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PERFORMANCE OF CULTURE MEDIA IN THE RESEARCH OF WATERBORNE SALMONELLA

Presence of microorganisms belonging to Salmonella genus was studied from Zaiman creek
waters and Posadas city inner creek waters.

1.730 suspected colonies were isolated. Elevated temperature technique for the isolations
of Salmonella was applied (41.5°C) and these organisms were recovered in 28% of the
examined samples.

Isolation frequency of serovars is presented, with S. Saphra prevailing among the studied
samples.

Typical, well-isolated Salmonella-like colonies were recovered by streaking plating media,
from incubated broths (24-72 hours).

Performance of the following enrichment broths and plating media were tested:
Tetrathionate broth with addition of 0,004% of Novobiocin (Tet), Dulcitol Selenite broth (DS)
and Rappaport-Vassiliadis broth (RV), EMB agar (Eosin-Methylene Blue), DCLS agar
(Desoxycholate-Citrate-Lactose-Sacarose), XLD agar (Xilose-Lysine-Desoxycholate) and BS
agar (Bismuth Sulphite).

The efficiency of broth culture media DS and RV, proved to be similar. Best results were
obtained, when both, DS and BS media were used, followed by RV and BS combination.
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Se compararon distintos medios de cultivo para el aislamiento y caracterizacion de Salmonella
en cursos de agua que recorren la ciudad de Posadas, Misiones.

Se aislaron 1.730 cepas de las cuales, 484 (28%) fueron confirmadas como pertenecientes al
género Salmonella. Se sefiala a S. Saphra como la serovar de mayor abundancia.

Se aplicaron técnicas de incubacién de alta temperatura (41,5°C) con plaqueos sucesivos efec-
tuados a distintos tiempos de incubacion (24 y 72 horas).

Se emplearon los siguientes caldos de enriquecimiento y medios de aislamiento: caldo
Tetrationato con el agregado de 40 mg/l de Novobiocina (Tet); Dulcitol Selenito (DS) y
Rappaport-Vassiliadis (RV); agar Eosina-Azul de Metileno (EMB); agar Desoxicolato-Citrato-
Lactosa-Sacarosa (DCLS), agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD) y agar Sulfito de Bismuto (BS).
Los caldos de enriquecimiento mas eficaces fueron DS y RV y la mejor combinacion de cal-
dos de enriquecimiento y medios de aislamiento resulté ser DS/BS, seguida por RV/BS.

PALABRAS CLAVES: Salmonella, rendimiento de medios de cultivo, contaminacion de aguas.



INTRODUCCION

L as salmonel osis son enfermedades frecuen-
tes e importantes causadas por la ingestion de
alimentos contaminados, manifestandose me-
diante cuadros clinicosinespecificos, tales como
diarreasy gastroenteritis[1, 2, 3]. Por elloresulta
de gran interés determinar la presencia de
Salmonella en los cursos de agua que en gran
ndmero recorren vastas zonas de la ciudad de
Posadas cuya poblacién aledana las utiliza para
consumo, lavado y esparcimiento. En numerosos
casos las mismas reciben efluentes cloacales y
excretas de lapoblacion, conlo cual se hallan am-
pliamente favorecidas | as condiciones de disemi-
nacion y contagio.

Si bien existen numerosos trabajos que deta-
Ilan diferentes técnicas paralarecuperacién de
Salmonella, no hay disponible una metodologia
estandarizada para su investigacién en aguas [4,
5, 6,7, 8]. Estetrabajo presenta unacomparacion
entre distintos procedimientos empleados por
nuestro grupo de trabgjo parael aislamientoy ca-
racterizacion de Salmonellay los principales re-
sultados obtenidos afin de contribuir a una posi-
ble normatizacién de las técnicas de recuperacién
de este microorganismo [9].

MATERIALES Y METODOS

Recolecciéon de muestras

L as muestras fueron obtenidas por el método
de las gasas por ser uno de los mas eficientes
paracursosdeagualb, 8, 10, 11]. Lasgasasfue-
ron recogidas 48 horas después de ser colocadas,
fueron transportadas al |aboratorio en recipientes
térmicos y procesadas dentro de las 6 horas de
recibidas.

Investigacion de Salmonella

a) Enriguecimiento

Se emplearon tres caldos de enriquecimiento:
Tetrationato con el agregado de 40 mg/l de
Novobiocina (Tet), Dulcitol Selenito (DS) y
Rappaport-Vassiliadis (RV) [12, 13, 14, 15, 16].
Los caldos se incubaron a41,5°C (método de las
altastemperaturas) [17, 18], tomandose muestras
del material alas 24y 72 horas de incubacién.

b) Aislamiento

Se utilizaron placas de agar Eosina-Azul de
Metileno (EMB) (Britania), incubadas a 41,5°C,
agar Desoxi colato-Citrato-L actosa-Sacarosa(DCLS)
(Merck), agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD)
(Merck) y agar Sulfito de Bismuto (BS) (Merck).
Seincubaron a 37°C durante 24 6 48 horas, segiin
requerimientos.

Se seleccionaron colonias caracteristicas, las
cuales se propagaron en tubos estria de agar
Tripteina-Soya (TSA) (Britania), con €l fin de lo-
grar los cultivos adecuados para |os ensayos
bioquimicos|[6, 7].

c) Identificacion primaria
Se realiz6 tincion de Gram y las siguientes
pruebas bioquimicas:

- citocromooxidasa;

- produccién de ureasa;

- produccién de fenilalanina deaminass;

- prueba de V oges-Proskauer;

- licuefaccién de lagelating;

- asimilacioén de glucosa, lactosay sacarosa;
- produccion de sulfuro y gas de glucosa;

- produccién deindol;

- produccién de lisina decarboxilasa;

- B-galactosidasa.

d) Confirmacién bioquimicay seroldgica

Laidentificacion fue confirmadaen € Servicio
de Enterobacterias del Instituto Nacional de En-
fermedades Infecciosas (INEI), ANLIS“Dr. Carlos
G. Mabran™.

e) Estadistica

El tratamiento estadistico de los resultados
del presente trabajo fue elaborado seguin el test
delas proporciones [19].

RESULTADOS

Se realizaron un total de 47 campafias de
muestreo, que comprendieron los arroyos interio-
res delaciudad de Posadas (Antonica, I1t4, IV sin
nombre, Mitre, Vicario, VII sin nombre, VIII sin
nombre, Divisa), y €l arroyo Zaiman que recorre
vastas zonas suburbanas de |la ciudad de Posa-
das.

Se examinaron finalmente 1.730 aislamientos,
de los cuales 484 (28%) fueron caracterizados
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como pertenecientes al género Salmonella por
nuestro grupo de trabajo y confirmadas por el

ANLIS.

EnlaTablal seindicael rendimiento relativo
delos caldos de enriquecimiento. Se encontraron
rendimientos similares entre el DSy el RV (dife-
rencias no significativas), mientras que el caldo

Tet fue marcadamente inferior (P < 0,0006).

EnlaTabla2 serepresenta el rendimiento de
las combinaciones de medios de enriquecimiento

y aislamiento.

En la Tabla 3 se representan las serovarie-
dades aisladasy su porcentaje de aislamiento. La
serovariedad predominante resulté ser S. Saphra.

En la Tabla 4 se indican las serovariedades
aisladas en cada uno de los tres caldos de enri-

guecimiento.

EnlaTabla5 se muestran las serovariedades
aisladas en funcion de los tiempos de incubaci6n

(24y 72 horas).

DISCUSION

Si bien se conocen numerosos medios de cul-
tivo aptos para el enriquecimiento y aislamiento
de serovariedades pertenecientes al género
Salmonella, se requiere una adecuada seleccién
para obviar el crecimiento competitivo que pre-
sentan en dichos medios los microorganismos
no patégenos, en especial |os pertenecientes al
grupo coliforme. Por otra parte, unamuestrarela-
tivamente grande debe ser examinada para asegu-

rar el éxito del aislamiento [6, 7].

El enriguecimiento es una de |as etapas criti-
cas, dado que la presencia de salmonelas es ge-
neralmente baja en relacién con laflora acompa-
fiante; por ello se emplean caldos disefiados para

lainhibicion de ésta.

Este objetivo se logra por el agregado de co-

Salmonella pueden ser recuperadas de un mismo
caldo. Loscaldos Dulcitol Selenito y Rapapport-
Vassiliadis son los que presentaron mayor rendi-
miento.

Asimismo, se aconseja el empleo simultaneo
de dos medios de aislamiento, uno de baja o me-
diana selectividad y otro de alta selectividad. El
medio de aislamiento de mayor eficiencia resulté
ser Sulfito de Bismuto (P < 0,000001), mientras
gue no se encontraron diferencias significativas
entre |os otros medios.

Los caldos Dulcitol Selenito y Rappaport
Vassiliadis son los que presentaron mayor rendi-
miento.

El mayor nimero de serovariedades se obtuvo
alas 72 horas, si bien resultaimportante destacar
que no todas las serovariedades aisladas alas 24
horas se recuperaron alas 72 horas, por |o que se
confirmé la conveniencia de efectuar plagueos en
periodos consecutivos de 24 horas preconizado
por otros autores [20].

La combinacion mas adecuada de medios de
cultivo fue Dulcitol Selenito-Sulfito de Bismutoy
en segundo lugar Rappaport-V assiliadis-Sulfito
de Bismuto. Ambas difieren significativamente del
resto de las combinaciones (P < 0,017).

El esquema bioquimico de identificacion pri-
maria, que constade 12 pruebas, fue seleccionado
a partir de un sistema microcomputarizado de
identificacion de bacterias Gram (-) de 21 reaccio-
nes bioquimicas y mostré una eficiencia cercana
a 100%.

Cabe sefialar que en el enriquecimiento las
muestras fueron procesadas en forma indepen-
diente, dado que por las caracteristicas del méto-
do de muestreo no fue posible trabajar en paral e-
lo.
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Tabla 1: Rendimiento de caldos de enriquecimiento

Caldos de Enriquecimiento DS Tet RV Totales
Colonias examinadas 888 330 512 1.730
Colonias confirmadas 261 67 156 484

Porcentaje de confirmacién 29,38% 20,30% 30,46% 27,98%




Tabla 2: Rendimiento de los medios de aislamiento e

Medios de
) ) DS Tet RV
Aislamiento
Colonias | Colonias | Colonias| Colonias|Colonias|Colonias|Totales
Examin. Conf. % | Examin. | Conf. % | Examin. | Conf. %
BS 314 46,14 154 24,02 240 37,50 708
EMB 261 22,60 140 15,00 401
DCLS 172 19,18 36 25,00 140 22,14 348
XLD 141 17,02 132 25,75 273
Totales 888 330 512 1730

Tabla 3: serovariedades aisladas y frecuencia de aislamiento

Frecuencia de Aislamiento
Serovariedades
N %

S. Saphra 131 27,06
S. Panama 38 7,85
S. Infantis 36 7,43
S. Newport 34 7,24
S. Typhimurium 31 6,40
S. Enteritidis 25 5,16
S. Oranienburg 25 5,16
S. Kentucky 20 4,13
S. Bredeney 17 3,51
S. Montevideo 15 3,10
S. Give 13 2,68
S Zaiman 11 2,27
S. Anatum 9 1,85
S. Cerro 9 1,85
S. Miam 9 1,85
S. Seftenberg 9 1,85
S. Agona 8 1,65
S. Chester 8 1,65
S. Madelia 8 1,65
S. Belem 6 1,23
S. Heidelberg 6 1,23
S. San Diego 6 1,23
S. Blockley 2 0,41
S. Derby 2 0,41
S. Glostrup 2 0,41
S. Lichtfield 2 0,41
S.E IV 21:g; Z 51:-; CNK- 2 0,41

TOTAL 484
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Tabla 4: Serovariedades aisladas en funcién de los caldos de

enriquecimiento

RV DS Tet
S. Bredeney S. Agona S. Anatum
S. Enteritidis S.Anatum S. Belem
S. Heidelberg S. Belem S. Enteritidis
S. Infantis S. Blockley S. Give
S. Montevideo S. Bredeney S. Infantis
S. Newport S. Cerro S. Newport
S. Saphra S. Chester S. Kentucky
S. Typhimurium S. Derby S. Oranienburg
S. Enteritidis S. Panaméa
S. Give S. Saphra
S. Glostrup S. Seftenberg
S. Heidelberg S. E IV 21:g; Z51:-; CNK-
S. Infantis
S. Lichtfield
S. Madelia
S. Miami
S. Oranienburg
S. Panama
S. San Diego
S. Saphra
S. Seftenberg
S. Typhimurium
S. Zaiman
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medades | nfecciosas, por su valiosacolaboracién

en laidentificacion seroldgicadelascepas. &
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