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I.EL GENERO SALMONELLA

1. ASPECTOS HISTORICOS

4
La fiebre tifoidea ha existido como tal desde la época 

de Hipócrates, sin embargo la primera descripción precisa 

corresponde a Thomas Willis of Wiltshire, en Inglaterra, hacia 

el año 1659. En la época moderna ha sido responsable de 

frecuentes y graves epidemias en campos de batalla y grandes 

núcleos de población, propagándose a través de aguas y alimentos 

contaminados.

En 1739, John Huxham de Devon, distinguió dos tipos de 

fiebres entéricas: pútidas malignas (tifus) y lentas nerviosas 

(fiebres tifoideas). Los médicos franceses describieron a 

principios del siglo XIX , el hinchamiento y ulceración de las 

placas de Peyer y la hipertrofia de los ganglios linfáticos 

mesentéricos, aparecidos en pacientes muertos a causa de la 

denominada "fiebre mucosa" ( Prost, 1804 ).

Aunque los patólogos ya habían observado las 

características ulceraciones intestinales, especialmente en la 

proximidad del "cecum" ( Petit y Sarres, 1813 ), no se distinguió 

claramente entre fiebre entérica y tuberculosis intestinal hasta 

que Pierre Bretonneau, de Tours, describió, en 1822, la 

enfermedad por él denominada dothienteritis ( del griego dothien:
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lesión epidérmica localizada ), como una manifestación clínica 

específica causada por un agente determinado, aunque desconocido. 

Hasta aquel momento se había considerado posible que todas las 

afecciones febriles correspondían a una misma enfermedad, con 

síntomas y manifestaciones que variaban de paciente a paciente, 

dependiendo de las circunstancias particulares de la enfermedad. 

Poco después Pierre Louis ( 1829 ), agrupó a los distintos

aspectos correspondientes a la fiebre entérica bajo la 

denominación "fiebre tifoidea". El término tifus, derivado del 

griego (estupor) ya había sido usado en relación con la fiebre 

entérica desde su introducción 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 inglés Sir William Jenner, en 

1849, escribieron elocuentes monografías separando ambas 

enfermedades. Jenner pudo aplicar su propia experiencia personal, 

ya que en el transcurso de su investigación, él mismo contrajo 

ambas infecciones.

Una vez establecidos y definidos ambos términos, se 

iniciaron los estudios referentes a su epidemiología y 

patogénesis. Piedvache en Francia (1849) y Murchinson en 

Inglaterra (1858), demostraron que la fiebre tifoidea era una 

enfermedad contagiosa. Murchinson opinaba que se debía a una 

"corrupción" no específica del aire y agua que, una vez 

contraída, podía a su vez ser transmitida por ingestión de aire, 

agua o alimentos que habían estado en contacto con una persona 

infectada. El inglés William Budd, de Devon, realizó un estudio
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profundo de un brote epidémico aparecido en Cowbridge en 1853. 

Rechazando la teoría de la generación espontánea, opinó que la 

fiebre tifoidea se originaba a partir de un caso anterior y que 

se diseminaba una toxina específica con las heces del enfermo. 

Pettenkofer (1868) teorizó sobre el papel de las aguas del 

subsuelo y se preocupó de las mejoras en los sistemas de 

abastecimiento de aguas y de las regulaciones acerca de los 

alimentos derivados de animales acuáticos.

La primera observación del bacilo tifoideo corresponde 

a C.J. Eberth en 1880, en secciones de ganglios linfáticos y bazo 

correspondientes a enfermos muertos de fiebre tifoidea. Robert 

Koch (1880), confirmó el descubrimiento y G.Gaffley, un cirujano 

de campaña ruso, consiguió cultivar al microorganismo en cultivo

puro. Por aquel entonces y debido a la ausencia de caracteres

diferenciales, resultaba muy incierta la separación de este 

microorganismo del resto de las bacterias entéricas, hasta que en 

1896, Durham, Pfeiffer y Rolle, demostraron que el suero 

procedente de un animal inmunizado con el bacilo tifoideo,

producía una aglutinación frente al mismo tipo de bacilo. 

Independientemente, Widal en París (1896) y Grunbánm en Londres 

(1896), demostraron que el suero procedente de pacientes

afectados aglutinaba a los bacilos tifoideos, abriéndose de este 

modo el vasto campo del serodiagnóstico.

La primera vacuna antitífica fue preparada por Sir 

Almroth Wrigth a partir de bacterias destruidas por el calor, y 

se utilizó para inmunizar a más de 3000 soldados en la India en 

1898. Se produjo un espectacular descenso de 8.9 a 2.3 casos de
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fiebre tifoidea por mil. Sin embargo se dieron algunos casos 

fatales , en que la enfermedad se contrajo a pesar de la 

vacunación. Achard y Bensande (1896) aislaron cepas de pacientes 

con fiebres tifoideas , que sin embargo dieron una reacción 

serológica negativa, según la técnica de Widal. Denominaron a 

esta infección, fiebre paratifoidea y "bacillo paratifico" al 

agente responsable. En otro caso similar, descrito por Gwyn 

(1898), se denominó al microorganismo responsable "paracoli 

bacillus". Schottmüller (1901), confirmó que ambos 

microorganismos, aunque responsables de casos clinicos de fiebre 

tifoidea, eran distintos del bacilo tifico tipico, tanto 

culturalmente como serológicamente. Denominó al primero de ellos 

"paratifus A" y al segundo "paratifus B". Habia aparecido un 

nuevo grupo de enfermedades causadas por bacterias muy similares.

Efectivamente, en 1925, apareció un grave brote entre 

las tropas británicas de la peninsula de Gallipoli, que habian 

sido vacunadas contra la fiebre tifoidea original. De este modo 

se procedió al reforzamiento de las vacunas ya existentes con los 

nuevos tipos paratificos A y B.

El análisis antigénico comenzó cuando Castellani 

describió, en 1902, un método para absorver antisueros, se 

diferenciaron los antigenos somáticos y flagelares ( Smith y 

Reagh, 1903) que se denominaron respectivamente 0 yH ( Weil y 

Félix, 1918a,b,1920). Andrews (1922,1925) demostró que a su vez 

los flagelares podian ser difásicos, más tarde Félix y Pitt 

(1934), observaron un antigeno de superficie (Vi) que podia 

prevenir la aglutinación del bacilo tifico.
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Ya habían sido aisladas bacterias similares a las 

paratíficas, a partir de animales infectados. Salmón y Smith en 

1885, aislaron "Bacillus cholera-suis" de cerdos afectados de 

cólera porcino. Otras fueron aisladas a partir de cuadros de 

intoxicación alimentaria (Gaffky y Paak,1885; Gartner,1888) o 

animales afectados (Loeffler,1892). Se creó un Género bacteriano 

para incluir a todos los microorganismos , denominado

” Salmonella " por Ligniéres en 1900, en honor a D.E. Salmón

( Salmonella subcommittee, 1934). Gracias a los estudios de White 

(1925) y Kauffmann (1930), se estableció la clasificación 

serológica que lleva su nombre y que fué posteriormente 

desarrollada en extenso por Kauffmann (1966, 1978). El esquema 

antigénico de Kauffmann-White contenía 100 serotipos en 1941

(Kauffmann, 1941). En 1978 dicho esquema contenía aproximadamente 

2.000 serotipos.
Las fiebres tifoideas han constituido un estudio que ha 

atraído, durante varias décadas, el interés de un gran número de 

investigadores , que han abordado aspectos tan variados como la 

bacteriología, taxonomía, higiene,, epidemiología, inmunología y 

patogeneidad.

2. TAXONOMIA.

El Género Salmonella pertenece a la familia de las 

Enterobacteriaceae , bacilos gram negativos, anaerobios 

faculativos, móviles por flagelos peritricos, generalmente, o 

inmóviles, que no forman endosporas o microcistos y no son
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ácido-alcohol resistentes. Reducen los nitratos a nitritos, con 

algunas excepciones, son catalasa positivos, con dos excepciones, 

y oxidasa negativos. Poseen metabolismo quimioorganotrofo, 

respiratorio y fermentativo. Crecen bien sobre peptona, extracto 

de carne y medio McConkey , algunas crecen sobre D-glucosa como 

única fuente de carbono, otras Requieren vitaminas y/o 

aminoácidos. No son halófilas y producen ácido y frecuentemente 

gas, a partir de diversos carbohidratos y polialcoholes. Estudios 

de hibridación ADN / ADN, han revelado una elevada homología entre 

los Géneros de la Familia ( Figu-ra 1 ).
Las enterobacterias son de habitat originalmente 

intestinal, excepto un Género ( Erwinia ), incluyen miembros 

tradicionalmente considerados como patógenos y otros con carácter 

patógeno 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 patógenos de vegetales.

Las salmonellas cumplen los requisitos descritos para 

la Familia Enterobacteriaceae . Son generalmente móviles por 

flagelos peritricos, a excepción de un serotipo aviar 

( Salmonella pullorum-gallinarum ), que es inmóvil, o de mutantes 

no flagelados procedentes de cepas normalmente móviles.

2.1. Aspectos culturales .

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



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

Enterobacteriaceae, indicando el porcentaje de hibridización 

(Reproducido del Manual Bergey's of Systematic Bacteriology)
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Salmonella , presentan un diámetro de 2 a 4 mm, aunque algunos 

tipos dan lugar a colonias "enanas”. En algunos casos aparecen, 

al cabo de varios días de cultivo, formas mucosas, pero este tipo 

de colonias suele desaparecer al cabo de algunos meses de 

conservación. Es raro aislar de los cultivos cepas R, a excepción 

de los procedentes de muestras ovinas, en donde predomina esta 

última forma.

La mayoría de salmonellas producen gas a partir de la 

glucosa y son prototrofas. Las cepas auxotrofas suelen 

corresponder a serotipos en los que el poder patógeno está 

restringido a un huésped particular, como Salmonella typhi , 

Salmonella paratyphi A, Salmonella sendai , propias del 

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

■Salmonella pullorum-gallinarum en las aves.

2.2. Caracteres bioquímicos .

Las principales características aparecen en la Tabla 

I . Las más sobresalientes son:

-La producción de St^ sobre agar con hierro de 

Kligler o agar triple-azúcar-hierro, por parte de la mayoría de 

serotipos.

-la utilización de citrato como única fuente de

carbono.

-la mayoría poseen lisina y ornitina descarboxilasa.

-carecen de ureasa.

-no desaminan el triptófano ni la fenilalanina.



Tabla I. Características bioquímicas de los principales Subgéneros de Salmonella

Subgénero I Subgénero II Subgénero III Subgénero IV

Indol - - -

Rojo Metilo + + + +

Voges Proskauer -

Citrato de Simmons + + + +

SH2 ( en agar TSI ) + + + +

Urea de Christensen - - -

Fenilalanina desaminasa - - -

Lisina descarboxilasa + + + +

Arginina dehidrolasa d + (+) d

Ornitina descarboxilasa + + + +

Movilidad + + + +

Hidrólisis de gelatina (22°C) -

Crecimiento en KCN - +

Utilización del Malonato + + -

Acido a partir de glucosa + + + +

Gas a partir de glucosa + + + +



Tabla I. (continuación)

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-glucósido - - - -

Hidrólisis de esculina _ _



Tabla I. (continuación)

Subgénero I Subgénro II Subgénero III Subgénero IV

Melibiosa + + + +

D-Arabitol - - - -

Mucato + + d -

Lipasa - - - -

Desoxirribonucleasa a 25°C - - - -

no'3~ n o2' + + + +

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
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-normalmente no fermentan sacarosa, salicina, inositol y 

amigdalina.

-no producen lipasas ni desoxirribonucleasas.

La primera edición del Manual Bergey’s de sistemática 

bacteriológica (1984), no contempla ya la subdivisión de la 

familia Enterobacteriaceae en Tribus, que sí aparecía en 

ediciones anteriores. La séptima edición del Manual Bergey’s, 

incluía los Géneros Salmonella y Shigella en la Tribu 

Salmonellae ; la octava edición (1974)¡ ya no contenía tal Tribu, 

quedando ambos Géneros incluidos en la Tribu Escherichiae . Las 

nuevas aportaciones taxonómicas han desaconsejado el 

mantenimiento de las Tribus ( Brenner, 1984 ). Se mantiene la

subdivisión del Género Salmonella en varios subgéneros de 

Kauffmann (1960, 1963a, 1964 ), basados en caracteres

bioquímicos ( Tabla II ). A los 4 ya establecidos se ha añadido

recientemente un subgénero V (Le Minor, 1984 ), propuesto por Le 

Minor,Verón y Popoff (1982).

El porcentaje en bases G+C del Género oscila entre 

50-52 mol% ( Marmur, Falkow y Mandel, 1963 ), similar a

Escherichia , Shigella y Citrobacter . Todas las cepas

pertenecientes a Salmonella presentan al menos un 80 % de 

similaridad en la secuencia polinucleotídica.

2.3. Caracteres antigénicos: subdivisión en serotipos

Las salmonellas, como todas las enterobacterias, pueden 

poseer tres tipos de antígenos: somáticos (0), superficiales o



Tabla II . Características diferenciales de los Subgéneros de Salmonella.

Subgénero

I II III IV V

(i -gactosidasa (prueba del ONPG) - - ó X + - +
Producción de ácidos a partir de:

Lactosa - - - ó X - -
Dulcitol + + - - +
Mucato + + d - +
Galacturonato - + d + +

Utilización de:
Malonato - + + - -
d-Tartrato + - Ó X - ó X - Ó X -

Hidrólisis de la gelatina - + + + -
Crecimiento con KCN - - - + +
Habitat de la mayoría de las cepas:

Animales de sangre caliente + - - - -
Animales de sangre fría y - + + + +
ambiente

Símbolos: +, positivo para el 90% o más de las cepas en 1-2 días; d, positivo para el 11-89% de las cepas en 1-2 
días; -, positivo para el 0-10% de las cepas en 1-2 días; x, lenta e irregularmente positivo ( de 3 a 
7 días ).
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capsulares (Vi) y flagelares (H).

A) Los antígenos somáticos o de la pared celular, son 

termoestables y alcohol resistentes. La especificidad viene 

determinada por el componente polisacárido del complejo 

lipopolisacárido-proteína, que presenta carácter de endotoxina. 

Se han determinado numerosos factores antigénicos 0, reflejados 

por números, de los cuales 67 se utilizan en el serodiagnóstico. 

Todos los factores 0 designados por un mismo símbolo son muy 

similares, aunque no siempre antigenicamente idénticos. A su vez 

se clasifican en: mayores, antígenos que identifican el

correspondiente grupo 0 ( 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 cromosómico de S. typhimurium 

LT2, entre his y metG . Los antígenos menores, no poseen 

apenas valor discriminante ( por ejemplo todas las cepas de 

Salmonella pertenecientes a los grupos 0:A, B y D, tienen el 

antígeno 0:12 )
Otros antígenos somáticos menores provienen de 

modificaciones químicas de antígenos mayores y por ello pueden no 

tener la misma importancia que ellos como herramienta taxonómica. 

Estas modificaciones pueden consistir en acetilaciones de azúcares 

pertenecientes al complejo polisacarídico o deberse a 

conversiones fágicas, pudiendo darse efectos acumulativos, como 

en el caso de las salmonellas pertenecientes al grupo E, en el 

cual la presencia del fago €. ^  , convierte la fórmula 3,10 

( ramnosa-manosa-acetil galactosa-oC-mañosa) en 3,15 y el fago £^4 
, convierte a la 3,15 ( ramnosa-manosa-galactosa-A-manosa ), en
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la 3,15,34 ( adición de glucosa a la galactosa ). De este

modo, S . anatum pasa a denominarse S. nevigton 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 fágicas aparecen subrayados en dicho esquema. En 

otros casos, la lisogeneización, da lugar a cambios en la fórmula 

antigénica 0, que no producen modificaciones en la denominación 

del correspondiente serotipo ( por ejemplo en los grupos A, B y D 

la presencia del antígeno 0:1 puede faltar. Asi, la denominación

S. typhimurium se da tanto en las cepas "1 + ” como en las cepas 
T,1 ” ). Los fagos responsables de estas conversiones en

Salmonella son todos idénticos en morfología ( Vieu y cois., 

1965 ), pero su acción está limitada a ciertos grupos 0 y son 

diferentes serológicamente entre ellos ( Le Minor, 1968 ).

La pérdida de la capacidad de sintetizar las cadenas 

polisacarídicas completas da lugar a las formas R. Se han 

descrito varios estados R debidos a diferentes mutaciones y 

conversiones fágicas ( Stocker y Makela, 1971, 1978; Luderitz y

cois., 1971 ). El cambio de las formas S a R, da lugar a una

pérdida de la patogeneidad y carácter autoaglutinable de las 

cepas. También se han descrito formas T  ̂ y T  ̂ , intermedias

entre S y R ( Kauffmann, 1956, 1957 ).

B) Antígenos superficiales o capsulares. Estos 

antígenos, comunes en otros géneros como Escherichia y 

Klebsiella , se presentan en algunos serotipos de Salmonella . 

Los antígenos capsulares pueden enmascarar a los somáticos, para
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lo cual se pueden someter las cepas a un calentamiento a 100°C, 

que los solubiliza y desenmascara a los 0. Solamente se conoce un 

antígeno de este tipo en Salmonella , el Vi, y se da únicamente 

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 está 

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

respectivamente, en el mapa cromosómico de S.typhimurium 

( Sanderson, 1972 ).

C) Antígenos flagelares. Los flagelos son polímeros de 

flagelina, molécula de proteína cuya composición en aminoácidos 

es constante para cada tipo antigénico. Son termolábiles y 

producen una aglutinación rápida y débil, frente a los

correspondientes antisueros. La presencia de los flagelos y su

movilidad está controlada por numerosos genes ( fia y mot ),

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

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

un antígeno flagelar, se dice entonces que el antigeno H es

monofásico. La mayoría sin embargo pueden producir 

alternativamente dos antígenos H, se habla entonces de antigenos 

flagelares difásicos. Por ejemplo S.typhimurium puede producir 

flagelos con el antigeno "i" ó con "1,2”. Todas las células que

produzcan el "i”, darán lugar a clones conteniendo este
/ —3antígeno, sin embargo aparecerán con una frecuencia de 10

10 ^ , células con los antígenos 1 y 2. Se puede utilizar el

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

opuesta 1,2 ó i respectivamente. Esto se conoce como inversión de
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fase y permite la selección de bacterias con la fase flagelar 

distinta del antisuero empleado, tratándose de una técnica 

ampliamente utilizada para la identificación completa de los 

serotipos de Salmonella . Añadiéndose conjuntamente los dos 

tipos de antisueros, para las dos fases flagelares, a un medio 

semisólido, . se obtiene. la inmovilización completa del 

microorganismo.

El gen responsable de la producción de la fase 1 del 

antígeno flagelar, es el H  ̂ , que se encuentra en el minuto 62

sobre el mapa cromosómico de Salmonella El H  ̂ y el vh  ̂ »

responsables de la fase 2 y la variación de fase 

respectivamente, se encuentra ambos en el minuto 83. Algunos 

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

debido a que el gen vh  ̂ no es funcional ( Le Minor, 1971 ).

Los antígenos flagelares, de la fase 1 , fueron 

originalmente designados por letras minúsculas y los de la fase 

2, o no específicos, por números. Una vez agotado el alfabeto, se 

empleó la letra z con subíndices ( se conoce hasta la z ^  ).

Posteriormente y debido a la complejidad antigénica, se añadieron 

letras a la fase 2. De este modo se conocen en la actualidad algo 

más 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 

fermentación de azúcares. Estas variaciones, que constituyen las 

biovariedades, están determinadas por la presencia o ausencia de
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enzimas y pueden servir como marcadores o presentar importancia 

epidemiológica ( por ejemplo las cepas xilosa+ y xilosa- de 

s.typhi )•

La taxonomía 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 70% o superior,
*

mediante estudios de hibridación ADN/ADN, pertenecen a la misma 

genospecie, el denominado "Género” Salmonella es en realidad, una 

especie ( Crosa y cois., 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 fáciles 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 primera vez 

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

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

en bacteriologia clinica, aunque las 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 localización geográfica del primer aislamiento ( Ŝ.

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

los nuevo tipos pertenecientes a los Subgéneros II, III y IV



14

( descritos a partir de 1966 ),se han designado simplemente por su 

fórmula antigénica.

Se han propuesto diferentes clasificaciones en especies 

a lo largo de la historia, asi Borman, Stuart y Wheeler, en 

1944, propusieron la división del Género en 3 especies: S.

cholerasuis . ( especie tipo ),”S. typhosa”( S.typhi )

yMS.kauffmanii”, esta ultima incluyendo a todos los restantes 

serotipos. Kuffmann y Edwards ( 1952 ), mantuvieron las 2

primeras pero designaron a la tercera t!S. entérica”, con la misma 

finalidad. Ewing ( 1966 ), también se adhirió al mantenimiento de 

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

todas las serovariedades que no fueran S. typhi o í>. 

cholerasuis . Posteriormente ( Le Minor y cois., 1970 ) se

propuso elevar los subgéneros de Kauffmann a la categoria de 

especies : ” S. kauffmanii M ( Subgénero I ) , S . salamae

( Subgénero II ), S. arizonae ( Subgénero III ) y ”S. houtenae” 

(Subgénero IV ). Dentro de cada una aparecerian las serovariedades 

o fórmulas antigénicas. El mismo Kauffmann ( 1971, 1973 ),

desechó todas las propuestas anteriores y definió la 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 los siguientes cambios en la nomenclatura 

de Salmonella :

El Género consistiría en una única especie, £. 

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

b) salamae, correspondiente al anterior Subgénero II,

c) arizonae, correspondiente a las serovariedades 

monofásicas del Subgénero III.

d) diarizonae, correspondiente a las serovariedades 

difásicas 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 lo 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 aún desconocidos.

Los serotipos propios de huéspedes particulares 

normalmente producen enfermedades que cursan con bacteriemia y no 

crecen sobre medios mínimos sin factores de crecimiento. S.typhi 

, S . paratyphi A y 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. Ŝ. 

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

serotipos aviarios, ovinos y porcinos.

Los serotipos ubicuos de Salmonella ( como Ŝ.
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typhimurium ) producen síntomas clínicos muy diversos, desde 

infecciones asintomáticas leves hasta cuadros graves muy 

similares a las fiebres tifoideas, especialmente en niños o 

animales altamente susceptibles, siendo responsable de la mayoría 

de las toxiinfecciones de origen alimentario en adultos.

Algunas salmonellas se localizan en determinadas 

regiones geográficas ( S. sendai en los paises del Oriente, jí. 

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 patógenas para el hombre. La mayor parte de las 

salmonellas registradas en los Centros Nacionales de Referencia 

de los distintos paises pertenecen al Subgénero I.

En la mayor parte de los casos, los cultivos de 

Salmonella aislados a partir de animales de sangre caliente, 

para los cuales son frecuentemente patógenas, pertenecen al 

Subgénero I. Por el contrario, cepas aisladas de animales de 

sangre fría, son normalmente de los Subgéneros II y III y parecen 

no solo tener su patogeneidad disminuida, sino incluso formar 

parte de la flora intestinal normal de estos animales ( Le Minor 

y Véron,1982 ).

3.1. Salmonella en el hombre

La acción patógena de Salmonella depende del
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serotipo, la cepa, la dosis, las condiciones del medio y el 

estado de salud del huésped. Algunos serotipos son muy patógenos 

para el hombre, siendo otros prácticamente inocuos.

La cantidad de salmonellas necesaria para producir

la infección varía en función de los factores citados, pero 
5 9oscila entre 10 y 10 (Le Minor, 1984 ).Evidentemente esta, dosis

se rebaja en el caso de niños de corta edad, pacientes 

inmunodeprimidos o afectados por enfermedades de la sangre. 

Factores locales gastrointestinales ,• tales como la acidez 

gástrica, parecen influir en el número de microorganismos 

viables; el bajo pH les es claramente desfavorable. Enfermedades 

gástricas ( ' o gastrectomías ), que modifican las condiciones 

normales, por ejemplo dismiuyendo la acidez, han sido asociadas 

con infección por salmonellas ( Yoshikawa y cois., 1980) 

La alteración de la flora intestinal por administración oral 

de antibióticos, puede ser la causa de una infección debida 

a un bajo inóculo. La edad parece asimismo un factor importante 

en la epidemiología de las salmonellosis. La mayoría de las 

infecciones por salmonellas no tíficas, se dan en niños de edades 

inferiores a 5 años y especialmente a 1 año ( Yoshikawa y cois., 

1980 ). Esta elevada predisposición parece estar relacionada

con la alta frecuencia de contaminación fecal-oral, disminuida 

actividad antibacteriana de la flora intestinal o de la inmadurez 

de los sistemas inmunitarios. La alteración de los sistemas 

inmunitarios celulares o humorales , o ambos , parece otro 

factor de predisposición hacia la enfermedad, aunque persisten 

incertidumbres acerca de si son estas alteraciones la causa
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desencadenante, o su asociación con tratamientos quimioterápicos, 

radioterápicos, quirúrgicos y hemolíticos. La hemolisis reviste 

particular importancia, ya que hemoglobinopatías , 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, localizándose en este caso la 

bacteria, aparentemente, en el interior del tegumento de los 

Schistosoma maduros ( Rocha y cois., 1971; Lo Verde y cois., 

1980 ). Finalmente, las afecciones crónicas de la vesícula biliar, 

particularmente la colelitiasis , favorecen el desarrollo 

de un estado portador crónico de Salmonella. con excreción biliar 

persistente del microorganismo.

Las salmonellas forman parte de las bacterias 

enteropatógenas invasivas. Tras una destrucción del borde en 

cepillo de las células intestinales, las bacterias penetran en 

las células por una invaginación de la membrana, llegando poco a 

poco a la lámina propia. La multiplicación microbiana en las 

zonas de penetración causa lesiones ulcerativas. El mecanismo de 

la pérdida de líquido no está totalmente aclarado, se puede 

suponer que resulta de la estimulación de la adenil-ciclasa por 

las prostaglandinas, sintetizadas después de la reacción 

inflamatoria, a nivel de la mucosa. El argumento en favor de esta 

hipótesis es que la indometacina, que inhibe la síntesis de 

prostaglandinas, inhibe también la secreción de líquido 

intestinal, al menos en infeciones experimentales en ratones con 

S.typhimurium.
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La patogenia de la fiebre tifoidea podria ser la 

siguiente: después de haber pasado la barrera intestinal, las

bacterias llegan al nivel de los ganglios mesentéricos, donde se 

multiplican. Una parte de la población bacteriana pasa, por via 

linfática, a la corriente sanguinea, lo que explicarla la 

septicemia. Otra parte de la población se lisa, liberando el 

lipopolisacárido tóxico, que transportado por via sanguinea 

llegará al simpático abdominal, provocando la ulceración de las 

placas de Peyer. Transportada a nivel de los ventrículos 

cerebrales, la endotoxina, provocará el abatimiento, el "tuphos", 

que ha hecho dar su nombre a la fiebre tifoidea ( Le Minor y 

Véron, 1982 ).

Además 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 ingestión del 

microorganismo y que se caracterizan por las náuseas vómitos, 

dolores musculares, cefaleas, fiebre, escalofríos, diarrea 

intensa y dolores abdominales (Yoshikawa y cois, 1980).Se trata en 

este caso de infecciones intestinales agudas pero localizadas, en 

donde se da invasión del epitelio intestinal sin destrucción 

importante de la mucosa. Aunque pueden alcanzar gravedad, debido 

básicamente a la deshidratación y desequilibrio electrolítico, 

llegando al choque hipovolémico, pérdida de sangre por las heces,
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dilatación tóxica del colon e incluso bacteremia, normalmente 

remiten espontáneamente, sin requerir terapia antimicrobiana, 

recomendándose la dieta de rehidratación oral ( OMS ). El 

tratamiento en cada caso particular depende de la gravedad de la 

infección y de las posibles complicaciones, quedando a juicio del 

médico.

Después de la curación clinica puede persistir una 

excreción de Salmonella por el paciente,que puede alargarse 

hasta más de un año, denominándose en este caso como estado 

portador crónico. Este hecho es más frecuente tras una infección 

tifoidea, aunque puede darse también tras infecciones producidas 

por otros serotipos distintos de S.typhi ( Musher y 

Rubenstein , 1973 ). Los portadores asintomáticos 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 depuración 

de aguas residuales, cuando estos no llevan incorporado un 

tratamiento especifico de desinfección y que en muchos casos ni 

siquiera se da la depuración primaria o secundaria de estos 

efluentes, se entiende el gran riesgo que significa la existencia 

de estos portadores sanos entre la población.

Un tipico ejemplo del ciclo de las salmonellas hasta 

llegar nuevamente al hombre, seria el siguiente:

Las aguas residuales de una población son tratadas en 

una planta depuradora, cuyo efluente es vertido a un área 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 la 

infección correspondiente. Este ciclo se ha comprobado utilizando 

marcadores epidemiológicos, tales como fagos ( Rische, 1973 ). 

Las salmonellas no parecen multiplicarse en los moluscos 

contaminados, pero su numero en ellos puede llegar a provocar la 

infección dado que estos organismos filtran varios litros de agua 

por hora.

La incidencia de la fiebre tifoidea desciende al 

aumentar el nivel de desarrollo de un país ( control de los 

sistemas de depuración de aguas, pasteurización de leche y 

derivados, etc. ). La ausencia de medidas higiénicas favorece la 

contaminación fecal del agua y alimentos y, por tanto, la 

incidencia de las fiebres tifoideas. Por el contrario, las 

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 de 

alimentos, relacionándose especialmente con abastecimientos a 

grandes cantidades de individuos, debido a contaminación primaria 

o secundaria.

La salmonellosis en el hombre aumenta continuamente, en 

la República Federal de Alemania, el numero de casos registrados 

en 1978, fue de 33.251, frente a 5.000 en 1965, este numero se 

había duplicado ya en 1970. El aumento de las detecciones, 

obedeció a la eficaz investigación registrada desde 1961, en 

virtud de la Ley General de Epidemias ( Sinell, 1980 ). En
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Estados Unidos, en 1978 y 1979, se registraron más de 29.000 

casos de aislamiento de Salmonella en humanos ( Yoshikawa y 

cois., 1980 ). En España, los datos que se poseen corresponden a 

los casos recogidos por las Jefaturas locales de Sanidad y 

también se aprecia un aumento considerable en los últimos años, 

ya que mientras en 1975, se registraron 2.185 casos, en 1983 se 

alcanzó la cifra de 5.536. En la ciudad de Valencia se vienen 

registrando unos 200 casos anuales de fiebres tifoideas, desde 

1975, como se puede comprobar en la Tabla siguiente:

Tabla III . Número de casos de fiebres tifoideas 

registrados en Valencia desde 1975 hasta 1983.( Datos de la Jefatura 

de Sanidad de Valencia)

Año Número 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 económicas. En los paises de la Europa occidental 

son más frecuentes los abortos en ovejas y vacas producidos por

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

Brucella . La producción de grandes cantidades de animales a

nivel industrial ( especialmente aves ), que mantiene a un gran 

número de ellos en un espacio limitado, favorece las infecciones. 

La contaminación de la carne para consumo humano se da en los 

mataderos, cámaras de lavado y operaciones de desplumado, 

eviscerado y troceado.

Las salmonellosis animales implican contaminación del 

hombre a trvés de los alimentos y ocasionalmente, se puede dar una 

penetración de las salmonellas transportadas por el aire a las

instalaciones de cría 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 los abortos. Los suplementos proteicos para la 

alimentación animal ( harinas de carne o pescado ), presentan un 

elevado nivel de contaminación, que procede, probablemente, de 

una falta de higiene en los mataderos y factorías que fabrican 

dichos complementos proteicos. Si se realiza la pesca en aguas 

contaminadas con Salmonella , estos microorganismos pueden ser 

recuperados con el pescado, aunque no se produzca infección en el 

mismo.

Aunque se han realizado numerosos estudios sobre la
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incidencia de las salmonellosis en animales, quedan todavia 

muchas lagunas. Se sabe que los 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 patológico 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 cois., 1977; Fuks y Devescovi, 1984). Se ha evaluado 

tanto la importancia del hombre y los animales como origen de las 

salmonellas presentes en el agua ( Varness y cois., 1978; Wagenet 

y Lawrence, 1974; Walter y Bottman, 1967 ), como la transmisión 

de Salmonella de aguas contaminadas a la flora, fauna y suelo 

cercanos a ellas ( Dondero y cois., 1977 ).

Las salmonellas de los medios acuáticos proceden de la

polución de tipo fecal. De hecho no pertenecen al ecosistema

acuático ya que, en condiciones normales, no crecen y proliferan 

más que en el tracto intestinal. Sin embargo pueden sobrevivir un 

cierto tiempo en el agua ( 19 días en laboratorio para S_. 

brandenburg , Oger y cois., 1976; Mitchell y cois. , 1975 ).

La supervivencia de Salmonella en aguas, se ve

afectada por numerosos y complejos factores físico-químicos, como
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la temperatura, el pH y la composición química del agua y 

bacteriológicos. Normalmente la presencia de enteropatógenos en 

aguas se asocia con elevados recuentos de coliformes fecales 

( Spino, 1966; Claudon y cois., 1971; Cook y cois. , 1974;

McFeters y cois., 1974; Sayler y cois., 1976; Alcaide y cois., 

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 éstos ( Cherry, 

1972; Dondero y cois., 1977; Evison y Tosti, 1980 ).

En relación con la 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, está en el mismo 

orden que la de las salmonellas, según estos datos la presencia o 

ausencia de indicadores sí representaría un buen índice de la 

presencia o ausencia de patógenos ( McFeters y cois., 1974 ). 

Esto se ha visto confirmado por diversos autores en diferentes 

lugares :en aguas dulces y marinas de Canadá ( Dutka y Kwann, 

1980 ), en aguas costeras en Málaga ( Borrego y cois., 1983 ), 

en aguas costeras en Yugoslavia ( Fuks y Devescovi, 1984 ) y en 

crustáceos ( Hood y cois., 1983 ). Por otra parte estudios

realizados en aguas frías de paises nórdicos se ha observado 

mayor supervivencia de Salmonella que de E. coli a 4°C y pH 6 
( Gosselin y cois., 1980 ) y mayor resistencia a la cloración de

aquella que coliformes totales, fecales y estreptococos fecales 

( Baylet, 1981 ).

En aguas costeras, el significado higiénico de los
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aislamientos de salmonellas se evalúa en función de la dilución 

de las aguas de desecho, que vierten cerca de las playas y del 

índice de gérmenes coliformes ( Yoshpe-Purer y Shuval, 1972 ). 

La mayor supervivencia de Salmonella que de coliformes y 

estreptococos observada por algunos investigadores (Yoshpe-Purer 

y Shuval, 1972; McCambridge y McMeekin, 1981 ) se ha intentado

explicar por una mayor resistencia de las primeras a la radiación 

solar. Sin embargo en otros estudios, realizados por Carney y 

cois., ( 1975 ) en la bahía de Chesapeake, no se encontraron

salmonellas a pesar de detectarse elevados números 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 transmisión hídrica, son 

desafortunadamente comunes en todo el mundo. Budd, en 1956, fue 

el primero en afirmar que el contagio de la fiebre tifoidea se 

debía 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 germen 

causante fué el agua: Ross, en 1966, atribuye la epidemia

ocurrida en Riverside ( California, EEUU ) en 1965, a la 

presencia de S__. typhimurium en las aguas de abastecimiento de

la ciudad. También se atribuye a un origen hídrico un brote de 

fiebre tifoidea, señalado por Pumarola ( 1971 ), en Manresa,

consecuencia de contaminación fecal de una canalización de aguas 

de abastecimientos. Harvey y Price ( 1981a), 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 Bretaña.

Como se ha visto, las salmonellas son bastante comunes 

en el medio ambiente, siendo probablemente las responsables de 

la mayoría de los brotes epidémicos esporádicos de enfermedades 

de conocida transmisión hidrica ( Garay, 1975 ).

El hecho de que no exista una relación, en todos los 

casos, entre los indicadores y la presencia de Salmonella en

aguas, implica la necesidad de complementar los análisis 

bacteriológicos de las mismas con la búsqueda directa de gérmenes 

patógenos. La existencia de métodos sencillos y fiables para la 

detección de patógenos, aseguraría los resultados de las pruebas

de calidad de aguas, desde un punto de vista sanitario ( Cherry y

cois., 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 

están menos claramente definidos, pero no existe, por el 

momento, una técnica óptima que pueda ser fácil y simplemente

descrita. La recuperación de Salmonella es un proceso dinámico

y los aportes en esta área son continuos. La capacidad del

bacteriólogo 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 patógenos a partir de aguas, son las bajas 

cantidades en que se encuentran y el hecho de estar en minoría 

frente a otros organismos, no patógenos, 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 podrían afectar la recuperación de los 

propios gérmenes patógenos.

Generalmente las técnicas de aislamiento de Salmonella 

siguen una serie de etapas: preenriquecimiento, enriquecimiento

selectivo y uso de medios sólidos selectivos.

5.1. Preenriquecimiento

El preenriquecimiento consiste en la inoculación, en el 

primer paso de un aislamiento, de un medio líquido 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 ) estableció que ocasionalmente

cultivos en un medio como caldo nutritivo, pueden ser ventajosos 

sobre los cultivos en medio de enriquecimiento, la base para esta 

afirmación fue la investigación de la supervivencia de 

S.paratyphi B en harina infectada artificialmente. Cuando se 

inoculaba harina en caldo nutritivo, podía recuperarse 

S.paratyphi B durante 45 semanas. Cultivos paralelos en caldo



29

Selenito F, permanecían viables hasta 21 semanas y posteriormente 

no eran recuperables. Esto podía sugerir que la viabilidad de 

Salmonella disminuía con el tiempo, en un medio relativamente 

tóxico como el Selenito F. Las escasas salmonellas, presentes en 

determinados materiales, con viabilidad disminuida no serían 

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 desecación, calentamiento, irradiación, 

congelación o con bajo pH ( Thatcher y Clark, 1968 ). Edel y 

Kampelmacher ( 1973), llevaron 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 escasas salmonellas presentes se vea 

enmascarado o inhibido por el de otras bacterias. Algunos 

investigadores ( Edgar y Soar, 1979; Alcaide y cois., 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 recuperación de Salmonella .



30

5.2. Enriquecimiento selectivo

Los caldos Selenito y Tetrationatode Muller-Kauffmann, 

han sido los más ampliamente utilizados como medios de 

enriquecimiento de salmonellas ( Cherry y cois., 1972; Kenner y 

Clark, 1974; Dondero y cois., 1977; A.P.H.A., 1980; Bailey y

cois., 1981 ).

Guth en 1916, fue el primer investigador que empleó 

selenito sódico en medio líquido para aislar S.typhi . El medio 

se hizo de uso general cuando Leifson en 1936, desarrolló varios 

medios líquidos conteniendo diferentes concentraciones de selenito 

sódico, hasta encontrar el más adecuado ( Selenito F ). 

Posteriormente diversos investigadores han realizado 

modificaciones en el medio original ( Stokes y Osborne, 1955; 

Harvey y Price, 1964; Callaghan y Brodie, 1968; Iveson. y 

MacKay-Scollay, 1969 ), algunas de ellas encaminadas al

aislamiento específico 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 sólido tras el enriquecimiento en caldo 

Selenito, se observa una zona de inhibición de crecimiento en la 

superficie de la placa, debida probablemente al efecto 

inhibitorio combinado de ambos medios ( Harvey y Price, 1979 ).

En 1923, Muller, describió un medio de enriquecimiento 

conteniendo ioduro y tiosulfato sódico, que interaccionaban 

formando tetrationato. Kauffmann ( 1930, 1935 ), modificó este

medio añadiendo sales biliares y verde brillante para inhibir el
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crecimiento de Proteus . Posteriores modificaciones del medio, 

tendieron a variar la concentración de tetrationato ( Knox y 

cois., 1943; Rolfe, 1946 ). Otros investigadores emplearon este

medio adicionado de novobiocina sódica ( Jeffries, 1959 ) y de 

lauril sulfato sódico ( Jameson, 1961 ). El interés de este medio

se ha centrado en su empleo a temperaturas superiores a 37°C.

Además de estos dos , apareció en 1956 el caldo 

Rappaport ( Rappaport y cois., 1956 ), que basa su selectividad 

en el empleo de una solución hipertónica de cloruro de magnesio 

( 4% peso/volumen ). Bajo condiciones de deshidratación, muchos 

coliformes mueren, mientras que Salmonella y Shigella 

permanecen viables. Además el medio contenía oxalato de verde 

malaquita ( 106 mg/ml ), como inhibidor. Iveson y Kovacs ( 1967 ) 

, demostraron la superioridad de este medio frente al Selenito F 

y al tetrationato de Muller-Kauffmann. Vassiliadis y cols.( 1976 3) 
, modificaron el medio original disminuyendo la concentración de 

oxalato de verde malaquita a 36 mg/ml, demostrando la mayor 

eficacia del nuevo medio ( RIO ó RV ) frente al descrito por 

Rappaport. Diversos estudios ( Vassiliadis y cois., 1981; Harvey 

y Price, 1980 ), demostraron la mayor efectividad del medio 

cuando se emplean inóculos pequeños.

El caldo RIO ha sido comprobado en aislamientos de 

Salmonella , a partir de una amplia variedad de materiales: 

productos cárnicos ( Vassiliadis y cois., 1972, 1976b 1977, 1981; 

Harvey y Price, 1981b , aguas residuales ( Trichopoulos y cois., 

1975; Vassiliadis y cois., 1978; Alcaide y cois.,1982 ) y heces 

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

La adición de novobiocina sódica, aumenta la 

selectividad de los caldos de enriquecimiento. Este antibiótico 

ejerce una inhibición selectiva, actuando sobre la flora 

competitiva de Salmonella , principalmente sobre Proteus , no 

afectando a las salmonellas sino en elevadas concentraciones.

Jeffries ( 1959 ), Boothroyd ( 1973 ) y Hoben ( 1973 ),

emplearon novobiocina sódica, en cantidades de 5 a 40 ^ug/ml, en 

caldo tetrationato, para inhibir el crecimiento de Proteus , 

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

1971; Restaino y cois., 1977; Moats, 1978; Restaino y cois, 1982 ) 

, han añadido diferentes concentraciones de dicho antibiótico a 

varios madios sólidos selectivos, demostrando el efecto 

inhibitorio del mismo sobre la flora acompañante de Salmonella •

5.3. Temperatura de incubación de los caldos de

enriquecimiento

Otro factor a tener en cuenta en la recuperación de 

Salmonella es la temperatura de incubación de los caldos de 

enriquecimiento. La elevación de la temperatura de incubación por

encima de 37°C, fue descrita en 1908 por MacConkey y en 1938 por

Wilson, para incrementar la selectividad de los medios de 

enriquecimiento. Harvey y Thomson ( 1953 ), emplearon la

temperatura de 43°C, aumentando la eficiencia del caldo Selenito 

F. Otros autores han confirmado las ventajas de uso de elevadas 

temperaturas de incubación en el enriquecimiento de salmonellas
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(Georgala y Boothroyd, 1964; Spino, 1966; Burman, 1967 ). La razón 

de este aumento es la capacidad de Salmonella , frente a otros 

microorganismos afines, de multiplicarse a temperaturas 

relativamente altas ( Haines y Elliot, 1944 ).

5.4. Medios sólidos selectivos

En cuanto a los medios sólidos 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 usó el verde brillante.

Sobre este medio original se realizaron múltiples 

modificaciones, como adición de taurocolato sódico ( Fawcus, 

1909; Wilson y Blair, 1931; Hoyle, 1943 ), de detergentes

aniónicos ( Grunnet, 1975 ) o deoxicolato sódico ( Papadakis y

cois., 1972 ). Kristensen y cois. ( 1925 ), observaron la

propiedad de las salmonellas de producir álcali en agar verde 

brillante-lactosa, dando colonias claramente diferenciadas, al 

añadir rojo fenol al medio. El agar verde brillante-rojo 

fenol-lactosa ha sido el medio más empleado de los de este grupo 

( Kauffmann, 1930; Corry y cois., 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 la mayoría de
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serotipos de Salmonella. Normalmente Proteus spp no crece bien 

en estos medios. Una modificación del medio original, agar 

Hektoen entérico ( King y Metzer, 1968 ), resultó más eficaz que 

aquél ( Isenberg y cois., 1969 ) y que el agar verde brillante,

en el aislamiento de Salmonella.

3. Agares con bismuto sulfito. Wilson ( 1923 ) y Wilson

y Blair ( 1926 ), demostraron que S.typhi. en presencia de un
*

carbohidrato fermentable, es capaz de reducir el sulfito a 

sulfuro. Utilizaron una combinación de bismuto sulfito y sulfito 

sódico en los medios sólidos 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 único 

entre los agares selectivos en el que la diferenciación de 

Salmonella es independiente de la fermentación de lactosa.

El aislamiento de salmonellas a partir de aguas 

naturales es importante por varias razones: los serotipos

encontrados reflejan las posibles infecciones en una localidad y 

proveen de información en estudios epidemiológicos y además el 

agua es un material idóneo en estudios comparativos de técnicas 

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

DE RESISTENCIA

1. DESCUBRIMIENTO DE LOS FACTORES DE RESISTENCIA.

El uso de sulfamidas y antibióticos en el tratamiento
ide las enfermedades infecciosas, ha tenido una gran influencia 

durante los últimos cuarenta años, pero con el transcurso del 

tiempo, ha surgido el problema de la aparición de organismos 

resistentes a una o varias de estas drogas. Aparte de su obvia 

importancia módica, el conocimiento de las bases genéticas y 

bioquímicas de la resistencia a antibióticos proporciona una 

interesante perspectiva de estudio en biología fundamental 

( Falkow, 1975 ).

Los organismos resistentes aparecieron con bastante 

rapidez tras el empleo de sustancias tóxicas. La primera 

referencia a una resistencia bacteriana data de 1887, tratándose 

de la "aclimatación" de Bacillus subtilis al cloruro de 

mercurio y al ácido bórico. En 1907, Ehrlich, detecta 

resistencias a los arseniatos en tripanosomas. De manera similar 

aparecen resistencias a los antibióticos producidos 

biológicamente, ya en 1944 hay referencias de gonococos y 

meningococos resistentes a la estreptomicina ( Koch, 1981 ).

Inicialmente se propusieron dos teorías para explicar 

el origen de la resistencia microbiana a antibióticos. Una de 

ellas sostenía que las células resistentes lo son por mutación
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espontánea independientemente de la presencia de la droga. La 

otra teoría consideraba que las células resistentes son producto 

de la interacción entre la droga y la célula bacteriana. En 1943, 

los experimentos de fluctuación de Luria y Delbríick, demostraron 

la aparición de mutaciones sin una exposición previa al agente 

antimicrobiano,por lo que quedó establecido que la resistencia 

microbiana a antibióticos se había desarrollado únicamente por 

selección de mutantes espontáneos.

Sin embargo esto no explicaba adecuadamente la 

aparición de cepas multirresistentes. En 1956, investigadores 

japoneses, describieron unas cepas de Shigella flexneri , 

aisladas de pacientes tratados con un solo antibiótico, 

resistentes a tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol y 

sulfamidas, resistencias dificiles de explicar en base a un 

acumulo de mutaciones aleatorias.

Estas cepas fueron aisladas con relativa frecuencia en 

Japón a partir de 1957, sin relación directa con el tratamiento 

dado al paciente. Posteriormente se aislaron cepas de E.coli 

con el mismo patrón de resistencias que la Shigella causante de 

la enfermedad. Ninguna explicación 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 

incubación conjunta.

En 1960, Mitsuhashi, Watanabe y Nakaya, demostraron que 

la transferencia dependía del contacto celular directo, siendo por 

tanto, una forma de conjugación 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 

antibióticos.

Asimismo, Mitsuhashi, demostró que cepas sensibles de 

E.coli y Shigella , aisladas de brotes epidémicos, no daban 

lugar a mutantes multirresistentes por exposición a un solo 

antibiótico. Los mutantes a una sola droga obtenidos, no eran 

tampoco capaces de transmitir esa resistencia.

Más tarde se publicaron referencias a cepas portadoras 

de factores R en otras partes del mundo ( Datta, 1962; Lebek, 

1969;Voogd y cois.,1968, 1973, 1977 ). Actualmente estos factores

R son llamados preferentemente plásmidos de resistencia ( Novick 

y cois.,1976 ).

Desde la primera detección de cepas multirresistentes, 

el problema de su aparición ha sido reconocido como un fenómeno 

ampliamente extendido con vastas implicaciones médicas y 

considerable interés genético.

2. RELACIONES ENTRE PLASMIDOS. CLASIFICACION

Cuando fueron descritos los plásmidos de resistencia, 

su analogía con el factor F llamó la atención de algunos 

investigadores. Un hecho que resaltó esta similitud fue que al 

introducir determinados plásmidos de resistencia en células F+, 

se inhibía la función de F. Meynell y Datta (1965), estudiaron 

la relación entre ambos, concluyendo que la inhibición de la 

fertilidad reflejaba una estrecha relación entre los plásmidos F 

y R. Los plásmidos que inhiben la 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 plásmido de resistencia actúa sobre 

la síntesis del pelo sexual en F, que normalmente está 

desrreprimida, ejerciendo una represión en trans. Los plásmidos 

que no dan lugar a este fenómeno se denominan fi-.

Los distintos plásmidos están asimismo relacionados en 

función de su capacidad de coexistir en la misma célula 

hospedadora, es decir en función de su compatibilidad o 

incompatibilidad.

La incompatibilidad se define como la incapacidad de 

dos plásmidos diferentes de coexistir de un modo estable en la 

misma célula, en ausencia de una continuada presión selectiva. 

Los grupos de plásmidos 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 sí, parece más lógico hablar de grupos, 

clases o tipos de incompatibilidad ( Novick y cois., 1976 ).

La incompatibilidad está relacionada con el mecanismo de 

replicación de los plásmidos, de manera que únicamente un tipo de 

replicón, de cada grupo de incompatibilidad, puede ser mantenido * 

en la célula huésped• Hay dos procesos involucrados en la 

herencia de los replicones :

Uno por el que se mantiene constante la concentración 

celular de cada replicón en las bacterias en división ( mecanismo 

de regulación del número de copias).

Otro que distribuye los replicones en las células hijas 

( mecanismo de partición ).
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Se piensa que estos mecanismos son responsables de la 

incompatibilidad entre plásmidos ( Novick y Hoppensteadt, 1978 ). 

Por tanto, si dos plásmidos son incompatibles es que sus 

replicones son similares, los grupos de incompatibilidad 

reunirían pues a los plásmidos pertenecientes a una misma 

especie molecular. Entre los miembros de estos grupos existe una 

elevada homología que puede llevar a pensar que proceden de un 

ancestro original ( Falkow, 1975 ).

En los plásmidos de menor tamaño la incompatibilidad se 

expresa de forma más 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 inhibición de la fertilidad 

señalan la existencia de grupos de plásmidos, que pueden 

representar líneas filogenéticas a través de las cuales se 

pudieron haber transmitido los mecanismos de transferencia y

replicación y adquirido los genes responsables de la resistencia

a antibióticos.

3. NATURALEZA MOLECULAR Y REPLICACION DE LOS PLASMIDOS 

DE RESISTENCIA

Los plásmidos se encuentran en la célula hospedadora 

como moléculas de ADN de doble cadena en forma de círculo 

covalentemente cerrado, superenrrollado. Resulta probable que la 

circularidad esté relacionada con la existencia de un origen y un 

final de replicación adyacentes, como simplificación del control
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de la replicación y distribución de las réplicas ( Falkow, 1975).

La replicación para la transferencia y la replicación 

vegetativa son procesos separados bajo el control de genes 

distintos. En ambos casos la replicación es semiconservativa. No 

ha podido hasta ahora, ser formulado un único modelo de

replicación que explique los distintos tipos de intermediarios

replicativos observados. Una conclusión de este hecho sería que

algunos factores R son ensamblajes de más de un replicón y cada 

uno wde ellos puede tener distintos modos y controles de

replicación.

El control de la replicación puede caracterizarse al

menos por cuatro parámetros ( Novick y cois.,1976 ):

1. Capacidad o incapacidad de replicación en ausencia de 

replicación cromosómica.

2. Multiplicidad plasmídica y su variabilidad.

3. Continuidad de la replicación plasmídica con respecto 

al ciclo de división celular.

4. Regularidad o aleatoriedad del reparto de los 

replicones en las células hijas.

Los términos control de replicación relajado o 

restringido, hacen referencia a los plásmidos cuya replicación no 

está acoplada obligatoriamente a la del cromosoma o sí lo está, 

respectivamente.

En general se admite que los plásmidos de pequeño 

tamaño , por debajo de 10 MDalton, tienen un control relajado de 

replicación y se encuentran varias copias por genoma. La
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adquisición de nuevos genes, con el consiguiente aumento de 

tamaño, haría necesario un cambio en la maquinaria replicativa 

para reducir el número de copias con el . fin de limitar la 

cantidad de ADN en la célula. Este proceso implicaría la 

creación de otro que asegure una repartición adecuada en las 

células hijas.

Normalmente los plásmidos "grandes” son

autotransmisibles ya que llevan genes para codificar la 

conjugación bacteriana y los "pequeños" no lo son por carecer de 

los genes necesarios, aunque pueden ser movilizados por un 

plásmido autotransmisible ( Falkow. 1975 ).

Cuando un plásmido actúa como factor de transferencia 

en la movilización de otro no transmisible, puede o no formar una 

unidad estable y en la célula receptora se pueden encontrar los 

dos plásmidos 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 

transmisión 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 resistencia, 

postularon la existencia de un plásmido conjugativo ($$), capaz 

de movilizar separadamente los distintos factores de resistencia, 

excepto estreptomicina-sulfamida que se transmitian siempre 

juntos. Llegaron a la conclusión de que podían ocurrir dos tipos 

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

En la Clase 1, o cointegrado, los determinantes de 

resistencia y el factor de transferencia forman un complejo, 

unido covalentemente, que es mantenido y transferido como una 

unidad estable. En la Clase 2 , o agregado, los determinantes de 

resistencia y el factor de transferencia son unidades 

independientes en la célula transconjugante, que se transfieren 

juntos ocasionalmente por un mecanismo que no incluye uniones 

covalentes ( Falkow, 1975 ).

La formación de cointegrados es una vía para la 

evolución de los plásmidos que daría lugar a moléculas cada vez 

más complejas que acumularían muchos determinantes de 

resistencia, transmitiéndose con mayor efectividad ( Mitsuhashi y 

cois., 1977 ).

4. LA CONJUGACION BACTERIANA

La conjugación bacteriana es un proceso específico, 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 conjugación en bacterias están 

determinados por plásmidos. El estudio de la conjugación es 

importante por varias razones: en primer lugar la conjugación es 

una de las principales vías para el intercambio genético en 

bacterias, en segundo lugar la conjugación es importante para 

comprender las bases de la transmisibilidad plasmídica y en 

tercer lugar , la conjugación es en sí misma un buen ejemplo de
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una función compleja definida ( Broda, 1979 ).

El proceso conjugacional puede dividirse en tres

etapas:

1.. Contacto efectivo de las células donadora y

receptora.

2. Transferencia del ADN. ..............................

3. Establecimiento y mantenimiento del ADN en la célula

receptora.

La conjugación requiere un contacto físico entre las

células, sin embargo no siempre se ha demostrado en la

caracterización de plásmidos conjugativos. Como cabría esperarse 

de un proceso dependiente de una colisión, en E.coli , los 

apareamientos que producen mayores rendimientos de progenie se 

obtienen con altas concentraciones celularesde células F- y con 

células móviles, frente a inmóviles. Sin embargo puede ser que 

las células F+ sean atraídas por las F- por algún gradiente 

quimiotáctico ( Collins y Broda, 1975 ). A altas concentraciones 

celulares los apareamientos pueden estar compuestos por más de 

dos células, pero los agragados observados microscópicamente 

pueden ser el resultado de crecimiento y división celular con 

fallos en la disociación, debidos a la agregación de nuevas 

células ( Broda, 1979 ).

Las células que contienen plásmidos conjugativos poseen 

unas estructuras llamadas pelos sexuales. Las características de 

estos pelos permiten diferenciar distintos sistemas de 

conjugación y están relacionados con los grupos de

incompatibilidad. Su papel exacto en la conjugación no ha sido
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del todo discernido, hay tanto sugerencias de que actúa como 

conducción 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 tendría un hueco axial suficientemente ancho como para que 

pasara una cadena de ADN ( Folkhard y cois», 1979 ). Se ha visto,

que añadiendo dodecil sulfato sódico, a concentraciones que 

despolimerizarían el pili F, no se inhibe la transferencia del 

ADN, una vez formados los agregados ( Achtman y cois., 1978 ).

El contacto entre las células probablemente genera una 

señal para la síntesis o activación de enzimas implicados en la 

transferencia del ADN. Ha sido caracterizado el sistema 

conjugativo del factor F, identificándose los genes responsables 

del mismo. El factor F presenta 4 regiones definidas:

-región de transferencia

-región de integración

-región de replicación e incompatibilidad

-región de resistencia a fagos específicos de células F-

E1 operón tra ( transferencia ), codifica para 13 

genes estructurales y dos reguladores : tra 0 y tra J . Los

genes estructurales dan lugar a la formación del pelo sexual y a 

la transferencia del ADN. La transcripción comienza por tra 0 , 

lo primero que se transcribe es tra J que codifica una proteína 

que tiene un control positivo sobre la transcripción del operón. 

No existe represor.

La región de integración lleva secuencias de inserción
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que pueden integrarse en el cromosoma bacteriano por 

recombinación con secuencias homologas del mismo, con 

intervención del gen rec A , o por inserción tipo transposón. 

Esta región es la responsable de que una cepa sea Hfr o F+.

En la región de replicación e incompatibilidad, se 

encuentra el origen de la replicación vegetativa del plásmido 

( oriv ), que en él factor F está sincronizada con la del 

cromosoma. El origen de transferencia se sitúa en el gen ori T .

La conjugación en plásmidos no conjugativos mediante un 

sistema Clase 2, requiere la presencia en estos plásmidos de genes 

similares a los que codifican para la replicación y transmisión 

en plásmidos conjugativos, así como un origen en el que se 

inicie el proceso. El sistema de apareamiento del plásmido 

conjugativo debe reconocer una secuencia determinada del plásmido 

no conjugativo para que tenga lugar la movilización. Los 

plásmidos de un grupo de incompatibilidad no complementan la 

transferencia de plásmidos no conjugativos de otro grupo 

( Willets y Wilkins, 1984 ).

En el proceso de transferencia conjugacional, el ADN 

plasmídico sufre un corte, con posterior separación 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 síntesis de las cadenas 

complementarias del ADN y la recircularización de las moléculas 

plasmídicas ( Willets y Wilkins, 1984 ).

En bacterias no entéricas se han observado 

transmisiones de plásmidos de resistencia, en las que no se ha
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podido detectar la formación de pelos sexuales.

Algunos ejemplos de estos tipos de conjugación, se dan 

en Streptococcus , Bacteroides , Haemophilus y Neisseria .

En Streptococcus faecalis , se han visto dos tipos 

de plásmidos conjugativos ( Clewell, 1981a, 1981b ). Unos se

transmiten principalmente en medio líquido y otros en medio 

sólido. Los plásmidos del primer grupo se transmiten con la ayuda 

de un sistema de feromonas sexuales, producidas por la célula 

receptora, que favorecen la formación de agregados celulares. 

Cada feromona es específica de un plásmido conjugativo.

En Haemophilus , la aparición de resistencias de 

carácter plasmídico ha aumentado en los últimos años ( Van y 

cois.,1975; Elwell y cois., 1977; VanKlinegren y cois., 1977 ). En 

este género han sido descritas cepas resistentes a antibióticos, 

en las que no han podido detectarse plásmidos ( Saunders y 

Sykes, 1977; Shaw y cois., 1978; Stuy, 1979 ), siendo observada,

sin embargo, la transmisión de dichas resistencias. Estos hechos 

han llevado a suponer que se trataba de resistencias bien 

situadas en el cromosoma bacteriano, bien situadas en un plásmido 

insertado en el cromosoma ( Stuy, 1980 ) . Otros autores

( Roberts y Smith , 1980 ), empleando distintas técnicas

de extracción, han podido observar algunos de estos plásmidos.

5. MECANISMOS DE REC0MBINACI0N ILEGITIMA. SIGNIFICADO 

EVOLUTIVO.

La diferencia más evidente entre recombinación y
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recombinación ilegítima es que ésta última no depende de la 

homología entre secuencias de nucleótidos ni de los genes rec 

bacterianos. Los mecanismos de recombinación ilegítima están 

mediados por elementos genéticos transponibles o transposones.

Los transposones ( Tn ), son segmentos específicos de 

ADN capaces de insertarse repetidamente en uno o varios sitios 

del genoma ( Campbell , 1981).

Los transposones más sencillos son las llamadas

secuencias de inserción ( IS ), éstas carecen de expresión 

fenotípica conocida. Las secuencias de inserción son fragmentos 

relativamente pequeños de ADN, entre 768 y 1400 pares de bases, 

con extremos portadores de secuencias invertidas, repetidas de 20 

a 40 pares de bases. Se han encontrado formando parte de

cromosomas y plásmidos bacterianos en E.coli , Salmonella 

typhimurium , Citrobacter freundii , Proteus , Pseudomonas , 

factor F, Rhizobium , Staphylococcus , Streptococcus y Streptomyces 

( Kopecko, 1980 ).

En función de su organización genética, características 

del mecanismo de transposición y homología entre las secuencias 

del ADN , los transposones se pueden clasificar en 4 grupos 

( Kleckner, 1981 ):

La Clase I agrupa a las secuencias de inserción y los

transposones que contienen estos elementos. Un transposón de

este grupo, el TnlO, lleva un determinante de resistencia a 

tetraciclina encuadrado entre dos secuencias de inserción, 

llamadas IS10. Las funciones de transposición radican en la 

secuencia de inserción de la derechs, mientras que la izquierda
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parece servir solamente como lugar de reconicimiento ( Kleckner 

y cois., 1981 ).

La Clase II contiene una serie de transposones, con 

determinantes de resistencia a distintos productos, que están 

flanqueados por secuencias de inserción de 35 a 40 pares de 

bases. El Tn3, con resistencia a ampicilina, es el mejor conocido 

del grupo* En éste se han identificado tres genes responsables 

del mecanismo de transposición y un cuarto ( bla ) que codifica 

una ^-lactamasa , todos ellos encuadrados entre dos secuencias 

invertidas repetidas de 38 pares de bases.

La Clase III engloba a los bacteriófagos Mu y D108 y la 

Clase IV comprende los elementos transponibles no clasificados en 

las anteriores.

Aparte de promover fenómenos de transposición, los 

transposones y las secuencias de inserción, pueden producir 

reordenaciones de genes por movilización de porciones de ADN 

adyacentes a dichos elementos. Pueden producir delecciones, 

inversiones y amplificación de genes ( Calos y Miller, 1980; 

Kopecko, 1980; Muster y cois., 1981 ).

El papel de los transposones en la adquisición de 

resistencias a antibióticos resulta evidente. La recombinación 

ilegítima presenta una serie de ventajas sobre la legitima, ya 

que esta última se ve limitada por varios aspectos. Por una parte 

el intercambio entre regiones homologas difícilmente posibilita 

la adquisición de caracteres nuevos, es bastante improbable que 

secuencias con suficiente homología como para que se de una 

recombinación contengan genes muy distintos. Por otra parte, los
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plásmidos que presentan mayor homología son precisamente los que 

pertenecen al mismo grupo de incompatibilidad, que no pueden

coexistir, sin fuertes presiones selectivas, en la misma célula.

La adquisición de resistencias por medio de

transposones facilita la formación de plásmidos 

multirresistentes, haciendo innecesaria la homología entre los 

diversos factores de resistencia implicados. Los mecanismos de 

recombinación ilegítima pueden explicar muchos aspectos de la 

evolución y expansión de los plásmidos de resistencia. Nuevas 

reordenaciones de resistencias pueden conducir a la diseminación, 

por plásmidos conjugativos, de resistencias de plásmidos no 

conjugativos, o a su incorporación en plásmidos de especies 

carentes de resistencias plasmídicas ( Davies, 1981 ).

6. APARICION DE PLASMIDOS DE RESISTENCIA. EVOLUCION.

No hay duda de que existe una relación entre el 

predominio de los plásmidos de resistencia en el hombre y 

animales y el uso de antibióticos. La cuestión es sí la

existencia de estos plásmidos es previa a la época del empleo

masivo de antibióticos.

Hay algunas evidencias de la temprana aparición de 

plásmidos de resistencia. Una de ellas es la existencia de un 

plásmido resistente a tetraciclina y estreptomicina, encontrado 

en una cepa de E.coli liofilizada en 1946, antes de que 

estos antibióticos 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 había llegado la era 

de la quimioterapia, examinando la flora intestinal de estas 

poblaciones. Estos estudios revelaron la presencia de plásmidos de 

resistencia, aunque en bajos porcentajes ( Davis y Anderson,

1970; Mará, 1968 ).

Se han aislado gérmenes portadores de plásmidos de 

resistencia del suelo. El suelo es el principal nicho ecológico 

de los organismos productores de antibióticos; las pequeñas 

cantidades de los mismos, producidas naturalmente, 'existentes, 

en el suelo pueden tener un papel en la evolución de los

factores de resistencia en la selección de bacterias resistentes.

Algunos Streptomyces producen enzimas que inactivan 

los antibióticos que sintetiza el mismo microorganismo, se ha 

visto que estos enzimas actúan de modo similar a los de ciertos 

plásmidos de resistencia (Beneviste y Davis, 1973 ). Estos

actinomicetos podrían haber transferido genes por transducción, 

conjugación o transformación a organismos relacionados con ellos, 

estableciéndose una cadena de transferencias en la que podría

darse que el primer y último eslabón, no tuvieran mucho que ver

entre sí ( Falkow, 1975 ).

Que ventaja selectiva es para la bacteria y el 

plásmido el mantenimiento en estado autónomo?. Una bacteria bajo 

condiciones selectivas, puede beneficiarse individualmente al 

poseer plásmidos especificando fenotipos particulares. Asimismo 

los plásmidos proporcionan ventajas selectivas a la población por 

un incremento de variabilidad en general y por la probabilidad de 

transferencia y de recombinación de genes cromosómicos. Si
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bacterias con cromosomas similares llevan una serie de plásmidos, 

que pueden transmitirse, el número total de funciones en la 

población aumenta. Desde un punto de vista evolutivo la bacteria 

y el plásmido son simbiontes ( Broda, 1979 ).

La resistencia a antibióticos basada en plásmidos 

transmisibles proporciona una ventaja significativa en la 

flexibilidad del microorganismo:

.Puede llevarse ía resistencia a varios antibióticos en 

un solo plásmido.

. Los genes de resistencia pueden ser amplificados 

según las necesidades.

. Los plásmidos pueden ser "almacenados" en una porción 

mínima de la población microbiana y recuperados cuando sea 

necesario.

. Los plásmidos pueden servir como vectores de 

transferencia de genes.

. Los plásmidos 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 ecología de los plásmidos de 

resistencia son útiles en relación con enfermedades causadas por 

microorganismos, principalmente gram negativos. El patrón de
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enfermedades entéricas en las sociedades avanzadas, ha comenzado 

a cambiar con la introducción de los agentes antimicrobianos.

En los últimos años se han publicado numerosos estudios 

tanto sobre la presencia de bacterias resistentes a antibióticos

en ambientes muy diversos, como sobre la capacidad de transmisión

de los determinantes de resistencia ( Bell y cois., 1980, 1983; 

Mach y cois, 1982; Niemi y cois, 1983 ).

El aislamiento de bacterias conteniendo plásmidos de

resistencia a partir de ambientes naturales, ha llevado a

especular sobre la posibilidad de transferencia in situ , la

frecuencia de las mismas y su efecto en la salud pública. 

Mientras que existe bastante información concerniente a la 

transferencia de plásmidos entre cultivos puros de bacterias in 

vitro , se desconocen por el momento los factores que gobiernan 

la transferencia de plásmidos en ecosistemas naturales como 

suelo, agua, tracto intestinal, etc. ( Freter y cois., 1983 ).

Se ha demostrado que existe una transferencia de 

determinantes de resistencia in vivo , a frecuencias 

moderadas, en heridas ( Hummel y cois., 1977; Kayser y cois., 

1978 ) y en los tractos intestinal, respiratorio y urinario del

hombre y los animales ( Anderson y cois., 1973; Smith, 1972;

Gardner y Smith, 1969 ).

Generalmente, las bacterias con mayores niveles de 

resistencia han sido aisladas de ambientes con elevados niveles 

de "contaminación” por agentes antimicrobianos, como hospitales y 

las aguas residuales procedentes de ellos, mataderos, etc. ( 

Datta, 1969; Fontaine y Hoadley, 1976; Grabow y cois., 1973;
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Goyal y Hoadley, 1979; Sato y cois., 1975 ). Sin embargo también 

han sido detectados microorganismos resistentes en ambientes 

aparentemente no selectivos: plantas ( Talbot y cois., 1980 ), 

estuarios ( McNicol y cois., 1980 ), aguas marinas y

sedimentos (Sizemore yColwell, 1971; Hada y Sizemore, 1981; 

Goyal y Ádams,1984). aguas destinadas a bebida ( Armstrong y 

cois., 1981; Calomiris y cois., 1984 ) e incluso en ambientes tan

extremos como las aguas heladas del Antártico ( Kobori y cois., 

1984 ).

El descubrimiento de plásmidos 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 

reevaluación de los standards de calidad de aguas ( Grabow y 

cois., 1976 ).

Como se ha podido ver, se han encontrado plásmidos 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 enteropatógenas son las principales 

causantes de gastroenteritis. Incluso en paises desarrollados, 

las enfermedades de este tipo tienen una gran incidencia en la 

población. Los microorganismos causantes de estas enfermedades 

son sobre todo Salmonella y Shigella , aunque pueden darse 

casos producidos por E.coli enterotoxigénicos.

Precisamente la capacidad enterotóxica de estas cepas 

de E.coli , está localizada en plásmidos. Se han reconocido
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una serie de plásmidos responsables de la producción de 

enterotoxinas, llamados plásmidos Ent . Para que la cepa 

conteniendo un plásmido Ent sea patógena, se precisa la 

presencia de otro plásmido que produce un antígeno capsular 

específico ( K88 en cerdos, K99 en terneras ), que da lugar a un 

aumentode la proliferación y adhesiónbacteriana en el intestino 

delgado ( Falkow, 1975).

Se han dado casos en que cepas de Salmonella , 

causantes de brotes epidémicos, fueran portadoras de plásmidos de 

resistencia a antibióticos, lo que implica considerables 

problemas de orden sanitario.

Uno de estos casos se produjo en Inglaterra, en los 

años 60, tratándose de una epidemia en terneras, causada por

Salmonella typhimurium tipo 29. En principio ( 1963 ) estos

microorganismos eran resistentes a estreptomicina y sulfonamidas, 

en 1964 apareció la resistencia a tetraciclina, seguida

sucesivamente por resistencia a ampicilina, furazolidina y 

kanamicina-neomicina, que se detectaron a lo largo de 18 meses de 

seguimiento de la epidemia. La mayoría de estas resistencias 

residían en plásmidos. Se detectaron algunos casos de infecciones 

humanas, que eran debidas a estas mismas cepas.

Se pensó que la causa de la aparición de estos

microorganismos fue el incremento en la cría de ganado bovino

que comenzó hacia 1962, para el cual se suministraban ampliamente 

antibióticos a toda la población, en el tratamiento de cualquier 

infección que surgiera, incluso en un solo animal. Los granjeros 

solían dar antibióticos a los animales, porque pensaban que así
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prevenían posibles infecciones.

En este contexto, la aparición de una cepa de 

Salmonella typhimurium que llevara factores de resistencia o 

pudiera adquirirlos por transferencia de otro microorganismo, 

llevó a que se extendiera ampliamente por toda la población 

( Broda, 1979 ).

Otro caso, igualmente dramático, se produjo en México 

en 1972 y 1973. Se trató 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 antibióticos, al cloramfenicol, que es el más empleado en 

el tratamiento de esta enfermedad. Por la misma época, se dieron 

casos similares, aunque producidos por diferentes clones de

S.typhi , en la India, Vietnam y Thailandia. En todos ellos, se 

descubrió un plásmido de resistencia perteneciente al mismo grupo 

de incompatibilidad ( H ). Anderson ( 1975 ), propuso que las

cepas patógenas probablemente, habían adquirido las resistencias 

por transferencia a partir de cepas intestinales no patógenas, 

como E.coli . En los paises afectados los antibióticos 

podían comprarse directamente en farmacias.

Establecida la existencia de plásmidos de resistencia 

antes del empleo de antibióticos, se puede suponer que 

anteriormente una bacteria patógena, podía no tener una ventaja 

selectiva por la adquisición de estos plásmidos. En estos 

momentos, cuando por alguna circunstancia como un brote 

epidémico, se convierte en miembro predominante de la población 

microbiana, la presencia de plásmidos R en la bacteria, o en
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otras pudiendo ser adquiridos por la patógena, 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 contaminación fecal.

Una vez conocidos estos factores, se realizará un

estudio cuantitativo evaluando la efectividad de distintos proce­

sos de enriquecimiento.

Se procederá a la determinación de la resistencia 

aa agentes antibacterianos, de todas las cepas aisladas a lo

largo del estudio, evaluando su Concentración Mínima Inhibitoria, 

la capacidad de transferencia de estas resistencias, así como 

la naturaleza de las mismas.

Para la realización 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 contaminación fecal, pertenecientes al lago de 

la Albufera de Valencia.

PLAN DE TRABAJO

I. Estudio comparativo de los diversos factores que 

afectan a la recuperación de Salmonella a partir de los dos 

tipos de aguas seleccionados, a lo largo de dos años.

Se evaluarán los siguientes factores:

- Tipo de enriquecimiento

- Caldo de enriquecimiento selectivo
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- Medio sólido selectivo

- Temperatura del agua

- Características del punto de muestreo

II. Estudio cuantitativo comparando la efectividad 

de distintos procesos de enriquecimiento: se estudiarán dos 

temperaturas de incubación, con y sin enriquecimiento previo 

en caldo no selectivo.

III. Identificación serológica de todas las cepas 

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

ción de las obtenidas en el estudio cuantitativo.

IV. Determinación de la resistencia a antibióticos 

de todas las cepas aisladas, calculando su Concentración Mínima 

Inhibitoria.

a) Estudio de la capacidad de transferencia de estas 

resistencias.

b) Caracterización de dos plásmidos de resistencia 

previamente seleccionados.

El estudio propuesto se considera de la mayor importan­
cia, dada la escasez de trabajos similares realizados en España, 

ya que el aislamiento directo de patógenos a partir de ambientes 

naturales rara vez se lleva a cabo por los organismos públicos. 

La falta de este tipo de estudios no permite establecer relacio­

nes epidemiológicas válidas entre los microorganismos aislados 

de muestras clínicas y los que consiguen sobrevivir, o incluso 

adaptarse a ambientes naturales. Son precisamente estos últimos
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los que tienen mayores posibilidades de volver a infectar al 

hombre o animales, a través de los múltiples usos a los que 

se destinan las aguas. La escasez de plantas eficaces de depura­

ción de aguas residuales agrava aún más el problema, ya que 

estas son las principales receptoras de estos microorganismos 

patógenos excretados por los individuos enfermos o portadores 

sanos.



MATERIAL Y METODOS
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I. PUNTOS DE MUESTREO.DESCRIPCION

1. ALBUFERA.

Se han seleccionado cuatro puntos que son

representativos de distintos niveles de contaminación global. 

Tres de ellos se sitúan dentro del lago, en la desembocadura de 

sendas acequias y el cuarto se encuentra en el interior de una de 

dichas acequias.

Punto 1.- Corresponde a la desembocadura de la acequia 

de Overa que recoge vertidos, principalmente de tipo agrícola, de 

la población de Sollana, teniendo un recorrido aproximado de 6 

kilómetros.

Punto 2.- Corresponde a la desembocadura de la acequia 

del Saler que recoge vertidos de esta población. Es de 

características similares al anterior.

Punto 3.- Corresponde a la desembocadura de la acequia 

de Silla, recoge vertidos urbanos, agrícolas e industriales de 

Silla y poblaciones cercanas. Se trata del punto con mayor índice 

de contaminación global de los escogidos en el lago.

Punto 4.- Se encuentra en el inicio de la acequia del 

Saler, cerca de la zona donde se recogen los vertidos de las 

aguas residuales de esta población.
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2. ESTACION DEPURADORA.

Punto 5.- Se escogió una pequeña estación depuradora de 

aguas residuales, situada en Burjasot, tomándose las muestras 

directamente de la tuberia que recoge los vertidos de la 

población antes de su procesamiento.

La situación de los distintos puntos queda reflejada en 

el mapa adjunto ( Figura 2 ).



Figura 2. Mapa de la Albufera con la situación de los puntos de 

toma de muestras.
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II. MATERIAL

1. MEDIOS PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE

SALMONELLA

1.1. Medios de preenriquecimiento y enriquecimiento 

selectivo .

a) Preenriquecimiento

-Agua de peptona 

Peptona (Oxoid) 10 g

Cloruro sódico (Panreac) 5 g

Fosfato bipotásico (Panreac) 5 g

Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza a 121°C durante 

15 minutos. Se emplea para el preenriquecimiento de las muestras 

de agua.

b) Enriquecimiento selectivo.

-Caldo NR10

Solución A:

Bactotriptona (Difeo) 5 g

Cloruro sódico (Panreac) 8 g

Fosfato monopotásico (Panreac) 1.6 g
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Agua destilada 1000 mi

Solución B:

Cloruro magnésico (Panreac) 400 g

Agua destilada 1000 mi

Solución C:

Oxalato de verde malaquita (Mérck)0.4 g

Agua destilada 100 mi

El medio se prepara según la siguiente proporción:

100 mi de solución A + 10 mi de solución B + 1 mi de solución C

Se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza 15 minutos a 

121°C. Se utiliza como medio de enriquecimiento selectivo.

-Caldo MNP10

Su composición es idéntica al anterior sustituyendo en

la solución B el Cloruro magnésico por Sulfato magnésico. Se

emplea como medio de enriquecimiento selectivo.

1.2. Solución de novobiocina sódica

Se prepara una solución patrón de novobiocina

sódica ( Sigma ) en agua destilada, a la concentración de 4 mg/ml. 

Dicha solución se esteriliza por filtración y se añade a los 

caldos de enriquecimiento, en el momento de su uso, en la

proporción 1:100

1.3. Medios sólidos selectivos de aislamiento

-Agar Bismuto Sulfito (Difeo)
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-Agar Hektoen Entérico (Difeo)

-Agar Verde Brillante (Difeo)

Se esterilizan calentando hasta ebullición durante unos 

minutos, tras lo cual se reparten en placas Petri estériles.

1.4. Medios para la identificación de Salmonella

-Agar con Hierro de Kligler (Difeo)

-Agar Fenilalanina (Difeo)

-Medio para la descarboxilación de aminoácidos. Se 

prepara añadiendo al medio basal , caldo base descarboxilasa 

(Difeo ) , una cantidad adecuada del aminoácido a investigar 

siguiendo las instrucciones del fabricante.En el presente trabajo 

se emplearon arginina, lisina y ornitina (Sigma).

-Caldo Urea (Oxoid)

-Medio S.I.M.(Difeo)

-Tiras API 20E (Systéme API 20 Enterobacteriaceae, 

Analytab Products,Inc)

1.5. Otros medios

-Medio T.S.A.CAgar Triptona Soja)

Se utiliza para las pruebas de aglutinación en 

portaobjetos,con la siguiente composición:

Triptona (Difeo) 17 g

Soytona (Difeo) 3 g
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Glucosa (Doesder) 2.5 g

Fosfato bipotásico (Panreac) 2.5 g

Cloruro sódico (Panreac) 10 g

Agar Bacteriológico (Oxoid) 15 g

Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza 30 minutos a

115°C.

-Medio de conservación;

Se prepara añadiendo agar bacteriológico (Oxoid) al 0.4 

% al caldo nutritivo n°2 (Oxoid). Se reparte en tubos de 

hemolisis y se esteriliza a 121°C 15 minutos. Los microorganismos 

crecidos en este medio se conservan en nevera a 4°C, varios 

meses.

1.6. Reactivos

-Reactivo de la fenilalanina:

Sulfato amónico (Panreac)

Solución semisaturada de sulfato 

férrico-amónico (Panreac)

Acido sulfúrico (Panreac) 1%

-Reactivo de KovacTs (Indol): 

p-dimetilaminobenzaldehido (Doesder) 5 g 

Alcohol amilico (Panreac) 75 mi

Acido clorhidrico (Panreac) 25 mi

2 g

5 mi 

1 mi
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-Reactivo de Kovac's (Oxidasa);

N N N'N’-tetrametilfenilendiamoniodicloruro (Merck) O.lg

Agua destilada 10 mi

1.7. Antisueros

Se emplearon antisueros polivalentes (Instituto

Pasteur) y monovalentes (Instituto Pasteur, Difeo, Instituto

Behring).

2. MEDIOS PARA PRUEBAS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y 

TRANSFERENCIA DE LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA

2.1. Medio de Mueller-Hinton. (Oxoid)

Se emplea para las pruebas de sensibilidad a antibióticos y la 

determinación de la concentración mínima inhibitoria. Se utiliza 

bien .como medio líquido o bien como medio sólido añadiéndole agar 

bacteriológico (Oxoid) al 1.5%.

2.2. Medio LB

Triptona (Difeo) 10 g

Extracto de levadura (Difeo) 5 g

Cloruro sódico (Panreac) 10 g

Agua destilada 1000 mi
Se ajusta el pH a 7.2 y se esteriliza 15 minutos a 121°C.

Se utiliza para el crecimiento de cepas de E.coli y

Salmonella en ensayos de conjugación.
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2.3. Medio BTB-Lactosa agar 

Peptona (Oxoid) 10 g

Extracto de carne (Merck) 3 g

Cloruro sódico (Panreac) 5 g

Lactosa 10 g

Azul de bromotimol (Panreac) 0.0045%

Agar bacteriológico (Oxoid) 15 g

Agua destilada 1000 mi

Se ajusta el pH a 7.2 y se esteriliza a 115°C durante 

30 minutos.

Se usa, suplementado con antibióticos, para seleccionar 

los transconjugantes en ensayos de conjugación.

3. PRODUCTOS

3.1. Implicados en la obtención del ADN plasmídico

Se han empleado: lisozima, RNasa pancreática,

Proteinasa K y agarosa tipo II, preparados por Sigma Chemicals 

Co.(USA)

3.2. Colorantes

Para las electroforesis en gel de agarosa se emplearon: 

-Azul de bromofenol (Panreac)

-Xylene-Cyanol FF (ICN Pharmaceutical Inc.)

-Bromuro de etidio (Sigma)
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3.3. Otros productos

-Dimetil dicloro xilano (Sigma), utilizado para la 

siliconización del material usado en las extracciones de DNA 

plasmídico

-Ficoll 400 (Sigma), empleado en la preparación de 

muestras de DNA para electroforesis

-8-hidroxiquinoleina, utilizado en la preparación del 

Fenol:Cloroformo:Isoamílico

3. 4. Soluciones de antibióticos

Se hacen constar en la siguiente tabla:

Tabla IV

Antibiótico Distribuidor Solución .patrón

Ampicilina

Cloramfenicol

Tetraciclina

Amoxicilina

Kanamicina

Estreptomicina

Ac.Nalidíxico

Polimixina B

Penicilina G

Ac.Fusídico

Cefalexina

Bristol

Sigma

Antib.Leon

Beechman

Bristol

C.E.P.A.

Acofarma

Antib.Leon

Antib.Leon

Acofarma

Biomérieux

25mg/ml en 

25mg/ml en 

15mg/ml en 

25mg/ml en 

25mg/ml en 

25mg/ml en 

30mg/ml en 

300 U 

10 U

lOmg/ml en 

30mg/ml en

agua destilada 

etanol

etanol/agua dest. 

agua destilada 

agua destilada 

agua destilada 

NaOH 1N

etanol

agua destilada
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4. ESTIRPES BACTERIANAS Y PLASMIDOS

En las experiencias de transmisión de los determinantes
 .de resistencia, se empleó como cepa receptora E.coli K12 Nal ,

cedido por la Dra. A.E.Toranzo.

Como plásmidos de referencia para la determinación de 

pesos moleculares, se emplearon los siguientes:

Rtsl ( 122 MDalton ), RP4-35 (57,5 MDalton ), pIP113 

( 32 MDalton ), RSF1010 ( 5,5 MDalton ), cedidos por el Dr. C.

Nombela, Dpto.Microbiología, Fac. Farmacia, Universidad 

Complutense, Madrid y pBR322 ( 2,6 MDalton ),cedido por el

Dr.E.Domingo, Centro de Biol.Molecular, Madrid.
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III . METODOS

1. RECOGIDA DE MUESTRAS

Las muestras se recogieron en botellas de vidrio Pyrex 

con tapón de rosca, previamente esterilizadas, según las normas 

de la A.P.H.A.(1980).

La toma se efectuó colocando la botella, a 

contracorriente, a unos 15 cm de profundidad. Las muestras se 

transportaron en nevera y fueron analizadas antes de 

transcurridas 2 horas desde su recogida.

Los muéstreos se realizaron con periodicidad semanal 

desde marzo de 1980 hasta marzo de 1982.

2. PREENRIQUECIMIENTO Y ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

Con cada una de las 240 muestras de agua examinadas, se 

realizó el siguiente procedimiento:

- Se sembraron 10 mi en matraces conteniendo 90 mi de 

agua de peptona (Edel y Kampelmacher, 1973) como medio de 

preenriquecimiento, que se incubaron a 43°C de 5 a 18 horas. De 

estos matraces se inocularon alícuotas de 10 mi en 90 mi de NR10 

y MNR10 ( Alcaide y cois., 1984 ), incubándose a 43°C 24 horas.

- Para el enriquecimiento directo, se sembraron 10 mi 

de muestra en 90 mi de los medios NR10 y MNR10, que fueron 

incubados a 43°C, durante 24 horas.



Figura 3. Esquema del proceso seguido para el aislamiento 

e identificación de Salmonella en el estudio comparativo 

de los factores que afectan dicho aislamiento.
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En la Figura 3 se puede observar un esquema del proceso 

seguido en el aislamiento e identificación de salmonellas.

3. PREENRIQUECIMIENTO Y TEMPERATURA DE INCUBACION

Con el fin de estudiar en detalle la acción de la

temperatura de incubación de los medios de preenriquecimiento y 

enriquecimiento directo, se realizaron 9 muéstreos adicionales en 

un punto del lago y en la estación depuradoradora, realizando 

recuentos de Salmonella mediante el método del 

NMP (A.P.H.A.,1980) combinando las técnicas de preenriquecimiento 

y enriquecimiento directo con temperaturas de incubación de 37°C 

y 43°C.

Cada muestra de agua se sometió a 4 métodos de recuento

por el sistema del NMP utilizando en cada uno de ellos tres

series de tres matraces. Del agua del lago se sembraron inóculos 

de 100, 10 y 1 mi y del agua de la depuradora se inocularon 10,

1 y 0.1 mi. Para inocular la muestra de 100 mi, se filtró este 

volumen a través de una membrana Millipore de 0.45 ji de diámetro, 

que se introdujo en matraces conteniendo el medio 

correspondiente.

Los procedimientos fueron los siguientes( Figura 4 ):

a) Preenriquecimiento a 37°C, en agua de peptona,

seguido de enriquecimiento en NR10 a 37°C y 43°C.

b) Preenriquecimiento a 43°C, en agua de peptona,

seguido de enriquecimiento en NR10 a 43°C.

c) Enriquecimiento directo en NR10 a 37°C.



Figura 4. Esquema del proceso seguido en la determinación

de los NMPs de Salmonella» empleando distintos procedimientos.



Preenr iquecimiento  M UE^ TR A

NMP

A P 37°C

1

A P43°C

E n r i q u e c í  m i e n t o  d i r e c to

r NMP

NR10
37C

NR10
43°C

NR10
4 3 X

__I___

N R1037r_[_
N R10 
43 C_ J

A is la mi en to  en placa

I
Lectura de los recuentos



73

enterobacterias fermentadoras de lactosa.( Foto 2 )

-Agar Bismuto Sulfito ( Difeo ). Las colonias de 

Salmonella son negras, planas, de 3-4 mm de diámetro, rodeadas 

de un halo oscuro, presentando brillo metálico por reflexión. En 

ocasiones pueden aparecer colonias verde oscuro o pardas 

pertenecientes generalmente a microorganismos del género Proteus 

( Foto.3 ).

4.2. Identificación

De cada placa se tomaron 4 colonias con la morfología 

típica de Salmonella que, tras su purificación, se sembraron en 

agar con hierro de Kligler, lo cual permite una primera 

aproximación a las características propias del género ya que en 

dicho medio se pueden observar la fermentación de glucosa y 

lactosa y la producción de sulfhídrico.

Las cepas que fermentaron la glucosa y no la lactosa, 

con o sin producción de sulfhídrico, se sometieron a una serie de 

pruebas bioquímicas para diferenciarlas de otros géneros de 

enterobacterias estrechamente relacionados ( Garay y cois , 1978 ). 

Para ello se sembraron los siguientes medios ? agar fenilalanina, 

caldo urea , medio S.I.M. y caldos para la descarboxilación de 

arginina, lisina y ornitina.

Las presuntas salmonellas, identificadas según las 

pruebas anteriores, se confirmaron bioquímicamente mediante su 

siembra en el sistema multitest API 20 Enterobacteriaceae.( Fig.l)

Las salmonellas confirmadas bioquímicamente se
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identificaron serológicamente mediante la técnica de aglutinación 

en portaobjetos ( Le Minor, 1972 ), utilizando antisueros

específicos poli y monovalentes. Para esta identificación se 

siguió el esquema de Edwards y Ewing ( 1962 ).

5. ANÁLISIS ESTADISTICO.

A lo largo del estudio se han realizado 2 análisis de 

varianza de los resultados obtenidos. Previamente se ha 

verificado si los datos cumplían las condiciones de normalidad y 

homogeneidad de la varianza, utilizando las transformaciones 

necesarias si no se cumplían ambas ( Snedecor, 19 82 ).

A. Análisis de varianza multifactorial de los 

resultados obtenidos en la primera fase de aislamiento de 

Salmonella a partir de aguas ( Marzo 1980-Marzo 1982 ),

expresando los datos como fracciones de cepas confirmadas frente 

a cepas examinadas. Una vez realizados el test de normalidad y 

el de Barlett, se procedió a la transformación arcsen de la raíz 

cuadrada de los datos originales. Se estudiaron los siguientes 

efectos:

1. Preenriquecimiento

2. Caldo selectivo de enriquecimiento

3. Medio sólido selectivo

4. Características del punto de muestreo

5. Temperatura del agua

Una vez conocidos los efectos e interacciones 

significativos, los niveles de significación fueron establecidos
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mediante el test secuencial de Student-Newman-Keuls.

B. En una fase posterior del trabajo, se ha procedido a 

la cuantificación de las salmonellas aisladas mediante el método 

del Número Más Probable. Se ha comparado el efecto combinado del 

preenriquecimiento en agua de peptona, con la incubación a 37°C ó 

43°C, tanto del medio de preenriquecimiento como del medio 

selectivo de enriquecimiento.

Los resultados de este estudio, que ha abarcado 9 

muéstreos en dos tipos de agua con distinto nivel de 

contaminación fecal, desde Septiembre hasta Diciembre de 1984, 

han sido sometidos a un análisis de varianza, empleando la 

transformación ln+1.

Se ha realizado un ANOVA para cada tipo de agua, ya que 

los recuentos obtenidos eran de diferente magnitud en ambas.

Los efectos estudiados para cada agua, han sido los 

siguientes:

1. Preenriquecimiento

2. Temperatura de incubación de los caldos de pre y 

enriquecimiento•

El tratamiento estadístico se realizó utilizando un 

ordenador IBM PC, con programas cedidos por D. Manuel Serra y un 

ordenador CASIO FX-9000 P, con programas facilitados por el Dr. 

R. Martinez Pardo.
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6 . DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Se empleó la técnica de réplica en agar ( Armstrong y- 

eol§1982 ). Los antibióticos empleados fueron los siguientes: 

ampicilina, cloramfenicol, estreptomicina, kanamicina,tetraciclina 

y amoxicilina (25 jig/ml) , polimixina B (300 U), penicilina G ( 10 

U ), cefalexima ( 30jug/ml ) y ac.fusídico ( 10 jug/ml).

Las cepas de Salmonella se cultivaron en caldo 

Mueller-Hinton, tras 24 horas de incubación a 37°C , los cultivos 

se diluyeron a 10 ^ -10 ^ u.f.c./ml en medio fresco. De esta

suspensión se sembraron, mediante un asa calibrada de 3 mm de 

diámetro, placas de agar Mueller-Hinton suplementado con los 

antibióticos estudiados, a las concentraciones anteriormente 

indicadas, asi como placas control sin antibióticos.

La presencia o ausencia de crecimiento se observó tras 

18 horas de incubación a 37 °C, de acuerdo con procedimientos 

standarizados para comprobar las resistencias a antibióticos 

(Washington y Barry, 1974).

7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Las concentraciones mínimas inhibitorias se 

determinaron mediante la técnica de dilución en placa ( Chabbert, 

1977 ).

Se preparó agar Mueller-Hinton, repartiéndolo en tubos 

a razón de 22.5 mi por tubo,que tras su esterilización se 

mantuvieron a 48°-50°C en baño.

A partir de una solución concentrada de cada 

antibiótico, se realizaron las diluciones adecuadas para añadir
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finalmente 2.5 mi de dichas diluciones a los tubos conteniendo el 

agar fundido. Después de homogeneizar cada tubo, se vertió en 

placas Petri estériles. Una vez solidificado el medio puede 

inocularse inmediatamente o conservarse a 4°C alrededor de 7 

días.

Las cepas a titular se cultivan en caldo Mueller-Hinton

durante una noche a 37°C y seguidamente se diluyen hasta 10 ^ -
6 /10 u.f.c./ml, para sembrar las placas realizando una estría de

unos 20 mm de longitud. Para la siembra se utilizó una pipeta 

Pasteur con el extremo ligeramente redondeado. Mediante este 

procedimiento se pueden sembrar varias cepas por placa.

Tras incubar 18-24 horas a 37°C, se realiza la lectura 

considerando concentración mínima inhibitoria la concentración 

más baja que impide el crecimiento de los microorganismos.

8. TRANSFERENCIA DE LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA.

Se utilizó como cepa receptora E.coli K12 185 Nalr.

Las cepas donadora y receptora se sembraron en matraces 

de 100 mi conteniendo caldo LB, cultivándose a 37°C con agitación 

hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial, entonces se 

dejaron 30 minutos más a 37°C sin agitación • A continuación se 

mezclaron 1 mi del cultivo de la cepa donadora con 2 mi de la 

receptora en medio LB fresco, incubándose la mezcla a 37°C, sin 

agitación, de 4 a 18 horas ( Curtiss, 1981).

La selección de transconjugantes se realizó sembrando 

las diluciones adecuadas de la mezcla de conjugación en agar
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BTB-lactosa ( Aoki et al., 1977 ), conteniendo 100 jug/ml de ácido

nalidíxico y los antibióticos adecuados en cada caso. Las 

colonias crecidas tras la incubación a 37°C durante 48 horas, se 

consideraron presuntos transconjugantes siendo comprobadas sus

características bioquímicas y su resistencia a antibióticos.

La frecuencia de conjugación se determinó como el

número de transconjugantes por número inicial de donadores ( Shaw 

y Cabelli, 1980 ).

9. AISLAMIENTO DEL ADN PLASMIDICO

A lo largo de este trabajo se han ensayado varias 

técnicas para el aislamiento de plásmidos, con el fin de hallar 

alguna adecuada a las especies de Salmonella ‘ estudiadas y para 

obtener el grado de pureza necesario del ADN.

El material empleado en estos aislamientos fue 

siliconizado previamente ( Maniatis y cois,1982 ).

9.1. Método de Godson y Vapnek ( 1973 ) .

De un cultivo de 18 horas en 500 mi de medio LB,

suplementado con los antibióticos adecuados, se recogen las

células centrifugando en botellas de 250 mi, a 12.000 x g y 4°C 

durante 15 minutos, en una centrífuga Beckman J2 21M,con rotor 

JA-14.

El precipitado obtenido se resuspende en 10 mi de una 

solución de sacarosa al 10% en Tris.ClH 50 mM (pH 8), mantenida a
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0°C en baño de hielo. La suspensión se transfiere a un tubo corex 

de 30 mi.

A continuación se añaden 2 mi de solución de lisozima ( 

10 mg/ml en Tris 0.25 M, pH 8 ), preparada diariamente y 8 mi de 

EDTA 0.25 M, pH 8). El tubo se invierte varias veces y se deja 10 

minutos en bañó de hielo.

Transcurrido este tiempo, se añaden 4 mi de SDS al 10%, 

agitando con una varilla de vidrio para dispersar el SDS a través 

de la suspensión. La agitación debe ser suave para no romper el 

ADN bacteriano liberado. Inmediatamente se adicionan 6 mi de NaCl 

5M, se agita suavemente y se deja 1 hora en baño de hielo.

Seguidamente se centrifuga ( rotor JA-20 ),a 50.000 x g 

y 4°C durante 45 minutos, para eliminar el ADN de alto peso 

molecular y los restos celulares.

El sobrenadante se transfiere a otro tubo y se extrae

dos veces con fenol:cloroformo y una vez con cloroformo. Tras cada

extracción se recoge la fase acuosa a un nuevo tubo. Después de 

las extracciones, se añaden 2 volúmenes de etanol de 96°, a 

-20°C, manteniéndose la mezcla en congelador, a -20°C, de 1 a 2 

horas.

El ADN plasmídico se recoge por centrifugación a 1.500 

x g y 4°C, durante 15 minutos. Tras lavar el precipitado con 

etanol de 70% y secar brevemente al vacio, se resuspende en un 

volumen adecuado de tampón TE ( Tris.ClH 10 mM, EDTA lmM, pH 8 ).

Las muestras así obtenidas se sometieron directamente a

electroforesis en gel de agarosa.
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9.2. Método de Birnboim y Doly ( 1979 ), modificado por 

Silhavy y cois. ( 1984 ) I

Las cepas portadoras de las resistencias a antibióticos 

se crecen en 500 mi de medio LB, durante toda la noche.

Las células se recogen por centrifugación al2.000 x g y 

4°C, durante 15 minutos. El sedimento se resuspende en 10 mi de 

GETL a 0°C, cuya composición es:

Glucosa 50mM

EDTA lOmM

Tris.ClH 25mM pH 8

Lisozima 5mg/ml

La suspensión se transfiere a tubo de polipropileno y 

se deja 5 minutos a temperatura ambiente, con el fin de que 

actué la lisozima degradando la pared bacteriana y facilitando la 

lisis suave de la célula.

A continuación se añaden 20 mi de NS a 0°C ( NaOH 0.2N, 

SDS 1% ). El tubo se invierte rápidamente 2 ó 3 veces y se deja 5 

minutos a 0°C en baño de hielo. El SDS provoca la lisis celular 

liberando al medio el contenido citoplasmático. Entonces se

añaden 15 mi de solución de acetato potásico a 0°C :

Acetato potásico 5M 60 mi pH 4,8 

Ac. acético 11.5 mi

Agua destilada 28.5 mi

Se cierra el tubo y se agita suavemente. En este paso 

se produce la precipitación del ADN cromosómico. Seguidamente se 

centrifuga a 50.000 x g y 4°C, 15 minutos, recogiéndose el
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sobrenadante que se pasa a tubo corex de vidrio. A este 

sobrenadante se le añade 1 volumen de fenol:cloroformo ( 

preparado según Maniatis y cois., 1982 ), se homogeniza y se

centrifuga 10 minutos a 12.000 x g. Se extrae el sobrenadante, 

cuidando de no coger parte de la interfase y se añaden 2 

volúmenes de etanol de 96° a -20°C, dejándose al menos 2 horas en 

nevera a 4°C, para que precipite el ADN. A continuación se 

centrifuga a 12.000 x g y 4°C, 30 minutos, recogiéndose el

precipitado que, tras lavar con etanol de 70% y secar al vacio, 

se resuspende en 5 mi de TE suplementado con 20 „pg/ml de RNasa 

pancreática, libre de DNasas, incubándose 30 minutos a 37°C en 

baño. Transcurrido este tiempo se añaden otros 5 mi de TE con 1%

de SDS y 100 ̂ ig/ml de Proteinasa K, dejando la mezcla otros 30

minutos a 37°C.

Para extraer la proteinasa se efectúa un nuevo 

tratamiento con fenol:cloroformo/etanol de 96° y de 70%. El 

sedimento, secado al vacio se resuspende finalmente en un volumen 

adecuado de TE.

Este método se empleó igualmente, disminuyendo 

adecuadamente los volúmenes de los tampones empleados, para 

pequeñas cantidades de cultivo, utilizando en las 

centrifugaciones una Microcentrifuga Beckman Microfuge 11.

9.3. Método de Kado y Liu ( 1981 ) modificado por

Toranzo y cois. ( 1983 )

Se trata de una técnica rápida, basada en la
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desnaturalización del ADN cromosómico por la acción del SDS 

alcalino a elevadas temperaturas.

De un cultivo, crecido toda la noche en caldo LB, se 

transfieren 1,5 mi a un tubo Eppendorf centrifugándose a 12.000 x 

g, 5 minutos ( Bekman Microfuge 11 ), para recoger las células, 

éstas se resuspenden én 70 ;ul de solución lítica ( Lauril sulfato 

sódico al 3% en Tris-acetato 50mM pH 12,4 ).

Tras homogenizar se coloca el tubo en baño a 60°C 

durante 60 minutos. A continuación se añaden 70 jul de 

fenol:cloroformo ( 1:1 v/v ), se agita brevemente y se. centrifuga 

a 12.000 x g, 10 minutos.

La capa superior contiene el ADN plasmídico y se puede 

emplear directamente para la electroforesis utilizando tampón 

Tris-Acetato-EDTA ( Tris-acetato 40 mM, EDTA 2 mM, pH 7,9 )

Asimismo se empleó el método según la descripción 

original de Kado y Liu ( 1981 ).

10. ESTIMACION DE LA PUREZA Y CONCENTRACION DEL ADN

AISLADO .

La concentración de ADN plasmídico en las preparaciones 

obtenidas se determinó leyendo la absorción a 260 nm, en un 

espectrofotómetro Beckman modelo 35, considerando que 1 unidad de 

absorción equivale a 50 ̂ g/ml de ADN.

Para comprobar la pureza de las muestras se determinó 

el cociente entre los valores de absorción a 260, 230 y 260 ,280

A260 / A230 y A260 / A280, que deben aproximarse a 2.
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11. EXTRACCION DEL ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA .

Se empleo la técnica de elución por congelación, 

descrita por Tautz y Renz ( 1983 ).

Las bandas de ADN, observadas en el gel de 

electroforesis,teñido con bromuro de etidio , se cortaron con un 

bisturí y se transfirieron a un tubo estéril, al que se añadió, 

aproximadamente 10 veces el volumen del fragmento de gel, de una 

solución de acetato sódico 0.3M en EDTA lmM ( pH 7 ), con el fin

de eliminar el bromuro de etidio. Para ello se mantuvieron de 15 

a 45 minutos en oscuridad, con agitación continua.

Los fragmentos del gel se transfirieron entonces a un 

tubo Eppendorf, de 0.6 mi de volumen, que había sido perforado 

previamente y en el que se había colocado una pequeña cantidad de 

lana de vidrio siliconizada. Los tubos así preparados se llevaron 

a congelar a -70°C, en nitrógeno líquido.

A continuación se introdujeron los tubos, en tubos 

Eppendorf de 2 mi y se centrifugaron a 12.000 x g durante 10 

minutos ( Beckman Microfuge 11 ). De esta manera se obtuvieron 

aproximadamente 0.5 mi de suspensión de ADN, a la que se 

añadieron 1/100 de su volumen de MgCl2 1M en ac. acético al 

10% y 2.5 volúmenes de etanol de 96° a -20°C, congelándose en 

nitrógeno líquido durante 10 minutos.

Tras centrifugar en las condiciones anteriores, se lavó 

el precipitado con acetato sódico 100 mM ( pH 6 ), etanol del 70% 

y con etanol. El sedimento obtenido se secó brevemente al vacío y
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se resuspendió en 50 jal de TE.

Finalmente se centrifugó la muestra 1 minuto, para 

eliminar los posibles restos de agarosa o lana de vidrio.

Mediante este procedimiento se puede recuperar de un 60 

a un 70% del ADN existente en el gel de agarosa.

Las muestras obtenidas se utilizaron para el

tratamiento con endonucleasas de restricción.

12. TRATAMIENTO DEL ADN PLASMIDICO CON ENDONUCLEASAS DE 

RESTRICCION .

Los enzimas utilizados fueron EcoRI y Salí, 

suministrados por Amersham International pie.

La mézcla de reacción se preparó en tubos Eppendorf de

0.6 mi, con un volumen total de 20 jal.

En primer lugar se añadieron 5 jal de suspensión de ADN, 

aproximadamente 1 /ig,a continuación 2 /il del tampón de digestión 

adecuado, concentrado 10 veces ,con la siguiente composición (

Maniatis y cois.,1982 ):

NaCl lOOmM

Tris.ClH 50mM pH 7.5

MgCl 2 lOmM

Dithiothreitol lmM

Seguidamente se añadieron 10 unidades de enzima y se 

completó en volumen hasta 20 jal con agua estéril.

La reacción tuvo lugar a 37°C, en baño, durante dos 

horas y se paró colocando las muestras a 80°C durante 10 minutos
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y otros 10 minutos en baño de hielo.

Los tratamientos con doble digestión se realizaron 

añadiendo los dos enzimas a la vez, ya que utilizan el mismo 

tampón de digestión.

13. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DEL ADN PLASMIDICO

Las electroforesis se realizaron en un aparato 

horizontal. El gel se preparó disolviendo agarosa ( tipo II,

Sigma ) al 0.6 y al 0.8 %, en TBE, con la siguiente composición

( Maniatis y cois., 1982 ): Tris-borato 89 mM, EDTA 2 mM ( pH 8 ),

excepto en el caso de las muestras obtenidas por el método de

Kado y Liu donde se empleó Tris-Acetato-EDTA ( TAE ).

De cada muestra de ADN, se tomaron 20 ul, a los que se 

añadieron 10 jal de Ficoll al 20% y 10 /il de una solución de Azul 

de Bromofenol / Xylene Cyanol FF al 0.2% respectivamente, como 

marcadores a seguir durante la electroforesis ( Maniatis y cois., 

1982 ).

Las condiciones de electroforesis fueron 150 mA y 110 v, 

suministrados por una fuente Pharmacia ECPS 3000/150.

La tinción de los geles se realizó sumergiéndolos en 

tampón TBE adicionado con 1 /ig/ml de bromuro de etidio, durante 

30 minutos.

Las bandas de ADN se visualizaron con un 

transiluminador C-62 ( Ultraviolet Products ), realizándose las

fotos con una pelicula Polaroid 665, utilizando un filtro naranja
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neutro YA 2 y filtro de ultravioleta Kenko UV.

En algunos casos se utilizaron minigeles, empleando 

agarosa al 0.7% en tampón TBE . Las condiciones de electroforesis 

fueron tensión constante de 15 v/cm, utilizando la misma fuente. 

Las electroforesis transcurrieron normalmente en 1 hora.

14. ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR DE LOS PLASMIDOS .

El peso molecular de los plásmidos estudiados se

determinó calculando los factores de migración en el gel de

agarosa, de los plásmidos tomados como patrones. Estos fueron: 

pBR322 ( 2,6 MDalton ), RSF1010 ( 5,5 MDalton ), pIP113 ( 32

MDalton ), RP4-35 ( 57,5 MDalton ) y Rtsl ( 122 MDalton ).

Para el análisis de restricción se utilizó el

bacteriófago X > tratado con la endonucleasa de restricción 

EcoRI•

Determinados los factores de migración en cada caso, se 

obtuvo la recta de regresión definida por estos valores y los

logaritmos de los pesos moleculares correspondientes ( Snedecor, 

y Cochran, 1982 ). A partir de esta recta se calcularon, 

gráfica y matemáticamente, los pesos moleculares de los

plásmidos estudiados.

15. CURACION CON BROMURO DE ETIDIO .

La curación consiste en la eliminación de un plásmido 

de su célula hospedadora mediante la acción de un agente que
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interfiera específicamente, 

sobre el cromosoma, sobre 

dicho plásmido .

Existen varios productos capaces de eliminar mediante 

este procedimiento, un plásmido de su bacteria hospedadora: 

rifampicina, aCtinomiciná D, naranja de acridina, bromuro de 

etidio , etc.

En el presenta trabajo se empleó bromuro de etidio.

Las células se hacen crecer en medio LB, conteniendo

0.4 y 0.04 jug/ml de bromuro de etidio ( Toranzo y cois., 1983 ). 

A las 24 horas y a las 48 horas se plaquean diluciones apropiadas 

de estos cultivos en LB agar. Las colonias crecidas se replican, 

mediante palillos estériles, en placas conteniendo los 

antibióticos adecuados en cada caso. Paralelamente, el cultivo de 

48 horas se reinocula en medio fresco con las mismas cantidades 

de bromuro de etidio y se incuba otras 48 horas, plaqueando a las 

24 y 48 horas como se describe anteriormente.

o al menos más considerablemente que 

la replicación y/o mantenimiento de
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I. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS DISTINTOS FACTORES QUE 

AFECTAN EL AISLAMIENTO DE SALMONELLA.

1.PREENRIQUECIMIENTO

El uso del preenriquecimiento ha sido recomendado por 

numerosos autores ( Thatcher y Clark, 1*968; Edel y Kampelmacher, 

1973; Harvey y Price, 1977 ), sobre todo para la recuperación de 

Salmonella a partir de muestras sometidas a algún tipo de daño 

subletal. Este preenriquecimiento emplea medios de cultivo no 

selectivos como por ejemplo agua de peptona,caldo nutritivo, 

caldo lactosado o solución Ringer concentrada 4 veces ( Harvey y 

Price, 1979 ), durante un período que oscila entre 2 y 18 horas y 

generalmente, incubados a 37°C.

Sin embargo esta técnica permite el desarrollo de gran 

número de microorganismos competidores de Salmonella, menos 

exigentes nutricionalmente y generalmente mejor adaptados a 

ambientes extraentéricos. Estos gérmenes pueden llegar a 

enmascarar, o simplemente dificultar, el crecimiento de las 

colonias de salmonellas en los medios sólidos.

Algunos estudios han demostrado que se puede evitar el 

uso de preenriquecimiento en determinados casos, acortando así 

considerablemente el proceso de aislamiento de Salmonella ( Edgar 

y Soar, 1979; Alcaide y cois., 1984 ).

En el presente trabajo se han estudiado 

fundamentalmente dos tipos de aguas:
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1. Aguas residuales , antes de ser sometidas al proceso 

de depuración.

2. Aguas naturales con distinto grado de contaminación

fecal, tomadas en diversos puntos del lago de la Albufera de

Valencia.

Sé ha comprobado que en ambos casos, la utilización de 

enriquecimiento directo, en caldo NR10, ha proporcionado mayor 

número de aislamientos positivos de Salmonella ( Tablas V y VI). 

De un total de 353 cepas aisladas en el agua residual, 156 se

aislaron empleando la técnica del preenriquecimiento y 197 

utilizando el enriquecimiento directo. En las aguas superficiales 

naturales de un total de 759 salmonellas, 437 se aislaron con 

enriquecimiento directo y 322 con preenriquecimiento. Por lo 

tanto de 1.112 aislamientos totales, 478 se han obtenido

usando preenriquecimiento y 634 sin él.

Estas diferencias han sido más acusadas en el caso de 

las aguas de la Albufera, con menor número de flora competitiva, 

mientras que en el caso del agua residual, aunque los 

microorganismos competidores están en número muy superior, las 

salmonellas se encuentran también en mayores cantidades y además 

en un medio más favorable lo que facilita su recuperación.

Las aguas de la Albufera son típicas de un ecosistema 

hipereutrófico donde, probablemente, las salmonellas no se 

encuentran en condiciones tan desfavorables como cabría esperar 

en un agua superficial natural. De hecho, en el mismo ecosistema 

y utilizando la metodología tradicional ( enriquecimiento en caldo 

tetrationato ), se obtuvieron muchos menos aislamientos positivos



Tabla. V . Número de cepas de Salmonella aisladas con los diferentes 

procedimientos de enriquecimiento y medios sólidos empleados en el

agua residual

Cepas aisladas Nc DE

AHE AVB ABS SER0TIP0S

Enriquecimiento
directo:

NR10 69 27 60 18

MNR10 16 5 20 15

Preenriquecimiento:

NR10 52 22 36 17

MNR 10 22 2 22 15

AHE: agar Hektoen Entérico 

AVB: agar Verde Brillante 

ABS: agar Bismuto Sulfito

NR10: caldo RIO adicionado de novobiocina sódica 

MNR10: caldo NR10 modificado



Tabla VI. Número de cepas de Salmonella aisladas con los distintos 

procedimientos de enriquecimiento y medios sólidos empleados en las

aguas superficiales naturales

Enriquecimiento
directo:

NR10

MNR'10

Preenriquecimiento:

NR10

MNR10

 Cepas aisladas_______  Nc DE

AHE AVB ABS SEROTIPOS

99 65 105 28

71 24 73 23

88 50 86 25

41 13 44 16
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en un estudio de 3 años de duración ( Garay y cois., 1978 ).

La principal ventaja de poder prescindir del 

preenriquecimiento es la de acortar el proceso de aislamiento de 

Salmonella. así como obtener un menor crecimiento de organismos 

competitivos sobre las placas de medios sólidos.

2. CALDOS DE ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

Tradicionalmente, se han empleado los caldos Selenito y 

Tetrationato como medios de enriquecimiento selectivo en el 

aislamiento de salmonellas. Puede encontrarse una revisión de los 

métodos de aislamiento de Salmonella en Harvey y Price, 1979.

Rappaport y cols.( 1956 ), utilizaron como agente

selectivo para las salmonellas, una solución hipertónica de 

cloruro de magnesio. Bajo condiciones de deshidratación, algunos 

coliformes mueren mientras que las salmonellas y shigellas 

permanecen viables. El medio fué aceptado por diversos autores 

(Collard y Unwin, 1958; Hooper y Jenkins, 1965 ), comprobándose su 

eficacia con distintos tipos de muestras, como se ha citado en el 

apartado 5.2 de la introducción.

El medio original ha sufrido diferentes modificaciones, 

consistentes básicamente en la reducción del contenido en oxalato 

de verde malaquita ( Vassiliadis y cois., 1976a ). Actualmente es 

denominado RIO ó RV ( Papadakis y Efstratiou, 1980; Vassiliadis y 

cois., 1981b), habiéndose comprobado la mayor eficacia de este 

caldo frente al Selenito y Tetrationato en el aislamiento de 

Salmonella a partir de aguas residuales y de otros tipos de
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muestras ( Vassiliadis y cois., 1983 ).

En un estudio anterior ( Alcaide y cois., 1982 ), se

comprobó que la adición de novobiocina sódica a los caldos 

selectivos RIO y Selenito, mejoraba significativamente la 

recuperación de Salmonella de aguas con distintos niveles de 

contaminación fecal, resultando superior el caldo NR10 al caldo 

NSelenito. En un reciente trabajo se ha comparado la adición de 

novobiocina al medio Tetrationato de Muller-Kauffmann, habiéndose 

llegado a conclusiones similares ( Amorós, 1985 ), igualmente el

medio NR10 fue más eficaz que el Tetrationato sin adición de 

novobiocina ( Moriñigo y cois., 1983 ).

Un posible inconveniente de los caldos selectivos, 

radica en que podrían suponer una excesiva presión sobre 

salmonellas subletalmente dañadas, en ecosistemas acuáticos. En 

vista de que, como se ha explicado previamente, diversos autores 

ya habían modificado la concentración de oxalato de verde

malaquita, uno de los factores de selectividad del medio, se ha 

modificado el otro factor, que es la solución hipertónica de 

cloruro de magnesio. La modificación empleada consistió en

sustituir el cloruro de magnesio por sulfato de magnesio ( caldo 

MNR10 ), pensando en el menor efecto inhibitorio del ión sulfato 

frente al ión cloruro. El nuevo medio no consigue mayor número 

de aislamientos positivos; el medio original NR10, mantuvo, en 

todo momento, una clara superioridad en el aislamiento de

Salmonella, sobre todo en los puntos con elevados niveles de 

contaminación fecal ( Tabla VII ).



Tabla VII. Número de salmonellas aisladas en los diferentes puntos dé 

muestreo con los intervalos de temperatura considerados

Intervalo de 
temperatura ( C) -_1

Puntos

2
de

3

muestreo

4 5 Total

3 - 1 0 36 2 62 3 70 173
10 - 15 37 9 87 144 10 v 379

15 - 20 21 15 96 30 69 231

20 25 2 109 81 112 329

Total 119 28 354 258 353



92

3. MEDIOS SOLIDOS SELECTIVOS

No existe acuerdo general respecto a la elección de 

medio sólido selectivo, ya que está admitido que el aislamiento 

de salmonellas constituye un proceso complejo multifactorial, no 

existiendo . técnicas de aceptación universal, solamente 

recomendaciones ( A.P.H.A., 1980 ).

En general, se pueden agrupar los medios selectivos en 

tres tipos: agares con verde brillante, agares con sales

biliares y agares con Bismuto Sulfito ( Harvey y Price, 1979 ). 

Dentro de cada uno de estos grupos existen diversas modalidades, 

quedando a criterio del investigador la elección de la misma. En 

todo caso es recomendable, puesto que algunos son más selectivos 

que otros para determinados serotipos, el empleo conjunto de 

varios de ellos con el fin de cubrir el mayor espectro posible en 

cuanto a recuperación de distintos serotipos.Asimismo se ha 

comprobado que existen diferentes combinaciones medio

líquido-medio sólido, que dan lugar a mayor efectividad en

los aislamientos ( Harvey y Price, 1979 ).

En el presente trabajo, se han utilizado los medios 

agar Verde Brillante, agar Hektoen Entérico y agar Bismuto 

Sulfito, representantes de los tres grupos arriba mencionados. 

Los medios Bismuto Sulfito y Hektoen Entérico, dieron mejores 

resultados tanto en el número de aislamientos como en la 

diferenciación de las colonias de Salmonella. El medio agar Verde 

Brillante, permite el crecimiento de gérmenes no fermentadores, 

pertenecientes al género Pseudomonas. muy abundantes en aguas
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superficiales, que dan colonias similares a las de Salmonella. 

Con los otros medios, en determinadas ocasiones, se llegaron a 

obtener cultivos puros de salmonellas. En las Tablas V y VI , 

quedan reflejados el número de aislamientos positivos para cada 

combinación caldo y medio.

En un trabajo previo ( Alcaide y cois., 1982 ), se 

utilizó un medio general para el crecimiento de enterobacterias, 

agar CLED, no obteniéndose ningún aislamiento positivo de 

Salmonella.

El medio agar Bismuto Sulfito, se recomienda para el 

aislamiento de S.typhi. siendo el más selectivo de los tres 

empleados.

4.TEMPERATURA DEL AGUA

La supervivencia de las bacterias entéricas en 

ambientes naturales está influenciada por numerosos factores, 

unos de naturaleza físico-química y otros referentes a la 

interacción directa entre organismos ( lisis, parasitismo, 

predación, etc. ). Entre los primeros, la temperatura ha sido uno 

de los más estudiados en relación a la supervivencia de los 

indicadores de contaminación fecal en aguas ( Burman, 1967; Van 

Donsel y cois., 1967; McFeters y Stuart, 1972; ). Sin embargo, 

los resultados no son homogéneos; mientras algunos 

investigadores observan un descenso en el número de 

coliformes al aumentar la temperatura ( McFeters y Stuart, 

1972; Garay y cois., 1983), hecho generalmente aceptado ,
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otros encuentran resultados opuestos ( Nuhi y Malekzadeh , 

1978 ) . En general se admite que temperaturas muy elevadas

son perjudiciales para la supervivencia de estos microorganismos 

ajenos al agua, pero el hecho de que su aporte a las aguas ( y

por tanto de los posibles patógenos que les acompañen en mayor o

ménór número ), sea intermitente e incontrolado, dificulta 

extraordinariamente el establecimiento de conclusiones válidas al 

respecto.

Nuestros resultados indican que la máxima recuperación 

de Salmonella se da a temperaturas intermedias, entre 10°C y 20°C, 

siendo las inferiores a 10°C las más desfavorables, aunque se han 

llegado a aislar salmonellas a 3°C de temperatura. No siempre la

supervivencia de los indicadores es relacionable con la de los

patógenos, como se ha demostrado en relación con la temperatura y 

la radiación solar ( Gosselin y cois., 1980; McCambridge y 

McMeekin, 1981 ), habiéndose encontrado una mayor supervivencia

de Salmonella que de E.coli y coliformes fecales.

5. CARACTERISTICAS DEL PUNTO DE MUESTREO

Generalmente se acepta que las aguas con mayores 

índices de coliformes son las que presentan una mayor 

probabilidad de aislamiento de patógenos, especialmente 

Salmonella. De hecho las salmonellas se encuentran corrientemente 

asociadas con alimentos contaminados y ambientes con elevados 

recuentos de coliformes y estreptococos fecales ( Spino, 1966; 

Claudon y cois., 1971; McFeters y cois., 1974; Cook y cois.,
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1974; Sayler y cois., 1976; Fuks y Devescovi, 1984 ). Sin embargo 

otros estudios han demostrado que las salmonellas están 

ampliamente distribuidas en el medio natural, habiéndose aislado 

en lagos y aguas superficiales con un bajo número de indicadores 

( Cherry y cois., 1972; Thomason y cois., 1975; Dondero y cois.,

1977 ) e incluso en ausencia de éstos ( Fair y Morrison, 1967; 

Evison y Tosti, 1980 ). En estudios realizados en medios

marinos, se demuestra una mayor supervivencia de salmonellas que 

de coliformes y estreptococos ( Yoshpe-Purer y Shuval, 1972; 

McCambridge y McMeekin, 1981 ). Esta mayor supervivencia se ha

intentado explicar en algunos casos por una mejor resistencia de 

las salmonellas a la radiación solar ( McCambridge y McMeekin, 

1981 ), cuyo efecto parece que no está en relación directa con la 

mortalidad como creían algunos autores ( Gameson y Gould, 1975 ), 

sino que probablemente produce un daño en las bacterias que las 

hace más sensibles a los depredadores ( Chamberlin y Mitchell,

1978 ).

Los resultados ■ obtenidos indican que, efectivamente , el 

mayor número de aislamientos positivos se ha dado siempre en 

aguas con elevados niveles de coliformes fecales ( Garay y cois., 

1983 ). En la Tabla VII , se pueden observar los aislamientos 

en cada uno de los diferentes puntos muestreados. Los porcentajes 

de aislamientos positivos, respecto del número de muéstreos 

realizados en cada punto, fueron los siguientes: en el punto 1 el 
39,4%, en el punto 2 el 21,8%, en el punto 3 el 74,2 %, en el 

punto 4 el 57,5% y en el punto 5 ( agua residual ) el 91,6%.

Es de destacar que en el punto 3, correspondiente a la



96

desmbocadura de la acequia de Silla, el número de cepas aisladas 

es prácticamente idéntico al obtenido en las aguas residuales no 

tratadas. Este canal recoge aguas residuales urbanas e 

industriales, de la población de Silla y adyacentes, zona muy 

densamente poblada y con alto grado de industrialización.

El punto A, aunque también recoge directamente vertidos 

urbanos de la población del Saler, el volumen de los mismos es 

mucho más reducido que en el caso anterior. Estas aguas, tras su 

recorrido a lo largo del canal, desembocan en el lago por el 

punto 2, que muestra el menor número de aislamientos positivos, 

lo que indica el efecto de dilución y autodepuración 

experimentado.

Finalmente, el punto 1, aunque se encuentra al final de 

una acequia de 6 km de recorrido y gran caudal (acequia de Overa) 

, muestra unos niveles moderadamente altos y muy uniformes a lo 

largo de todo el período de estudio. El efecto de dilución y 

autodepuración en este caso, puede quedar compenéado por el 

aporte continuo de residuos de un matadero situado en la 

población de Sollana.

6. TRATAMIENTO ESTADISTICO

El análisis de varianza realizado con los resultados 

obtenidos en los aislamientos de Salmonella t considerando los 

efectos anteriormente descritos, ha dado los resultados que 

figuran en la Tabla VIJI.

Todos los efectos estudiados han resultado
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significativos ( p^.0.01 ), así como numerosas interacciones

dobles y triples, cuyos niveles de significación han sido 

evaluados mediante el test secuencial de Student-Newman-Keuls ( 

ver apéndice estadístico ).

El uso de enriquecimiento directo en el caldo 

selectivo, ha mostrado ser significativamente más eficaz que el 

empleo de preenriquecimiento en caldo no selectivo. Este 

resultado indica que, en las aguas estudiadas, se puede 

prescindir de la inoculación previa en un medio no selectivo, con 

el consiguiente acortamiento del proceso.

La sustitución del cloruro de magnesio por sulfato de 

magnesio, en el caldo de enriquecimiento, no ha mejorado la 

efectividad del medio. El caldo NR10 mantiene una superioridad 

para todas las aguas analizadas en el presente estudio.

Como ya se había mencionado, los medios agar Bismuto 

Sulfito y agar Hektoen Entérico, han resultado significativamente 

más eficaces que el agar Verde Brillante, en el aislamiento de 

Salmonella.

De los 4 intervalos de temperatura considerados, el 

correspondiente a 10°C-15°C, fue significativamente superior a 

los demás, seguido por temperaturas superiores a 20°C y por 

último por los otros dos intervalos estudiados, como se 

desprende de los resultados obtenidos en el test de Keuls.

Tal como cabía esperar, el punto correspondiente al 

agua residual, de la planta depuradora, ha dado diferencias 

significativas, respecto al resto de los analizados, seguido 

por los puntos 3, 4, 1 y 2 respectivamente. Aunque se ha
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intentado unificar el número de muéstreos en todos los puntos

analizados, en algunas ocasiones ha resultado imposible. Así 

dentro del agua del lago, en los puntos 1 y 4 se han realizado 33 

tomas de muestra, en el punto 2, 32 y en el punto 3, 31; en el 

agua residual, se pudieron realizar un total de 24 muéstreos. El 

hecho de que en esta ultima sé obtuviera prácticamente el mismo 

número de aislamientos positivos que en el punto 3, con 7 

muéstreos de diferencia, explica que aquel haya resultado 

significativo frente a éste y consiguientemente frente al resto, 

en el test de Keuls. Ocasionalmente, se aislaron salmonellas en 

puntos con ausencia de coliformes fecales ( Garay y cois., 1982 ).

En el mismo lago, en estudios simultáneos, se han aislado

salmonellas en puntos muy alejados de las desembocaduras de 

vertidos, coincidiendo con circunstancias ambientales anormales 

( fuertes vientos ).

Tal como aparece en la Tabla VIII, han resultado

significativas las siguientes interacciones:

.Tipo de enriquecimiento-temperatura del agua 

•Tipo de enriquecimiento-punto de muestreo 

•Caldo de enriquecimiento-punto de muestreo 

•Medio sólido selectivo-temperatura del agua 

•Medio sólido selectivo-punto de muestreo 

•Temperatura del agua-punto de muestreo 

•Tipo de enriquecimiento-caldo de enriquecimiento-punto 

de muestreo

•Tipo de enriquecimiento-temperatura del agua- punto de

muestreo
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.Caldo de enriquecimiento-medio sólido selectivo-punto 

de muestreo

.Caldo de enriquecimiento-temperatura del agua-punto de

muestreo

.Medio sólido selectivo-temperatura del agua-punto de

muestreo

Al ser el preenriquecimiento una técnica especialmente 

diseñada para la recuperación de Salmonella en estado subletal, 

su empleo aparece como significativo, cuando se utiliza en aguas 

con bajos niveles de contaminación o a temperaturas extremas.

En los puntos con mayores niveles de contaminación, se 

han obtenido en bastantes ocasiones,cuando se sembraban placas de 

agar Bismuto Sulfito o Hektoen Entérico como medios sólidos 

selectivos ( frecuentemente empleando agar Bismuto Sulfito ), 

cultivos puros de salmonellas en las primeras placas de 

aislamiento, inoculadas a partir de la siembra directa en caldo 

NR10.
El uso de medios sólidos más selectivos ha resultado 

más eficaz en los intervalos de temperaturas más favorables, 

agar Bismuto Sulfito o Hektoen Entérico y agua a 10°-15°C. Por el 

contrario, cuando se realizan los aislamientos a temperaturas 

extremas, esta combinación resulta probablemente demasiado 

selectiva.

Ante la imposibilidad de evaluar uno por uno todos los 

múltiples factores que afectan la recuperación de Salmonella, se 

ha optado por escoger una serie de puntos de muestreo de 

diferentes características, que reflejen variaciones tanto
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físico-químicas como biológicas, que influencian la supervivencia 

de las bacterias alóctonas del ecosistema en cuestión. Las 

características físico-químicas y biológicas de las aguas 

influyen sobre la supervivencia de las salmonellas en las mismas, 

por lo cual el efecto punto de muestreo, que engloba las múltiples 

particularidades de cada tipo de agua, Combinado con la 

temperatura y factores relativos a la metodología empleada, ha 

aparecido como efecto casi constante en las interacciones 

significativas del análisis de varianza. Cada tipo de agua, 

aunque sea del mismo lago, presenta unas características 

peculiares que lo hacen sumamente diferente de los otros.

El aislamiento de Salmonella es un proceso complejo 

multifactorial. Es difícil describir un método óptimo, para todo 

tipo de muestra, sin embargo puede desarrollarse una técnica más 

o menos estandarizada, que permita obtener resultados lo 

suficientemente objetivos como para poder ser comparados en 

distintas áreas estudiadas.



Tabla VIII. Efectos considerados en el análisis de varianza 

A: tipo de enriquecimiento ( con o sin preenriquecimiento) 

B: caldo de enriquecimiento ( NR10 ó MNR10)

C: medio sólido selectivo 

D: temperatura del agua 

E: punto de muestreo



Tabla VIII«Tabla de ANOVA obtenida a partir de los resultados 
del estudio comparativo de los factores que afectan 
el aislamiento de Salmonella.

HJENTE GL SC CM F
A 1 607,72 607,72 36,463*
B 1 3981,9 3981,9 238,91 *
G 2 2675,3 1337,6 80,259*
D 3 1383,6 461,22 27,673*
E 4 11746 2936,6 176,19*
AB 1 82,004 82,004 4,9202
AC 2 57,148 28,574 1,7144
AD 3 762,70 254,23 15,253*
AE 4 366,65 91,663 54,997*
BC 2 156,91 78,455 4,7073
BD 3 110,95 36,985 2,2191
BE 4 3597,9 899,48 53,968*
CD 6 675,63 112,60 6,7563*
CE 8 2101,1 262,64 15,758*
DE 12 3006,6 250,55 15,032*
ABC 2 12,816 6,4084 0,3845
ABD 3 39,907 13,302 0,7981.
ABE 4 644,72 161,18 9,6708*
ACD 6 138,07 23,012 1,3807
ACE 8 157,15 19,644 1,1786
ADE 12 775,67 64,639 3,8783*
BCD 6 218,28 36,382 2,1828
BCE 8 665,24 83,155 4,9893*
BDE 12 1003 83,583 5,0419*
CDE 24 1258,2 52,425 3,1455*
ABCD 6 111,12 18,521 1,1112
ABCE 8 212,39 26,549 1,5929
ABDE 12 528,74 44,062 2,6437
ACDE 24 654,07 27,252 1,6351
BCDE 24 559,49 23,312 1,3987
ERROR 24 400,00 16,666
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II. ESTUDIO CUANTITATIVO DE SALMONELLA. COMPARANDO 

DIFERENTES PROCEDIMIENTOS DE AISLAMIENTO

En las Tablas IX y X, se hacen constar los resultados 

de los recuentos obtenidos con los distintos procedimientos de 

aislamiento empleados.

En las Tablas XI y XII, se pueden observar los 

diferentes grados de inhibición de la flora competitiva de 

* Salmonella. crecida sobre los medios sólidos selectivos.

Tal como cabía esperar, los recuentos obtenidos a 

partir del agua residual son muy superiores a los obtenidos en 

las aguas superficiales. Frecuentemente se alcanzan valores de 10 

salmonellas/ 100 mi de agua.
En ambos tipos de aguas, la siembra directa en NR10, 

dió lugar a recuentos más elevados de Salmonella que el uso de 

preenriquecimiento.

Las temperaturas de incubación, ejercieron un efecto 

distinto en ambos tipos de aguas; mientras que en el agua 

superficial, se obtuvieron recuentos más elevados a 37°C, en el 

agua residual la temperatura de 43°C, resultó más eficaz.

Una alternativa al uso de preenriquecimiento seguido de 

enriquecimiento selectivo a la misma temperatura bien sea 37°C ó 

43°C, consiste en realizar el preenriquecimiento a 37°C, seguido 

del enriquecimiento selectivo a 43°C, técnica ésta ampliamente 

utilizada ( Vassiliadis y cois., 1976a; Harvey y cois., 1979; 

Fricker, 1984 ).

En el presente estudio, los resultados obtenidos



Tabla IX. Recuentos de Salmonella en las aguas naturales ( NMP de salmonellas / 100 mi de agua )

Enriquecimiento directo______   Preenriquecimiento__________________

AP 37°C . AP 43°C

NR10 37PC NR10 43°C NR10 37°C NR10 43°C NR10 43°C

21 M 21 0,9 0,7

1.100 23 150 4 4

240 4 4 9 4

4 0,4 0 0 0
28 0 15 0,9 0,9

11 0 11 0,7 9

2,2 0 0 0,8 0
0 0 0 0 0
3 0 4 0 0



Tabla X . Recuentos de Salmonella en las aguas residuales ( NMP de salmonellas / 100 mi de agua )

 Enriquecimiento directo______   Preenriquecimiento___________________

_________  AP 37°C  AP 43°C

NR10 37°C NR10 43°C NR10 37°C NR10 43°C NR10 43°C

2.400 2.400 1.100 1.100 2.400

11.000 2.400 280 40 11.000

9.600 9.600 9.600 96.000 18.400

11.000 2.400 110 4.600 11.100
11.000 2.400 150 4.600 11.000

11.000 430 200 4.600 1.500

70 1.500 430 930 2.400

90 930 0 4.600 930

150 4.600 70 11.000 11.000
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mediante esta modalidad han resultado ser equivalentes ( mediante 

una prueba T de Student, p >  0,05 ), a los obtenidos utilizando 

en ambos casos la temperatura de 43°C. Parece lógico que en las 

aguas estudiadas se compense el efecto del preenriquecimiento con 

una temperatura más restrictiva, con el fin de inhibir en lo 

posible el crecimiento de las bacterias competitivas de 

Salmonella. Esto se ha observado para los dos tipos de agua 

analizados.

El uso de temperaturas de incubación superiores a 37°C, 

para los medios líquidos se remonta a fechas muy antiguas. En 

1889, Rodet en un estudio sobre los intervalos de temperatura a 

los que podía crecer S.typhi. encontró que 44,5°C era el límite 

superior al que podía crecer este microorganismo y empleó esta 

temperatura para aislar S.typhi de agua contaminada. Vincent en 

1890 , obtuvo mejores resultados bajando la temperatura de

incubación de los medios líquidos, a 42°C. Harvey y Thomson ( 

1953 ) demostraron que 43°C era la temperatura óptima de

incubación, para el caldo Selenito F, en el aislamiento de 

Salmonella spp. Temperaturas superiores a ésta resultaron 

inhibitorias para el crecimiento y consiguientemente para la 

recuperación, de la mayoría de serotipos de Salmonella. Varios 

investigadores han confirmado las ventajas de las elevadas 

temperaturas de incubación de los medios de enriquecimiento de 

Salmonella ( Georgala y Boothroyd, 1964; Spino, 1966; Burman, 

1967; Banfer, 1971 ).

Con muestras como efluentes de aguas residuales, que 

contienen elevados números de organismos competitivos, la



Tabla XI. Crecimiento de bacterias competitivas de Salmonella en las placas de aislamiento

con los distintos métodos de enriquicimiento empleados, en las aguas naturales.

Grado de crecimiento Enriquecimiento directo Preenriquecimiento
de bacterias 
competitivas

NR1037°C NR10A3°C
AP37°C APA3°C 

NR1037°C NR10A3°C NR10A3°C

- 8a 2 A
+ 6 16 15
++ A
+++ 50 2 A0 6
++++ 108 18 122 68 26
Sin crecimiento 128 70 117

a : los resultados indican número de placas.



Tabla XII. Crecimiento de bacterias competitivas de Salmonella en las placas de aislamiento

con los distintos métodos de enriquecimiento empleados, en las aguas residuales.

Grado de crecimiento Enriquecimiento directo 
de bacterias 
competitivas

NR1037°C NR1043°C

Preenriquecimiento

AP37°C

NR1037°C NR1043°C

AP43°C

NR1043°C

- 8 2 19
+ 83 100 107
++ 2 15 6
+++ 111 8 81 2
++++ 49 22 81 36 13
Sin crecimiento 26 24 15
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incubación a 43°C, dá mejores resultados en la recuperación de 

salmonellas que a 37°C. Por el contrario, con muestras menos 

contaminadas, como aguas superficiales naturales, la temperatura 

de 37°C resulta más eficaz ( Harvey y Price, 1979 ). Esto está de 

acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Patéraki y cols.( 1975 ), emplearon la temperatura de

43°C en el preenriquecimiento y de 37°C para el enriquecimiento 

en caldo Rappaport, ya que encontraron que este medio no resultaba 

eficaz a temperaturas superiores. Las posteriores modificaciones 

del caldo Rappaport ( caldo RIO ó RV y NR10 ) han demostrado su 

eficacia cuando se incuban a 43°C ( Harvey y Price, 1979 ).

Una de las principales ventajas del uso de elevadas 

temperaturas de incubación, es la mayor pureza de salmonellas 

obtenida en las placas de aislamiento ( Harvey y Price, 1979 ). 

De igual modo, en este estudio hemos observado que las 

temperaturas de incubación influyen decisivamente sobre el 

crecimiento de los gérmenes competitivos de Salmonella. En las 

Tablas XI y XII, puede apreciarse que las temperaturas de 43°C, 

dan lugar a un menor número de organismos competitivos, 

obteniéndose en algunos casos cultivos puros sobre las primeras 

placas de aislamiento. Por el contrario, las temperaturas de 

37°C, favorecen considerablemente el crecimiento de la flora 

competitiva, dificultándose el reconocimiento de Salmonella, 

hasta el punto de obtener en ocasiones sólo 1 ó 2 colonias por 

placa. En los recuentos efectuados, se consideraron positivos 

para Salmonella, los tubos o matraces cuyas placas, sembradas a 

partir de ellos, presentaban colonias típicas de salmonellas,
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posteriormente confirmadas. Tanto si en estas placas había unas 

pocas colonias ( incluso en algunas ocasiones esas pocas

colonias no se confirmaron como pertenecientes al Género 

Salmonella ), como si presentaban cultivos puros, el tubo , o 

matraz, en cuestión se dió como positivo, de manera que números 

más probables iguales, podían dar resultados muy diferentes en 

cuanto a pureza de los cultivos. Ello explicaría que en el caso 

de considerar aislamientos positivos, el uso de enriquecimiento 

directo fuese un efecto significativo, pero que al cuantificar 

las salmonellas presentes en el agua, este efecto perdiera su 

significación en el análisis de varianza.

Las placas con elevado número de colonias de gérmenes 

competitivos, requieren más de una purificación hasta conseguir 

cultivos puros de Salmonella, que puedan ser confirmados con las 

posteriores pruebas bioquímicas. Estos resultados se han 

observado para los dos tipos de agua.

En ningún caso el preenriquecimiento restringió el 

crecimiento de las bacterias competitivas sobre los medios 

sólidos, en contra de la afirmación de Fricker ( 1984 ).

La flora competitiva, observada sobre los medios 

sólidos, estuvo constituida mayoritariamente por microorganismos 

fermentadores de lactosa y sacarosa, correspondientes a 

coliforraes y Proteus spp. Sólo en muy pocas ocasiones se observó 

crecimiento de no fermentadores ( Pseudomonas ).

El análisis de varianza, de los resultados obtenidos ( 

Tablas XIII y XIV ) ha confirmado lo expuesto anteriormente. El 

uso de preenriquecimiento no solamente no ha resultado



Tabla XIII. Resultados del análisis de varianza obtenidos en el

estudio cuantitarivo de Salmonella con diferentes técnicas 
Aguas superficiales naturales

FUENTE GL SC CM F

A 1 1,0057 1,0057 0,5038

fi 1 20,532 20,532 10,291*

AB 1 1,5236 1,5236 0,7633

ERROR 32 63,869 1,9959

A: Tipo de enriquecimiento 

B: Temperatura de incubación

: Efecto significativo ( p< 0.01 )



Tabla XIV. Resultados del análisis de varianza obtenidos en el

estudio cuantitativo de Salmonela con diferentes técnicas
Agua residual

FUENTE GL SC CM F

A 1 6,4959 6,4959 1,7653

B 1 30,029 30,029 8,1607*

AB 1 26,530 26,530 7,2098

ERROR ' 32 117,75 3,6797

A: Tipo de enriquecimiento 
B: Temperatura de incubación 

$ : Efecto significativo ( p<0,01 )
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significativamente superior al empleo de enriquecimiento directo, 

sino que se han obtenido mayores recuentos prescindiendo del 

preenriquecimiento. Otros autores ( Harvey y cois., 1979 ),

encuentran una mayor eficacia, para recuentos de salmonellas, 

utilizando el caldo RIO, que con los caldos Selenito y 

Tetratiqnato aunque utilizaron la técnica de preenriquecimiento.

La temperatura de 43°C de ambos caldos, en el caso de 

las aguas residuales, sí ha resultado significativamente superior 

a la incubación a 37°C, mientras que en las aguas superficiales, 

moderadamente contaminadas, se ha observado el efecto opuesto.

De todos los datos expuestos anteriormente, se deduce 

que , en las aguas estudiadas, la siembra directa en medio NR10 

incubado a 43°C, da lugar a aislamientos positivos con recuentos 

más elevados de Salmonella y en algunos casos cultivos puros, 

sobre la primera placa de aislamiento, a las 48 horas de incubada 

la muestra. Esto supone una simplificación y acortamiento 

considerable del proceso de aislamiento de salmonellas a partir 

de aguas.



106

III. CARACTERIZACION SEROLOGICA DE LAS CEPAS AISLADAS

En el estudio comparativo de los factores que afectan al 

aislamiento de Salmonella se han sometido las 1.112 cepas 

identificadas bioquímicamente a la caracterización serológica, 

habiéndose obtenido un total de 49 serotipos diferentes ( Tabla 

XV ). En el estudio cuantitativo de Salmonella , comparando 

diferentes procedimientos de aislamiento, se ha realizado una 

selección de cepas de Salmonella para su estudio serológico, 

cuyos resultados aparecen reflejados en la Tabla XVI.

Existen muy pocas referencias sobre serología de 

salmonellas aisladas de aguas, especialmente en la zona objeto de 

estudio, siendo la mayoría de los datos disponibles de origen 

clínico. En general se admite que en paises con importante 

déficit de saneamiento ambiental, especialmente en los 

tratamientos de depuración de aguas residuales, predominan 

S.typhi y S .paratyphiAt de reservorio humano. Por el contrario 

en los paises más avanzados sanitariamente se aislan con mayor 

frecuencia S.typhimurium. S. enteritidis y S.choleraesuis 

( Sánchez- Buenaventura y Cortina, 1977 ). Esta predominancia de

S.typhimurium se suele observar en coprocultivos y ha sido 

constatada por diversos autores en la última década ( Le Minor, 

1973; Fox, 1974; Konenly y Rolli, 1975; Legencre, 1976; Peyramond 

y cois., 1978; López-Brea y cois., 1980 ).

En el presente trabajo han predominado los serotipos 

infantis, panama y typhimurium en la primera parte del trabajo,
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apareciendo también con frecuencia S.thompson y S.blockley en la 

segunda parte, aunque en este caso el número de cepas sometidas a 

estudio serológico completo ha sido muy inferior. En ningún caso 

se ha aislado S.typhi, aunque sí S.paratyphi B y C. Todas las 

cepas aisladas pertenecen al Subgénero I, coincidiendo con 

estudios similares ( Le Minor, 1982; Vassiliadis y cois, 1978; 

Sánchez- Buenaventura y Cortina, 1977 ).

Como era de esperar se detecta mayor variedad de 

serotipos en el agua que ha dado lugar a mayor número de 

aislamientos ( puntos 3, k y 5 ).

Ante la escasez de datos sobre estudios similares en 

España, no se pueden establecer apenas comparaciones con otros 

resultados. El único dato comparable ( Sanchez-Buenaventura y 

Cortina, 1977 ), que consistió en una investigación de

Salmonella, tanto en aguas residuales como en muestras de origen 

humano, en la provincia de Valencia, coincide a grandes rasgos 

con los resultados obtenidos por nosotros, ya que S.typhi no se 

detectó en aguas residuales, solamente se aisló de muestras 

clínicas ( coprocultivos ). Así mismo, S.typhimurium no 

constituyó el serotipo mayoritario , predominando otros 

( S.paratyphi B, S.enteritidis y S .paratyphi C ). Otros estudios 

realizados sobre muestras clínicas también detectan S.typhi en 

coprocultivos, aunque en muy baja proporción ( López-Brea y 

cois., 1980, 1983 ). Generalmente se obtienen los aislamientos de 

S.typhi a partir de hemocultivos. La ausencia de este serotipo en 

aguas es un hecho generalmente reconocido ( Harvey y Price, 1976; 

Yoshpe-Purer y Shuval, 1972; Vassiliadis y cois., 1978; Harvey



Tabla XV. Número y porcentaje ( ) de serotipos de Salmonella aislados en los puntos muestreados

Puntos de muestreo

SEROTIPO 1 2 3 4 5 TOTAL

S.infantis 42 (35,3) 6 (21,4) ' 58 (16,4) 82 (31,8) •34 (9,6) 222 (20)

S . panama 19 (15,9) 4 (14,3) 46 (13) 28 (10,8) 35 (9,9) 132 (11,8)

S. typhimurium 9 (7,6) 8 (28,6) 40 (11,3) 8 (3,1) 2 (0,6) 67 (6)

S.agona 14 (11,8) 40 (11,3) 9 (3,5) 55 (15,6) 118 (10,6)

S.kentucky 6 (5) 10 (2,8) 4 (1,5) 33 (9,3) 53 (4,8)

S.hindmarsh 6 (5) 6 (1,7) 8 (3,1) 19 (5,4) 39 (3,5)

S.blockley 2 (1,7) 2 (0,6) 11 (4,3) 9 (2,5) 24 (2,1)

S.enteritidis 8 (28,6) 6 (1,7) 12 (4,7) 4 (1,1) 30 (2,7)

S.clackamas 1 (0,8) 1 (3,6) 1 (0,3) 3 (0,27)

Salmonella 3,19:eh:l,6 2 (1,7) 5 (1,4) 10 (2,8) 17 (1,5)

S.edinburg 8 (6,7) 21 (6) 6 (1,7) 35 (3,1)

S.senftenberg 1 (0,8) 20 (5,6) 2 (0,8) 23 (2)

S.montevideo 1 (3,6) 16 (4,5) 4 (1,1) 21 (1,9)
S.anatum 42 (11,9) 38 (14,7) 56 (15,8) 136 (12,2)



Tabla XV. (continuación)

SEROTIPO 

S. bredeney

Salmonella III 6,1A:k:z 

S. newport 

S .brandenburg

Salmonella 3,10:i:1,6

S.emek

S.harburg

S.afiama

S. thompson

S. 11andof

S.rissen

S.magumeri

S.herston

Salmonella III 6,14: z ̂ ̂ : 

S.eko 

S. f y r i s 

S.haardt

3 4 5 TOTAL

4 (1,1) 14 (5,4) 7 (2) 25 (2,2)

4 (1,1) 4 (1,5) 8 (0,72)

10 (2,8) 5 (1,4) 15 (1,3)

5 (1,4) 4 (1,1) 9 (0,8)

1 (0,3) 2 (0,6) 3 (0,27)

1 (0,3) 2 (0,6) 3 (0,27)

12 (4,6) 3 (0,8) 15 (1,3)

' 4 (1,5) 1 (0,3) 5 (0,45)

1 (0,4) 1 (0,3) 2 (0,18)

8 (0,72)

1 (0,09)

6 (1,7) 6 (0,54)

4 (1,1) 4 (0,36)

3 (0,8) 3 (0,27)

2 (0,6) 2 (0,18)

1 (0,3) 1 (0,09)

9 (3,5) 9 (0,8)



Tabla XV. ( continuación)

SEROTIPO

S.lagos 

S.miami 

Salmonella II 

S.san diego 

S. london 

S. othmarschen 

Salmonella A,12,27:l,v:l, 

S.heidelberg 

S.fayed

Salmonella 3,19:l,v:l,6

S.stratford

S♦schwarin

S.paratyphi B

S.bochum

S.pakistan

S.derby

S.newlands

3 A 5 TOTAL

5 (1,9) 5 (0,45)

3 (1,2) 3 (0,27)

2 (0,8) 2 (0,18)

2 (0,8) 2 (0,18)

12 (3,A) 12 (1,08)

9 (2,5) 9 (0,8)

7 (2) 7 (0,63)

6 (1,7) 6 (0,5A)

6 (1,7) 6 (1,7)

A (1,1) A (0,36)

A (1,1) A (0,36)

3 (0,8) 3 (0,27)

3 (0,8) 3 (0,27)

3 (0,8) 3 (0,27)

2 (0,6) 2 (0,18)

1 (0,3) 1 (0,09)

1 (0,3) 1 (0,09)
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y Price, 1981b; Fricker, 1984 ).

Un factor importante a considerar en la recuperación de 

los diversos serotipos de Salmonella lo constituye la metodología 

empleada. Ya se ha comentado la importancia del uso de varios 

medios sólidos de diferente selectividad, como los utilizados en 

el presente estudio. Otro factor decisivo podría ser el caldo de 

enriquecimiento escogido. El medio original de Rappaport
A

( Rappaport y cois., 1956 ) no pareció adecuado para la 

recuperación de S. typhi ( Harvey y cois., 1979 ). El caldo

Selenito es quizá el más empleado y el que da lugar a una menor 

inhibición de S.typhi ( Hobbs y Allison, 1945; Harvey y Price, 

1979; Moriñigo y cois., 1983 ), siendo el más citado en los 

estudios clínicos reseñados. Por el contrario, no resulta 

adecuado para la recuperación de S.choleraesuis, al igual que el 

caldo Tetrationato ( Harvey y Price, 1979 ). Dependiendo del

enfoque del trabajo resulta pues inás adecuado el uso de uno u 

otro medio.

En un estudio anterior sobre el mismo ecosistema 

( Alcaide y cois., 1982 ) y empleando caldo Selenito con y sin 

novobiocina, no se consiguió ningún aislamiento de S.typhi, 

siendo la eficacia del caldo NR10/43°C muy superior a la del 

Selenito con novobiocina. Empleando este último medio sin 

novobiocina no se consiguió un sólo aislamiento de Salmonella«

En la única referencia disponible para comparar con 

estudios similares, tampoco se consiguió aislar S.typhi a partir 

de aguas residuales de la provincia de Valencia, en un estudio de 

2 años de duración, empleando caldo Selenito y caldo



Tabla XVI. Serotipos de Salmonella obtenidos en el estudio cuantitativo 

comparando diferentes procedimientos de aislamiento.

Agua residual Agua superficial natural

S .typhimurium S.thompson

S.thompson

S.blockley

S.senftenberg

S-.enteritidis

S.weltvreden

S.worthington

S.paratyphi C
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Tetrationato de Muller-Kauffmann ( Sanchez-Buenaventura y 

Cortina, 1977 ).

En las Tablas XV y XVI se puede observar el aislamiento

de numerosos serotipos, citados como poco frecuentes por

Sanchez-Buenventura ( 1977 ): S.agona, S.thompson, S.weltvreden,

S.brandenburg, etc. Muchos de los serotipos encontrados coinciden

con los citados en trabajos similares en otros paises ( 
*

Vassiliadis y cois., 1978 ). estos mismos autores, en un estudio 

comparativo de diversos medios de enriquecimiento, obtuvieron 

mayor cantidad de serotipos usando precisamente el medio 

R10/A3°C. Es de destacar, finalmente, el aislamiento en este 

estudio, de serotipos no recogidos en el esquema de Kauffmann y

White( Samonella 3,19:eh:l,6; Salmonella 3,10:i:l,6 y Salmonella

3,19:l,v:l,6).

La falta de datos epidemiológicos sobre la zona 

estudiada no permite establecer conclusiones acerca de la 

selección ambiental realizada sobre las cepas excretadas por los 

portadores de las mismas, aparte, claro está, de la ausencia de 

las ya conocidas como exigentes nutricionalmente, como es el caso 

de S.typhi. Si se realizaran más estudios sobre la incidencia de 

Salmonella en aguas residuales, se podría conocer la 

distribución de serotipos en la colectividad y relacionarla con 

las salmonellas obtenidas de muestras clínicas. De este modo se 

podrían conocer aquellos serotipos más resistentes o ubicuos, que 

tienen por tanto más posibilidad de llegar nuevamente al hombre, 

pudiéndose establecer el ciclo entero-hidro-entérico. Este 

conocimiento sería de gran utilidad para el establecimiento de la
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profilaxis de estas infecciones, sin olvidar la otra vía, 

importantísima, de transmisión de Salmonella: los alimentos. Es 

de conocimiento general que las salmonellosis gastroentéricas se 

deben fundamentalmente a incumplimiento de la normativa 

establecida para la fabricación, manipulación, almacenamiento y 

procesado de los alimentos ( Edel y Kampelmacher, 1973;

Baird-Parker, 1974 ). El agua no debidamente tratada, en sus
*

múltiples usos, es uno de los vehículos más frecuentemente 

relacionados con la contaminación de los alimentos. Si a esto se 

une la muy sencilla diseminación mundial, debida al fácil 

comercio internacional, se deduce inmediatamente la necesidad 

imperiosa del seguimiento de . las salmonellas desde el hombre y 

animales al medio ambiente y desde éste nuevamente hasta 

aquellos.

La importancia de llegar a establecer normas válidas de 

aplicación general en cuanto a los aspectos metodológicos es 

fundamental para poder abordar este tipo de estudios.
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IV. DETERMINACION DE LAS RESISTENCIAS A ANTIBIOTICOS Y 

SU TRANSFERENCIA EN LAS CEPAS AISLADAS

1.DETERMINACION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Las aguas superficiales naturales, como es el caso del 

lago estudiado, se destinan a múltiples usos, entre ellos cabe 

destacar la inundación de arrozales vecinos con fines de 

regadío, la pesca, así como diversos usos recreacionales. La 

simple presencia de elevados números de salmonellas en las 

mismas ya constituye de por sí un riesgo permanente para la salud 

pública.

En la actualidad se está asistiendo a un aumento en la 

incidencia de cepas ambientales, principalmente enterobacterias, 

portadoras de resistencias a uno o más antibióticos ( Gangarosa y 

cois., 1972; Tanaka y cois., 1976; Aoki y cois., 1977; Trust y 

Barlett, 1979; Bell y cois., 1980, 1983; Al-Sowaygh y Shibl, 1981; 

Armstrong y cois., 1982; Mach y Grimes, 1982; Toranzo y cois., 

1983; Niemi y cois., 1983 ). La capacidad de dichas cepas de

transmitir las resistencias a otras, ha sido objeto de numerosos 

estudios ( Anderson y Lewis, 1965; Cooke, 1976; Shaw y Cebelli, 

1980; Altherr y Kasweck, 1982; Alcaide y Garay, 1984 ). El aumento 

del nivel general de contaminación fecal detectado en muchas 

aguas superficiales, unido a la relativa facilidad de adquirir 

resistencias por diversos mecanismos de transmisión, hace pensar 

en la necesidad de replantear los standards microbiológicos de
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calidad de las aguas sometidas a tratamientos de depuración.

Dado el elevado número de aislamientos obtenido a lo 

largo del presente estudio, se ha considerado interesante 

investigar la incidencia de cepas de Salmonella resistentes a 

antibióticos en las aguas analizadas.

Para ello se sometieron 865 cepas a las pruebas de

sensibilidad a antibióticos, descritas en el correspondiente
*

apartado de material y métodos.

En la Tabla XVII, se refleja el número de cepas que 

presentaron resistencia en relación a los puntos de muestreo.

Del total de 865 cepas, 110 ( 12,7% ) fueron

resistentes a uno o más antibióticos; de éstas 39 (35,45 %)

fueron resistentes únicamente a uno y 71 (64,55 %) a dos o más. 

Estos resultados coinciden con trabajos recientes sobre cepas 

ambientales portadoras de resistencias ( Trust y Barlett, 1979; 

Bell y cois., 1980; Altherr y Kasweck, 1982; Mach y Grimes, 1982; 

Niemi y cois., 1983 ). 755 cepas ( 87,3% ) no mostraron

resistencia a ninguno de los antibióticos utilizados, con la 

metodología empleada. Se puede observar que la resistencia a 

estreptomicina fué la más frecuente, seguida de la resistencia a 

ampicilina, una sola cepa mostró resistencia a la penicilina G, 

ácido fusídico y cefalexina. Todas las salmonellas estudiadas 

resultaron sensibles a la polimixina B. La mayor incidencia de 

resistencias corresponde a los serotipos mayoritarios 

( S.infantis, S.panama y S.tyhphimurium ).

Se han llegado a aislar 3 cepas de Salmonella con 

resistencias a 6 de los antibióticos utilizados, todas ellas se



Tabla XVII. Distribución de las cepas resistentes en los puntos

de muestreo

Puntos de muestreo
1 2 3 4 5

NB de cepas aisladas 119 28 354 258 353
Ns de cepas resistentes 14 8 32 21 35
Porcentaje de resistentes 11,76 28,57 9,03 8,1 9,9

Am 1 1 1
Km 1 4 1
Cm 2 1
Te 1 1 8 4
Sm 3 5 3 3
Am,Tc 1 1 í
Am,Sm 3 6 4 6
Am, Ax 4
Km,Sm 1 2
Tc,Sm 3 3
Cm, Sm 1 1 2
Am,Tc,Cm 1
Am,Km,Cm 1
Am,Cm,Sm 1 1 1
Am,Km,Sm 1 2
Am,Sm,Ax 1
Cm,Tc,Sm 1
Sm,Km,Tc 4
Am,Km,Cm,Sm 1 2 2
Km,Cm,Tc,Sm 1 1
Km,Fa,Cx,PG 1
Km,Cm,Tc,Sm,Ax 1
Am,Cm,Tc,Sm,Ax 3 3
Am,Km,Cm,Tc,Sm,Ax 3

Am: ampicilina; Km: kanamicina; Cm: cloramfenicol; Te: tetraciclina 
Sm: estreptomicina; Ax: amoxicilina; Fa: ácido fusídico 
Cx: cefalexina; PG: penicilina G
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aislaron de los puntos con mayores índices de contaminación 

fecal: 2 del agua residual y 1 del punto 3 ( acequia de Silla ).

Los porcentajes más elevados de cepas resistentes han 

aparecido precisamente en los dos puntos con menores índices de 

contaminación fecal ( Tabla XVII ), es decir más alejados del 

origen de los vertidos. Cooke ( 1976 ), sugirió que los

ecosistemas acuáticos constituyen ambientes favorables para la t 

selección de bacterias con factores de resistencia, suponiendo 

que esta resistencia se debía a la transferencia de dichos 

factores a lo largo del recorrido, este hecho se ha observado en 

el presente estudio, ya que los 3 puntos correspondientes a aguas 

residuales en origen ( 3,4 y 5 ) han presentado los porcentajes 

más bajos de salmonellas resistentes. Un hecho similar fue 

observado por Bell y cois. ( 1980 ) en agua de río en Red River 

( Canadá ).

2. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

La concentración mínima ensayada para comprobar la 

resistencia de las salmonellas estudiadas fue de 25 jug/ml para 

tetraciclina, ampicilina, cloramfenicol, kanamicina, amoxicilina y 

estreptomicina, 300 U para la polimixina B, 10 U para la 

penicilina G, 10 jug/ml para el ácido fusídico y 30 yig/ml para la 

cefalexina.

Las cepas que resultaron resistentes se sometieron a la 

determinación de la dosis mínima inhibitoria, para cada 

antibiótico, mediante la técnica de dilución en agar. Los
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resultados se hacen constar en la Tabla XVIII.

Se puede observar que, generalmente, las mayores CMIs 

corresponden a las cepas con mayor número de resistencias.

En los estudios sobre resistencias a antibióticos en 

cepas ambientales, normalmente no se suele realizar la 

determinación de las concentraciones mínimas inhibotorias. 

Comparando nuestros resultados con la escasa información 

encontrada ( Trust y Barlett, 1979; Match y Kasweck, 1982 ), se

observan amplias divergencias, encontrándose tanto valores muy 

por encima como muy por debajo de los hallados en este trabajo.

3. TRANSFERENCIA DE LOS DETERMINANTES DE RESISTENCIA

El descubrimiento por investigadores japoneses en 1959, 

de que la resistencia múltiple en Shigella podía ser transferida 

a otros miembros de la familia Enterobacteriaceae por 

conjugación, marcó un hito en la historia de las resistencias a 

antibióticos. Posteriormente se han encontrado factores de 

resistencia en muy diferentes ambientes y organismos, aunque 

principalmente en enterobacterias ( Bell y cois., 1980 ).

Han sido detectados brotes epidémicos causados por 

bacterias enteropatógenas portadoras de resistencias en distintas 

zonas geográficas y han dado lugar a gran número de muertes, 

debidas a problemas derivados del reconocimiento de la enfermedad 

y al subsecuente fallo en la respuesta de los pacientes al 

tratamiento con antibióticos. Ejemplos recientes se dieron en 

Guatemala por Shigella disenteriae ( Gangarosa y cois, 1972 ) y



Tabla XVIII, Concentraciones mínimas inhibitorias Qig/ml)

Cepa Am Km Cm Te Sm Ax Fa PG Cx

S.infantis 1300 1500 300 200 400 1700

S.infantis 400 300 300 100 250 500

S .panama 200 25 150 100 200 1000

S .panama 200 90 100 150 1400

S. panama 200 70 100 150 1400

S.panama 200 70 100 250 1400

S.panama 200 70 100 130 1400

S.hindmarsh 200 90 100 300 1000

S.hindmarsh 200 150 50 200 1000

S.infantis 1000 300 100 250 500

S.infantis 1000 300 100 400

S.infantis 1000 300 25 400

S.bredeney 25 25 25 50

S.brandenburg "\

S.infantis(2) 25 25 25 25

S.miami

S . panama 150 20 10 50



S.agona(3) 

S.panama
50

S.agona 25

S.panama 400

S.infantis(3) 25 25

S.typhimurium 25 100

S.infantis ’j 

S.montevideo
25 25

S.typhimurium 25 25 100

S.hindmarsh 25 25

S.infantis

S.agona 25

Salmonalla 3,19:eh:l*6(2) 25
S.asona(2)

S.infantis

S.edinburg

S.typhimurium (2) „

S.heidelberg 150

S.hindmarsh (2) 25

S.enteritidis (4) 400

25

25

100

25

25

25

25

25

25

100

25

600

1700



S.hindmarsh 

S.infantis 

S.hindmarsh (3) 

Salmonella 3,19:eh:l,6 

S.anatum (3)

S.newport 

S.infantis (2)

S.agona 

S.montevideo 

S .panama (2)

S.blockley

Salmonella 4,12:lv:l,5 

S.kentucky 

S.infantis (2) 

Salmonella 3,19:eh:l,6^ 

S.senftenberg
*

Salmonella 3,19:eh:l,6 

S.anatum 

S.typhimurium 

S.infantis (3)

S.llandof

25

25

250

100

25 25

25 25

100

50

25



S.agona 

S.panama 

S.blockley (2) 

S.typhimurium (9) 

S.bredeney (2)

S.agona 

S .anatum 

S.infantis 

S.panama 

S.enteritidis . 

S.edinburg 

S .panama (2) 

S.bredeney 

S.anatum 

S.blockley

S.agona (2) ' 

S.infantis
25

25

50

25

25

200

25
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en México por Salmonella typhi ( Bayne y cois., 1977 ).

No se tienen noticias de casos similares en España, 

aunque las estadísticas recogidas en los Boletines 

Epidemiológicos no registran todos los casos ocurridos, por falta 

de información adecuada.

El problema sanitario se hace más patente si se 

considera que las cepas patógenas pueden adquirir la resistencia 

a través de otras bacterias saprofitas, más comunes en los 

ambientes naturales, capaces de transferirla mediante distintos 

mecanismos.

En el presente trabajo se ha estudiado la capacidad de 

transferencia de las citadas resistencias a una cepa de E.coli 

K12 185 Nair , utilizada generalmente en este tipo de estudios.

Para ello se comprobó en primer lugar que ninguna de

las cepas de Salmonella era resistente al ácido nalidíxico. Una

vez comprobado se realizaron conjugaciones en medio líquido 

( medio LB ), manteniendo la mezcla de conjugación durante dos 

intervalos de tiempo, - 4 y 18 horas.Las cepas transconjugantes se 

seleccionaron en agar BTB-lactosa ( Aoki y cois., 1977 )

suplementado con 100 /ig/ml de ac.nalidíxico y los antibióticos 

adecuados en cada caso, los presuntos transconjugantes se

confirmaron mediante pruebas bioquímicas para comprobar que se 

trataba de E.coli y posterior antibiograma para constatar el 

mantenimiento de las resistencias transferidas.Los resultados

obtenidos se hacen constar en la Tabla XIX, en la que se

observan las diferentes frecuencias de transmisión mostradas por 

las distintas cepas.



Tabla XIX. Transferencia de los determinantes de resistencia a E.coli K12 185 Nal

Resistencia de la cepa Resistencia de la cepa NQ de cepas NQ de trans- Frecuencia de 
donadora receptora donadoras conjugantes transferencia

Am,Km,Cm,Tc,Sm,Ax Am,Cm,Tc,Ax 3
r
1
5

6x10 3 
10“6Am,Cm,Tc,Sm,Ax Am,Cm,Tc,Ax

i lo"3
-7

Km,Cm,Tc,Sm,Ax Cra,Tc,Ax i i 2x10
-5

Km,Cm,Tc,Sm Kra,Cra,Tc 2 i 7x10
-7

Am,Km,Cm,Sm Am,Cm 5 3 2x10
Km,Fa,Cx,PG Kra,Fa,Cx,PG 1 1 3,7x10'
Km,Tc,Sm Km, Te A A 2,5x10

-AAm,Sm,Ax Am,Ax 1 1 2x10
-7Am,Sm Am 18 1 10
—6Tc,Sm Te 6 5 10

Cm,Sm Cm A 2
'3

AxlO"7
3xl0~3Am, Ax Am,Ax A

. 1

’ 2

-3
3x10

-5
5x10Km

Te

Km

Te

6

1A

2y

' 3 
1s

ic f4

10'6
2,5x10
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No se apreciaron diferencias importantes entre los dos

tiempos de conjugación.

Las resistencias fueron transferidas en un 30% de los

casos. Es de destacar que la resistencia a estreptomicina no fue

transmisible, por conjugación, en ningún caso, lo que

probablemente indica que se trata dé üna resistencia cromosómica.
-3 -7Las frecuencias de transmisión oscilaron entre 10 y 10

Unicamente 7 cepas, independientemente de su patrón de

resistencias, las transfirieron con frecuencias relativamente
-5altas, por encima de 10 . Estas cepas pertenecen a los

siguientes serotipos: S.panama, S.enteritidis, S.hindmarsh y

S.bredeney. De éstas, 3 solo fueron resistentes a un antibiótico 

( kanamicina o tetraciclina ), 1 mostró doble resistencia

( ampicilina - amoxicilina ) 2 fueron resistentes a cinco

( ampicilina, estreptomicina, cloramfenicol, tetraciclina y 

amoxicilina ) y 1 a seis ( ampicilina, kanamicina,

estreptomicina, tetraciclina, cloramfenicol y amoxicilina ). De 

estas 7 cepas, 3 proceden del agua residual y 4 del agua del

lago, habiéndose aislado estas últimas de puntos situados lejos

del origen de los vertidos, lo que coincide nuevamente con la

hipótesis de Cooke ( 1976 ), según la cual, las salmonellas podían 

haber obtenido, tanto la resistencia, como la elevada eficiencia 

de transferencia, a lo largo del recorrido desde el punto de 

vertido hasta el de muestreo. Las 3 salmonellas procedentes del 

agua residual mostraron además resistencia múltiple .
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V . AISLAMIENTO DE PLASMIDOS DE RESISTENCIA

1. CURACION CON BROMURO DE ETIDIO

Para asegurar que los determinantes dé resistencia 

observados correspondían efectivamente a plásmidos, se procedió a 

la curación de dichas resistencias.

La curación es un proceso por el cual se elimina un

plásmido de la célula hospedadora mediante un agente que actúa

específicamente o al menos en mayor medida sobre la replicación 

y/o mantenimiento de dicho plásmido, que sobre el cromosoma.

Se utilizan para ello varios agentes como bromuro de 

etidio, naranja de acridina, SDS, mitomicina C, rifampicina, 

actinomicina D, ( Match y Grimes, 1982; Toranzo y cois., 1983 ). 

Estos actúan selectivamente sobre el ADN plasmídico y no sobre el 

cromosoma, debido a las diferencias de tamaño y configuración. La 

eliminación ( curación ) del plásmido de la célula hospedadora es 

observable en el caso de los plásmidos de resistencia, por la 

pérdida de ésta resistencia.

La concentración del agente empleado no se puede elevar 

indefinidamente, pues existe el riesgo de que llegue a afectar al 

propio cromosoma bacteriano. Cada agente presenta un intervalo de 

concentraciones bastante amplio, que debe ser establecido en cada 

caso concreto comprobando que no cause daños irreversibles en el

genoma bacteriano.

En el presente trabajo, se empleó bromuro de etidio a
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concentraciones desde 0,04 mg/ml hasta 0,4 mg/ml ( Toranzo y

cois. 1983 ), comprobándose que ninguna de ellas afectaba al

crecimiento bacteriano. Los resultados obtenidos aparecen en la 

tabla XX.

Las experiencias de curación se llevaron a cabo 

incubando en medio líquido con bromuro de etidio, en dos etapas 

sucesivas de 48 h. cada una, realizando controles a las 24 y 48 

horas. Se incorporaron en la experiencia dos plásmidos de 

referencia ( RP4-35 y pBR322 ).

Se puede observar que a las 24 horas de incubación de

la primera fase, sobre todo con la dosis más baja, prácticamente

no se obtienen curaciones. Al prolongar el periodo de incubación 

o pasar a la segunda fase, el porcentaje de curaciones obtenido 

oscila entre 60 y 96 %.

La cepa que presentó el mayor número de resistencias de 

todas las analizadas, necesitó el mayor tiempo de incubación, no 

dándose la curación hasta la segunda fase, y presentando el 

porcentaje más bajo. Este efecto se observó en las distintas 

cepas estudiadas de tal modo que las cepas con menores 

resistencias fueron las más rápidamente curables.

La cepa de E.coli portadora del plásmido RP4-35, 

presentó un comportamiento contrario al observado para las cepas 

salvajes, puesto que perdió el plásmido más rápidamente que éstas 

y que la otra cepa de referencia.

Los elevados niveles de resistencia, la capacidad de

transferencia de los mismos y la eliminación de las resistencias

por agentes curativos, evidenciaron la naturaleza plasmídica de 
los factores de resistencia.



Tabla XX. Resultados de la curación con bromuro de etidio

Resistencias

0,04mg/ml 0 t4mg/ml
laetapa 2aetapa laetapa 2aetapa

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

Am,Km,Cm,Te,Sm,Ax + + -(10%) -(60%) + + -(20%) -(65%)
Am,Cm,Tc,Sm,Ax + + -(20%) -(60%) + + -(22%) -(70%)
Km,Cm,Tc,Sm,Ax + - - - - - - -
Km,Cm,Tc,Sm + + -(20%) -(65%) + + -(25%) -(70%)
Am,Km,Cm,Sm + + -(40%) -(80%) + -(55%) - -
Km,Fa,Cx,PG + - - - + - - -
Km,Te, Sin - - - - - - - -
Am,Sm,Ax + -(70%) -(90%) - + -(80%) - -
Am,Sm - - - - - - - -
Te ,Sm + - - - + - - -
Cm,Sm + - - - + - - -
Am, Ax + -(20%) -(50%) - + - - -

Te + — — — — — — —

pBR322 + -(34%) - - + r(36%) - -
RP4-35 -(80%) -(86%) - - -(90%) - - -

+: Crecimiento de las colonias replicadas en placas con antibióticos ; ausencia de crecimiento 
Los porcentajes indican pérdida de las resistencias respecto al total de colonias repicadas.
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2. DETECCION DE PLASMIDOS

Con el fin de relacionar la • posible existencia de 

plásmidos con las diferentes resistencias observadas, se 

seleccionaron dos representantes de las 12 combinaciones de 

resistencias transferidas. Uno de ellos transfería la resistencia
_3

a tetraciclina, con frecuencia de 2,,5x10 , y el otro se escogió

como representante de resistencia múltiple ( kanamicina, ácido 

fusídico, cefalexina, penicilina G ), transfiriendo su resistencia 

con una frecuencia 3.7x10 ( Ver Tabla XIX ). Para ello se

realizaron electroforesis en geles de agarosa, a distintas

concentraciones (0.6% y 0.8% ), utilizándo varios métodos de

extracción.

• Existe una tendencia en la actualidad a simplificar los 

métodos de extracción de ADN plasmídico. En los últimos años, se 

han descrito técnicas cada vez más rápidas y sencillas para estos 

procedimientos ( Eckardt, 1978; Kado y Liu, 1981; Takahashi y

Nagano, 1983 ). Una de las ventajas de estas técnicas consiste en

la posibilidad de incorporarlas a análisis rutinarios, en los que 

se puedan investigar gran número de cepas de distinta 

procedencia. Un factor importante al principio de todos los 

métodos lo constituye la lisis suave de la célula, con objeto de 

liberar el ADN plasmídico. Una lisis defectuosa ya supone, de 

entrada un menor rendimiento en todo el proceso.

Toranzo y cois. ( 1983 ), Freter y cois. ( 1983 ),

Match y Grimes ( 1982 ), utilizaron el método de Kado y Liu 

( 1981 ) en la detección de plásmidos de diferentes
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microorganismos, con resultados satisfactorios. Palomares y Perea 

( 1982 ) emplearon otra técnica aún más sencilla ( Eckardt, 1978 ) 

, consistente en la emulsión, con un palillo estéril, de una 

colonia de la cepa a investigar, en una cantidad de solución 

lítica colocada en el mismo pocilio del gel de agarosa.

Dada la amplia aceptación de este tipo de técnicas, se 

comenzó la detección de los plásmidos en las cepas seleccionadas, 

empleando el método de Kado y Liu ( 1981 ) modificado por Toranzo 

y cois. ( 1983 ), así como el método original. Esta técnica

utiliza la propiedad del ADN circular covalentemente cerrado, que 

es eliminado de la célula bajo condiciones que desnaturalizan el 

ADN cromosómico, como son el empleo de solución alcalina ( pH 

12.6 ) de SDS a elevada temperatura.

Kado y Liu ( 1981 ) observaron que, para

enterobacterias, se obtiene un buen rendimiento, lisando las 

células por adición de la mezcla lítica y calentando a 55°C

durante 60 minutos. En nuestro caso para conseguir la lisis, fué 

necesario calentar a 65°C durante 70 minutos. A pesar de ello no 

se obtuvieron resultados satisfactorios. Se escogieron entonces 

dos métodos recomendados por Maniatis y cois. ( 1982 ), para

aislamiento de plásmidos de elevado peso molecular ( método de 

Godson y Vapnek, 1973 ) y para plásmidos menores de 10 kilobases 

( método de Birnboim y Doly, 1979 ), utilizándose este último de 

acuerdo con la modificación realizada por Silhavy y cois. (1984).

El método de Birnboim y Doly modificado, emplea la

lisis alcalina de la célula, precipitando el ADN cromosómico por 

adición de una solución de acetato potásico 5 Molar. Al ser una
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técnica que incorpora tratamiento con RNasa y Proteinasa K, se 

obtiene un mayor grado de pureza del ADN plasmídico respecto 

de otros métodos.

En el método de Godson y Vapnek,las células son Usadas 

porla acción de SDS a pH 8fy la precipitación del ADN cromosómico 

se consigue por adición de cloruro sódico 5M. Se trata de un 

método bastante sencillo que no incluye tratamiento con RNasa 

ni Proteinasa.

En la cepa resistente a tetraciclina se detectaron 

dos plásmidos con los métodos de Birnboim y Doly y de Godson 

y Vapnek. En la cepa multirresistente se detectó un plásmido 

por esta última técnica.

Los pesos moleculares de estos plásmidos se determinaron 

utilizando como referencia los descritos' en el correspondiente 

apartado de Material y Métodos. En el caso de la resistencia 

a tetraciclina se encontraron dos plásmidos de 1,27± 0,15 ( 

Foto 4 ) y 2,61 í 0,21 MDalton ( media de cinco medidas ). En 

la cepa multirresistente se detectó un plásmido de 47,78Í 3,33 

MDalton (media de cinco medidas ) ( Foto 5 ).

El elevado peso molecular de este último explicaría 

porque no pudo detectarse con el método de Birnboim y Doly. 

Maniatis y cois, recomiendan éste para plásmidos menores de 

10 kilobases ( unos 6,6 MDalton ); probablemente en la adición 

de acetato potásico para precipitar el cromosoma, se precipitaría 

también un plásmido de elevado peso molecular.

Se admite que los plásmidos de mayor peso molecular 

se encuentran en la célula hospedadora en bajo número de copias, 

incluso una sola. Este tipo de plásmidos tiene un control
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restringido de replicación, que regula el número de moléculas 

plasmídicas por célula ( Broda, 1979 ). Además no pueden ser

amplificados mediante el uso de sustancias que inhiben la síntesis 

proteica. Este podría ser el caso del plásmido de 47.78 MDalton, 

al existir en bajo número de copias. También en este caso los 

métodos simplificados de volúmenes pequeños, el rendimiento de 

los mismos fue muy bajo, no llegándose a detectar. Para ello fue 

necesario partir de un volumen de 500 mi. de cultivo, como se 

utilizó en la técnica de Godson y Vapnek.

Los métodos descritos, han sido usados con éxito en una 

variedad de plásmidos presentes en diferentes microorganismos. 

Cuando aumenta el peso molecular, las propiedades del ADN 

plasmídico se van asemejando a las del ADN cromosómico, por tanto 

para plásmidos mayores de 25 kilobases ( 16.6 MDalton ), el

aislamiento se hace más dificil y los rendimientos más pobres 

( Maniatis y cois., 1982 ). Finalmente un protocolo de extracción 

determinado, puede no ser eficiente para demostrar la presencia 

de plásmidos en todas las especies bacterianas.

Siguiendo las indicaciones de Novick y cois. ( 1976 ), 

los plásmidos se nombraron anteponiendo las siglas pSA a las 

cifras que indican la cepa de la que procedían.

3. TRATAMIENTO DEL PLASMIDO DE RESISTENCIA A 

TETRACICLINA CON ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION

Como se ha dicho anteriormente, la cepa portadora de 

resistencia a tetraciclina daba lugar en los geles de agarosa, a
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dos bandas, una de ellas de tamaño aproximadamente el doble

que la otra.Con el fin de determinar si se trataba de dos plásmidos 

distintos y, en caso afirmativo, cuál de ellos era responsable 

de la resistencia, se procedió a la purificación de ambas bandas 

y posterior tratamiento con endonucleasas de restricción.

En primer lugar se extrajo el ADN de la banda del 

gel, mediante un tratamiento de elución por congelación descrito 

por Tautz y Rentz ( 1983 ), de esta manera se obtuvo el ADN 

de cada banda por separado. Cada una de ellas se sometió a trata­

miento con las endonucleasas de restricción EcoRI y Salí ( Amer- 

sham International pie ) y digestión doble con ambas.

En la foto 6 se puede observar el resultado de la

digestión efectuada. La banda correspondiente al plásmido de 

doble peso molecular no fue recuperable del gel con el método 

empleado. Sin embargo la otra sí lo fue y, una vez purificada, 

regeneraba en todos los casos ambas bandas, lo que lleva a suponer 

que las bandas del gel original corresponden al mismo plásmido 

tratándose, en el caso de la superior, de un dímero.

Este plásmido no presentó ningún punto de corte para 

las enzimas empleadas. Dado su pequeño tamaño es muy probable

que no contuviera la combinación de bases que reconocen estas

endonucleasas.

Así pues, los plásmidos detectados tienen las siguientes 

características:

Cepa Plásmido Resistencias P.M.(MDalton)

S.bredeney 

S.panama

pSAllól

pSA1231

Te 1,27 t 0,15

Km,Fa,Cx,PG 47,78 - 3,33



Foto 4. Electroforesis en gel horizontal de agarosa 

al 0,8%, de ADN procedente de las siguientes cepas:

A) S.bredeney / pSA1161-1162 B) E.coli W3110TT/RP4-35 

C) E.coli HB101/pBR322 D) E.coli C600/RSF1010



Foto_5. Resultados de la electroforesis en gel horizontal 

de agarosa al 0,62, de ADN procedente de las siguientes 

cepas:

A)— coli W3110TT/RP4-35 C)S.panama /pSA1231

B)E.coli C600/pIP113



Foto 6. Electroforesis en minigel de agarosa al 0,8%, 

de los resultados obtenidos en el tratamiento de res­

tricción del fago A y el plásmido pSAllól.

A) A  /EcoRI C) pSA1161/SalI

B) pSAllól/EcoRI D) pSA1161/EcoRI+SalI
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Posteriores estudios se dedicarán a la investigación 

completa de todos los plásmidos que puedan ser detectados en las 

cepas resistentes encontradas en el presente trabajo, así como a 

la determinación de su capacidad de transferencia a cepas 

ambientales próximas taxonómicamente.



CONCLUSIONES
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1. Con la metodología empleada, en el estudio 

comparativo de diversos factores que afectan al aislamiento de 

Salmonella, se han obtenido 1.112 cepas, correspondientes a 49 

serotipos, de las cuales 478 se aislaron empleando 

preenriquecimiento y 634 sin él.

2. Los resultados del análisis de varianza de los datos 

obtenidos , demuestran que todos los efectos estudiados: tipo de 

enriquecimiento, caldo de enriquecimiento selectivo, medio sólido 

selectivo, temperatura del agua y características del punto de 

muestreo; son significativos.

3. El preenriquecimiento en caldo no selectivo, ha dado 

lugar siempre a menor número de aislamientos de Salmonella, así 

como al desarrollo de numerosos microorganismos competidores 

sobre las placas de medios sólidos, dificultando notablemente la 

recuperación de salmonellas. Este efecto es especialmente acusado 

cuando la incubación se realiza a 37°C.

4. La modificación realizada en el medio NR10, 

sustituyendo el cloruro de magnesio por sulfato de magnesio, 

muestra menor eficacia en la recuperación de salmonellas, que la 

composición original.

5. Los dos medios sólidos más eficaces en el 

aislamiento de Salmonella, empleando enriquecimiento directo en 

medio NR10, han sido agar Bismuto Sulfito y agar Hektoen 

entérico.

6. Las temperatura más adecuadas para la recuperación de 

Salmonella se encuentran comprendidas en el intervalo de 10 a
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15°C, resultando las temperaturas extremas, tanto por encima como 

por debajo de éstas, más desfavorables.

7. Las características del punto de muestreo son 

decisivas para la obtención de Salmonella, ya que incluso en el 

mismo lago de la Albufera, cada uno de los puntos ha resultado 

significativamente diferente del resto. Ante la imposibilidad de 

estudiar uno por uno los múltiples factores físico-químicos y 

biológicos implicados, los diferentes puntos de muestreo reflejan 

precisamente esta gran diversidad de factores.

8. El estudio cuantitativo de salmonella, ha confirmado 

la posibilidad de proceder al aislamiento directo de estos 

microorganismos, sin utilizar preenriquecimiento en caldo no 

selectivo, al menos en las aguas estudiadas. Además esta técnica, 

de siembra directa en NR10, da lugar a mayor inhibición de la 

flora competitiva.

9. La temperatura de incubación de los medios líquidos 

ha resultado significativa en función de las características del 

agua analizada. Así en las aguas residuales, la siembra directa 

en NR10 a 43°C, ha dado lugar a los mejores resultados, 

obteniéndose frecuentemente cultivos puros de Salmonella a las 48 

horas, mientras que en el agua superficial natural resultó 

excesivamente selectiva, recomendándose la incubación a 37°C.

10. De los 52 serotipos obtenidos en el estudio 

serológico de las 1.162 cepas seleccionadas, destaca la ausencia 

de S.typhi, así como la predominancia de los serotipos infantis, 

panama y typhimurium, todos ellos considerados ubicuos. La 

escasez de estudios similares en la zona, no permite el
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establecimiento de conclusiones acerca de la supervivencia de 

unos serotipos frente a otros.

11. El 12,7% de las cepas seleccionadas para comprobar 

su resistencia a antibióticos, lo fue a uno o más. De ellas el 

35,35% presentó resistencia a un solo agente antimicrobiano y el 

64,55% a dos o más. La mayor incidencia de resistencias se 

corresponde con los serotipos más abundantes, siendo , las más 

frecuentemente encontradas las resistencias a estreptomicina, 

ampicilina y tetraciclina. Todas las cepas analizadas fueron 

sensibles a la polimixina B.

12. Las concentraciones mínimas inhibitorias a los

antibióticos empleados, han oscilado entre 10 y 1,700 yug/ml. La 

máxima corresponde a amoxicilina y la mínima a penicilina G.

13. El 30% de las cepas resistentes fueron capaces de

transferir sus resistencias a un E.coli receptor, con frecuencias
-3 -7

de transmisión que variaron de 10 a 10 . L a  resistencia a 

estreptomicina no fuá transferida en ningún caso.

14. Todas las cepas resistentes, tras tratamiento más o 

menos prolongado con bromuro de etidio, perdieron dichas 

resistencias, lo que demuestra la naturaleza plasmídica de las

mismas.

15. Se han detectado dos plásmidos, uno de ellos 

pSAllól, portador de resistencia a tetraciclina, con un peso

molecular de 1,27 MDalton y otro con resistencia múltiple de

47,78 MDalton de peso molecular. (pSA1231)

16. Las técnicas simplificadas para el aislamiento de 

ADN plasmídico, no han dado buenos resultados en el caso de cepas
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salvajes de Salmonella, por lo que se ha hecho necesario el 

empleo de varias hasta encontrar la más adecuada ( Método de 

Godson y Vapnek ).

17, La existencia de un elevado número de salmonellas, 

no sólo en aguas residuales sino también en aguas naturales 

superficiales, unida a la presencia de resistencias a 

antibióticos transferibles a otros microorganismos, hace 

necesaria la investigación continua de estos gérmenes, para su 

adecuado control sanitario. Esta investigación requiere métodos 

sencillos, rápidos y a ser posible estandarizados con el fin de 

poder comparar los resultados obtenidos en diferentes zonas 

geográficas.
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