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EN AGUAS

Benassi, Fernando / Naidich, Alfredo
Facultad de Cs. Ex. Qcas. y Nat. - Cátedra de Microbiología Industrial - U.Na.M.

A
BS

TR
A

C
T

RE
SU

M
EN

(

(

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 (41.5ºC) 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.

KEY WORDS: Salmonella, culture media performance, water pollution.

Se compararon distintos medios de cultivo para el aislamiento y caracterización 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 señala a S. Saphra como la serovar de mayor abundancia.
Se aplicaron técnicas de incubación de alta temperatura (41,5ºC) con plaqueos sucesivos efec-
tuados a distintos tiempos de incubación (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 más eficaces fueron DS y RV y la mejor combinación de cal-
dos de enriquecimiento y medios de aislamiento resultó ser DS/BS, seguida por RV/BS.

PALABRAS CLAVES: Salmonella, rendimiento de medios de cultivo, contaminación de aguas.
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INTRODUCCIÓN

Las salmonelosis son enfermedades frecuen-
tes e importantes causadas por la ingestión de
alimentos contaminados, manifestándose me-
diante cuadros clínicos inespecíficos, tales como
diarreas y gastroenteritis [1, 2, 3].  Por ello resulta
de gran interés determinar la presencia de
Salmonella en los cursos de agua que en gran
número recorren vastas zonas de la ciudad de
Posadas cuya población aledaña las utiliza para
consumo, lavado y esparcimiento. En numerosos
casos las mismas reciben efluentes cloacales y
excretas de la población, con lo cual se hallan am-
pliamente favorecidas las condiciones de disemi-
nación y contagio.

Si bien existen numerosos trabajos que deta-
llan diferentes técnicas para la recuperación de
Salmonella, no hay disponible una metodología
estandarizada para su investigación en aguas [4,
5, 6, 7, 8].  Este trabajo presenta una comparación
entre distintos procedimientos empleados por
nuestro grupo de trabajo para el aislamiento y ca-
racterización de Salmonella y los principales re-
sultados obtenidos a fin de contribuir a una posi-
ble normatización de las técnicas de recuperación
de este microorganismo  [9].

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de muestras

Las muestras fueron obtenidas por el método
de las gasas por ser uno de los más eficientes
para cursos de agua [5, 8, 10, 11].  Las gasas fue-
ron recogidas 48 horas después de ser colocadas,
fueron transportadas al laboratorio en recipientes
térmicos y procesadas dentro de las 6 horas de
recibidas.

Investigación de Salmonella

a) Enriquecimiento
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 a 41,5ºC (método de las
altas temperaturas) [17, 18], tomándose muestras
del material a las 24 y 72 horas de incubación.

b) Aislamiento
Se utilizaron placas de agar Eosina-Azul de

Metileno (EMB) (Britania), incubadas a 41,5ºC,
agar Desoxicolato-Citrato-Lactosa-Sacarosa (DCLS)
(Merck), agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD)
(Merck) y agar Sulfito de Bismuto (BS) (Merck).
Se incubaron a 37ºC durante 24 ó 48 horas, según
requerimientos.

Se seleccionaron colonias características, las
cuales se propagaron en tubos estría de agar
Tripteína-Soya (TSA) (Britania), con el fin de lo-
grar los cultivos adecuados para los ensayos
bioquímicos [6, 7].

c)  Identificación primaria
Se realizó tinción de Gram y las siguientes

pruebas bioquímicas:

- citocromooxidasa;
- producción de ureasa;
- producción de fenilalanina deaminasa;
- prueba de Voges-Proskauer;
- licuefacción de la gelatina;
- asimilación de glucosa, lactosa y sacarosa;
- producción de sulfuro y gas de glucosa;
- producción de indol;
- producción de lisina decarboxilasa;
- B-galactosidasa.

d) Confirmación bioquímica y serológica
La identificación fue confirmada en el Servicio

de Enterobacterias del Instituto Nacional de En-
fermedades Infecciosas (INEI), ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbrán”.

e) Estadística
El tratamiento estadístico de los resultados

del presente trabajo fue elaborado según el test
de las proporciones [19].

RESULTADOS

Se realizaron un total de 47 campañas de
muestreo, que comprendieron los arroyos interio-
res de la ciudad de Posadas (Antonica, Itá, IV sin
nombre, Mitre, Vicario, VII sin nombre, VIII sin
nombre, Divisa), y el arroyo Zaimán 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.

En la Tabla 1 se indica el rendimiento relativo
de los caldos de enriquecimiento.  Se encontraron
rendimientos similares entre el DS y el RV (dife-
rencias no significativas), mientras que el caldo
Tet fue marcadamente inferior (P < 0,0006).

En la Tabla 2 se representa el rendimiento de
las combinaciones de medios de enriquecimiento
y aislamiento.

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

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

En la Tabla 5 se muestran las serovariedades
aisladas en función de los tiempos de incubación
(24 y 72 horas).

DISCUSIÓN

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 selección
para obviar el crecimiento competitivo que pre-
sentan en dichos medios los microorganismos
no patógenos, en especial los pertenecientes al
grupo coliforme.  Por otra parte, una muestra rela-
tivamente grande debe ser examinada para asegu-
rar el éxito del aislamiento [6, 7].

El enriquecimiento es una de las etapas críti-
cas, dado que la presencia de salmonelas es ge-
neralmente baja en relación con la flora acompa-
ñante; por ello se emplean caldos diseñados para
la inhibición de ésta.

Este objetivo se logra por el agregado de co-
lorantes, sales minerales o antibióticos,  resultan-
do conveniente trabajar con dos caldos en para-
lelo, ya que no todas las serovariedades de

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

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

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

El mayor número de serovariedades se obtuvo
a las 72 horas, si bien resulta importante destacar
que no todas las serovariedades aisladas a las 24
horas se recuperaron a las 72 horas, por lo que se
confirmó la conveniencia de efectuar plaqueos en
períodos consecutivos de 24 horas preconizado
por otros autores [20].

La combinación más adecuada de medios de
cultivo fue Dulcitol Selenito-Sulfito de Bismuto y
en segundo lugar Rappaport-Vassiliadis-Sulfito
de Bismuto. Ambas difieren significativamente del
resto de las combinaciones (P < 0,017).

El esquema bioquímico de identificación pri-
maria, que consta de 12 pruebas, fue seleccionado
a partir de un sistema microcomputarizado de
identificación de bacterias Gram (-) de 21 reaccio-
nes bioquímicas y mostró una eficiencia cercana
al 100%.

Cabe señalar que en el enriquecimiento las
muestras fueron procesadas en forma indepen-
diente, dado que por las características del méto-
do de muestreo no fue posible trabajar en parale-
lo.
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T a b l a  1 : Rend imiento  de  ca ldos  de  enr iquec imiento

Caldos de Enr iquecimiento DS Tet RV Totales

Colonias examinadas 888 330 512 1.730

Colonias conf i rmadas 261 67 156 484

Porcentaje  de conf i rmación 29,38% 20,30% 30,46% 27,98%
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Tab la  3 :  Serovar iedades  a i s ladas  y  f recuenc ia  de  a i s lamiento

Serovar iedades
Frecuencia  de Ais lamiento

N %

S .  Saphra 131 27 ,06

S .  Panama 38 7 ,85

S .  In fant is 36 7 ,43

S .  Newpor t 34 7 ,24

S .  Typh imur ium 31 6 ,40

S .  Enter i t id is 25 5 ,16

S .  Oran ienburg 25 5 ,16

S .  Kentucky 20 4 ,13

S.  Bredeney 17 3 ,51

S .  Montevideo 15 3 ,10

S .  G i v e 13 2 ,68

S   Za imán 11 2 ,27

S .  A n a t u m 9 1,85

S .  Cerro 9 1 ,85

S .  M iam 9 1 ,85

S .  Se f tenberg 9 1 ,85

S .  Agona 8 1 ,65

S .  C h e s t e r 8 1 ,65

S .  Made l i a 8 1 ,65

S .  Be lem 6 1 ,23

S .  He ide lberg 6 1 ,23

S .  San Diego 6 1 ,23

S .  B lock ley 2 0 ,41

S .  Derby 2 0 ,41

S .  G los t rup 2 0 ,41

S .  L icht f ie ld 2 0 ,41

S .E  IV  21 :g ;  Z  51 : - ;  CNK- 2 0 ,41

TOTAL 484

T ab la  2 :  Rend imiento  de  los  med ios  de  a i s lamiento

Medios de
Ais lamiento

DS Tet RV

Colonias

Examin.

Colonias

Conf .  %

Colonias

Examin.

Colonias

Conf .  %

Colonias

Examin.

Colonias

Conf .  %

Totales

 

B S 314 46,14 154 24,02 240 37,50 708

E M B 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
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medades Infecciosas, por su valiosa colaboración
en la identificación serológica de las cepas. ?
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T a b l a  5 : Serovar iedades

a is ladas  en  func ión  de  los

ca ldos  de  enr iquec imiento

24 hs 72 hs

S.  Anatum S.  A g o n a

S.  Be lem S.  Anatum

S .  B lockley S.  Be lem

S.  Bredeney S.  Cerro

S.  Enter i t id is S.  C h e s t e r

S.  In fant is S.  Derby

S.  Miami S.  Enter i t id is

S.  Montevideo S.  G i v e

S.  Oran ienburg S.  Glostrup

S.  San Diego S.  He ide lberg

S.  Saphra S.  In fant is

S.  Sef tenberg S.  Kentucky

S.  Typh imur ium S.  L icht f ie ld

S.  Za imán S.  Madel ia

S.  E  IV  21:g;
 Z  51 : - ;  CNK- S.  Newpor t

S.  Oran ienburg

S.  Panamá

S.  Saphra

S.  Typh imur ium


