitsuhashi, Watanabe y Nakaya, demostraron que
la transferencia dependia del contacto celular directo, siendo por
tanto, una forma de conjugacién bacteriana. Mitsuhashi propuso el

término factor R, por similitud con el factor F, para designar a
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los elementos transmisibles determinantes de resistencia a
antibibticos.

Asimismo, Mitsuhashi, demostré que cepas sensibles de
E.coli y Shigella , aisladas de brotes epidémicos, no daban
lugar a mutantes multirresistentes por exposicién a un solo
antibiético. Los mutantes a una sola droga obtenidos, no eran
tampoco capaces de transmitir esa resistencia. )

Mis tarde se publicaron referencias a cepas portadoras
de factores R en otras partes del mundo ( Datta, 1962; Lebek,
1969;Voogd y cols.,1968, 1973,‘ 1977 ). Actualmente estos factores
R son 1llamados preferentemente plédsmidos de resistencia ( Novick
y cols.,1976 ).

Desde la primera deteccién de cepas multirresistentes,
el problema de su aparicibén ha sido reconocido como un fenbémeno
ampliamente extendido con vastas implicaciones médicas y

considerable interés genético.
2. RELACIONES ENTRE PLASMIDOS. CLASIFICACION

Cuando fueron descritos los plédsmidos de resistencia,
su analogia con el factor F 1lambé 1la atencién de algunos
investigadores. Un hecho que resaltbé esta similitud fue que al
introducir determinados pladsmidos de resistencia en células F+,
se inhibia 1la funcidén de F. Meynell y Datta (1965), estudiaron
la relacién entre ambos, concluyendo que la inhibicidén de 1la
fertilidad reflejaba una estrecha relacibén entre los plésmidos F

y R. Los plésmidos que inhiben 1la fertilidad de F, llamados fi+,
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producen el mismo tipo de pelo sexual que F. Al encontrarse en la
misma célula, el represor del piésmido de resistencia actlia sobre
la sintesis del pelo sexual en F, que normalmente estéd
desrreprimida, ejerciendo una represién en trans. Los plasmidos
que no dan lugar a este fenbémeno se denominan fi-.

Los distintos plésmidos estan asimismo relacionados en
funcidén de su capacidad de coexistir en la misma célula
hospedadora, es decir en funcidén de su compatibilidad o -
incompatibilidad. -

La incompatibilidad se define como 1la incapacidad de
dos plésmidos diferentes de coexistir de un modo estable en la
misma célula, en ausencia de una continuada presién selectiva.
Los grupos de plésmidos que son incompatibles con otros se han
venido denominando tanto grupos de compatibilidad como de
incompatibilidad, siendo que los miembros de estos grupos son
incompatibles entre si, parece mis l6égico hablar de grupos,
clases o tipos de incompatibilidad ( Novick y cols., 1976 ).

La incompatibilidad esti relacionada con el mecanismo de
replicacién de los plésmidos, de manera que unicamente un tipo de
replicén, de cada grupo de incompatibilidad, puede ser mantenido -
en la célula huésped. Hay dos procesos involucfados en la
‘herencia de los replicones :

Uno por el que se mantiene constante la concentracidn
celular de cada replicdén en las bacterias en divisién ( mecanismo
de regulacién del niimero de copias).

Otro que distribuye los replicones en las células hijas

( mecanismo de particiém ).
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Se piensa que estos mecanismos son responsables de la
incompatibilidad entre plésmidos ( Novick y Hoppensteadt, 1978 ).
Por tanto, si dos plésmidos son incompatibles es que sus
replicones son similares, 1los grupos de incompatibilidad
reunirian pues a los plésmidos pertenecientes a una misma
.especie molecular. Entre los miembros de estos grupos existe.una.
elevada homologia que puede 1llevar a pensar que proceden de un
ancestro original ( Falkow, 1975 ).

En los plésmidos de menor tamafio la incompatibilidad se
expresa de forma méds débil que en los mayores, que poseen menos
copias por célula y por ello se segregan con mayor rapidez
( Pritchard y Grover, 1981 ).

La incompatibilidad y la  inhibicién de 1la fertilidad
sefialan la existencia de grupos de plésmidos, que pueden
representar lineas filogenéticas a través de las cuales se
pudieron haber transmitido los mecanismos de transferencia y
replicacidén y adquirido los genes responsables de la resistencia

a antibidticos.

3. NATURALEZA MOLECULAR Y REPLICACION DE LOS PLASMIDOS
DE RESISTENCIA

Los plésmidos se encuentran en la célula hospedadora
como moléculas de ADN de doble cadena en forma de circulo
covalentemente cerrado, suherenrrollado. Resulta probable que 1la
circularidad esté relacionada con la existencia de un origen y un

final de replicacibn adyacentes, como simplificacién del control
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de la replicacién y distribucidén de las réplicas ( Félkow, 1975).

La replicacién para la transferencia y 1la replicacién
vegetativa son procesos separados bajo el control de genes
distintos. En ambos casos la replicacién es semiconservativa. No
ha podido hasta ahora, ser = formulado un f{nico modelo de
replicaciébn que explique los distintos tipos de intermediarios
replicativos observados. Una conclusidén de este hecho seria que
algunos factores R son ensamblajes de mAs de un replicdén y cada
uno _de ellos ©puede tener distintos modos y controles de
replicacién. |

El control de 1la replicacidén puede caracterizarse al

menos por cuatro pardmetros ( Novick y cols.,1976 ):

1. Capacidad o incapacidad de replicacidén en ausencia de
replicacidn cromosémica.

2. Multiplicidad plasmidica y su variabilidad.

3. Continuidad de la repiicacién plasmidica con respecto
al ciclo de divisién celular.

4, Regularidad o aleatoriedad del reparto de los
replicones en las células hijas.

Los términos control de replicacién relajado o
restringido, hacen referencia a los plésmidos cuya replicacibn no
estid acoplada obligatoriamente a la del cromosoma o si 1lo est4,
respectivamente,

En general se admite que los plésmidos de pequefio
tamafio , por debajo de 10 MDalton, tienen un control relajado de

replicacién y se encuentran varias copias por genoma. La
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adquiéicién de nuevos genes,. con el consiguiente aumento de
tamafio, haria necesario un cambio en la maquinaria replicativa
para reducir el nlmero de copias con el fin de 1limitar 1la
cantidad de ADN en 1la célula. Este proceso implicaria 1la
creacién de otro que aségure .una‘reparticién adecuada en las
células hijas.

Normalmente los plésmidos "grandes" son
autotransmisibles ya que 1llevan genes para codificar 1la
conjugacidén bacteriana y los "pequeiios" no lo son por carecer de
los genes necesarios, aunque pueden ser movilizados por un
plédsmido autotransmisible ( Falkow. 1975 ).

Cuando un plésmido actlia como factor de transferencia
en la movilizacién de otro no transmisible, puede o no formar una
‘unidad estable y en la célula receptora se pueden encontrar los
dos plésmidos como entidades independientes. En este sentido
fueron importantes los trabajos de Anderson y Lewis ( 1965 ) y
Anderson ( 1968 ), que estudiaron una cepa de Salmonella
typhimurium resistente a ampicilina, estreptomicina, sulfamidas
y tetraciclina, observando las distintas frecuencias de
transmisién de las resistencias a un E.coli receptor y de los
transconjugantes de éste como cepas donadoras. Para explicar las
diferentes frecuencias encontradas para cada Tresistencia,
postularon la existencia de un plésmido conjugativo ($$), capaz
de movilizar separadamente los distintos factores de resistencia,
excepto estreptomicina-sulfamida que se transmitian siempre
juntos. Llegaron a 1la conclusién de que podian ocurrir dos tipos

de transferencia, llamados Clase 1 y Clase 2 por Anderson y
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Natkin ( 1§72 ) y cointegrado y agregado por Clowes ( 1972 ).

En 1la Clase 1, o cointegrado, 1los determinantes de
resistencia y el factor de transferencia forman un complejo,
unido covalentemente, que es mantenido y transferido como una
unidad eétable; En 1la Clase-2 , 0 agregado, los determinantes de
resistencia y el factor de transferencia son unidades
independientes en 1la célula transconjugante, que se transfieren
juntos ocasionalmente por un mecanismo que no incluye uniones
covalentes ( Falkow, 1975 5.

La formacién de cointegrados es una via para la
evolucidén de 1los plésmidos que daria lugar a moléculas cada vez
mas complejas que acumularian muchos determinantes de
resistencia, transmitiéndose con mayor efectividad ( Mitsuhashi y

cols., 1977 ).
4, LA CONJUGACION BACTERIANA

La conjugacidn bacteriana es un proceso especifico, por
el cual el ADN es transferido de un donador a un receptor,
mediante un mecanismo que implica un contacto célula-célula.
Todos los sistemas de conjugacién en Dbacterias estan
determinados por plésmidos. El estudio de la conjugacidén es
importante por varias razones: en primer lugar la conjugacién es
una de las principales vias para el intercambio genético en
bacterias, en segundo lugar 1la conjugacién es importante para
comprender las bases de la transmisibilidad plasmidica y en

tercer lugar , la conjugacibén es en si misma un buen ejemplo de
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una funcién compleja definida ( Broda, 1979 ).

El proceso conjugacional puede dividirse en tres

etapas:

1.. Contacto efectivo de 1las células donadora y
receptora.

2, Transferencia del ADN.

3. Establecimiento y mantenimiento del ADN en la célula
receptora.

La conjugacién requiere un contacto fisico entre las
células, sin embargo no siempre se ha - demostrado en la
caracterizacibén de plésmidos conjugativos. Como cabria esperarse
de un proceso dependiente de una colisién, en E.coli , 1los
apareamientos que producen mayores rendimientos de progenie se
obtienen con altas concentraciones celularesde células F- y con
células mbéviles, frente a inmdviles. Sin embargo puede ser que
las células F+ sean atraidas por las F- por algln gradiente
quimiotactico ( Collins y Broda, 1975 ). A altas concentraciones
celulares los apareamientos pueden estar compuestos por mas de
dos células, pero 1los agragados observados microscopicamente
pueden ser el resultado de crecimiento y divisidén celular con
fallos en 1la disociacidén, debidos a la agregacién de nuevas
células ( Broda, 1979 ).

Las células que contienen plasmidos conjugativos poseen
unas estructuras llamadas pelos sexuales. Las caracteristicas de
estos pelos permiten diferenciar distintos sistemas de
conjugacién y estén relacionados con los grupos de

incompatibilidad., Su papel exacto en 1la conjugacibén no ha sido
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del todo discernido, hay tanto sugerencias de que actda como
conduccién del material genético ( Brinton, 1971 ), como de que
sirve tan solo para acercar las células pared con pared,
presumiblemente se forma un canal entre las envueltas celulares
que tendria un hueco axial suficientemente ancho como para que
pasara una cadena de ADN ( Folkhard y cols., 1979 ). Se ha visto,
que afiadiendo dodecil sulfato sdédico, a concentraciones que
despolimerizarian el pili F, no se inhibe la transferencia del
ADN, una vez formados los agregados ( Achtman y cols., 1978 ).

El contacto entre las células probablemente genera una
sefial para 1la sintesis o activacidén de enzimas implicados en la
transferencia del ADN. Ha sido caracterizado el sistema
conjugativo del factor F, identificé&ndose los genes responsables

del mismo. E1 factor F presenta 4 regiones definidas:

-regidén de transferencia

-regidén de integracién

-regidén de replicacién e incompatibilidad

-regién de resistencia a fagos especificos de células F-

El operén tra ( transferencia ), codifica para 13
genes estructurales y dos reguladores : tra O y tra J . Los
genes estructurales dan lugar a la formacién del pelo sexual y a
la transferencia del ADN. La transcripcién comienza por tra O,
lo primero que se transcribe es tra J que codifica una proteina
que tiene un control positivo sobre la transcripcién del operén.
No existe represor.

La regién de integracién lleva secuencias de inserciébn
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que pueden integrarse en el <cromosoma bacteriano por
recombinacidén con secuencias hombélogas del mismo, con
intervencién del gen rec A, o por insercién tipo transposbn.
Esta regibn es la responsable de que una cepa sea Hfr o F+.

En 1la regidén de replicacién e incompatibilidad, se
énéuénﬁré ‘ei arigénldé lla. feﬁlicacién vegetativa del plésmido
(oriv ), que en €l factor F estéd sincronizada con la del
cromosoma, El origen de transferencia se sitfla en el gen ori T .

La conjugacidén en plédsmidos no conjugativos mediante un
sistema Clase 2, requiere la presencia en estos plésmidos de genes
similares a los que codifican para la replicacidén y transmisién
en pléasmidos conjugativos, asi comb un origen en el que se
inicie el proceso. El sistema de apareamiento del plésmido
conjugativo debe reconocer una secuencia deferminada del plésmido
no conjugafivo para que tenga lugar la movilizacién. Los
plésmidos de un grupo de incompatibilidad no complementan 1la
transferencia de plésmidos no conjugativos de otro grupo
( Willets vy Wilkins, 1984 ).

En el proceso de transferencia conjugacional, el ADN
plasmidico sufre un corte, con posterior separacién de las dos
cadenas, en el origen de transferencia ( oriT ). Una de las dos
hebras se transfiere a la célula receptora, produciéndose en
ambas, donadora y receptora, la sintesis de las cadenas
complementarias del ADN y 1la recircularizacidén de las moléculas
plasmidicas ( Willets y Wilkins, 1984 ).

En  bacterias no entéricas se han observado

transmisiones de plésmidos de resistencia, en las que no se ha
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podido detectar la formacién de pelos sexuales.
Algunos ejemplos de estos tipos de conjugacidén, se dan

en Streptococcus , Bacteroides , Haemophilus y Neisseria .

En Streptococcus faecalis , se han visto dos tipos

de pléasmidos conjugativos ( Clewell, - 1981&, 1981b ). Unos se
transmiten .principalmente en medio -liquido y- otros 'en medio-
s6lido. Los plésmidos del primer grupo se transmiten con la ayuda
de un sistema de feromonas sexuales, producidas por la célula
receptora, que favorecen 1la formacién de agregados celulares.
Cada feromona es especifica de un plésmido conjugativo.

En Haemophilus , 1la aparicién de resistencias de
caracter plasmidico ha aumentado en los Ultimos afios ( Van vy
cols.,1975; Elwell y cols., 1977; VanKlinegren y cols., 1977 ). En
este género han sido descritas cepas resistentes a antibidticos,
en las que no han podido detectarse plésmidos ( Saunders y
Sykes, 1977; Shaw vy cols., 1978; Stuy, 1979 ), siendo observada,
sin embargo, 1la transmisién de dichas resistencias. Estos hechos
han 1llevado a suponer que se trataba de resistencias bien
situadas en el cromosoma bacteriano, bien situadas en un plésmido
insertado en el cromosoma k Stuy, 1980 ) . Otros autores
( Roberts y Smith , 1980 ), empleando distintas técnicas

de extraccibn, han podido observar algunos de estos plasmidos.

5. MECANISMOS DE RECOMBINACION  ILEGITIMA, SIGNIFICADO

EVOLUTIVO.

La diferencia mis evidente entre recombinacién vy
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recombinacién ilegitima es que ésta {ltima no depende de 1la
homologia entre secuencias de nuclebétidos ni de los genes rec
bacterianos. Los mecanismos de recombinacién ilegitima estén
mediados por elementos genéticos transponibles o transposones.

Los trénéposénés ( Tn ), son segmentos especificos de
ADN éaﬁaéeé de inéeftafsé ‘répétidémente‘eh .uho‘o Qariés‘sitioé
del genoma ( Campbell ; 1981).

Los transposones mAs sencillos son 1las 1llamadas
secuencias de insercidén ( IS ), éstas carecen de expresién
fenotipica conocida. Las secuencias de insercién son fragmentos
relativamente pequefios de ADN, entre 768 y 1400 pares de bases,
con extremos poftadores de secuencias invertidas, repetidas de 20
a 40 pares de bases. Se han encontrado formando parte de

cromosomas y plésmidos bacterianos en E.coli , Salmonella

typhimurium , Citrobacter freundii , Proteus , Pseudomonas ,

factor F, Rhizobium , Staphylococcus , Streptococcus y Streptomyces

( Kopecko, 1980 ).

En funcién de su organizacién genética, caracteristicas
del mecanismo de transposicibén y homologia entre las secuencias
del ADN , 1los transposones se pueden clasificar en 4 grupos
( Xleckner, 1981 ):

La Clase I agrupa a las secuencias de insercibén y los
transposones que contienen estos elementos. Un transposbén de
este grupo, el TnlO, 1lleva un determinante de resistencia a
tetraciclina encuadrado entre dos secuencias de inserciénm,
1lamadas IS10. Las funciones de transposicién radican en 1la

secuencia de insercién de 1la derechs, mientras que la izquierda
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parece servir solamente como lugar de reconicimiento ( Kleckner
y colé.,‘1981 ). |

La :Clase II contiene una serie de transposones, con
xdeterminantes de resistencia a distintds productos, que estén
flanqueados por secuencias de insercibén de 35 a 40 pafes de
| baéeé. El.Th3;'coh reéiéténéié ‘a aﬁpiciliné,‘eé el mejor.coﬁoéido
del grupo. En éste se haﬁ identificado tres genes responsables
del mecanismo de transposicibén y un cuarto ( bla ) que codifica
una P—lactamasa s, todos ellos encuadrados entre dos secuencias
invertidas repetidas de 38 pares de bases.,

La Clase III engloba a los bacteriéfagos Mu y D108 y 1la
Clase IV comprende los elementos transponibles no clasificados en
las anteriores,

Aparte de promover fenbmenos dé tfansposicién, los
transposones y las secuencias de insercidn, pueden producir
reordenacioneé de genes por movilizacién de porciones de ADN
adyacentes a dichos elementos. Pueden producir delecciones,
inversiones y amplificacién de genes ( Calos y Miller, 1980;
Kopecko, 1980; Muster yvcols., 1981 ).

El papel de 1los transposones en la adquisiéién de
resistencias a antibiéticos resulta evidente. La recombinacién
ilegitima presenta una serie de ventajas sobre la legifima, ya
que esta ﬁltima se ve limitada por varios aspectos. Por una parte
el intercambio entre regiones homdlogas dificilmente posibilita
.la adquisicibén de caracteres nuevos, es bastante improbaﬁle que
'secuencias con suficiente homologia como para que se de una

Irecombinacién contengan genes muy distintos. Por otra parte, los
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plésmidos que presentan mayor homologia son precisamente los que
pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad, que no pueden
coexistir, sin fuertes presiones selectivas, en la misma célula.
La adquisicidén de resistencias por medio de
transposones facilita la formacidn de plésmidos
multirresistentes, haciendo innecesaria. la. homologia entre los-
diversos factores de resistencia implicados. Los mecanismos de
recombinacién ilegitima pueden explicar muchos aspectos de 1la
evolucién y expansién de los plasmidos de resistencia. Nuevas
reordenaciones de resistencias pueden conducir a la diseminacién,
por plésmidos conjugativos, de resistencias de plésmidos no
conjugativos, o a su incorporacién en plésmidos de especies

carentes de resistencias plasmidicas ( Davies, 1981 ).

6. APARICION DE PLASMIDOS DE RESISTENCIA. EVOLUCION.

No hay duda de que existe una relacién entre el
predominio de los plésmidos de resistencia en el hombre vy
animales y el uso de antibidéticos. La cuestién es si 1la
existencia de estos plésmidos es previa a la época del empleo
masivo de antibidticos.

Hay algunas evidencias de la temprana aparicidén de
plasmidos de resistencia. Una de ellas es 1la existencia de un
pléasmido resistente a tetraciclina y estreptomicina, encontrado
en una cepa de E,coli 1liofilizada en 1946, antes de que
estos antibiéticos fueran empleados ( Smith, 1967 ). Otras han

sido aportadas por investigadores que han trabajado con
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poblaciones humanas primitivas, a las que no habia llegado la era
de 1la quimioterapia, examinando 1la flora intestinal de estas
poblaciones. Estos estudios revelaron la presencia de plésmidos de
resistencia, aunque en bajos porcentajes ( Davis y Anderson,
1970; Maré, 1968 ).

Se han ' aislado’ gérmenes portadores de ‘plésmidos de
resistencia del suelo. El suelo es el principal nicho ecolbdgico
de los organismos productores de antibidticos; las pequeiias
cantidades de 1los mismos, producidas naturalmente, :: existentes.
en el suelo pueden tener un papel en 1la evolucidén de los
factores de resistencia en la seleccidén de bacterias resistentes.

Algunos Streptomyces producen enzimas que inactivan

los antibidticos que sintetiza el mismo miéroorganismo, se ha
visto que estos enzimas actéan de modo similar a los de ciertos
plédsmidos de resistencia (Beneviste y Davis, 1973 ). Estos
actinomicetos podrian haber transferido genes por transduccién,
conjugacibén o transformacidén a organismos relacionados con ellos,
estableciéndose una cadena de transferencias en la que podria
darse que el primer y Gltimo eslabdn, no tuvieran mucho que ver
entre si ( Falkow, 1975 ).

Que ventaja selectiva es para la bacteria y el
plésmido el mantenimiento en estado autbénomo?. Una bacteria bajo
condiciones selectivas, puede beneficiarse dindividualmente al
poseer plésmidos especificando fenotipos particulares. Asimismo
los plésmidos proporcionan ventajas selectivas a la poblacién por
un incremento de variabilidad en general y por la probabilidad de

transferencia y de recombinacién de genes cromosdmicos. Si
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bacterias con cromosomas similares llevan una serie de plésmidos,
que pueden transmitirse, el nlmero total de funciones en 1la
poblacidén aumenta. Desde un punto de vista evolutivo la bacteria
y el plésmido son simbiontes ( Broda, 1979 ).

La resistencia a antibidticos basada en plésmidos
transmisibles - proporciona -una- ‘ventaja significativa “en "1la
flexibilidad del microorganismo:

.Puede llevarse la resistencia a varios antibibticos en
un solo plésmido.

. Los genes ‘de resistencia pueden ser amplificados
seglin las necesidades.

. Los plédsmidos pueden ser "almacenados" en una porcién
minima de la poblacién microbiana y recuperados cuando sea
necesario.

. Los plésmidos pueden servir como vectores de
transferencia de genes.

. Los plésmidos juegan un papel evolutivo en el
reordenamiento genético entre y en los microorganismos ( Koch,

1981 ).

7. PRESENCIA DE BACTERIAS CONTENIENDO PLASMIDOS EN LA

NATURALEZA. IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA.

A causa de sus implicaciones sanitarias, muchos datos

relativos al predominio y ecologia de 1los plésmidos de
> . 4 . 4

resistencia son utiles en relacién con enfermedades causadas por

microorganismos, principalmente gram negativos. El1 patrdén de
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enfermedades entéricas en las sociedades avanzadas, ha comenzado
a cambiar con la introduccidén de los agentes antimicrobianos.

En los Gltimos afios se han publicado numerosos estudios
tanto sobre 1la presencia de bacterias resistentes a antibiéﬁicos
en ambientes muy diversos, como sobre la capacidad de transmisién

~de los -determinantes de resistencia ( Bell y cols., 1980, 1983;
Mach y cols, 1982; Niemi y cols, 1983 ).

El aislamiento de bacterias conteniendo plismidos de
resistencia a partir de ambientes naturales, ha 1llevado a
especular sobre 1la posibilidad de t;ansferenéia in situ , la
frecuencia de 1las mismas y su efecto en 'la salud piblica.
Mientras que existe bastante informacién concerniente a 1la
transferencia de plésmidos entre cultivos puros de bacterias in
vitro , se desconocen por el momento los factores que gobiernan
la transferencia de plésmidos en ecosistemas naturales como
suelo, agua, tracto intestinal, etc. ( Freter y cols., 1983 ).

Se ha demostrado que existe una transferencia de
determinantes de resistencia in vivo , a frecuencias
moderadas, en heridas ('Hummel y cols., 1977; Kayser y cols.,
1978 ) y en los tractos intestinal, respiratorio y urinario del
hombre y los animales ( Anderson y cols., 1973; Smith, 1972;
Gardner y Smith, 1969 ).

Generalmente, 1las bacterias con mayores niveles de
resistencia han sido aisladas de ambientes con elevados niveles
de "contaminacién" por agentes antimicrobianos, como hospitales y
las aguas residuales procedentes de ellos, mataderos, etc. (

Datta, 1969; Fontaine y Hoadley, 1976; Grabow y cols., 1973;
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Goyal y Hoadley, 1979; Sato y cols., 1975 ). Sin embargo también
han sido detectados microorganismos resistentes en ambientes
aparentemente no selectivos: plantas ( Talbot y cols., 1980 ),
estuarios ( McNicol vy cols., 1980 ), aguas marinas y
sedimentos (Sizemore YColweli, 1971; Hada y Sizemore, 1981;
' Goyal y Adams,1984). aguas destinadas a bebida ( Armstrong vy
cols., 1981; Calomiris y cols., 1984 ) e incluso en ambientes tan
extremos como las aguas heladas del Antartico ( Kobori y cols.,
1984 ).

El descubrimiento de plésmidos R en coliformes y
coliformes fecales en aguas residuales, aguas superficiales y
sedimentos y el hecho de que puedan transferir sus resistencias
durante el procesamiento de las aguas, ha llevado a pensar en una
reevaluacién de los standards de calidad de aguas ( Grabow vy
cols., 1976 ).

Como se ha podido ver, se han encontrado plésmidos de
resistencia en una amplia gama de huéspedes y ambientes, pero el
principal grupo de microorganismos donde se han observado y
estudiado han sido las enterobacterias.,

Las bacterias enteropatégenas son las principales
causantes de gastroenteritis. Incluso en paises desarrollados,
las enfermedades de este tipo tienen una gran incidencia en la
poblacién. Los microorganismos causantes de estas enfermedades
son sobre todo  Salmonella y Shigella s aunque pueden darse
casos producidos por E.coli enterotoxigénicos.

‘Precisamente 1la capacidad enterotdxica de estas cepas

de E.coli , estd localizada en plésmidos. Se han reconocido
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una serie de plasmidos responsables de 1la produccibén de
enterotoxinas, llamados plésmidos Ent . Para que la cepa
conteniendo un plésmido Ent sea patdgena, se precisa la
presencia de otro plésmido que produce un antigeno capsular
especifico ( KSB en cerdos, K99 en terneras ), que da lugar a un
.aﬁménfodellé .pfoiifefaéién‘y‘ édﬁeéiénbacﬁefiﬁné en‘ él.iﬁtésfiﬁo.
delgado ( Falkow, 1975).

Se han dado casos en que cepas de Salmonella ,
causantes de brotes epidémicos, fueran portadoras de plasmidos de
resistencia a antibidticos, 1lo que implica considerables
problemas de orden sanitario.

Uno de estos casos se produjo en Inglaterra, en 1los
afios 60, tratdndose de una epidemia en terneras, causada por

Salmonella typhimurium. tipo 29. En principio ( 1963 ) estos

microorganismos eran resistentes a estreptomicina y sulfonamidas,
en 1964 aparecié 1la resistencia a tetraciclina, seguida
sucesivamente por resistencia a ampicilina, furazolidina vy
kanamicina-neomicina, que se detectaron a lo largo de 18 meses de
seguimiento de 1la epidemia. La mayoria de estas resistencias
residian en plésmidos. Se detectaron algunos casos de infecciones
humanas, que eran debidas a estas mismas cepas.

Se pensd que la causa de la aparicidén de estos
microorganismos fue el incremento en la cria de ganado bovino
que comenzd hacia 1962, para el cual se suministraban ampliamente
antibidticos a toda 1la poblacibén, en el tratamiento de cualquier
infeccibén que surgiera, incluso en un solo animal. Los granjeros

solian dar antibibdticos a 1los animales, porque pensaban que asi
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prevenian posibles infecciones.
En este contexto, la aparicién de una cepa de

Salmonella typhimurium que llevara factores de resistencia o

pudiera adquirirlos por transferencia de otro microorganismo,
llevé a que se exfeﬁdieﬁa> émﬁliamente por toda la poblacién
( Broda, 1979 ). . . -

Otro caso, igualmente dramitico, se produjo en México
en 1972 y 1973. Se trat6 de un brote epidémico de fiebre
tifoidea, con alrededor de 10.000 afectados, causado por una cepa
de Salmonella typhi portadora de resistencia, entre
otros antibidticos, al cloramfenicol, que es el mds empleado en
el tratamiento de esta enfermedad. Por la misma época, se dieron
casos similares, aunque producidos por diferentes clones de
S.typhi , en 1la India, Vietnam j Thailandia. En todos ellos, se
descubrid un plésmido de resistencia perteneciente al mismo grupo
de incompatibilidad ( H ). Anderson ( 1975 ), propuso que las
cepas patbgenas probablemente, habfian adquirido las resistencias
por transferencia a partir de cepas intestinales no patdgenas,
como E.coli . En los paises afectados 1los antibidticos
podian comprarse directamente en farmacias.

Establecida 1la existencia de plésmidos de resistencia
antes del empleo de antibidticos, se puede suponer que
anteriormente una bacteria patbgena, podia no tener una ventaja
selectiva por 1la adquisicién de estos plédsmidos. En estos
momentos, cuando por alguna circunstancia como un brote
epidémico, se convierte en miembro predominante de 1la poblacidn

microbiana, 1la presencia de plasmidos R en la bacteria, o en



56

otras pudiendo ser adquiridos por 1la patbgena, hace que se

incremente enormemente su supervivencia.



OBJETO DEL TRABAJO Y PLANIFICACION
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El objeto del presente trabajo ha sido realizar un
estudio comparativo de los diversos factores que afectan al
aislamiento de Salmonella a partir de aguas con mayor o menor
grado de contaminacidn fecal.

Una vez conocidos estos factores, se realizard un
'eétﬁdio‘cuénfifafi§oleQaiuéndoAlé éféciiQidad ae distintos proée—
sos de enriquecimiento.

Se procederd a la determinacidén de la resistencia
aa agentes antibacterianos, de todas las cepas aisladas a 1lo
largo del estudio, evaluando su Concentracién Minima Inhibitoria,
la capacidad de transferencia de estas resistencias, asi como

la naturaleza de las mismas.

Para la realizacidén del estudio propuesto se han selec-
cionado dos tipos de aguas:
1.~ Aguas residuales antes de su tratamiento
2.- Aguas naturales superficiales con distinto nivel
de contaminacibén fecal, pertenecientes al lago de

la Albufera de Valencia.

PLAN DE TRABAJO

I. Estudio comparativo de los diversos factores que
afectan a la recuperacién de Salmonella a parﬁir de los dos
tipos de aguas seleccionados, a lo largo de dos afios.

Se evaluardn los siguientes factores:
~ Tipo de enriquecimiento

- Caldo de enriquecimiento selectivo
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- Medio sbélido selectivo
— Temperatura del agua

- Caracteristicas del punto de muestreo

II. Estudio cuantitativo comparando 1la efectividad
de distintos procesos de enriquecimiento: se estudiardn dos
temperaturas de incubacién, con y sin enriquecimiento previo

en caldo no selectivo.

I1I. Identificacién serolbégica de todas 1las cepas

aisladas en la primera parte del trabajo, asi como de una selec-

cién de las obtenidas en el estudio cuantitativo.

IV. Determinacién de 1la resistencia a antibiéficos
de todas las cepas aisladas, calculando su Concentracién Minima
Inhibitoria.

a) Estudio de la capacidad de transferencia de estas
resistencias.

b) Caracterizacién de dos plésmidos de resistencia

previamente seleccionados.

El estudio propuesto se considera de la mayor importan-—
cia, dada la escasez de trabajos similares realizados en Espafia,
ya que el aislamiento directo de patd