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En los palses europeos Yy principalmente en lcs del drea
mediterranea, las verduras y hortalizas constituyen una parte
importante de la dieta diaria.

Estos alimentos son la fuente principal del aporte de
vitaminas, sales minerales y juegan un papel esencial en el metabo-
lismo intestinal y en la requlacién de la flora.

El cultivo y recoleccién de los vegetales en las condicio-

nes en gque se hacen permiten la contaminacién microbiolbégica y

de ahi la alteracidn y destruccién de estos alimentos con la consi-
guiente disminucién de sus cualidades alimentarias y el peligro
potencial en la transmisién de enfermedades infecciosas.

La Organizacién Mundial de la Salud pone de manifiesto
que las verduras regadas con aguas contaminadas o residuales duran-
te el cultivo entrafia un riesgo 2s! como las etapas siguientes
de transporte y comercializacién.

En el Area de estudio elegica por nosotros, los microor-
ganismos del género Salmonella son o5 principales agentes producto-
res de brotes infeccioses, de ahi, la importancia del control
microbioldgico a que deben ser sowetidos estos alimentos y las

INTRODUCCTION precauciones que han de ser tenidas en cuenta en 1> que se refiere

a las aguas de riego, abonado, recoleccidén y distribucidn.




Los objetivos propuestos al iniciar el presentie estudio,
se basaron en comprobar la posible relacidn entre la contaminacidn
de las aguas de cauces Yy acequias de riego con la de las verduras

y hortalizas regadas por dichos efluentes.

Igualmente se pretendia demostrar el grado de contamina-

cién de las diversas hortalizas en el momento de la oferta al

piblico y la influencia de los procesos culinarios.
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1.

ENFERMEDADES DE TRANSMISION FECOHIDRICA

El agqua es ¢l principal constituyente de la materia viva,
sin la cual no es posible concebir ningin tipo de sistema bioldgi-
co segin los esquemas cldsicos de su propia definicidn.

El agua, que constituye también un factor fundamental
para el desarrollo econémico, es a su vez uno de los principales
responsables de un gran nimero de enfermedades infacciosas. La
Organizacién Mundial de la Salud calcula que alrededor de 500
millones de personas contraen cada afio enfermedades producidas
por contaminacién de las aguas (PUMAROLA, 1979).

La transmisién de enfermedades por el agua se conoce
desde muy antiguc.Hipdbcrates en el siglo IV a. de C. recomendaba
la ingestidén de agua hervida para evitar los posibles efectos
perjudiciales.

La transmisién de enfermedades por el agua puede originar-
se bien por la ingestién de agua o hielo contaminado o simplemente
por su contacto. Las enfermedades adquiridas por ingestién pue-
den deberse a una intoxicacién causada por sustancias gquimicas
o toxinas producidas por microrganismos, a infecciones originadas
por bacterias que elaboran enterotoxinas y, en tercer lugar,
a infecciones causadas por la propia proliferacién de los microor-
ganismos en los tejidos animales (BES, 1982a).

De todos los agentes respcnsables de enfermedades transmi-
tidas por el agua, los de origen microbiano incluyendo los virus,
son los que presentan una mayor incidencia en el hombre y en
los animales.

La contaminacién microbiana afecta principalmente a las

aguas superficiales y, aunque cualgquier bacteria patdgena puede

propagarse por este medio, en realidad son tGnicamente un pequefio




nimero de microorganismos los que al eliminarse por las heces
o la orina pueden llegar a constitulr una seria amenaza al encon-
trarse en una cantidad suficientemente elevada.

Los tipos mi: importantes de infeccicnes conocidas como
enfermedades de trarsmisidn fecohidrica, con capacidad para mani-
festarse en forma epidémica, son: fiebres tifoidea y paratifcidea,
cbdlera, disenteria bacilar, gastroenteritis, diarreas infantiles
y en ocasiones la leptospirosis, parasitosis y algunas enfermeda-
des originadas por virus (PUMAROLA, 1979). En la Tabla I se indi-

can los principales microorganismos responsables de las infeccio-

nes de transmisién feconidrica {(PIEDROLA y col., 1983).

Dentro de este esquema general, en nuestro medio, los
microorganismos que mas frecuentemente se han aislado como respon-
sables de gran nomero de infecciones de origen hidrico de natnia-
leza epidémica son especies bacterlanas de los géneros Salmonella
y Shigella (PEREZ LOPEZ y cols., 1983 y 1984). En 1982, segln
los datos epidemiolégicos recogidos por la Direccién General
de Salud Pablica se detectaron en Espafia 11 brotes hidricos origi-
nados por especies del génerc Shigella y 5 por especies del género
Salmonella 4 de ellos producidos por S. typhi (BES, 1983b). Esta
cifra hace pensar que las declaraciones no son correctas por
defecto.

El1 agua de bebida, cuandc el abastecimiento se realiza
en condiciones de garantia sanitaria, no es la responsable de
este tipo de enfermedades. Como sc ha demostrado en numerosas
ocasiones, la mala infraestructura de algunas canalizaciones de
aguas residuales ocasionan filtraciones con la correspondiente
contaminacién. Asimismo, el uso de aguas residuales no depuradas
para el riego o procesado de cilertos alimentos suelen ser, en

gran medida, los responsables de este tipo de enfermedades.




TABLA I .- PRINCIPALES MICROORGANISMOS RESPONSABLES DE

ENFERMEDADES DE TRANSMISION FECOHIDRICA.

BACTERIAS

VIRIS

PROTOZ0OS

HELMINTOS

Shigella sp

Salmonella (incluida S.typhi y

S. paratyphi A, E y C).

Vibrio cholerae

Leptospira

Escherichia coli enteropatégena

Enterovirus
Reovirus
Adenovirus

virus de la hepatitis A

Entamoeba histolitica

Glardia lamblia

Balantidium coli

Ascaris lumbricoides

Trichuris trichura

Anquilcstoma, etc.




T.2, TOXIINFECCIONES ALIMENTARIAS

pebido a su trascendencia social y econdmica las toxiin-
fecciones alimentarias constituyen un problema sanitario grave,
sobre todo a causa de su enorme incidencia.

De la presencia y papel de los microorganismos en los

alimentos se tenia evidencia antes del desarrollo de la microbio-

logia como ciencia. A finales del siglo pasado se lograron aislar

los agentes etioldgicos responsables de un gran namero de infec-
ciones producidas como consecuencia Ge la ingestidn de determina-
dos alimentos. Entre los primeros microorganismos aislados respon-

sables de toxiinfecciones alimentarias destacan 5. enteriditis

per Garner en 1888, el estafilococo por Denis, 1884, Clostridiug

botulinum por Van Ermenghen en 1896, S. typhimucium por Nobele,

1888, estreptococos por Linden, Turner y Tiom en 1926, etc.
(PIEDROLA y col. 1983; JAY, 1978).

Los alimentos, segin la Organizaciéon Mundiial de la Salud,
constituyen la segunda causa de morbilidad en Evropa, pero debido
a la falta de datos es dificil conocer en toda su magnitud el
ntmero de casos de intoxicaciones alimentarias y se supone que
es varias veces superior a los declarados (TURNBULL, 1981).

Las intoxicaciones ocasionadas por el consumo de alimentos
pueden tenrr su origen en productos quimicos o sustancias toxicas
procedentes de plantas o animales aunque el mayor nimero de las
mismas es debido a la contaminacién de estos alimentos por micro-
organismos del tipo de las bacterias, virus o parasitos. De estos
tres tipos de agentes, las bacterias constituyen la principal
fuente de toxiinfecciones alimentarias y llegan a suponer, segin

alguros datos, el 86% de las mismas (TURNBULL, 1981)(Tabla II).
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Las intoxicaciones alimentarias de origen bacteriano
pueden estar producidas por la ingestién de alimentos contaminados
con microorganismos, y/o por 'as toxinas producidas por estos.
Las bacterias que destacan por su capacidad para producir intoxi-
caciones alimentarias en nuestra zona geogrdfica son: e¢species

de los c¢éneros Silmonella, Staphilococcus, Clostridium botuiinum

yShigella sonnei (Tabla IIL y fic. 1)(BES, 1984).

Los ayentes etioldécicos responsables de las toxiinfeccio-
aas alimentarias varian en gran medida dependiende del 1lugar
o zona geogrdfica puesto que los habitos alimenc .. ios condicionan
de manera importante la frecuencia y tipo de jiaicroorganismos
presentes en Jlos alimentos (TURNBULL, 1981). Ciertos factores
ecoldgicos deben incidir también de una manera importante en
la distribucién de los microorganismos en los distintos paises;

asi por ejemplc Vibrio parahaemolyticus que en Japén es el

principal agente responsable de este tipo de infecciones, en

los paises europeos, sin embargo, su incidencia es practicamente
nula atn cuando su presencia en nuestro halitat es frecuente
(PEREZ LOPEZ, 1978). Otras diferencias importantes se observan
por la frecuencia con que aparecen determinados microcrganismos
en los brotes epidsmicos. De este modo, mientras que en Inglaterra
y Pais de Gales, microorganismos del género Salmonella son respon-
sables de casi el 89% de los brotes epidémicos ocurridos entre
los afios 1969-1976, en Japén, en el mismo periodo de tiempo,
el nimero de brotes originados por este microosganismo no ha

supuesto mas del 11,5%. Otras hacterias como Staphilococcus aureus

o Clostridium perfringens también presentan una heterogeneidad

en su distribucién. FEl primero supore en Inglaterra y Escocia
un 4% de los brotes epidémicos y en otros paises como Canada,

Hungria o Finlandia sobrepasa el 40 o incluso el 50%. En cuanto a




TABLA III .- BACTERIAS PRODUCTORAS LE TOXIINFECCIONES ALIMENTARIAS

Shigella sp

Salmcnella (incluida S. typhi y S. paratyphi

A, BycC)

BACTERIAS Campilobacter sp

ENTEROINVASORAS Escherichia coli enteroinvasiva °

Yersinia enterocolitica

vibrio parahaemolitico

Vibrio cholerae

Escherichi: coli enterotoxigénica

BACTERIAS Clostridium perfringens

ENTEROTOXICAS Staphylococcus aureus

Clostridium botulinum

Bacillus cereus




FIGURA 1.- MICROORGANI SMOS PRODUCTORES DE TOXIINFECCIONES

ALINENTARIAS AISLADOS EN 1982 y 1983.

5. ENTERITIDIS Sh. SONNEI
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Clostridium perfringens en Zscocia es el responsable del 31%

de las toxiinfecciones alimentarias mientras que en Inglaterra

y Pais de Gales sbdlo supuso el 7% entre los afios 1969-1976

( TURNBIILL, 1981).

La presencia de microorganismos de origen fecal se Fra
detectado en practicamente todos los tipos de alimeutos de origen
animal y vegetal, siendo los primeros los responsables del mayor
nimero de brotes infecciosos de origen alimentario. De igual
forma gue ocurria con su distribucién geografica la presencia
de este grupc de microorganismos se hace tambien mas patente
en ciertos alimentos: ensaladillas, huevos, productos de confite-
ria y carnes y han supuesto mds del 60% del conjunto de toxfinfec-
ciones alimentarias ocurridas en Espafia en 1982 (BES, 1983a).

La preseacia de microorganismos patdgenos en vegetales
supone un peligro potencial para el hombre dada su incidencia
en la aparicién de toxiinfecciones de tipo epidémico. La presencia

de microorganismos del tipo de Salmonella, Staphilococcus y también

Clostridium ,etc. se extiende practicamente a todo tipo de aliman-
tos vegetales, debido a la contaminacién por el riego, abonos,
manipulacién y procesado (OMS, 1968). Ean un estudio realizado
poi TAMMINGA y cols.(1978) de un totzl de 103 muestras de vegeta-
les se aislaron salmonelas =n 23 de ellas. La presencia de bacte-
rias de origen fecal superd en todos los casos mds del 50% de
las muestras estudiadas. Otros microorganismos cnmo estafilococo

coagulasa positivo y Clostridium peririnvens se aislan también

de forma frecuente en alimentos elaborados con vegetales. La
alta proporcién del primer tipo de microorganismo citado se debe
mas a la manipulacién que a la previa contaminacién de las mate-

rias primas {CHRISTIANSEN, y col. 1971).




El avance ei. los udltimos afios de las técnicas para la
identificacién de microorganismos patdgenos ha facilitado el
2stablecimiento do normas para el control microbioldgico de los
alimentos.

No obstante el mayor intercambio comercial entre los
paises ha ocasionado un aumento del nimerc y variedad de microor-
ganismos responsables de toxiinfecciones alimeantarias al aparecer
especies patdgenas que eran practicamente desconocidas en determi-

nadas 4&reas geogrdficas. FEllo ha dado ocasién al aumento del

niimero de enfermedades producidas por el consumo de alimentos

contaminados en poblaciones no sensibilizadas.




I.3. VALOR NUTRITLVO DE LAS VERDURAS Y HORTALIZAS.

ALTERACIONES MICROBIANAS.

Las diversas clasificaciones que se han propuesto para
las hortalizas y verduras con criterio bromatolégico (CASARLS
LOPEZ, 1968, confirman la dificultad de incluir en un solo grupo
a estos alimentos. La diversidad de especies botdnicas de proce-
dencia, las partes del vegetal que se emplean en la alimentacién,
la composicién quimica, tanto cuali como cuantitativa, la variedad
de los nutrientes, etc. son factores gue confirman cuanto antecede.

§i, ademds, ha de tenerse en cuenta en dicha clasificacién, el

valor nutritivo, tan variado segin la especie y la parte comesti-

ble, como pueden ser alguncs tubérculos (QUINTIN CLASCOAGA,1975)
de un valor calérico considerable si se comparan con el de las
verduras vlasificadas por algunos comoc ensaladas (lechuga, escaro-
la), se comprenderd la dificultad del tratamiento de estos alimen-
tos como se hace con otros grupos mds homogéneos (carne, leche,
etec. ).

8i scparamos de este grupo 1lss tubérculos y raices fecu-
lentas (patata, batata, yuca) encontramos gque 1-s verduras Yy
hortalizas se caracterizan por su escaso valor caldérico y como
consecuencia el alto contenido en agua, (alrededor del 2G%).

La fraccién ne digestible de los hidratos de carbono
estd constituida por celulosa, hemicelulosa y pectinas. Las dos
primeras juegan un papel esencial en el volumen fecal y la flora
intestinal por lo gue constribuyen indirectamentsz zi aporte vita-
minico de la dieta normal. Las pectinas modifican Ia textura
de los alimentos cocinados aumentando la adherencia a la mucosa
de la boca y por tanto la ralatabilidad.

Otra fraccién parcialmente digestible de los carbohidratos

esta formada por inulina, mannosanas y rafinosa cuya digestién de-




pende de la flora intestinal y puede lograrse algln aporte caléri-
co al dar fructosa, manosa y glucvsa respectivamente en la hidré-
13518

En cuanto al almidén y otros azdcares, en las verduras
y hortalizas de consumo mds frecuente se encuentra en la propor-
cién del 5-10% (LEANDRO MONTES, 1981). Este hidrate de carbono
produce el mayor aporte calérico de los nutrientes de estos ali-
mentos.

La presencia de 4cidos organicos (FENNEMA, 1982) (citri-

co, malico, tartArico, isocitrico entre otros) hace que las verdu-

ras, hortalizas y en general las frutas se consideren como alimen-
tos alcalinizantes y ayuden a mantener el =quilibrio &cido-base
del organismo, al compensar la acidez de los elementos minerales
de la carne, huevos y cereales considerados como acidificantes.

Si bien la proporcién de lipidos y prétidos puede conside-~
rarse como despreciable desde el punto de .ista calérico, la
presencia de vitaminas v elementos mineraies principalmente,
obliga a la inclusién de estos alimentos en una dieta completa
y eguilibrada. Son particularmente ricos en 4&cido ascérbico

principalmente en las partes mds coloreadas del vegetal- ribo-
flavina, tiamina, &cido pantoténico, niacina, carotenos entre
otros.

Asimismo, son una fuente importante de eleanmentos minerales
(TREMOLIERES y col., 1968) en las que destacan como macroelementos
el calcio, magnesio y fésforo que alcanzan concentraciones préxi-
mas a los 50 mg % gramos y el hierrs estd presente en una propor-
cién de 1-4 mg para igual peso del wvegetal. Estos alimentos son
mas ricos en potasio que en sodio, lo cual hace de ellos la prin-

cipal fueate del primero en la alimeniacién.




De cuanto antecede, se puede concluir que las verduras

y hortalizas son indispensables en la dieta ordinaria y ocupan

un lugar preferente en regimenes de adelgazamiento cuando se
impcme una dieta hipocalérica rica en elementos minerales y vita-
minas. La dificultad de digestién de estos alimentos les confiere
un consideratle poder de saciedad, factor indispensable en dieté-
tica de la obesilad (TREMCLIERES y col., 1958) tanto constitucio-

nal como l: producida por un disturbio del apetito.

El elevado contenido de agua en los productos vegetales
facilita en gran medida no solamente el mantenimiento de microor-
ganismos patdgenos para el hombre sino tambien de 2guellos que
producen alteraciones en el propio vegetal. Se conocen més de
250 tipos de alteracicones producidas tanto por bacterias como
por virus, hongos o pardsitos (BERAHA y col. 1961; JAY 1978).

Aciinalmente en los paises mds desarrollados que son los
gque iambicn cuentan con mads métodos de proteccién de los cultivos
como pueden ser Estados Unidos, Canadd o Europa se calcula gue
mas del 20% de las verduras y hortalizas recolectadas se pierden
a causa de ese deterioro. Tan solo en Estados Unidos la pérdida
de verduras y hortalizas por esltas causas entre los aflos 1951-
1960 se calcula gue Ffué superior a los 100 millones de délares
(LUND, 1971).

Las especies bacterianas que mds frecuentemente originan

alteraciones en los vegetales suelen ser Erwinia carotovora,

Pseudomonas marginalis y también, aungue en menor grado, especies

de los géneros Clostridium, Bacillus, Xanthomonas y Corynebacte-

rium. Es de destacar que la mayorla de estas especies rara vez
afectan al hombre si bien, recientemente parece que ciertas espe-
cies que hasta ahora eran totalmente inofensivas estdn adquiriendo
algan tipo de adaptacién que en algunos casos puede originar

determinados trastornos al ser ingeridos con los alimentos.




I.4. INDICADORES MICROBIOLOGICOS

En los altimos 50 afios se ha visto la necesidad de afron-
tar de una manera mas amplia una serie de problemas que afectan
a la Salud publica no solamente para subsanar los problemas,
esto es, curar las enfermedades, sino también para conocer sus
causas e intentar suprimirlas. Cuando se consideran para su estu-

dio el estado sanitario y los cambios producidos en ciertas areas

(regiones, comarcas, pueblos) referentes a la salud publica,

la medida o evaluacién de sus pardmetros, raramente puede realizar-
se de una manera directa. Con el fin de obieaer la liiformacion

que nos exprese de una forma cuantitativa el estado y la evolucidn

de los problemas relacionados con la sanidad, se han establecido

una serie de iandicadores cuyo objeto es medir aquello que no

puede cuantificarse de una manera directa. La Organizacién Mundial

de la Salud define a los indicadores como variables que sirven

para medir los cambios (OMS, 1981).

Segiin el comité de expertos de la OMS, los requisitos
basicos que debe poseer todo indicador sanitario son los siguien-
tes: facilidad de obtencién, representatividad, estabilidad a
lo largo del tiempo, universalidad, aceptacién general, identidad
de los resultados obtenidos, especificidad, sensibilidad y validez.
(OMS, 1981)

pentro de la clasificacién ce indicadores sanitarios
que cita la OMS (1981), los problemas relacionados con las enfer-
medades de transmisién oral-fecal de los alimentos y el agua,
se recogen dentro del grupo de indicadores de riesgo ambiental
que a su vez forma parte de un grupo mas amplio conocido como

indicador de calidad de vida (OMS, 1981).




Dado el objeto de nuestro estudio a continuacién se comen-
tard con mayor detalle todo agquellc relacicnado con los indicado-
res microbioldgicos de origen fecal que pueden ser mds utilizados.

Como ocurre con cualgquier otro caso relacionado con la
salud puablica, se han desarrollado una serie de técnicas que
nos permiten disponer en cualquier momento de ciertos tipos de
indicadores que nos dan un reflejo del estado microbiolégico
de los alimentos de consumo pitiblico.

Estos indicadores no solamente nos servirdn para conocer
el namero y tipo de microorganismos presentes en los alimentos,
sino también conocer el peligro potencial que suponen para la
salua del hombre, asi como un gran dato de interés sobre la epi-
demiologia de las enfermedades de origen alimentario.

Los primeros datos que se conocen sobre el uso de indica-
dores microbioldgicos se remontan a 1892, en que Shradinger susti-

tuye a los microorganismos del género Salmonella por “scherichia

coli con el fin de determinar con mayor posibilidad la contamina-

cién fecal de las aguas (JAY, 1978). De este modo se evitaban
los inconvenientes originados por el hecho de gque la falta d=
bacterias del género Salmonella no es en ningin caso indica.tor
de la ausencia de contaminacién fecal. Posteriormente debido
a la deteccién de microorganismos de origen fecal y a su identifi-
cacién como responsables de toxiinfecciones alimentarias, se
extiende la ntilizacién de estos indicadores de contaminacidn
fecal tambien a los alimentos (CONTY, 1982; ICMSF, 1983).

Se definen como indicadores microbiolégicos a aguellos
microorganismos que pertenecen a grupos definidos por sus Jarac-
teristicas ecolégicas o taxonbémicas cuya presencia o ausenc: a
en los alimentos nos pueden indicar su calidad higiénica (MORENO

GARCIA, 1978). Cualquier resultado microbiolégico gque no coincida




con el estado normal de un alimento puede ser una indicacidén
de que el mismo no se encuentra en condiciones favorables para
s consumo. Este desvio de la normalidad es ya un indicador (OMS,
1974).

Seguin BUTTIAUX y MOSSEL (1961) todo indicador de contami-
nacién fecal debe poseer los siguientes requisitos: a) ser especi-
fico del intestino humano o animal; b) encontrarse en un gran
niimero en las heces; c¢) poseer cierta resistencia a los habitats
extraentéricos y d) las técnicas de determinacidn deben ser senci-

lias y sensibles.

En la Tabla IV se recogen los indicadores usados méas

frecuentemente en la determinacién del irdice de calidad higiénica
de los alimentos. MORENO GARCIA (1978).

Los indicadores microbiolégicos utilizados en los distin-
tos tipos de muestras con objetc de determinar su contaminacién

fecal se indican en la Tabla V.




TABLA IV.- INDICADORES MICROBIOLOGICOS Y OTRAS DETERMINACIONES UTILI-

ZADAS COMO INDIC'E DE CALIDAD HIGIENICA EN LOS ALIMENTOS.

Indicadores de contami-
nacién de origen fecal
(riesgo potencial de
presencia de organismos
patégenos de proceden-
cia entérica).

Indicadores de cali-
dad higiénica o mi-
croblolégica.

Indicadores de calidad
higiénica o microbiold
gica

Calidad sanitaria

a) Coliformes totales
Coliformes b) Coliformes fecales
¢) E. coli tipo I (colifecal)

Estreptococos fecales

Enterobacterias totales

Recuentos microscébpicos directos

Flora aerobia mesdfila viable

J Flora psicréfila

Flora anaerobia

L\Clostridios sulfito-reductores

Pruebas de reduccién de colorantes

(Azul de metileno, resazurina)

Pruebas enzimdticas (fosfaltasa, amiiasa)




TABLA V.- INDICADORES MICROBIJDLOGICU'S DE CONTAMINACION FECAL

UTILLZADOS EN AGUAS Y VERDURAS FRESCAS.

Ind!cadores microbloldgicos en aguas:

Recuento total de bacterias aerobias
Recuento de Coliformes totales
Recuento de E. coli

Recuento de Estreptococos fecales

Recuento de Clostridios sulfito reductores

B.- indicadores microbiolégicos en verduras frescas:

- Recuento total de bacterias aerobias
- Recuento de Coliformes totales

- Recuento de Escherichia coli




T.4.1. Criterios para la eleccién de las muestras.

Debido al aumento constante del comercio Internacional
de verduras, tanto frescas como congeladas, ha parecido convenien-
te establecer unos programas de muestreo con el fin de determinar
los andlisis mas adecuados que se deben realizar a este tipo
de muestras. Es poco probable que dichos andlisis se realicen
de forma rutinaria dadas las grandes diferencias con que se reali-
zan los diferentes cultivos seglin su procedencia. Por tanto se

sugiere que el muestreo se realice solo en aguellos lotes gque

se sospeche presentan alguna alteracién, en agquellos gque procedan

de lugares en los cuales las condiciones higiénicas no sean las
adecuadas o, cuando ce pretenda realizar un estudio epidemiold-
gico.

El control y mantenimiento de sistemas agricolas adecuados
en el cultivo de verduras junto a medidas higiénicas apropiadas
desde la recoleccién a su venta en mercados internacionales posee
un mayor significado que las pruebas bacteriolégicas en el control
de las enfermedades.

Se han establecido una serie de categorfas segfin las
cuales se proponen una serie de andlisis que aporten las suficien-
tes garantias sanitarias de los productos alimenticios (ICMSF
1981). Sin embargo estas categorias vendrdn, como indica este
organismo, condicionadas por el tipo de muestra, lugar de proce-
dencia, manipulacién, indice de peligreosidad y las caracteristicas

propias del laboratorio que realice el andlisis.




1.4.2. Preparacién de las muestras

Las muestras recogidas para el andlisis necesitan una
serie de preparaciones que varlan segin sea sélida o liquida

el tipo de muestra. En el caso de los vegetales, una vez conocido

el volumen de muestrz a analizar se realiza una homogenizacién

con el diluyente apropialo. £n el caso de las aguas, solo en
aquellas que sean potables, se¢ procedera antes de su siembra a

la neutralizacién del cloro presente.

a) Volumen de muestra.

Tanto para aguas como para vegetales el volumen estara
en funcién del tipo de estudio a realizar y de la técnica que
se aplique. En el caso de alimentos hemos de tener en cuenta
al escoger el volumen, su representatividad y su facil o cémoda
manipulacién. Las cantidades de muestra recomendadas por PASCUAL
ANDERSON (1982) para vegetales son de 10 gramos; sin embargo
estas cantidades sufren variaciones segin los diferentes autores
que trabajan en este tipo de muestras. Las cantidades oscilan
entre 10 y 50 gramos (RODRIGUEZ DE LECEA y col. 1981. KRAMER
y col. 1978. CONEJO DIAZ 1979. FOWLER y col. 1975 y 197¢ y
LARKIN y cols.1955a y 1955b).

b) Homogenizacidén y diluyentes

Los métodos utilizados para el aislamiento y recuento

de microorganismos presentes en alimentos sélidos requieren un




tratamiento previo con el fin de liberar en un medio liquido
los microorganismos existentes en la superficie o en las estruc-
turas internas. Los procedimientos utilizados para este fin son
los siguientes: a) lavado de la muestra; b) trituracién mediante
aparatos eléctricos denominados homogenizadores, y c) empleo
del aparato denominado "Stomacher" (ICMSF, 1983).

El lavado de la muestra se utiliza actualmente muy poco,
salvo en aquellos lugares que no poseen cualgquiera de los otros
aparatos indicados. El inconveniente de este método se debe a
que los microorganismos que se encuentran en las partes internas
del vegetal se 1liberan dificilmente; después de dos horas de
lavado sclo se consigue que el 90% de los microorganismos pasen
al medio 1liquido {ERCOLANI, 1976). Los problemas expuestos en
el método anterior quedan resueltos mediante la trituracién debido
a que el sistema rompe las estructuras internas de los vegetales
y permite una correcta homogenizacién (REEVES, 1973). Sin embargo
es preciso tener un gran cuidado en la normalizacién de este
procedimiento ya que una excesiva velocidad o una elevada tempera-
tura puede lesionar las células microbianas y producir recuentos
inferiores a los reales (ICMSF, 1983). El Stomacher esta reempla-
zando a los anteriores métodos, ya que permite una correcta homo-
genizacién sin que las células microbianas sufran ningin deterioro
(TUTTLEBEE, 1975).

El tipo de diluyente empleado es otro factor de gran
importancia si se desean obtener recuentos Optimos. Muchos de
los diluyentes habi-ualmente utilizados como el agua destilada,
la solucién salina, las soluciones de tampdn fosfato, son téxicas
para algunos microorganismos, especialmente si se prolonga de

forma excesiva el tiempo de exposicién (ICMSF, 1983). Al estudiar

la eficacia de los diluyentes anteriormente citados sobre diferen-




tes microorganismos, OBLINGER y col. (1976) encuentran que el
agua de peptona al 0,1% es el diluyente que mejor favorece la
recuperacién de bacterias debido a que su proteccién sobre éstas
es mayor que la que ejerce por ejemplo el tampén fosfato (THOMASON
y cols. 1977a). No obstante HOADLEY y cols, (1974) proponen el
empleo del tampdn fosfato cono diiuyente para la recuperacién

de bacterias.

I.4.3. Recuento total de bacterias aerobias

El recuento de bacterias aerobias es un indice que nos
permite conocer 21 nimero de microorganismos meséfilos presentes
en una muestra. De todos los Indices conocidos este es el mas
utilizado tanto para conocer la calidad microbiolégica de un
alimento como para conocer el estado sanitario de un agua (PASCUAL
ANDERSON, 1982; OMS, 1976). Este indice tiene, no obstante,
limitaciones en determinados alimentos como son los fermentados
y madurados e Incluso en algunos frescos ya que el nimero de
bacterias en los mismos es muy elevado (ICMSF, 1983). Sin embargo,
resulta bastante (til para comprobar los sistemas de limpieza,
desinfeccién y el control de la temperatura durante los procesos
de tratamiento industrial asi como para conocer si el transporte
y almacenamiento del alimento se ha realizado de forma adecuada.
Esta determinacién también permite tener informacidén sobre 1la
aiteracién del alimento, su vida util asi como fallos que hallan
podido producirse durante la refrigeracién o corgelacién. (BANWART.

1982 ; KARLA , 1967 y PASCUAL ANDERSON, 1982). En vegetales conge-

lados es un buen indice del control‘ de calidad debido a que el

niimero de bacterias en alimentos sometidos a tan bajas tempera-




turas es pequefio (SILLIKER, 1963).

SPLITTSTOESSER (1973) afirma que la fuente de contamina-
cién de las hortalizas congeladas se encuentra en las superricies
de las maquinas de prccesado. E£sto gueda confirmado al comprobar
que los gnisantes extraidos asepticamente de las vainas son practi-

camente estériles, mientras que los extraidos con la podadera

pueden alcanzar recuentos de hasta 106 bacterias por gramo.

SWARTZENTRUBER Y COLS. (1982) determinan la calidad
microbiolédgica de pastas alimenticias (macarrones Yy tallarines)
en comercios . por menor y SCHWAR y cols. (1982) lo hacen en
muestras de igual procedencia pero aplicada a especias y condimentos.

Un estudio bacteriolégico de las aguas de la comarca
del rio Aljarafe (Sevilla) se ha hecho por MATEOS NEVADO y col.
(1980) para conocer la calidad bacteriolégica de las aguas de

riego y bebida de agquella zona.

a) Medios de recuento.

Cuando se desea conocer el nimero de bacterias presentes
en una muestra se debe elegir aquel medio gue permita el crecimien-
to del mayor nimero posible de microorganismos. si, por ejemplo,
nos encontramos con un alimento que posee como flora predominante
estreptococos y el medio no lleva glucosa encontraremos falseados
los resultados (HARRIGAN y col. 1979) . Parece ser gque 2l agar
Plate Count o a'gar recuento es el medio que ha dado mejores resul-
tados debido a que posee una gran rigqueza en nutrientes (THATCHER
y CLARK,1973; FOWLER Yy col.1975;APHA,1976; DURAN Yy cols.1982).No

obstante, existen una serie de medios que se utilizan ampliamente




en vegetales como son el agar triptosa-glucosa, agar triptosa
soja y agar extracto de levadura-triptosa-glucosa (ERCOLANI,
1976; LARKIN y cols.1955a; RODRIGUEZ DE LECEA y col., 1981; SPLIT-
TSTOESSER y col. 1966).

Un medio de recuento basado en caldo nutritivo sclidifica-
do con agar para la recuperacidn de bacterias aerobias de muestras
procedentes de plantas de tratamiento es propuest ) por JOHNSTON
y col. (1979).

b) Técnicas de recuento.

Existen una gran variedad de técnicas de recuento de
bacterias. NosoLros centraremos la atencion sob.e las técnicas
de recuento de microorganismos en placa por ser estas ias mas
utilizadas. De todas las técnicas de recuento en placa las mas
usadas son: Mé&todo de recuento standard en placa, también denocmi-
nado método de vertido en placa; método de recuento en placa
por extensién en superficie y método de recuento en placa por
siembra de gotas en superficie (ICMSF, 1983).

El método de racuento standard se utiliza en muchos paise s

y casi de modv exclusivo en Norteamérica. Sin embarqo, esta técni -

ca posee algunos Inconvenientes como son la dificultad para distin-

guir las colonias de las particulas de alimento y por otro lado
la gran cantidad de material y tiempo que se precisa (HARDY y
cols. 1977). No obstante ,este método estd tan arraigado y su exac-
titud y limitaciones son tan bien conocidas que se recomienda
com¢ método de referencia en caso de litigio (ICMSF, 1983). Algu-
nos de los inconvenientes que presentaba esta técnica se han

resuelto mediante la utilizacién de la técnica de siembra en




superficie debido a su fécil automatizacién con el consiguiente
ahorro 2c ciempo y material. Al mismo tiempo facilita el crecimien-
to de aguellos microorganismos sensibles al calor que no resisten
temperaturas de 5 9C (MOSSEL, 1964). Con el fin de solventar
los inconvenientes de los métodos cltados anteriormente respecto
al coste que suponen, se ha ideado la técnica de siembra de gotas
en superficie que posee —entajas similares a las del caso anterior
y que segin estudios realizades no presentan diferencias signifi-
cativas respecte a las dos técnicas ya citadas (KRAMER y col.

197¢).

Una combinacién de! sistema "stomacher" aplicado con

la técnica de placas en espiral ha sido propuesto por KONUMA
y cols, {1982) con objeto de reducir el volumen de material de
la técnica convencional.

Paralelamente a estas técnicas se han propuesto otras
como la medida de la impedancia para muestras de vegetales congela-
dos cuyas ventajas son la reduccién del tizmpo de incabacidén
a 5 horas (HARDY y cols,1977) y las pruebas de reduccidn de colo-
rantes (OMS, 1976).

con el fin de obtener una buena informacidén sobre la
calidad higiénica de un alimento y de un agua es nacesario contro-
lar la temperatura y *+iempo de incubacién de las muestras. No
existen normas concretas respecto a la temperatura. Sin embargo,
en vegetales frescos, MOSSEL y col. (1956) opinan que la tempera-
tura ideal seria la de 30-32 9C debido a gque la mayoria de los
microcrganismos patdgenos creceil a esta tempecatura asi como
los microorganismos responsables de alteraciones Yy aconsejan
un periodo de incubacién de 72 horas (OMS, 1976). No obstante
algunos organismos Iinternacionalzs como la AOAC (1975) aconsejan

temperatura de 35 9C durante 48 horas.




I.4.4. Recuento de bacterias coliformes

La utilizacién de las bacterias como indicadoras de la
calidad sanitaria de un agua se remonta a 1880 cuando se identifi-

caron Klebsiella pneumoniae y Klebsiella rhinoscleromatis como

bacterias indicadoras de la contaminacién humana. En 1885, Ecche-
rich descubrié en los excrementos humanos un gérmen al que denomind

"Bacterium coli" posteriormente conocido como Escherichia coli el

cual serla utilizado afios mds tarde como indicador de microorga-

mos patégenos en el agua (DRAPEAU y col. 1977). Este grupo indica-

dor se amplié afios mds tarde debido al descubrimiento en el intes-

tino humanc de otras enterobacterias de caracteristicas parecidas,
surgiendo asi el empleo del término "coliformes" ahora denominados
por algunes autores Enterobacterias lactosa positivas, para poner
de manifiesto la contaminacién fecal presente tanto en aguas como

en alimentos.

a) Caracteristicas y Distribucién

La Organizacién Mundial de la Salud, asi comc diversos
autores americanos, canadienses y britdnicos han propuesto una
serie de definiciones que coinciden con la propuesta por la Legis-
lacién Espafiola para el grupo coliforme. La mds generalizada es
aqueila que las define como bacilos gram negativos, aerobios o
anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa
a 37 °C en un tiempo menor de 48 horas con produccién de 4cidos
y gases.

El origen de los coliformes es muy diverso. Pueden proceder

del intestino, de las aguas y del suelo (OGER y cols.1981) motivo




por el cual a veces su determinacién no resulta adecuada cuando
se utiliza como indicador de contaminacién fecal. Unicamente el
emplec de métodos que nos permivtan conocer el origen de los colifor
mes y consecuentemente el de la contaminacién podran darnos un
correcto contrcl sanitario de las aguas o alimentos.

Existen una serie de especies pertenecientes a los géneros

Escherichia, Enterobacter, Serratia, Citrobacter y FEdwarsiella

que se consideran como coliformes algunos de los cuales no se
han encontrado sistemdticamente en heces Yy otros pueden poseer

procedencias diversas (DRAPEAU Yy col. 1977; ESTRADA, 1983). Las

especies que generalmente se aislan en las heces son: Escherichia

coli, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter

cloacae y Klebsiella phneumoniae.Este grupo de coliformes denomina-

dos coliformes fecales pueden definirse como bacilcs gram negativos
gque fermentan la lactosa a 44,5 9C (PASCUAL ANDERSON, 1982). Los co
liformes crecen en los alimentos pero en el agua, aunque pueden
mantenerse viakles durante cierto tiempo, son sin embaryo incapaces
de multiplicarse. A temperatura normal de refrigeracién estas
bacterias no solo se mantienen viables sino que incluso puden
llegar a reproducirse. A temperaturas de congelacién o de pasteuri-
zacién, por el centrario, serdn eliminadas en un corto periodo
de tiempo. La escala de pH en que pueden crecer lcs coliformes
estd comprendida entre 4,4-9,0 (JAY, 1978; BANWART, .982; PASCUAL
ANDERSON, 1982). S8in embargo, a temperaturas de refrigeracién los
coliformes se mantienen en aguas no potables durante al menos
24 horas (STANDRIDGE y col., 1977).

Debido al origen diverso de este grupo de microorganismos
su distribucién es muy amplia. Pueden encontrarse en naran variedad
de alimentos los cuales se contaminan mediante el transporte
contacto con animales, insectos, plantas, agua, suelo, aire, mani-

puladores, etc. (GELDREICH y col. 1971; GOYAL y cols. 1977).




Existen diversidad de opiniones respecto a la procedencia
de los diversos géneros de coliformes. El1 género Citrobacter,

Enterobacter y Klebsielia , se encontraban inicialmente en los

vegetales (CANDIDO y col. 1955), pero a lo largo del tiempo estos
géneros se han ido adaptando hasta llegar a formar parte en algunas
ocasiones de la flora intestinal del hombre y animales de sangre
caliente. Esta teoria puede confirmarse a partir de los rasultados
de diferentes autores en estudios sobre la presencia de coliformes
en verduras frescas Yy congeladas. Aproximadamente en el 50% de

las muestras de vegetales pueden aislarse coliformes tales como

Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae y Citrobacter freundii

(WERNER DE GARCIA y cols, 1978; WRIGHT y cols, 1976; RODRIGUEZ REBO-
LLO, 1974; ERCOLANT, 1976; FOWLER y col. 1976; RODRIGUEZ DE LECEA
y col. 1981; MILLAN FEREZ y cols.1980La irrigacién de los cultivos
con aguas de desecho supone segin SADOSKI y cols.(1978b) un aumento
en la contaminacién de 38 veces respecto a los cultivos irrigados
con agua limpia. Es por ello por lo que la presencia de coliformes
en verduras asi como de otros indicadores microbiolégicos o micro-
organismos patdgenos estard en funcién de la situacion de los
cultivos, época de recoleccién, proximidad a lugares habitados
asi como a las cualidades higiénicas de los manipuladores (PAPAVAS-
SILIOU y cols. 1967; GELDREICH y col. 1971).

SADOVSKI y cols. (1978a) observan que cuando el riego con
aguas residuales se hace por goteo, los niveles de coitaminacién
disminuigyen.

MAXCY y col. (1972) estudian la calidad microbioldgica
de rodajas de cebolla para empanadas y encuencran niveles altos
de coliformes.

En carnes Yy personal manipulador, STILES y col. (1981)

aislan entre otros.,E. coli biotipoI y confirman gue la contamina-




cién de estas carnes procedia en muchos casos de los manipuladores.

Se han determinado coliformes fecales en grarderias de
Atlanta por WENIGER y cols. (1983) y encuentran proporciones pegque-
fias de estos microorganismos.

Independientemente a la utilizacién de estos microorganismos
como indicadores de contaminacién, debido a su localizacién en
el suelo, aguas asi,como en el aparato digestivo del hombre y anima-
les. Se han descrito también casos de infecciones urinarias y de
septicemias por especies del género Enterobacter. El género Serratia
que durante mucho tiempo se le considerd totalmente saprofito siendo
encontrado como formas libres en el suelo y aguas, posteriormente
se les ha visto implicados en infecciones pulmonares y septisemias.
Por otro lado el género Klebsiella aislado de gran variedad de
alimentos vegetales es patégeno de vias urinarias y respiratorias

y tambifn se ha descrito como agente causal de meningitis, perito-

nitis, etc. El género Citrobacter aunque se le han achacado casos

de diarreas e infecciones urinarias, sin embargo, no se consideran

como verdaderos patdgenos (RAMOS CORMENZANA, 1979).

b) Medios de recuento

con el fin de seleccionar el mejor método para la enumera-
cidén de coliformes totales y fecales, la "Internaticnal Commission
on Microbiological Specifications for Foods", patrociné una serie
de ensayos comparativos en colaboracidn con diversos laboratorios
(ICMSF, 1983). Lcs medios utilizados para esta experiencia fueron
cildo lauril sulfato triptosa (LST), caldo lactosado biliado verde

brillante (CLBVB), caldo lactosado (CL) y ag:  bilis lactosa rojo




neutro cristal violesta. Estos medios se utilizaron de forma combi-
nada en diferentes tipos de alimentos y los experimentos se reali-
zaron en diversos laboratorios con el fin de ( “tener resultados
facilmente homologables. ULos distintos lapcratcrios llegaron a
la conclusidn de que no existen diferencias significativas respecto
a los medios utilizados; unicamente fue inferior el recuento en
el caso del caldo lactosado, y esto solo para un determinade tipo
de alimentu, por 1lo que la ICMSF (1983) en la redaccion de sus

conclusiones, indicéd la falta de diferencias significativas entre

los medios de recuento utilizados asi como la recomendacién e

idoneidad de todos ellos. Este mismo estudio se realizd para la
eleccién de una técnica iddénea para los coliformes fecales en
los cuales se parte de los medios descritos para los coliformes
en general si bien se introducen algunas modificaciones cuya carac-
teristica base es la temperatura de incubacidédn gue en lugar de
ser como en los coliformesde 37 9C, se realiza a 44,5 °C. Los
resultados obtenidos en los diferentes laboratorios no tuvieron
diferencias significativas al igual que ocurrid en el caso mencio-
nado anteriormente. Independientemente de estos estudios, también
se han realizado otros en que se comparan los medios anteriormente
citados. PIFRSON y cols.(1978) encontraron que el LST es sin lugar
a dudas el mejor medio de recuentoc de coliformes totales mientras
que con el CLBVB y el caldo lactosade los recuentos resultaron
inferiores. Los zstudios de ABISS y cols. (1981) también pusieron
de manifiesto que el medio CLBVB era el menos adecuado para el
recueinto de todos aguellos que se determinaron.

Otros medios que se utilizan en el recuento de colifor-
mes son el formiato-lactosa-glutamato usado en jugo de manzana
sobre ©l que no hemos encontrado estudios comparativos y el caldo

lauril triptosa salicina triton X-100, medio gque segin STANDRIDGE
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y col. (1981) ofrece buenos resultados para la determinacidn de
coliformes en aguas residuales. De cualquier modo, los medios
mas utilizados para la coafirmacién de coliformes fecales son
el agar eosina azul de metileno y el agar Endo en cualquiera de

los tipos de muestras gque se analicen (ICMSF, 1983).

c) Técnicas de recuento

El primer bacteridlogo que aplicéd el método de las dilucio-
nes sucesivas para un anidlisis de aguas fue Foli de Mig}uel en 1880.
A partir de entonces, las técnicas para la determinacidén de bacte-
rias coliformes en aguas han ido evolucionando. Desde 1920 se
viene utilizando practicamente en todo el mundo el procedimiento
del tubo de farmentacidn como indicador de la calidad de las aguas
(EVANS y cols, 198la).

En la actualidad existen una serie de técnicas para la
enumeracién de las bacterias coliformes en aguas y alimentos.
Las m&s utilizadas son la técnica de dilucién en tubos o técnica
del numero mds probable (NMP). La técnica de recuento en placa,
aunque poco utilizada, su aplicacién se ha limitado al andlisis
de alimentos. la técnica de filtracién sobre membrana es utilizada
solo para aguas y en algunos casos para bebidas.

La técnica del NMP es actualmente la mds utilizada para
la deteccién de coliformes en aguas y alimentos. Es aceptada como
técnica oficial por gran ntmero de paises y organismos internacio-
nales para la investigacién preliminar de coliformes (DRAPEAU
y col. 1977). iLa Tegislacién Espafiola la aconseja para los andlisis

sistematicos de aguas asi como el Servicio de mi@roubiologia del

Centro Nacional de Alimentacidébn y Nutricibm (PASCUAL ANDERSON,
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1982). Esta técnica consta de tres pruebas; presuntiva, en la
cual se informa sobre la probebilidad de la presencia de coliformes;
confirmativa y prueba de identificacién de las especies aisla-
das. La prueba confirmativa puede realizarse en tubo o en placa.
El inconveniente principal de esta prueba radica en el tiempo
de duracién de la misma el cual se prolenga en la mayoria de los
casos practicamente hasta las 72 horas. Precisamente, con el fin
de solucionar este problema con respecto a los alimentos, se desa-
rrollé el método de recuento en placa, el cual permite reducir
el tiempo de andlisis a solo 24 horas.

RAYMAN y cols. (1979) comparan la técnica del NMP y el
método de recuento en placa para el recuento de E. coli en carne
de vaca fresca 1y ceongelada. FEncuentran gque el segundo métodn da
mejores resultados. A esta conclusién llegan RAY y col. (1978)
en productos lacteos.

JOINT COMMITTEE REPORT (1980a) comprueban dos medios para
el recuento de E. coli en aguas por el método del NMP y SILIKER
y vols.(1979) operan con tres métodos para la deteccién de colifor-
mes mediante la técnica del NMP sin encontrar diferencias. El
mismo Comité ya citado (1980b) aconseja el caldo lauril-sulfato
como test confirmativo de E. coli. La técnica citada ha servido
a HUSSONG y cols. (1980) para el recuento total de coliformes en
mariscos y aguas.

La técnica de filtracién a través de membrana tuvo su
desarrollo durante la Segunda Guerra Mundial. Actualmente la Legis-
lacién Espafiola la recomienda como técnica alternativa para exame-
nes rutinarios de agua. Est: _.zcnica posee grandes ventajas respec-
to a las anteriormente citavas como son la precisién, rapidez,

comodidad, mayor representatividad y menor costo; sin embargo,

posee el gran Inconveniente de nuv poderse utilizar para aguas




turbias, ni homogenizados de alimentos debido al bloqueo de los
filtros con residuos sdlidos y al efecto de inhibicién gque puede
ejercer sobre el crecimiento de los microorganismos las sustancias
gque quedan atrapadas en el filtro (CUINEA y cols. 1579). Asi ,por
ejemplo, con aguas resicuales esta técnica es menos efectiva que
la del NMP y est& ademds sujeta a interferencias motivadas por
el género Aeromonas (GREEN y cols. 1977; MUNOZ y col. 1979; TOBIN
y cols. 1980).

Los métodos de filtracién sobre membrana son de amplia
aplicacién en el andlisis microbioldgico de las aguas. Asi PAGEL
y cols. (1982) utilizan 4 filtros de membrana para la deteccién
de E. coli en aguas residuales y GRABOW y col. (1979) comparan
dos medios en el recuento de coliformes en aguas. También DUFOUR
y cols.(1981) emplean el método de filtracién de .nembrana en mues-
tras de aquas de procedencia diferentes y JOINT COMMITTEE of the
PHLS and SCA (1980c) realizan el recuento de coliformes y E. coli
en aguas comparando dos medios.

En alimentos de origen vegetal y animal ,SHARPE y cols.

(1981) utilizan este tipo de técnica para la determinacién de E.

coli y de modo similar operan PETERKIN Y col. (1981); SHARPE y
cols. (1979a),SHARPE y cols. (1979b) en suspensiones ligquidas y
también, los mismos autores (1980) en productos ldcteos.

EVANS y cols. (1981b) comparan la técnica de filtracién
sobre membrana con dos técnicas de NMP en aguas de bebida y demues-
tran que no existen marcadas diferencias en ambos métodos, e igual-
mente en alimentos, YOOVIDHYA y col. (1981 ) l1legan a la misma con-
clusién.

Existen otra serie de técnicas cuyo fin primordial es el de
ofrecer resultados en el menor tiempo posible. En realidad son

mucho m&s complicadas y por tanto mds dificiles de ejecutar en los
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laboratorios median-mente dotados (KENARD y col. 1974). GEntre
ellos estdn la determinacién de anticuerpos fluorescentes pdara

coliformes fecales (ABSHIRE y ccl. 1973), cromatograffia de gases

(NEWMAN y col. 1975) y la medida de la impendancia usada por SILVER
MAN y col. (1979) y MUROZ y =ol. (1972) para agquas residuales.

6i se considera necesaria la identificacién de los distin-
tos coliformes se¢ pueden utilizar las pruebas que se indican en

la Tabla VI.(RAMOS CORMENZANA, 1979).

d) Interés del recuento de coliformes

La presencia de bacterias coliformes eon el agua se ha
utilizado desde hace mucho tiempo como indicador de una eventual
contaminacién fecal (GUINEA y cols. 1977 y OMS 1976). El aislamierto
en las aguas de abastecimiento publico de coliformes, puede indi-
carnos un mal tratamiento de las mismas, una recontaminacién del
agua tratada o bien incluso algin fallo en las técnicas de andlisis
(SAYLER y cols.1975; ICMSF, 1983; DRAPEAU y col. 1977).

A la hora de efectuar un informe sobre la calidad bacte-
riolégica de un agua seria necesario identificar el tipo de coli-
forme que s2 ha aislado ya que la presencia de coliformes no feca-
les cuya existencia estd& comprobada puede dar lugar a una informa-
cidn poco correcta desde el punto de visia sanitario. No obstante,
la determinacién de estos indicadores tiene en algunos casos limi-
taciones, pero en ciertos paises de Europa, Estados Unidos y Canada
principalmente, se consideran todavia de primer orden en el control

de las aguas de bebida (TOBIN y col. 1980). A pesar de ello, no




TABLA VI.- PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS

COLTIFORMES.

Escherichia Citrobacter Enterobacter Serratia Klebsiella

Indol

Rojo de Metilo
Voges-Proskover
Citrato

Fenilalanina
desaminasa

Arginina
Lisina
Ornitina
Glucosa
Lactosa
Manita
Sacarosa
Salicina
Adonita
Inosita
Dulcita

KCN

HZS {en TSI)




debemos olvidar que aunque la falta de coliformes fecales en aguas
y alimentos implica una ausencia de contaminacién fecal préxima
o remota, no nos garantiza necesariamente una ausencia de microor-
ganismos patdgenos (GUINEA y 201s.1979; HARRIGAN y col. 1979;.

La utilizacién de este pardmetro de forma aislada para
indicar 1la posibilidad de una cciataminacién fecal hace que en
algunos casos puedan producirse resultados falsos, hecho que pode-
mos observarlo en un brote de gastroenteritis citado por ICMSF
(1983)

En el caso de las aguas, la cuantia de la contaminacién

fecal inicial no sufre alteraciones debido, como ya se ha indicado,

a la incapacidad de estos micrcorganismos de multiplicarse en
este medio (MORENO GARCIA, 1978). Este hecho sin embargo, no ocurre
igual en los alimentos ya que en algunos de ellos estas bacterias
pueden multiplicarse con gran rapidez y dar en los andlisis resul-
tados superiores respecto a la contaminacién real o inicial (HARRI-
GAN y col. 1979). Los coliformes fecales constituyen un buen indi-
cador de la contaminacién de los alimentos. La valoracién de este
indicador en estos productos est& en funcién del tipo de alimento
y de su procesado. En vegetales frescos o en cualgquier alimento
fresco que se consuma en estado crudo estos indicadores resultan
especialmente Gtiles (GELDREICH y col 1971). Con respecto a la
determinacién de coliformes totales, no resulta demasiado 0til
ya que estos alimentos pueden portar generalmente gran cantidad
de bacterias coliformes como flora autéctona (OMS, 197¢) y segtn
los estudios realizados por RODRIGUEZ DE LECEA y col. (1981) en
lechugas frescas, la determinacién de estos microorganismos difi-
culta la interpretacién sanitaria de las mismas ya que su presencia
no implica necesariamente una contaminacién fecal. De igual forma,

en alimentos que han reci®ido un tratamiento para garantizar su




calidad higiénica, la presencia de niveles considerables de colifor-
mes nos podr4 indicar un tratamiento inadecuado y/o una contamina-
cién posterior al tratamiento, producidos normalmen'e por el uso
de materias primas, equipos sucios o un manejo no higiénico, con
lo que se puede favorecer la multiplicacién microbiana y permi-
tir el crecimiento de toda una serie de microorganismos patdgenos
(ICMSF, 1983); HALL y cols. 1967; CONEJO, 1979; MAXCY, 1973). En
alimentos congelados ei aislamiento e identificacién de bacterias

coliformes, es sumamente complicado debido a la variacién bioguimi-

ca que suelen sufrir los microorganismos, asi como por la existencia

de flora competitiva (FISHBEIN y col. 1964).

Ademas de la utilizacién de este grupo de microorganismos
como indicadores de contaminacién tambien pueden provocar la alte-
racién de alimentos como es el caso de la accién del género Entero-
bacter sobre determinados componentes de la leche lo gue la hace

rechazable para la fabricacién del queso (NAVARRO FILGUEIRA, 1980).

1.4.5.Recuento de escherichia coli

Escherichia coli, es el coliforme fecal mis abundante ya

que su habitat principal es el tracto intestinal del hombre y
animales d. sangre caliente. Por tanto, su presencia en aguas o
alimentos nos proporcionard uno de los mejores indices que nos
permita conocer la posible contaminz-ién fecal de cualgunier tipo

de muestras.




a) Caracteristicas y Distribucién

E. coli, es un bacilo gram negativo, anaerobio facul:ativo
inmévil o mévil por flagelos peritrices, no esporulado y 7ormenta
la lactosa con produccién de Adcidos y gases a 44,5 9C (lo que
le diferencia entre otras pruebas de los coliformes ! on waedios
que contienen sales biliares u otros agentes selectivos equivalen-
tes.

nste microorganismo se - acreta por las neces ea can’idades
que varian entre 100 millones y 20 billones al dia y tileae I
caracteristica de que, serolsgicamente, las cepas de origen anima!
.uelen ser diferentes a las excretadas por el hombre, por 1o cuzl
este tipo de identificaciéu puede indicarnos también su procedencia.

E. coli es muy sensible, como todos lus coliformes, a
las temperaturas de congelacién si bien la supervivencia a estas
semperatu-as vendrd condicionada principalmente por el tipo de
alimento. A temperatura de refrigeracién sin embargo, las cepas
de E. coli suelen ofrecer una resistencia bastante mayor, mientras
que con el tratamiento de pasteurizacidn éstas, al igual que el
resto de enterobacterias, quedan totalmente destruidas. La supervi-
vencia en los alimentos es similar a la de las salmeonelas aunque

en ocasiones los patégenos persisten después de la destruccidn

de E. coli (PASCUAL ANDERSON, 1982).

Como hemos sefalado anteriormente, E. coli es un microor-
ganismo cuya localizacién primaria es el Intestino griueso del
hombre y animales de sangre caliente. Los estudios realizadcs
por GRIFFIN y col. (i940) con 6577 coliformes de diferentes proce-
dencias nos muestran la estrecha relacidén de E. coli con el intes-
tino humano y animal. Segin MORENO GARCIA (1978) E. celi *ipo

I no ofrece dudas respecto a su origen humano o animal sin embargo




E. coli tipe II ofrece ciertas Judas en cuanto a su procedencia.

 E. coli ocupa un lugar predominante dentro del grupo de los colifor-
mes Ffecales de los cuales alrededor del 90% son E. coli (BUTTIAUX

y col. 1961; GELPREICH y col. 1971).

En cuanto a su distribucibn, ésta se encuentra
esirechamente relacionada con sus caracteristicas bioquimicas
y fisiolégicas. Al ser eliminado por las heces se depositan en
todos aquel!los lugares con los que pueden ponerse en contacto.
En Jas aguas de desechn, por ejemplo, ncrmalmente estos microorga-
nismos se encuentran en una gran cantidad. Existen numzrosisimos
trabajos en los que se detecta la presencia de E. coli en aguas
tanto naturales, residuales o marinas (CATALAN, 1969; REALI Yy
cols. 1975; LALIBERTE y col. 1982; DRIFT y cols. 1977). REespecto
a los alimentos, sobre todo los vegetales frescos, la identificacién
de E. coli es casi obligada ya que estos alimentos poseen colifor-
mes como Fflora autédctona y solo su 1identificacién nos serviré
como valor indicative de una contaminacién fecal. (FREZZA y cols.
1977; BARNARD y rols. 1582; WERNER DE GARCIA y cols. 1978; FOWLER
y col. 1976; CONEJO y cols. 1978; VFLAUDAFTLLAI Yy cols. 1969;
TAMMINGA y cols. 1978; PAPAVASILIOU y cols. 1%67; BARNARD y cols.

1982; REEVES, 1973; UBEDA, 1979; CONEJO, 1979; LARKIN y ccls.
1955p).

b) Medios y Técnicas de recuento

Los medios y métodos de recuento de E. coli se
describieron en el apartado dedicado a coliformes. En cuanto a
la identificacién de E. coli tipo I y E. coli tipo II sélo se
realizard en casos especiales en los que se crea necesario y justi-

ficado.




£1 enorme volumen de crabajo de los laboratorios y la
necesidad de obtener resultados lo mas rdpidamente posible hace
que la identificacion no pueda realizarse como sistemdtica normal.
En la Tabla VII se indican las pruebas bioquimicas para la identi-

ficacién de E. coli tipc I y II.

c) Interds de la identificacién

Debidv a la localizacisén de E. coli en el tractu intesti-
nal y heces del hombre y animalcs de sangre caliente, su identifi-
cacién puede constituir en cualquier momento un excelente indicador.
E. coli es el indicador cldsico de la posible presencia de mhbégenos
entéricos en el agua constituyendo en dicho medio una medida de
la cnantia de polucién, mientras que en los alimentos sobre todo
en los frescos, donde suele ser muy utilizado, los niveles detecta-
dos con frecuencia pueden estar influenciados por otros factores
tales como la multiplicacién del! microorganismo, la muerte o inac-
tivacién o bien su adher=ncia a las particulas del alimento (ICMSF
1983). No obstante, la obtencidn de cifras importantes de E. coli
pueden indicar bien una falta general de Ilimpieza en el manzjo
1el mismo, 1un almacenamientn inadecuado o inciuso una contaminacién
de las materias primas. De igual forma gue con los demds pardmetrcs,
la presencia de E. coli ~n las distintas muestras no indica nece-
sariamente la existencia de algin microorgarismo patdgeno, sino
tnicamente la posibilidad o riesgo de que pueda esta. presente
(BANWARY  1982). Lua Organizacién Mundial de la Salud considera
que la identificacién de E. coli debe ser la prueba elegidi para
indicar 1a calidad sanitaria de un alimento y no la detecciédn
de coliformes rfecales (OMS, 1976). En cuanto a las aguas, E. co-

1i constituue aan el primer indicador vtilizado para la determina-
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cién de la contaminacidn. Su presencia no es admitida en aquellas

consideradas como potables.

I.4.6. Recusnto de estreptococos fecales

Alrededor del afio 1960, una serie de bacteriblogos detecta-
ron la presencia de estreptiococos en heces de animales de sangre

caliente, como en aguas contaminadas con restos de origen

fecal. A partir de estos hallazgos la Metropolitan Water Board

de Londres, propuso en 1910 la determinacién de los estreptococos
fecales como bacterias iniicadoras de la posible contaminacién
fecal. Sin embargo, no fi hasta después de la Segunda Guerra
Mundial, al conseguirse medios realmente eficaces para 21 aislamien
to e identificacién de estos microorganismos, cuando comenzaron a

utilizarse como indicadores (DRAPEAU y col. 1977).

a) Caracteristicas

Existe una evidente confusién en el uso de los términos
estreptococos fecales, estreptococos del grupo D de Lancefield
y enterococos. En la bibliogiafia es frecuente encontrar la denomi-
nacién estreptococos fecalzs, pero debido a la falta de precisidn
ésta ha perdido en gran parte su valor. Algunos autores, cuando
utilizan éste término lo hacen para referirse a los enterocccos
y otros a los estreptococos del grupo D de Lancefield. En el si-
guiente esquema sc han recopilado las opiniones de diferentes

autores acerca Je cuales son o no las especies incluidas en cada
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uno de los términos con el fin de completar agquellas clasificacicnes
gue pudieran resultar insuficientes (ICMSF, 1983; ABSHIRE, 1977;
MORENO GARCIA, 1978; PASCUAL ANDERSON, 1982; DRAPEAU y col. 1977).

o ~ —~
at. fggpalis

Subesp. St. faecalis

Enterccocos ﬁ St. liguefaciens
St. zymogenes

R St. faeciu

Estrep. del & ~ '

grupo D de St. bovis

Estrep. < Lancefield Si. equinus

fecales St. suis

& St. avium

St. mitis

L\ St. salivarius

Los estreptococos pertenecen a la familia Streptococcaceae,

género Streptor zcus. Son cocos gram positivos, aerobios o anaero-

bios facultativos 4cidos a 37 9C en un tiempo midximo de 48 horas,
caracteristica que se utiliza en su identificacidn.
Este grupo de bacterias es mucho mids resistente que los

coliformes cuando se les somete a condiciones extremas. Asi, por

ejemplo, en alimentos que se conserven entre 10 y 45 °C pueden
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desarrolliarse sin dificultad, mientras gque los coliformes habitua-
les del intestine de mamiferos Gnicamente se mantendrian en estado
latente (ICMSF, 1983). Son, por otro lado, muy exigentes en cuanto
a su crecimieato e Incapaces de crecer en medios simples con sales

y azlcares como Gnica fuente de carbono. Nececitan vitaminas del

oy

' » grupo B y otras sustanclas organicas para el desarrollo. Sin embar-
| go, crecen bien en caldos con un porcentaje de NaCl del 6,5% o
incluso mayor, propiedad ésta que se utiliza para la preparacién

de medios selectivos de crecimiento. En aguas de mar contaminadas
con materias fecales en las que han desaparecido todas las bacte-

rias fecales, los estreptococos coastituyen el r.'mico indicador

que permanece viable (GUINEA y cols, 1979). Sobreviven fuera del

tracto intestinal mejor que los coiiformes. En alimentos dcidos

y congelados asi como en los tratados a temperaturas de 60-65

oC resisten mis que las cepas de E. coli. SHANNON y colS. (1965)
han confirmado la mayor resistencia a la accién del cloro de los

estreptococos con relacién a los coliformes.

El principal lugar de localizacién de !os estreptococos

\ fecales es el intestino de los animales de sangre caliente (DRAPEAU
“ y col 1977). La distribucién de las diferentes especies en los
" animales es muy variada y compleja (MORENO GARCIA, 1978). Segin
un estudio realizado por BUTTIAUX u col. (1961) sobre heces humanas

i porciras, el 100% de las muestras examinadas poseian estreptoco-

cos siendo casi sxclusiva de las heces humanas ¢l Streptococcus

faecalis, mientras que solo el 66 y el B88% respectivamente de
las heces de vaca Yy oveja portaban estreptococos. A partir del
irntestino animal estos micreoorganismos pasan al suelo, a l2s aguas,
ke o a los insectos y a través de estos, junto con los abonos de

restos fecales pueden localizarse en los cultivos (MUNDT, 1976;

CONEJO y cols. 1978; ERCOIANI, 1976; LARKIN y col. 1955Db SPLITTSIQES
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SER y cols 1961; MOSSEL 1969; INSALATA y cols, 1969). En las aguas
residuales los estreptococos se encuentran casi en la misma propor-
cidén de muestras que E__c_c:uli (BUTTIAUX, 1959) y en aguas estancadas
se aislan en una cantidad muy superior respecto a otras especies
bacterianas (HAMMAD y col., 1982)

LARKIN y cols. (1955b) proponen el easpleo de estreptocecos
fecales como indicadores sobre E. coli en vegetales congelados
y estos autores (1955a) estudian igualmente los estreptococos
fecales en una variedad de alimentos de origen vegetal. INSALATA
y col. (1969) indican que el valor de los enterococos como indica-
doras de contaminacién fecal depende del tipo de producto y proce-
sado. La persistencia y distribucién de bacterias indicadoras
en los lugares de desaglle de pocilgas se ha estudiado por CHANDLER
y col . (1981).

b) Medios de recuento

Se ha inteniado repetidamente encontrar medios selectivos
0 diferenciales para la determinacién cuantitativa de los estrepto-
cocos. Sin embargo, la mayor parte de los utilizados adolecen
de estas caracteristicas ya que frecuentemente crecen en ellos

miembros de les géner = Lactobacillus, Pediococcus, Aerococcus

y Leuconostoc (ICMSF, 1983). La mayoria de estos medios se basan
en la tolerancia relativa de los estreptococos a condiciones adver-
sas y utilizan un compuesto quimico como la azida para inhibir
el crecimiento de otrns génercsde bacterias, junto con otra sustan-
cia inaibidora o indicadora g ayuda a distinguirlos de otras

especies de estreptococos.

El medio mds utilizado para la prueba presuntiva es el

w?
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caldo azida dextrosa o medic de Rothe (AD) (SAYLER y cols. 1975 ;
GUINEA y cols,197 6; KIRBEY y cols.1978; HAMMAD y col. 1982). Poste-
riormente ABSHIRE (1377) encontrd que el caldo de estreptococos
D-enterococos da mejores resultados en las muestras de aguas resi-
cuales que el caldo azida o el caldo KF acunsejadc por BANWART
(1982). Hay otros medios como el caldo Kanamicina-esculina azida
(KAA) utilizado por PASCUAL ANDERSON (1982) el cual lleva un anti-
bistico como la Kanamicina gque inhibe el mayor ndmero posible
de otros géneros de bacterias. El medio mids utilizado para la
prueba confirmativa de estreptococos es el caldo Lit ky; ademds
de llevar azida lleva etil violeta que Inhibe todas aquellas bacte-
rias que no sean estreptocccos. Este medio no es aconsejado por
SPLITTOESSER Yy cols. (.961) debido a la gran cantidad de falsos
positivos que origina. Existe un medio como es la gentamicina
talio - carbonato que posee la wventaja de obtener resultados en
16-18 horas frente a los anteriores en que ol tiempo de incubacién
no es inferior a 48 horas ( THIAN, S.T. y HARTMAN,P.A.1981 )Ademds
de los caldos anteriormente citados para la 1dentificacidén de
estreptococos, existen medins sdélidos que pueden utilizarse en
las pruebas confirmativas o bien incluso como Unica prueba sin
necesidad de una nueva confirmacién. Estos medios no suelen venir
recogidos por la legislacién a no ser gque se siga la técnica de
filtracién sobre membrana. Los mds utilizados son el agar sangre
azida cristal violeta de Parker y el agar KF para estreptococos,
de los cuales al parecer el m&s selectivo es el agar KF (ICMSF
1993 ). Aparte de estos se han desarrollado otros medios muy utili-
zados en aquas residuales como pueden ser el medio de estreptococos
D-encerococos con cloruro de tecrazolio (ADS.IRE, 1977) o &1 agar

kanamicina-esculina azida recomendado por PASCUAL ANDERSON (1982)

para alimentos.
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c) Técnicas de recuento

Para el recuento de estreptococos la Legislacion Espafola
recomienda dos métodos; el de los tubos miltiples o técnica del
nimero mas probable para andlisis sistemdticos y el método de
filtracién sobre membrana como método &lternativo. Sin embargo,
para agias residuales, aungue este Gltimo método es recomendado
por SAYLER y cols. (1975) y por BERG y cols. (1978 posee serios
inconvenientes como el atoramiento de los filtros.

cuando se desean estudiar los estreptococos presentes
en muestras de alimentos, sobre todo si se sospechan gque &stdn
muy contaminados, la técnica mds aconsejada es la de recuento
en placa en sustitucién de los dos anteriores (ICMSF, 1983; PASCUAL
ANDERSON, 1982).

Existen otra serie de técnicas cuyo fin es disminuir el
tiempo de andlisis pero su utilizacién debido a la complejidad
y coste no es muy frecuente. Pueden citarse entre otros la inmuno-
fluorescencia (PUGSLEY y col. 1975), tipificacién por fagos (CAPRIO-
LI y col. 1975) y el ensayo de contrainmunofluorescencia (PORTAS

y cols. 1976).

d) Interés del recuento de estreptococos fecales

La determinacién de estrer ococos fecales en aguas ha
contribuldo en la actualidad a centrar el concepto de contaminacién
fecal. La razén pur la que este grupo de microorganismos se consi-
deran com> buenos indicadores fecales es debida a la ausencia

de los mismos en aguas puras, suelos o lugares que estén exentos

de contaminacién fecal, argument: que no resulta valido para
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el grupo coliforme, debido a que su presencia no nos asegura la
existencia de una contaminacién fecal (GUINEA y cols,.1979).

Este grupe de microorganismos necesita una gran cantidad
de nutrientes para el desarrollo. La resistencia a los procesos
de cloracién es la causa de que perduren en las aguas durante
tanto tiempo. Este hecho no sucede en el casc del grupo de los

coliformes. Las cepas de Citrobacter aerogenes poseen una gran

capacidad de multiplicacién en aguas contaminadas y falsean de
este modo los resultados (DRAPEAU y col. 1977). La cantidad de
estreptococos en aguas contaminadas es siempre inferior al de
coliformes. Llega en ocasiones a ser incluso 13 veces inferior
en las aguas de alcantarillado (LISTKY y cols.1953) y se mantienen
en una proporcién de 4:1 con superioridad de los coliformes (GEL-
DREICH y col. 1969; SAYLER y cols. 1975). DRAPEAU y col. (1977)
hacen una recopilacién de los resultados obtenidos por varios
autores en aguas contaminadase indican que la relacién coliformes-
estreptococos se mantiene entre 4,4 y 27,9.

Numerosos autores opinan que a causa de la resistencia
de este grupo de microorganismos a temperaturas extremas de conser-
vacién de los alimentos, a las que, microorganismos patégenos

de los géneros Salmonella y Shigella, entre otros, serian sensibles,

hace que este pardmetro no sea el mads adecuado para indicar la
calidad higiénica del alimento, si bien pucde informar sobre la
eficacia o no del proceso segquido (ICMSF, 1983).

BUTTIAUX (1959, 1961) opina que para cilertos alimentos
naturales, la asociacién de coliformes y estreptococos puede ofre-
cer una informacién mas satisfactoria sobre la calidad sanitaria
de 'os mismos. No obstante, este indicador puede ser de gran impor-

tancia como control de los sistemas de limpieza y desinfeccidn

de grandes industrias debido a su resistencia a la deseracién,
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tamperaturas elevadas y a los detergentes y desinfectantes.

Se han descrito intoxicaciones alimentarias debido a la
ingestién de alimentos que portaban estreptococos. Sin embargo,
no se reconoce de forma general la capacidad de los enterococos
para producir estas Intoxicaciones y, asimismo, tampoco se conoce
lo suficiente de las especies o serotipos responsables ni incluso
el mecanismo por el cual pueder llegar a producir dichas intoxica-
ciones (ICMSF, 1983). Aparte de los posibles casos de intoxicacio-
nes asociadas a los eiterococos, estos pueden tambien comportarse
en ocasiones como patdégenos oportunistas y por ello no es poco
frecuente encontrarlos en casos de infecciones urinarias, de menin-
gitis neonatales, endocarditis, septicemias, etc. (DRAPEAU Yy col.

1978 L.

I1.4.7. Recuento de Clostridios sulfito reductores

Los clostridios sulfito-reductores constituuen un grupo
de microorganismos cuya procedencia principal es el intestino
humano o animal, si bien, en algqunos casos pueden poseer un habitat
telurico (RODIER, 1981). Estos microorganismos pcseen la capacidad
de formar esporas. Debido a la existencia de estas formas de resis-
tencia junto con su crigen fecal se han venido utilizando durante
mucho tiempo como indicadores de contaminacién fzcal de las aguas.

El numero de clostridios sulfito-reductores en las heces
es muy inferior al de coliformes y estreptococos fecales, por
1o que este indicador no se debe utilizar en sustitucidén de los
dos anteriores. No obstante, su presencia en las aguas carentes
de E. coli puede informar sobre la posibilidad de contaminaciones
intermitentes o lejanas. Por ello serd necesario una mayor frecuen-
cia de muestreo (GUINEA y colS.1979).

La procedencia telidrica en algunos casos de w¢ste grupo

de microorganismos junto con su pequefla cantidad en las heces
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hace que este indicador obligue a ciertas reservas (RODIER 198l
CANDIDO y col. 1955). Asi pues, la gran supervivencia de las formas
de resistencia puede ser causa de una errénea informacién sobre
la calidad microbioldgica del alimento en un momento dado al encon-
trarse que hayan podido desaparecer la mayoria de los microorganis-
mos entéricos presentes en un principio. [BANWART, 1982). Frente
. a todos estos inconvenientes exister sin embargo autores como
BUTTIAUX (1959) que lo aconsejan ea detrimento del uso de los
coliformes y la Legislacién Espafiola lo aconseja sobre todo en

estudics epidemioldgicos.

a) Caracteristicas y Distribucién

Este grupo de hacterias pertenece a la familia Bacillaceae
y dentro de ésta a1 género Clostridium. Poseen una morfologia
bacilar, son anaerobivs y tienen la propiedad de formar esporas.
La caracterlstica esencial que posee este grupo Yy gue se utiliza
para su Iidentificacién os la de producir S'H2 a par:ir de los
sulfatos y sulfitos presentes en el medio, por la accién de un
sul fitoreductasa endocelular gque reduce el sulfito que se encuentra
en contacto con el cuerpo celular produciéndose el ennegrecimiento
sclo en la zona prdxima o la espora (GUINEA y cols.1979). Los
valores de pH necesarios para su desarrollo se encuentran compren-
didos entre 5,5 y 2 y el maximo crecimiento se realiza a temperatu-
ras comprendidas entre 37 y 47 9C aunque tamblen pueden desarrollar-
se a 20 9C. Las formas esporuladas soun muy resistentes tanto al
frio como al calor y son capaces de resistir a las dosis habituales

de antiszépticos como el cloro.

La distribucién de estos microorganismos en la naturaleza




53

es muy extensa. Se encuentran en el suelo, en el aire donde pueden
permanecer largos periodos de tiempo y en aguas o alimentos gque
nallan tenido contacto con materias fecales (DUDLEY y cols. 1980;
HOLTZAPFFEL y col. 1968). En las heces, estos microorganismos
se encuentran en cantidades vaiiables seglin las poblaciones elegi-
das. Por ejemplo, en las heces animales se encuentran en cantidades
comprendidas entre 103 a 109 bacterias/gramc, .ientras gque en
las humanas aparecen valores inferiores a 102 6 104 ba-t./grano

(BANWART, 198?). En aguas naturales o superficiales gue no hallan

| tenido contacto con restos fecales raramente scn aislados estos

microorganismos (GUINEA y cols, 1979).

b) Medios y Técnicas de recuento

Los medios utilizados para la identificacién de Clostri-
divs sulfito reductcres suelen llevar Incorporados sulfatos o
sulfitos y alguna sal soluble bien de plomo o de hierro con el
fin de producir un precipitado de color negro. La Legislacién o
Espafola recomienda el agar de Wilson-Blair al gque se le afade
sulfito férrico y alumbre de hierro.
Existen otros medios gque llevan .ncorporados antibiéticos
con el propdsito de seleccionar los clostridics como el agar sulfi-
+o-polimixin-sulfadiacina de MOSSEL y col. (1956) o el agar tripto- _ 3
na sulfito-cycloserina aconsejado por PASCUAL ANDERSON (1982)
ya que estos micrnorganismos poseen mayor resistencia a la ciclose-
rina que a la sulfadiazina, polimicina o neomicina.
La técnica mis comunmente usada para el recuento de
clostridiocs es la de siembra ea tubos en profundidad gque nos permi-

te un ficil recuentoc de las esporas, técnica aconsejada pcr la

Loy slacidn Espafiola.
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r.5. GENKRO SALMONE'.LA
I.5.1. Historia
El géne.o Salmonella fue descrito pors primera vez ea

1880 por el alemdn Karl Joseph Fbertih. La salmonela identificada

recibié el nombre de Eberthella typhcsa o Bacillus typhi, pero

posteriormente cuando este microorganismu se consiguid alslar
en cultivo pu:o se le comenzd a denomina> como bacilo de Ebarth-
Gaffky debido a sua descubridor asi como ai primer microbibdledic
gque consiguid aislarle, Georg T.A. Gafrky.

Los microorganismos dJdescuriertos en el sgiglo pasado gue
pcsefan las caracteristicas descritas para el aénero encontradc
po. Eberth se les derominaba Bacillus, si biea, alsunos affos
wds iarde se .es asignd el nombre de 3almonella en recuerdo al
pacteriblogo americano D.E Salmon.

Afios mds tarsde, en 1888, Gaertner descubribd que ol agente
etinlégico responsable de una intoxicacidn producida por el consumo
de carne, posela caracteristicas similares a las descritas para

el Bacillus typhi, per lo que se deromindé a este micraciganismo

como Bacillus enteritidis, hoy dia conocido como Salmonella enteri-

tidis. En 1892 Toeffer, censiguid aislar de un ratdédn otro bacilo

semejante, al que denomindé Bacillus typhimurium y, a partir de

entonces, la bibliografia ha ids recogieado gran cantidad de espe-
cies correspondientes al género Salmonella. Ya en 1940 se conocian
100 serotipos de este género, pero ha sido en los &ltimos afios
cuando el nimero de especies de Salmonella conocidas ha experimen-

tado un incremento espectacular, hasta ser en 1981 2.072 los sero-

tipos identificados (Li: MINOR,7983).




I.5.2. DKomen~latura y clasificacién

rLa clasificacién de los diferentes géneros bacterianos
y mds concretamente el del género Salmonella, no puede considerarse
como perfecta debido principalmente a las dificultades que implica
el conocimiento de la relacién genética entre las diferentes espe-
cies, géneros o familias y su filogenia mds o menos relacionada.
No obstante, es necesario indicar que 51 bien, como hemos seflalado,
la clasificacién actual del género Salmonella en base a sus seroti-

pos no es todo lo perfecta que se desaria, la utilidad en el campo

practico asi como el interés para estudios epidemiolégicos, hacen

de dicha clasificacién una de las mejores desarrolladas dentro
del campo de la microbiologia. En el momento actual, es imposible
definir un género o una especie ea el sentido Linneano, tal como
se deduce por ejemplo de las discusiones y controversias surgidas
en torno a considerar el grupo Salmonella bien como un género
o bien como unas pocas especies que englobarian a mas de las dos
mil descritas hasta la fecha (LE MINOR y cols. 1982a).

En un principio, la denominacién de los serotipos de Salmo-
nella se hizo siguiendo la nomenclatura linneana, es decir, evocan-
do el origen de la enfermedad y la especie zoolégica en la cual

se a‘sla el microorganismo; de este modo surgi>ron, S. typhimurium,

bovis-morbificans y S. abortusovis entre otras. Sin embargo

a veces la especificidad del huesped no es tal, ya gque frecuente-
mente una misma especie puede reproducirse y provocar enfermedades
en muy distintos animales, motivo por el cual ésta denominacidn
de especias se abandonb practicameate de forma inmediata. De este
modo, se didé paso a la denominacidén segin el origen geografico
en que se identificé por primera vez, como por ejemplo la S. helsin-

ky y S. biafra.




Aflos mas tarde Kauffman y Edwards propusieron una clasifi-

cacién del género Salmonella en tres especies; Salmonella cholerae-

suis (especie tipo), S_typhi y S. enteritidis y en 1965-66 KAUFFMANN

las subdivide en cuatro subgéneros a los cuales desigré con los
ndmeros romanos I, II, III y IV, La confusidén en la nomenclatura
fué complicdndose cada vez mds por la designacién de Arizona como
un género distinto de Salmonella si hien KAUFFMANN (1960) la intro-
duce dentro del subgénero IIT dz2l género Salmonella debido a la

identidad entre sus factores antigénicos.

Una simplificacién del diagnéstico serolégico del género

Arizona se debe a FKAUFFMANN y col. (19&8°c) clasificandolo dentro
del Subgénero ITI del género Salmonella.

Segin los caracteres biogquimicos y antigénicos de este
género LE MINOR y col. (1970) subdividen el género Salmonella
en 4 especies gue se corresponden con los subgéneros de Kauffmann

y son S. Kauffmannii, S. salamae, S. arizonae y S. houtenae. Ulti-

mamente LE MINOR y cols. (1982) proponen una nueva nomenclatura
d Salmonella segun las prescripciones dadas por el Cédigo Interna-
cional de Nomenclatura de Bacterias y gque consiste en una especie

tipo la Salmonella choleraesuis la cual queda dividida en las

siguientes subespecies:

1) S. choleraesuis subespecie chcleraesuis subes nov.

compuesta por tudas las cepas anteriormente designadas al sub-
género I.

2) S. choleraesuis subesp. salamae subesp. nov. correspon-

diente al sub. II.

3) 8. choleraesuis subesp. arizonae comb. nov. compuesta

de los serovares monofasicos del sub. III
4) 5. cholerae subesp. diarizonae subesp. nov. compuesta

del anterior subgénero III.




5) §. choleraesuis subesp. houtenae subesp. nov. corres-

pondiente al sub IV.

6) S. choleraesuis subesp. bongor subesp. nov. compuesta

por las cepas fermentadoras del dulcitol, ONPG y KCN.

I.5.3. Caracteristicas morfclégicas y bioguimicas

1as salmonelas son bacilos gram-regativos. Poseen un dia-
metro de 0,7-1,5 micras y una longitud de 2,0-2,5 micras. General-
mente son méviles por flagelos peri ricos. Pueden perdér la movili-

dad por mutacién y existe un tipo que es Salmonella gallinarum

o S. pullorum gue no posee flagelos.

gl tamafio de las colonias es de Z-4 mm aunque existen
ciertas salmonelas que ocasionalmente puede formar colonias peque-
flas, de aproximadamente 1 mm (LE MINOR 1984)

Estas bacterias se tifien con gran facilidad con los colo-
rantes usuales como son el azul de metileno y la fuchsina y al
microscopio podemos observar formas cocobacilares o bacilares
sin una ordenacién determinada. Los flagelos pueden observarse
mediante la tincién de Leifsoa. Cuando estos microorganismos crecen
sobre agar pueden aparecer dos tipos de colonias variantes lisas

o rugosas. Las variantes lisas dan lugar a colonias convexas Y

brillantes mientras que las rugosas originan colonias granulosas.

La moriologia de las colonias de Salmonella es muy variada.
En agar comin por ejamplo estas colonias poseen un tamafiode 2-3

mm si bien en el caso de S. abotus-equi, S. typhisuis o S. abortu-

sovis las colonias en este agar tienen solo 1 mm de diametro.
A veces pueden aparecer colonias diminutas de S. typ hi o de otras

salmonelas que resultan ser menos tolerantes a la temperatura,




a valores de pH extremos o presentan clertcs requerimientos nutri-
cionales como son cisteina u otros tipos de aminodcidos (3TOKEg
y col. 1957). Esta morfologia se vera también afectada segin proce-
dan de cepas viejas o de sucesivos subcultivos (KNIGHT, 1936;
BRAUN, 1948).

Las caracteristicas bioguimicas de este grupo son las

generales de la familia Enterobacteriaceae, es decir, bacilos

anaerobios facultativos oxidasa negativos Y catalasa positiva,
reducen los nitratos a nitritos y utilizan la glucosa por via
solo fermentativa (LE MINOR, 1984). Ademas de las caracteristicas
comunes de la familia poseen otra serie de propiedades biogquimicas
que son idénticas en la mayoria de las especies gque integran dicho
género, pero que en algunos casos resultan Gtiles como complemento
del andlisis antigénico.

Estas propiedades incluyen ademds de las ya citadas la
produccién de sulfuro de hidrégeno sobre agar TSI. Utilizan el
cirrato como finica fuente de carbono. Generalmente la reaccidn
de la lisina y ornitina descarboxilasa es positiva. Son ureasa
negativos y no desaminan el triptéfano ni 1la fenilalanina por
via oxidativa. Generalmente no fermentan la sacarosa, salicina,
inositol y no producen lipasas ni desoxyribonucleasas (LE MINOR,

1984).

»
La mayoria de las salmonelas producen gas. sin embargo,

S. typhi, es una importante excepcién, nunca produce gas. El sulfu-
ro de hidrégeno lo producen la mayoria de las salmonelas pero

algunas cepas de S. choleraesuis, Y la mayoria de S. paratyphi

A no lo producen. Igualmente ocurre con el citrato que no utilizan

ni S§. typhi ni S. paratyphi A. 21 malonato solo es positivo para

S. arizonae.

Por otro lado S. paratyphi A no descarboxila la lisina




como lo hace el resto de las especies e igual le ocurre a
typhi con la ornitina (LE MINOR, 1984).
La mayoria de las especies del género Salmcnella no fer-

mentan la lactosa, aunque muchas cepas de S§. arizonae la fermentan

rapida o lentamente, en cuyo caso poseen actividad ﬁ~galactosidasa.

Un hecho que puede ser paradéjico es el de la especie

tipo del género,S. choleraesuis, la cual es bioguimicamente atipica

ya que noc fermenta la trealosza ni tampoco la arabinosa.Existen

autores que consideran a S. gallinarum y £. pullorum como una

dnica especie al poseer ambas los mismos determinantes antigénicos.
TRABULSI y cols. (1962) mantienen sin embargo, la ;teoria de su
diferenciacién, ya que estos dos serotipos poseen caracteristicas
bioquimicas diferentes como son la rdpida o tardia descarboxilacidn
de la ornitina, asi como la produccién de acidos de S. Eullorum

Las pruebas bioquimicas utiliizadas por KAUFFMANN (1965,
1966) para diferenciar los 4 subgéneros de Salmonella se basan
en sus caracteristicas metabbdlicas segin las cuales se diferencia
el subgénero I del resto debido a la proteolisis de la gelatina
y la utilizacién del d-tartrato. El grupo Arizona queda incluido
en el subgénero IIT y se diferencia de los otros subgéneros por
la fermentacién del dulcitol y la prueba del ONPG. Aflos mas tarde,
LE MINOR y cols. (1979 )propone la fermentacidén del galacturonato con
el fin de distinguir las salmonelas del subgénero I y III monofa-
sico de las del subgénero IL, IIL difdsico y IV. Todas estas dife-
rencias aparecen esquematizadas en la Tabla VIII, junto con las
correspoidientes a un nuevo subgénero V propuesto por Le Minor
(LE MINOR, 1984). Este nuevo subgénero crece en presencia de KCN
como le ocurre al subgénero IV; son lactosa, malonato Yy gelatina

negativos; y dulcitol y mucato positivos como el subgénero I.




TABLA VIII.- CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LOS SUBGENERDS DEL
GENERO SALMONELLA

SUBGENEROS

IIIr

/g -galactosidasa (Test ONPG)

Produccién de &cidos desde:
Lactosa
Dulcitoel
Mucato

Galacturonato

Utilizacién de:
Malonato

d-Tartrato

Hidrolisis de la gelatina

Crecimiento en presencia de KCN

Habitat de la mayoria de cepas:
Animales de sangre caliente

Animales de sangre fria y
ambi=ente

Positivo para el 90% & mas de cepas en 1-2 dias
Positivo para 11-89% de cepes en 1-2 dias
Positivo para 0-10% de cepas en 1-2 dias

Tarn.a e irregularmente positivas (3-7 dias)




TABLA IX .- (. RACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LOS 6 SUBGENEROS O
TAXONES EN QUE LE MINOR DIVIDE EL GRUPO SALMONELLA.

Dulcitol

ONPG

Malonato
Gelatinasa
Crecim. en ¥CN
d y l-tartrzalo

Galacturonato

Y -glutamiltransferasa

/B -glucuronidasa
Mucato
Salicina
Lactosa +(75%)

Lisis por el fago OL




LE MINOR (1983) propone una divisién del género Salmonella
en 6 subgéneros o taxones, los cuales poseen como especie tipo

S. cholaraesuis. Las caracteristicas bioquimicas vienen recogidas

en la Tabla IX.

1.5.4. Cultivo y aislamiento

Los microorganismos que comprenden este género poseen

en general pocas exigencias para su crecimiento y desarrollo.

pueden crecer rapidamente en los medios de cultivo usuales que

contengan gluccsa y sales aménicas como fuente de carbono y energia.
Se conocen cepas que son mds exigentes para su desarrollo al nece-
sitar por ejemplo, triptéfano. Las sales biliares facilitan su
crecimiento y ademis presentan la ventaja de inhibir el de muchos
otros microorganismos. Los margenes de pH para el crecimiento
de los microorganismcs del género Saimonella son muy pequeflos;
estan comprendidos entre 6-8 mientras gque las temperaturas necesa-
rias para su desarrollo oscilan entre los 15 4 43 9c, situandose
al parecer la temperatura optima en torno a los 37 @cC.

A pesar de la gran cantidad de métodos ensayados en el
aislamiento de salmonelas y de las pocas exigencias de este grupo
de microorganismos, a0 ha sido posible atn desarrollar ningin
método que permita garantizar la recuperacién de todos los seroti-
pos de Salmonella a partir de las aguas o de diferentes productos
alimenticios sometidos a variadas condiciones de preparacién Yy
conservacién (ICMSF, 1983).

Los métodos necesarios para el aislamiento e identifica-
ci6n de las salmonelas procedentes de aguas y alimentos pueden

dividirse en seis etapas sucesivas, algunas de las cuales no suelen




ut ilizarse en muchos laboratorios, bien porgue el tipo de muestra
no lo requiera o porgue existan casos en gue no se considere nece-
sario. Sin embaryo, para la obtencién de una informacién lo mas
satisfactoria posible, las etapas que se deben sequir son las
siguientes: a) enriquecimiento de la muestra no selectivo, gue
se usard en aquellos alimentos que se hallan visto sometidos a
tratamientos industriales o de almacenamiento en los cuales las
salmonelas pueden estar dadadas; Db) enriquecimiento selectivo

cuyo Fin consiste en favorecer el crecimiento de las salmonelas

en un ambiente en el cual pueden competir favorablemente con otra

serie de bacterias; c) siembra en placa de medios s6lidos selecti-

vos y diferenciales con el fin de observar las colonias sospechosas
que deber&n ser identificadas; d) identificacién de las colonias
sospechosas mediante pruebas bioquimicas; e) analisis antigénico
y f) tipificacién por medio de bacteriéfagos. Estas dos tltimas
determinaciones presentan un gran interés epidemiocldgico (ICMSF,
1983).

El enriquecimiento no selectivo, tradicionalmente se ha
realizado cultivando las muestras en caldo lactosado. Con posterio-
ridad diversos investigadores han realizado estudios sobre la
composicién del medio de preenriquecimiento y han llegado a la
conclusién de que su composicién no es tan critica como se pensaba.
asi, por ejemplo, los laboratorios europeos normalmente utilizan
agua de peptona tamponada en lugar de caldo lactosado, Yy segin
el tipo de muestra estudiada se han utilizado sucesivamente agua
destilada, el caldo Iactosad? con un 1% de tergitol o agua de
peptona tamponada con un 0,22% de tergitol también como medio
de preenriquecimiento (ICMSF, 1983).

El preenriquecimiento en agua de peptona tamponada seguido

de un enriquecimiento en caldo tetrationato ha ofrecido mejores




resultados que la siembra directa en caldo tetrationato con verde
brillante (THOMASON y col., 1978).
p'AOUST (1978) ha confirmado la eficacia a 32 aditivos

en la recuperacién de Salmonella typhimurium dafiadas por el calor

en agar-levine.

La utilizacién de medios de enriquecimiento para el aisla-
miento de salmonelas data del siglo pasado en gque Chantenesse
y widal en 1887 encontraron que la adicién de fenol a un medio
utilizado para el aislamiento de S. typhi aportaba propiedades

selectivas lo cual, junto con el estudio de las temperaturas 1imi-

tes de crecimiento emyleadas por Rodet en 1889 para S..tgghi proce-

dente de aguas contaminadas, hizo pensar en la necesidad de cal-
dos y temperaturas limites de enriquecimiento para el aislamiento
de salmonelas (HARVEY y col. 1979). Aflos mds tarde se utilizé

el caldo selenito para el aislamiento de Salmonella typhi debido

a las propiedades inhibitorias que posee el selenito sédico, pero
no fué aceptado de forma general hasta gque Leifson probd varios
medios con distintas concentraciones y ain hoy dia se considera co-
mo uno de los mejores caldos de enriquecimiento para el aislamiento
de S. typhi (HARVEY y col. 1979). Este medio es aconsejado por
la ICSMF (1983) como medio de aislamiento de microorganismos del
género Salmonella y concretamente de S. typhi. Posteriormente
MULLER (1923) descubrié un caldo de enriquecimiento con tetrationa-
to sédico que afilos mas tarde seria modificado por KAUFFMANN (1930
193%5) mediante la adicién de sales biliares Y verde brillante
con el fin de evitar el crecimientce de organismos competitivos

tales como los coliformes, Proteus y Pseudomonas, cuya abundancia

en el medio haria practicamente imposible el aislamiento de salmo-
nelas. A veces, cuando en el estudio se estima oportuno, suele
afiadirse al medio noboviocina, antibiético éste muy eficaz contra

el crecimiento de Proteus (HARVEY y col. 1979).




Se sabe que bajo ciertas condiciones de deshidrata.;idn

ciertos coliformes pueden morir mientras que Salmonella y Shig=slla

permanecen viables. Esta propiedad la utilicé RAPPAPORT Y irols.
(1956) en la elaboracidn de un medio que lleva su nombre que aln

no siendo util para las especies S. typhi, S. pullorum y S. galli-

narum resulta muy eficaz para el resto de salmonelas debido a
su potente poder inhibidor. A parte de los medios ya descritos,
la bibliografia recoge otra serie de medios como aguellos que

utilizan sales de estroncio para el aislamiento de S. typhi o

sulfito de bismuto para la recuperacién de S. typhi de aguas resi-

duales indicados por HARVEY y col. (1979) o bien el caldo GN de
Hajna y el caldo E.E de Mossel (HARVEY y col. 1979).

Existen gran cantidad de trabajos en los gque se estudia
el calde de enriguecimiento mds idéneo tanto para los diferentes
tipos de muestras asi como para 1os distintos serotipos de Salmone-
1lla con el fin de restringir al maximo el numero de varjables
de seleccién. La ICMSF (1983) recomienda el uso dei :aldo selenito-
cistina y caldo tetrationato verde brillante ambos incubados a
43 9C como medios idéneos para el aislamiento de salmonelas. E1
resto de los estudios realizados en los cuales se comparan varics
tipos de medios sobre diferentes tipos de muestras tanto de aguas
residuales como de alimentos asi como las temperaturas de incuba--
cién nos permiten concluir, en general, que el medio Rappaport
es el de mayor capacidad inhibitoria y es aconsejado junto con
el caldo de Muller Xauffmann o caldo tetrationato para el aislamien-
to de salmonelas en aguas residuales y el caldo selenito manitol
en el aislamiento de 8. tgghi (HARVEY y col. 1980, 1981; VASSILIA-
DIS y cols. 1974, 1976a, 1976b, 1978, 1979; XIROUCHAKY y cols. 1982,
ANDERSON y col. 1965; EDGARY col. 1979; SMITH 1977; NABBUT, 1973;
CHUNG y col. 1970; VASSILIADIS, 1968; GRAU y col. 1972). Un estudio




comparativo que nos parece Iinteresante destacar es el realizado
por HARVEY y cols. (1979) para muestras de aguas residuales. Utili-
zan distintos medios comerciales y otros preparados en su laborato-
rio. FEncuentran resultados mejores en las muestras enriquecidas
con lns medios preparados por ellos que con los comerciales.

Los mediss de agar selectivos o medios de aislamiento
selectivos, generalmente coutienen sustancias inhibidoras que
posibilitan la seleccién de los microorganismos que en ellos puedan
crecer y, ademas, un sistema indicador gque permite diferenciar

determinados caracteres biogquimicos en las ~olonias que crecen

en él. Los laboratorios tienen a menudo, preferencias'hacia deter-

minados medios diferenciales. Pruebas realizadac en coordinacién
con diferentes laboratorios confirmaron gque los mejores resultados
se obtuvieron con aquellos medios con los que se estaba m4s familie-
rizado, motivo por el cual la ICMSF (1983) recomienda que cada
laboratoric emplee un medio dilferencial de su eleccién, pero que
de forma adicional utilice tambien agar sulfito de bismuto y agar
verde brillante. Aparte de estos medios recomendados por la ICMSF
existen otros como son el agar lactosa rojo fenol verde brillante,
medio ampliamente utilizado en Europa, Agar Mac Conkey, agar citra-
+o desoxicolato, medio Salmonella-Shigella (SS), agar Hektoen
enteric (KING y col., 1968) y agar Wilson Blair. Todos estos medios
se han estudiado de forma comparativa con el fin de determinar
en cada uno de ellcs su eficacia frente a los distintos tipos
de muestras. En aqguas residuales por ejemplo, el medio SS did
muy buenos resultados (LIVINGSTONE 1965) mientras que el
agar ver brillante y agar Hektoen enteric en alimentos no ofrecid
marcadas diferencias (GOO y cols. 1973). Este hecho no ocurria
cuando se utilizé el agar xilosa lisina verde brillante Yy el agar

verde brillante sulfadiazina {(HARRINGTON y col .1970) este tltimo
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modificado por WATSON y col. (1978} mediante la adiclén de sulfaceta-
mida y &cido mandélico. La modificaciér del agar lisina hierro
cistina por REAMER y cols. (1974) ofrece una clara diferenciacidn
de las colonias correspondientes al géne.o Salmonella.

Los medios de aislamiento de salmonelas han sido compara-
dos en orden a su mayor eficacia. ANDREWS y cols. (1977) consiguen
en muestras de ancas de rana impo-tadas los mejores resultados
con agar <ulfitc de bismuto previo enrigquecimiento en caldo tetra-
tionato y CASTILLO y cols.(1983) obtienen mejores resultados en
muestras de heces con el medio Salmonella-Shigela (SS) siempre
gue las muestras se hayan enriquecido. CHAU y col. (1978) comparan
ocho medios de aislamiento para observar la accién inhibitoria

de estas sobre microorganismos (E. coli, Proteus, Klebsiella Yy

Pseudomonas) y confirman gue los agar 8s, XLD y DC poseen gran

capacidad inhibitoria sobre E. coli y no sobre Proteus spp, Kleb-

siella spp y Pseudomonas spp. La incorporacién de novobiocina
z los medios de aislamiento consigue la inhibicién de microorganis-
mos del género Proteus y favorece de esta forma el aislamiento
de salmonelas (RESTAIND y cols. 1977) y HOATS (1978) emplea esta
técnica para aislarlas de carne de vaca y pollo.

PRICE (19&3) estudia la sicmbra maltiple para conseguir
el mayor aislamiento de salmonelas, tanto en aguas naturales Yy
residuales.

En la Tabla X se indican las caracteristicas de las
colonias aisladas en los medios m&s comtnmente utilizados asi
como diferencias con respecto a otros microorganismos que generalmen-
te crecen en dichos medins.

Métodos rapldos para la deteccién de salmonelas mediante
el emplec de filtros de membrana han sido empleados para alimentos
(ENTIS y cols.1982) y aguas (BLOCK v col.1979). Asimismo, métodos
rapidos radiométricos se¢ han empleado con el mismo f!n en aliimentos
(STEWART y cols.1980) y MAFART y cols.(1978), mediante el empleo

de lisina marcada con carbono-14, han aplicado esta técnica en
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alimentos liquidos para la deteccidn de contaminaciones.

GIBBS y cols. (1979) comparan el método de anticuerpos
fluorescentes y el método de cultivo standard para salmonelas
y concluye que los resultados son similares, BARRELL y col. (1979),
al utilizar esta misma técnica en alimentos animales Yy muestras
ambientales encuentran gue en carnes Y derivados se obtienen muchos
resultados falsos negativos. Un estudio comparativo de dos técnicas
de obtencién de anticuerpos por fluorescencia para la deteccién
de salmonelas en alimentos ha sido realizado por SWAMINATHAN Y
cols. (1978).

Una confirmacién rapida de salmonelas puede realizarse
at . lizando un sistema "minitek" juntamente con un test serolégico
segin COX y col. (1976) y en seis horas pueden obtenerse los resul-
tados. La prueba de lisina descarboxilasa fue utilizada para la
deteccidén y aislamiento de salmonelas en aguas residuales y aguas
de desecho como técnica de "screening" con la ventaja de la reduc-
cién del tiwmpo de andlisis (PHIRKE, 1977). otro métode, igualmente
r4pid- es el descrito para alimentos de origen vegetal por HOBEN
y cols. (1973) basado ea el empleo de un caldo con lisina, hierro,
cistina y rojo neutro y en 24 horas pueden va eliminarse las mues-

tras negativas.

Un métodc para la concentracién de E. coii y salmonelas

a partir de grandes volamenes de agua de bebida es propuesto por
GOYAL y col. (1980) basad- en el técnica de adsorcién-elucidn
sobre membrana.

En las muestras en que el enriguecimiento ha sido negati-
vo, la técnica de movilidad selectiva ha conseguido en algunos casos
aumentar el némero de aislamientos. SMELTZER y col.(1979) y VASSI-
LIADIS y cols.(1981) lo utilizan en carnes Yy derivados. Sin previo
enrigquecimiento esta técnica fue utilizada para la determinacidn

rapida de salmonelas en alimentos (huevos, pasteles, bombones)




por BANWART y col. (1969) y por ABRAHAMSSON Yy cols. (1968) en huevos,
pescados y alimentos para animales.

Una modificacién del procedimiento de enriquecimiento
serolégico para la deteccién de salmonelas en productos derivados
de la soja se debe a SURDY y col. (1981) y consiguen reducir el

tiempo del andlisis. Asimismo, para la deteccién de salmonelas

en alimentos y piensos el método de la cépsula de flujo f‘egulado

ha dado buenos rasultados (SVEUM uy col. 1977) Yy un estudio sobre
las cantidades de muestra de alimentos que deben emplearse para
la deteccién de salmonelas en alimentes desecados se deb2 a SI-

LLI KERy col. (1973).




71.5.5. Caracteristicas serolégicas Yy fagotipia

1a identificacién definitiva del género Salmonella se
basa hoy dia en la composicién de la estructura antigénica de
10s diferentes serotipos. Sin embargo, la clasificacidn e identifi-
cacién de estos microorganismos no debe apoyarse dnicamente en
esta prueba ya que en algunas ocasiones pueden producirse variacio-
nes en sus propiedades antigénicas y bioquimicas (KAUFFMANN, 1975).

Los primeros estudios que se conocen sobre la existancia
de antigenus se deben a Smith Y Reach en 1903, los cuales se conti-
nuaron en 1918 por Weil y Felix quienes al utilizar ‘cepas de Pro-
teus establecen las diferencias existentes entre los antigenos
somiticos y flagelares. Sin embargo, los trabajos realizados por
estos autores no llegaron a conocerse hasta que white en 1925,
y Kauffmann en 1930, ambos por separado, estudiaron también la
estructura antigénica de las salmonelas (KAUFFMANN, 1975) . A
partir de este momento y basandose en el estudio taxonémico reali-
zado por Kauffmann en 1941 se reordenaron y ampliaron los trabajos
de los primeros investigadores en este campo como Schitze, Bruce
white y Scott entre otros Yy se desarrolléd el esquema de Kauffmann-
white usado actualmente para la clasificacién del género Salmonella
(KAUFFMANN, 1975). Este esquema ha servido para clasificar 1las
especies entonces conocidas Yy para realizar la identificacién
antigénica de todas las cepas de Salmonella aisladas posteriormente
cuyas identificaciones se han ido publicando, bien individualiente
o por agrupacién en subgéneros (KAUFFMANN, 1961, 1962a, b, 19632,
b, 1964 ).

Segin el esquema de Kauffmann-wWhite, los serotipos de

Salmonella se agrupan en aproximadamente 65 grupos en base a la

naturaleza de sus componentes antigénicos somaticos, cada uno




de los cuales acoge a un niamero variable de especies que difieren
entre si por los componentes antigénicos flagelaies.Por tanto, las
pruebas serolégicas para la identificacién definitiva de las cepas
sospechosas como miembros del género Salmonella consisten en la utili-
zacién de antisueros polivalentes somaticos (0) .y flagelares (H) segin
la técnica descrita por Edwards y Ewing en 1972,indicada y recomendada
por la ICMSF (1983). Ademas de los antigenos somdticos y flagelares
algunas salmonelas poseen un antigeno envolvente o antigeno capsular
denominado antigeno K el cual también se encuentra en algunas entero-
bacterias ademads del género Salmenella. Concretamente se conocei

tres de tales antigenos, el antigeno 5, el antigeno vi y por @ltimo
el antigeno M (KAUFFMANN, 1975). La presencia o ausencia de este antige-
no mucoso M es importante ya que la existencia ocasiona la inaglutinabi-
lidad de ios antigenos O y H. Por tanto la variacién M N es importante
ya que supone el cambio de la forma M (fase mucoide) a la forma N
(fase normal) (RAMOS CORMENZANA, 1979). El antigeno Vi es el gque
mas ha aportado al conocimiento del género Salmonella ya que al encon-

trarse en S. typhi y S. paratyphi C han constribuido de manera importan-

te a resolver el enigma sobre los problemas de aglutinacién de los
antigenos somaticos de ambos serotipcs (KAUFFMANN, 1975). Segin BAQUERO
GIL (1972) existe un porcentaje del 10-15% de cepas llamadas cepas
vi puras, que no aglutinan con el antisuero somidtico, mientras gue
el 80% de las cepas, aunque poseen el antigeno Vi en mayor o menor

proporcién no se encventran en cantidad suficiente como para enmascaraiar

totalmente la aglutinacién somatica. Solo el 5-8% de S. typhi carecen

de antigeno Vi.

El hecho de no basar la identificacién de salmonelas en
las caracteristicas serolégicas, se debe a que existen algunas entero-
bacterias que poseen determinados factores entigénicos comunes con
los de las salmonelas. Asi por ejemplo, el género Citrobacter no solo po
see antigenos comunes con las salmonelas en general sino que también
posee un antigeno Vi indistinguible del de S§. typhi y S. paratyphi C
(BAQUERO GIL, 1972).




Los antigencs flagelares pueden presentarse en dos fases
alrernativas, fases 1 vy 2, originadas como consecuencia de un
estado de mutacidn Dbifasica caracteristica de estas especies.
Esta mucacién no la poseen todos los serotipos de Salmonella como

por ejemplo, la S. typhi y S. paratyphi A que solo poseen el anti-

geno flagelar en fase 1. La mutacién suele realizarse en el subcul-
tivo de las especies y afecta a casi todas las colonias. Esta
mutacién es reversible y las salmonelas recién aisladas préactica-
mente se encuentran en la primera fase (BAQUERO GIL, 1972).

Para un buen diagnéstico de las especies de Salmonella

hemos de tener en cuenta también los fenbmenvs de variacién antigé-

nica; esta variacién es debida fundamentalmente a la existencia
de cambios producidos por la alteracién de cilertos antigenos por
lo que el conocimiento de dichas variaciones es indispensable
si se desean obtener resultados uniformes. Estos fendmenos de
variacién los agrupa KAUFFMANN (1975) en los siguientes tipos:
Variacién N-O producida por la pérdida del antigeno flagelar,

el cual, es irreversible como ocurre en la S. gallinarum o S.

pullorum; Variacion S-T-R- debido a la pérdida del antigeno somati-
co por transicién de formas S a formas T 6 R y por dltimo la varia-
cién de las formas debida a variaciones en el antigeno somatico
y variaciones en el antigeno Vi también conocidas como variacidn

V-W.

El procedimiento mds @(itil para diferenciar las diferentes
cepas de Salmonella dentro de un mismo serotipo es el gue se obtie-

ne mediante bacteriéfagos utilizando la técnica de lisotipia (RUIZ




MERINO, 1969). Se han ideado diversos esquemas de fagotipificacidn
para algunas de las especies de Salmonella mas frecuentes como

son ademds de s. typhi y S. paratyphi A y B, S. enteri-

tidis, S. typhimurium Yy S. gallinarum entre otras ( WILSON and

MILES 1975). Estos fagotipos son caracteristicos de cada regidn
(BERROA DEL RIO y col 1975) o de un huesped animal y soa especial-
mente atiles para rastrear con rapidez las fuentes de Las infeccio-
nes humanas y animales, asi como los contaminantes en alimentos,
piensos y fertilizantes y la identificacién de casos secundarios

(TURNBULL, 1981). Esta tipificacién por bacteridéfagos es una ayuda

muy interesante desde el punto de vista epidemiolégico ya que

nos permite conocer si ante cualquier brote, los enfermos afectados
lo son "nicamente debido a un fagotipo determinado en cuyo caso
solo hay una fuente de infeccibn, o, si por el contrario, la pre-
sencia de distintos fagotipos nos puede indicar sin lugar a dudas
la presencia de distintas fuentes de infeccién (RUIZ MERINO, 1969).

La primera vez que se utilizd esce tipo de tipaje fué
en 1936 cuando Craigie y Brandon aislaron diversos bacteridfagos,
cvrya actividad sobre los cultivos de S. typhi estaba ligada a
la presencia de antigeno Vi.

La produccién de fagos de Salmonella estd bajo control
de la OMS, y ain no es posible la distribucién internacional (ICMSF,
1982).




I.5.6. Aspectos genéticos del género Salmonella

La importancia clinica y bacteriolégica de las salmonelas
2 desencadenado desde hace tiempo 1la realizacién de estudios
exhaustivos, que han alcanzado considerable altura en cuanto a
conocimientos bioguimicos y genéticos. Todo ello ha conducido
a la identificacién de un nfmero considerable de especies que
en otras circunstancias, mas gue considerarse como tales, serian
probablemente englobadas dentro de una o a lo sumo unas pocas
aspecies.

Recientemente, con el desarrollo de técnicas finas de

analisis genéticos, se ha puesto claramente de manifiesto la nece-

sidad de una nueva reorganizacién del género Salmonella a nivel

taxonémico, mds consistente con respecto a su estructura gendémica
e incluso filogénica (CROSA y cols.1973; STOLERI Yy cols. 1976).
El principal *ipo de experimentos realizadcs se llevd a cabo por
el grupo de Le Minor (LE MINOR y cols. 1982b) y consisten en un
estudio sobre la homologia entre las secuencias de ADN de cepas
de Salmonella de especies difesrentes mediante experiencias de
hibridacidn.

En una primera parte de sus experimentos .fue posible agru-
par las cepas estudiadas en base a sus caracteristicas nutriciona-
les o bioguimicas en un toial de siete gripos fenotipicos. Dichos
grupos, correspondientes a unra raxonomia de tipo numérico, fueron
el resultado de una clasificacién de tipo jerargquico ascendente
sobre el estudio de la utilizaciém como fuente de carbono de
90 tipos de sustratos, asi como de otros 41 caracteres cualitativos

y convencionales del esquzma cldsico.




Paralelamente a la reorganizacién en grupos fenotipicos
de las cepas de Salmonella estudiadas, el grupo de investigadores
mencionado procedié al estudio detallado de aquellas caracteristi-
cas genémicas que pudieran establecer determinados rasgos de paren-
tesco entre dichas cepas. Dichos estudios, basados en experiencias
de hibridacién ADN-ADN permitieron diferenciar tales microorganis-
mos en funcién de los porcentajes de hibridacién y de los grados
de divergeacia.

Todas las cepas ensayadas se distinguian claramente de

otras especles como C. freundii, E. coli 6 P, mirabilis con una

homologia inferior al 30% a temperatura éptima de renaturalizacién;
por el contrario, la homologia hallada entre los cuatro subgéneros
en los que clasifica Kauffmann a los microorganismos del género
Salmonella, subgéneros I, I, IIT y IV, (KAUFFMANN, 1966) estuvo
comprendida, en todos los casos, entre el 57 y el 99% de homologia
a igual temperatura Optima.

Los porcentajes observados de reacciones cruzadas y de
divergencia permitieron subdividirlos en 5 grupos gendmicos desig-
nados Gl a G5, los cuales se correspondian respectivamente con

los subgéneros I (S. typhimurium), II (S. phoenix 147:b:1,5),

subgénero III monofdsico (S. arizonae 40:236 :=), IIIr diféasico

(S. arizonae 6,7:1, v:zs3 ) y subgénero IV (S. ochsenzoll 16:Z

273:—). En cada caso, las tasas de reasociacién fueron superiores
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al 76% tanto a la temperatura Optima como a la restrictiva de
renaturalizacién. Las cepas restantes, representadas por S. bongor,
podian englobarse en un nueve Jrupo genémico, denominado G6, ya
gque presentaban homologia entre ellos, superiores al 91 y 95%
en ambas temperaturas, mientras gue con respecto a los grupos

anteriores no sobrepasaban en ningn caso el 54% de homologia.




La correspondencia entre 10s 7 grupos fonotipicos designa-
dos P! hasta P7 respectivamente, <segin el analisis numérico y
los seis grupos de hibridacidén, resultaron ser atin mds sorprenden-
tes: los grupos fenotipicos Pl y P2 estaban incluidos en el grupo
gendmico GI, observandose claramente que las cepas Pl, auxotrofas,
no eran mas que el resultado de la adaptacién al hospedador de
otras cvepas P2, mucho mds ubicuas y de caracteristicas prototréfi-
cas. Las cepas del grupo G2 se correspondian con el subgénero
7i de Kauffmann, las G3 y G4 con las del subgénero III monofasicas

y difasicas respectivamente, diversidad gendémica ya apuntada por

CROSA y cols. (1973), las del G5 con el subgénero irv, mientras

que el grupo G6 podia constituir un nuevo taxén representado por
el grupo bongor.

En definitiva, los 7 grupos fenotipicos detectados, po-
drian perfectamente reagruparse en 6 grupos genémicos, donde los
grupos Pl y P2 se incluirfan como hemos visto en un grupo Gnico
Gl y en los cuales la correspondencia ~on los subgéneros de Kauff-
maan queda avalada de forma genémica, con solo crear un nuevo
taxén para las cepas del grupo S. bongor de caracteristicas bien
definidas. La correspondencia entre los tres esquemas taxonémicos
queda resumida en la Tabla XI .

Las conclusiones de estos trabajos son importantes. Se
puede decir que las salmonelas constituyen una especie dnica que
comprenderia 6 subespecies Yy que a su vez pueden subdividirse
en serovares. Ningin argumento objetivo permite en efecto, elevar
dichos serovares al nivel de especic como se ha venido haciendo

hasta la actualidad (LE MINOR y cols. 1982b).




TABLA XI.- CORRESPONDENCIA ENTRE LOS GRUPOS FENOTIPICOS Y GENOMICOS

Grupo

Fenotipico

DE SALMONELLA SEGUN LE MINOR Y LOS SUBGENEROS DE KAUFFMANN

Grupo

Gendmico

Subgénero de

Kauffmann

Especie

represehtativa

I
IT
III monofdsico
III difésico
Iv

(grupo bongor)

S. typhimurium

S. phoenix

S. 40:236:-

L Bl Ve
S 7:1,v 253

ochsenzoll

bongor




1.5.7. Aspectos clinicos del género Salmonella

a) Concepto y clasificacién

La salmonelosis constituye un grupo de enfermedades produ-
cidas por microorganismos del género Salmonella. Se originan por
la ingestién de bacterias vivas las cuales pueden invadir los
tejidos, wultiplicarse y dar lugar en el huésped a una serie de
sintomas tipicos. Desde el punto de vista clinico este tipo de
enfermedades se dividen en dos grupes: Salmonelosis gastroenteriti-
cas cuya manifestacidn clinica es una gastroenteritis aguda y
algunas veces pueden originar cuadros septicémicos o incluso loca-

lizaciones focales. Dentro de este grupo podemos inciuir aquellas

salmonelas que estdn fundameatalmente adaptadas a huéspedes anima-

les espscificos y que puedcn yroducir enfermedades clinicas en
el hombre o, salmonelas denominadas no adaptadas que constituyen
la mayoria de los serotipos de Salmonella, peroc que no tienen
preferencia por ningn huesped en particular (TURNBULL, 1981).
El sequndo grupo estd constituido por las salmonelosis tifoidicas,
originan un cuadro clinico denominado fiebre tifoidea y paratifoi-

dea e incluyen :res sero.ipos, S. typhi, S. paratyphi A, 8. paraty-

phi B y S. paratyhphi C cuyo reservoric es exclusivamente humano

aunque a veces, en el caso de S. paratyphi B, si bien primaria-

mente estd adaptado al hombre, de vez ea cuanto también se aisla

en huéspedes secundarios (TURNBULL, 1981; ALCANTARA CHACON, 1981).

b) Patogenia

g1 desarrollo de la enfermedad después de la ingestién




de salmonelas depende del ntmero de microorganismos, de su virulen-
cia ; de otros muchos factores del huésped. La susceptibilidad
2 la iafeccién por Salmonella no es igual en todas las personas.
Por ejemplo los nifios de corta edad, los ancianos, las personas
debilitadas, los svbalimentados y en general agquellas personas
que se encuentran afectadas o convalecientes de o'ras dolencias
suelen ser mds susceptibles a la infeccidn siendo el numero de
microorganismos necesarios para producir sintomatologia muy infe-
rior al de personas adultas sanas cuyss valores se cacuentran
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comprendidos entre 10 microorganismos segin el serotipo

y la cepa ingerida (FOOTE, y col.1979) sin embargo aunque existe

bastante acuerdo en cuanto a la dosis infectiva, este tema no
puede ser aislado de otros factores gue afectan a la gravedad
de la infeccién tales como la virulencia del microorganismo, la
edad del huésped, su estado de inmunidad, enfermedades subyacentes
debilitadoras o factores do "stress" del huésped asi como el estado
fisioldégico del intestino en el momento de penetrazién de los
microorganismos y el medio en el que se ingieren estos (TURNBULL,
1981).

En la actualidad se conoce poco sobre las diferencias
respecto a la virulencia de los distintos serotipos y cepas ya
que Frecuentemente, cepas diferentes dentro de ua determinado
serotipo pueden tener grados distintos de virulencia. Hay incluso
autores que consideran que la virulencia estd asociada probablemen-
te con la capacidad del microorganismo para sugerar la barrera
tzicoquimica que constituye las microvellosidades del epitelio
intestinal, e incluso quien la asocia a las caracteristicas de
produccién de determinados enzimas genéticamente estables (TURNBULL,
1981).

Existe otro factor comc es la edad del huésped que influye




de manera notable en la resistencia o sensibilidad a la infeccidn.
'na de las causas que motivan este fendémeno es el establecimiento
en las personas adultas de una flora normal que desempeila cierta
funcién en la defensa del huésped produciendo una competicién
de sustratos, elaboracién de sustancias antimicrobianas y del
gistema inmunitario intestinal (DUCLUZEAU y col. 1983). La acidez
gistrica es otro fenémeno que actta impidiendo la penetracién
de las salmonelas ai duodenv ya que, los valores de pH inferiores
a 4,5 producen l. destruccién del gérmen (RODRIGO MORENO, 1983).

El peristaltismo intestinal act@a tamblén en contra de la coloniza-

cién bacteriana, de ahi que el uso de frenadores del hismo, utili-

zados en las diarreas infecciosas, puedan agravar consecuentemente
el curso de la infeccién (RODRIGO MORENO, 1983). Otro factor anti-
contaminante del huésped es el moco epitelial que junto con la
flora bacteriana intestinal provoca un obstéculo mecdnico e impide
la penetracién de las bacterias exdgenas (RODRIGC MORENO, 1983).
Entre los factores que actian favoreciendo la infeccién por salmo-
nelas con respecto al "stress", se ha comprobado que animales
de experimentacién expuestos a condiciones de inanicidén o de expo-
sicién al frio daban lugar a la cintomatologia por ingestién de
salmonelas con mucha m&s facilidad (TURNBULL, 1981). Existen ali-
mentos que por su composicién en nutrientes y por su estado de
conservacién favorecen la multiplicacién de salmonelas con lo
cual su ingestién supone un mayor riesgo (TURNBULL, 1981). Los
anticuerpos elaborados por las células inmunocompetentes de la
l4mina propia, pueden ser importantes, si bien parece gue existe
una escasa relscién entre la infectividad y los anticuerpos circu-
lantes siendo la relacisn mis evidente con los copro-anticuerpos.
Estos anticuerpos junto con la respuesta inflamatoria y la fagoci-

tosis luminal contribuyen de manera importante impidiendo o parali-




zando el desarrollo de la infecciébn (RODRIGO MORENO, 1SR3). Por
el contrario, 1lus mecanismos inmunes celulares Y humorales de
cirzalacién no desempefian ninguna accién protectora de la enteroco-
litis por Salmonella (TURNBULL, 1981) si bien, solo en el caso
de la fiebre entérica, la inmunidad celular parece gque ejerce
un papel importante (MANDAL, 1981).

El estudio sobre el mecanismo patdgeno del génere Salmonella
como agente causal de trastornos gastroentéricos se ha desarrollado
muy lentamente con respecto a otros aspectos relacionados con
este microorganismo.

Para que se produzca la patogenia de la diarrea por salmo-
nelas es necesario que los microorganismos lleguen al intestino
delgado en un nt@mero suficiente (MARTINEZ SAURA, 1979). Existen

a veces infecciones que dan lugar a deposiciones sanguinclentas

e hipersensibilidad del colen, actuando por tanto estos microorga-

nismos no solo er el intestino delgado sino también en el colon
(TURNBULL, 1981). Estas bacterias posteriormente se absorben sobre
las microvellosidades de las células intestirales, penetran en
la célula y vacuolas y a través de estas células emigran a la
regién de la l&mina propia estimulando la respuesta inflamatoria
y produciendo una inflamacién de la mucosa intestinal. Esta respues-
ta inflamatoria es polimorfonuclear en el caso de la gastroenteri-
tis mientras que en la fibre entérica es de tipo monncitica. En
el caso de la salmonelosis, estos microorganismos quedan confinados

en la pared intestinal, si bien S. typhi y S. paratyphi al permane-

cer viables en los macréfagos pueden ser transportados a las célu-
las del reticulo eadotelial y tener lugar la multiplicacién ceiular
(HORNICK, 1980 ). Estos procesos inflamatorios inducen la sintesis
de prostaglandinas con la consecuente activacién de la enzima

adenilciclasa la cual origina un aumento de AMPc gque junto con




el ién caleio inhiben la 2ntrada acoplada de iones sodio y cloruro
en ol enterocito. De iguai forma, en las criptas intestiuales
el Aypc y el calcio act@an facilitando la permeandilidad del cpite-
lio intestina! al ién cloruro produciendo i estimalacisn de
la secrecién de dichas glandulas [RUDRIGO MORENO, 1983).

Existen priebas de gue salmonelas como S. enteritidis

y S. typhimurium producen proteinas enterotdxicas similares a

las de E. coli y V. cholerae y que al parecer intervienen en la

patogenia de la gastroenteritis por medio del sistema adsnilatoci-

clasa-AMPc (MARTINEZ SAURA y col. 1979; HORNICK, 1980 ).

En el caso de la fiebre tifoidea y paratifoidea las salmo-
nelas pasan desde la submucosa intestinal por medio de los vasos
1infaticos hasta los ganglios mesentéricos dJdonde después de multdi-
plicarse durante un breve periodo de tiempo se distribuyen por
1a circulacién hasta el higado, bazo u otros tejidos del sistema
retionloendotelial. Después de un perifodo de proliferacién silen-
ciosa los organismos eatran de nuevo en el torrente circulatorio
en cantidades masivas y provocan la manifestacién clinica de la en

rermedad (MANDAL, 1981).

c) Sintomatologia

La infeccién por salmonelas puede presentarse bajo tres formas
clinicas. En primer lugar la forma gastioentérica, mads frecuenie,
donde 21 periodo de incubacién es habitualmente corto ( 12 a 48
horas ) dependiendo de la dosis infectante, incluso a veces puade
sor m&s prolongado. E1 sindrome principal, mas constante es la
diarrea, cuya iniciacién suele ser brusca. Las heces son abundantes

y fétidas, mids o menos acuosas, en ocasiones coleriformes y a




veces dc torma disenteriforme. En ciertos casos la diarrea va
accmpafiada de vomitos Yy nauseas gque pueden ser sanguinolentos
pero esto solo ocurre en niflos pequofios 17 rara vez en adultos.
otro de los sintomas de estc tipo de infecciores es la fiebre
con coscalofrios y suele ser de 38-39 9C. Se produce al principio
de la infeccién. El dolor abdominal es difuso o localizado en
el epigastrio. La insuficiencia renal aguda solo se produce en
raras ocasiones por deshidratacién o hipotensién intensa (MARTINEZ
SAURA y col. 1979).

La segunda de las formas clinicas que puede presentarse
es la febril. Las especies que mas cominmente la 'originan son

S. cholerasuis, 8. typhimurium y S. enteritidis. Este sindrome

febril suele ser prolongado y a veces cursa sin episodic diarréico.
Con respecto a la forma focal se produce después de una fase bacte-
riémica, en ocasiones es muy fugaz y pasajera, e incluso a veces,
puede dar lugar a focos en iforma de abscesos, en cualquier parte
del organismo y causar endocarditis, meningitis, colecistitis

y osteomielitis entre otros. 8. choleraesuis es el serotipo més

frecuente en la etiologia de estus cuadros, que suelen ser mas

bien excepcionales (ALCANTARA CHACON, 1981; MARTINEZ SAURA y col.
1979).

£l tercero de los cuadros clinicos es el causado por
la figbre tifoidea y paratifoidea cuyo periodo de incubacibn es
superior, concretamente del orden de 10 a 20 dias y con limites
de 3 a 56 dias, pero al igual que ocurre en el caso de la salmonelo-
sis dicho periodo de incubacién varia segin la dosis infectiva.
Las caracteristicas clinicas tanto de la fiebre tifoidea como
paratifoidea B se indican en la Tabla XIT (ALCANTARA CHACOn, 1981).

Las complicaciones de este tipo de infecciébn eran muy
frecuentes en la era preantibiética, debido a gque al ser una en-

fermedad septicémica los microorganismos pueden localizarse practi-




camente en todos los oérganos del paciente. Actualmente, estas
complicaciones, aungue son de escasa frecuencia, sin embargo deben
vigilarse con especial antencién. En la Tabla XIII recogemos

las complicaciones mas frecuentes en la fiebre tifoidea.

d) Diaogndstico

Ante la presencia de un sindrome gastroenteritico o febril
el diagnésiico puede realizarse mediante el conocimiento del perio-
do de incubacién, el cuadro clinico, la férmula hematica, el copro-
cultivo y eventualmente el hemocultivo (ALCANTARA CHACON, 1981).
La utilizacién del cuadro clinico para el diagnéstico de una gas-
troenteritis por Salmonella ofrece ciertas dificultades ya gque
solo en casos determinados permite distinguir una afeccién de
otra e igual ocurre con la férmula hem&tica que solamente seria
orientadora cuando se presentan formas clasicas (ALCANTARA CHACON,
1981). El diagndstico definitivo de la gastroenteritis salmonelési-
ca se realizard por medio del coprocultivo, el cual es necesario
efectuarlo en varios medios especificos con objeto de descartar
otros posibles agentes etioldgicos ( KRUGMAN y col. 1971).

El diagnéstico de la fiebre tifoidea y paratifoidea se

realiza en funcién de lLa clinica y del laboratorio. No obstante

como ocurre en el caso de la gastroenteritis salmoneldsica, el

diagndéstico de laboratorio sera el Ginico definitivo mientras que
el diagnéstico clinico serd orientador al existir enfermedades
con cuadros seudntificos que pueden inducir a ecror. No obstante
oxisten una serie de datos clinicos caracteristicos cuyo hallazgo
y valoracién es fundamental para el diagnéstico clinico que se

recogen en la Tabla XII.




TABLA XII .- DATOS CLINICOS EN EL DIAGNOSTICO DE LA

FIEBRE TIFOIDEA Y PARATIFOIDEA

FIEBRE TIFOIDEA

FIEBRE PARATIFOIDEA B

Ambiente epidémico-endémico
Prédromos

Fiebre

Lengua saburral y fuligo
Bradicardia relativa
Estupor

Meteorismo y dolor en fosa
iliacz derecha

Roséocla
Esplenomegalia
Hepatomegalia

Diarrea

periodo de incubacién mas corto
Comienzo mas agudo

vémitos mds intensos

Diarrea predominante

Fiebre m&s breve (2 a 12 dias)

Roséola muy evidente




TABLA XIII.- COMPLICACIONES DE LA FIEBRE TIFOIDEA

Enterorragia
Perforacién intestinal
Colapso y shock
Colecistitis
Flebotrombitis
Osteitis

Espondilitis
Neumonias

Meningitis

Encelopatia delirante




El diagnéstico de laboratorio en caso de septicemia se
realizara en sangre y cuando se trate de infecciones localizadas
los bacilos pueden cultivarse a partir de pus, exudados, liquido

cefalorraquideo, liquido peritoneal, etc. ( KRUGMAN y col. 1974).

No obstante el diagndstico de laboratorio de la fiebre
tifoidea y paratifoidea se suele realizar mediante hemocultivo
y seroaglutinaciones, Yy en algunas ocasiones con el coprocultivo.
Esta (ltima técnica no suele emplearse habitualmente como método

de diagnéstico pero si es de gran utilidad epidemiolégica ya que

permite detectar los posibles portadores crénicos (ALCANTARA CHACON,

1981). k1 hemocultivo es preceptivo efectuarlo en cualquier momento
de la evolucién antes del tratamiento con antibidticos; en estos
casos los cultivos sualen ser positivos en un 80%. sin duda, el
hemocultivo da con mayor frecuencia resultados positivos en la
primera semana, aproximadamente en imn 89%, pero es normal localizar
cultivos positivos en la 29 y 38 semana, incluso en la 42 se obtie-
nen positividades en un 38 % (MANDAL, 1981; ALCANTARA CHACON 1981).

El diagnéstico serolégico debe realizarse en cualquier
momento de la evolucién de la infeccidén, ya que, como se desprende
de lecs resultados obtenidos en el Hospital General Ntra. Sra.
del Mar de Barcelona, en la 12 semana son positivos en un 71%,
en la 28 semana alcanzan el 90% y en la 43 y 52 el 94%. La presen-
cia de aglutinaciones séricas de los antigenos O y H se efectuan
mediante la reaccién de Widal tanto para la S. typhi como para
las Salmonelas paratificas A, B y C. La valoracién de los titulos
de anticuerpos presenta a veces dificultades ya que segin algu-
nos autores cada tifoideo posee su propia curva de aglutinacién.
No obstante, en personas no inmunizadas un O positivo de 1/80

en regiones no endémicas y de 1/160 en las 4rea endémicas, se




considera significativa (MANDAL, 1981).

Durante estos ultimos aflos, aparecen cada vez un mayor
ntmero de datos respecto a las limitaciones de la prueba de widal,
ya que a veces, el alto titulo de anticuerpos O puede deberse
a la infeccién por otras salmonelas que comparten antigenos somati-
cos comunes o con ciertas fcrmas de tuberculosis (MANDAL, 1981).
Ademas, la inoculacidn previa de wvacuna TAB hace que la prueba
resulte mas Jificil de interpretar debido al gran aumento de anti-
cuerpos.

Las aglutininas anti-O son mas preccces pero menos eleva-

das, presentando una disminucién mas réapida que las anti-H con

lo cual el anticuerpo somitico puede indicarnos uina infeccidn
aguda, mientras que, el flagelar representa una infeccién mas

bien crénica (MANDAL, 1981).

e) Tratamiento

gl tratamiento recomendado para las gastroenteritis salmo-
nelésicas es de tipo sintomatico consistente en la administracién
de liquidos con el fin de poder corregir la deshidratacién y el
desequilibrio electrolitico (TURNBULL, 1981; ALCANTARA CHACON,
1981). Este tratamiento puede acompaflarse de farmacos antidiarréi-
cos como los preparados de bismuto, los polvos de opio, el laudano,
etc. (ALCANTARA CHACON, 1981), si bien, su utilizacién tampoco
es anonsejada por ciertos autores como HORNICK (1980).

Los pacientes adultos que se recuperan de la infeccién
suelen excretar el microorganismo durante un periodo de 4-8 semaucs
e incluso durante perfodos mayores. En el caso de los nifios sin
embargo, su excrecién suele ser mucho mds prolongada (TURNBULL,

1981).




El tratamiento antimicrobiano esta contraindicado en estos
tipos de afecciones, ya gque no solo no se reduce el tiempo de
duracién de la diarrea sino que incluso se alarga el periodo de
portador mds tiempo que con el tratamiento sintomA:tico. ALCANTARA
CHACON (1981) cita numerosos trabajos en los que el tratamiento
con antibiéticos nunca results més eficaz que el sintomdtico a
pesar de que en ancianos o nifies, o bien en casos de bacteriemia
y otras complicaciones, la utilizacién de antibiédticos como el
cloranfenicol, ampicilina, amovicilina Yy cotrimosaxol resulta

aconsejable (TURNBULL, 1981).

Otro hecho por el gque no se recomienda la utilizacién

de antibiéticos en las gastroenteritis salmonelésicas es debido
a que el uso indicriminado en précticas hospitalarias y veterina-
rias conduce hacia un notable incremento de las resistencias de
determinados serotipos a los farmacos antimicrobianos, como por

ejemplo S.typhimurium de la cual se han aislado en los tltimos

afios numerosas cepas de origen clinico, en las que se han detectado
plasmidos responsables de la resistencia a un elevado nimero de
antibiéticos; dichas cepas poseen al parecer mayor virulencia,
capacidad de producir brotes infecciosos de caracter epidémico
asi como una mayor tendencia a la produccién de septicemias (TURN-
pull, 1981; PALOMARES y cols.1983).

En cuanto al tratamiento de la fiebre tifoidea y paratifoi-
dea la utilizacién de antibiéticos suele ser necesaria. Esta enfer-
medad que se cousiderd durante mucho tiempo de riesgo vital y
de una gran duracién, con una mortalidad del 20%, después del
descubrimiento del cloranfenicol pasé a ser solamente del 1% (MAN-
DAL, 1981). Sin embargo, el cloranfenicol que hasta ahora ha sido
ol farmaco de elecciébn para el tratamiento de las fiebres entéri-

cas posee cilertos inconvenientes tales como son la ineficacia




frente a la infeccién biliar y por tanto sobre los portadores,
un gran riesgo de toxicidad medular, asi como su posible toxicidad

en lactantes y mujeres embarazadas o la elevada tasa de recidivas

que produce. Ademas, la apar.cién a gran escala de cepas de S.

typhi con resistencias mediadas por pldsmidos R frente al cloranfe-
nicol, -tras su localizacién por primera vez en Gran Bretafla en
1950,ha ido en incremento en numerosos paises debido principalmente
a la utilizacién masiva de este tipo de antibiético, lo cual ha
motivado la biisqueda necesaria de otras alternativas mis adecuadas
para el tratamiento de la fiebre entérica (ALCANTARA CHACON, 1981;
MANDAL, 1981). En principio se empezbd a utilizar la ampicilina
si bien su accién es menos eficaz que la del cloranfenicol ya
que la fiebre dura hasta 12 dias. Actualmente la amoxicilina,
derivado penicilinico, est& desplazando a la ampicilina debido
a su mayor eficacia. La duracién media de la fiebre es de 6-8
dias y los pacientes tratados con este antibidtico no sufren recidi-
vas, no posee los efectos de toxicidad del cloranfenicol y 1la
tasa de portadores es bastante menor. LoOsS preparados parenterales
poseen un alto coste y en el caso de que la infeccién curse con
vémitos es aconsejable la administracién de ampicilina cuando
el cloranfenicol est& contraindicado (ALCA«1'ARA CHACON, 1981;
MANDAL, 1981).

Otro antibiético que se estd empezando a utilizar es el
cotrimixasol, antibidético que posee una gran eficacia ya que dismi-
nuye los casos de recidivas y de portadores si bien, presenta
inconvenientes gque no posee la amoxicilina (ALCANTARA CHACON,
1981). Este farmaco se ha convertido er el mas prometedor de todos
los antibioticos en el tratamiento de la fiebre tifoidea, resisten-
te a medicamentos, mds econémico que la ampicilina y amoxicilina,

resulta efectivo contra las cepas resistentes a la primera y puede




ser tambien administrado por via parenteral.

A veces, en casos muy graves, la administracién de anti-
biético va acompafada de la utilizacidn de corticoides, que debe
ser muy controlada ademds de la regulacién hidroelectrolitica

como en el caso de la gastroenteritis salmonelésica.

Actualmente no se conocen vacunas para el hombre contra

salmonelas distintas de S. typhi y S. paratyphi A y B. La vacuna

TAB se ha utilizado durante muchas décadas llegando a conseguirse
preparados que protejen incluso al 70-90% de la poblacién. Sin
embargo, aunque estas vacunas suelen ser muy utiiizadas existen
pocas pruebas de que su componente paratifoideo sea realmente

efectivo (KRUGMAN vy col. 1974; TURNBULL, 1981). Esta vacunacién

debe por tanto limitarse a S. typhi en razén del predominio de

este serotipo y de la gravedad de la fiebre tifcidea, ademds de
las dudas que presenia con respecto a su eficacia sobre S. paraty-
phi A (LE MINOR, 1983).

La vacunacién frente a la fiebre tifoidea se encuentra
entre las primeras medidas profildcticas empleadas en el hombre.
Sin embargo, ninguna de las vacunas disponibles en la actualidad
para la prevencién de la infeccibén es plenamente satisfactoria
(GERMANIER, 1983).

Las vacunas se pueden administrar bien por via parenteral
u oral. Las vacunas administradas por via parenteral preparadas
a partir de células completas o inactivadas poseen una eficacia
que oscila entre el 50 y el 90% seglin el método de 1lnactivacién

empleado. Este nivel de eficacia se puede considerar satisfactorio.




Sin embargo, estas vacunas tienen tendencia a originar efectos
colaterales (GERMANIER, 1983)

Las vacunas de administracién oral preparadas a partir
de organismos muertos se encuentran en el mercado desde hace 50
afios. Estas vacunas se introdujeron por la sencillez de administra-
cién, ausencia de efectos secundarios, facilidad de elaboracidn
y ausencia de riegos. No obstante, solo existen algunos estudios
sobre su eficacia pero estos no nos dan demasiada informacién.

La primera vacuna viva oral empleada y estudiada en el

hombre se componia de bacterias S. typhi, dependientes de la estrep-

tomicina. Esta vacuna se mostré inocua en los estudios con volunta-

rios, pero en su presentacién final, no fué capaz de inducir protec-
cién clinica. Posteriormente se ha desarrollado la cepa S. typhi,
mutante Ty 2la, que carece de enzima VDP-4-galactosaepimerasa
cuya caracteristica fundamental es que los lipopolisacdridos de
la pared celular, responsables de la virulencia, Yy que parecen
ser esenciales para conferir la proteccién, son sintetizados dGnica-~
mente bajo condiciones gque inducen la autodestruccién de la bacte-
ria.

Los resultados obtenidos respecto a su eficacia en tres
estudios cxperimentales fueron del 86%, 55% Y 87%. Esta vacuna
es inocua, estable y eficaz frente a la fiebre fitoidea durante
al menos 3 afios (GERMANIER, 1983).

La vacunacién frente a la fiebre tifoidea posee cierto
interés. De una parte, en los paises con elevada probabilidad
de contaminacién fecal y de otra en aquellos con buenas condiciones
de higiene en los que la vacunacién seria aconsejada al personal
de laboratorios de bacteriologia gque puedan manipu’ir 8. typhi,
personal de servicios hospitalarios en posible contacto con tifoi-

deos, militares y otros profesionales tales como arquedlogos,




étnélogos, atc. que puedan en algin momento formar parte de expedi-
cionex a regiones con una fuerte endemicidad. Sin embargo, la
vacunacién a personal de cocinas y manipuladores de alimentos
seria inutil ya que ésta no parece tener ninguna incidencia eficaz
sobre el estado de portador y podria dar lugar a una falsa sequri-
dad (LE MINOR, 1983).

f) Resistencia a antibiéticos y plasmidos R en Salmonella

Las especies de Salmonella parecen estar éspecialmente
adaptadas para la produccién de brotes epidémicos, originados
en ocasiones por organismos con resistencia miltiple a los antibié-
ticos. Desde el descubrimiento de estos agentes antibacterianos
y sobre todo desde su utilizacién masiva se ha detectado un consi-
derable aumento del ntmero de cepas resistentes no solo entre

las Enterobacteriaceae, sino también en practicamente todas las

bacterias expuestas en mayor o menor medida al contacto de los
antibiéticos (BELL y cols. 1981; RYDER y cols. 1480 ; CHERUBIN,
1981). Las causas de esta gran proliferacién de cepas multirresis-
tentes solo se han podido comprender desde el descubrimiento acerca
de la frecuente asociacién de los determinantes genéticos de estas
resistencias con plasmidos de &cido desoxirribonucleico.

En todas las Enterobacteriaceae adem&s de las salmonelas

se han descrito estos plasmidos de resistencia o plasmidos R con
la propiedad de autocontrolar su propia transferencia desde la

cepa huesped a otra receptora bien de la misma especie o de alguna

relacionada. FEsta transferencia puede tener lugar en el mismo

intestino humano o animal y contribuir de este modo a la prolifera-

cién de microorganismos resistentes, que puedan diseminarse a




través de las cadenas normales. Posteriormente con el descubrimien-
to de los elementos genéticos transponikbles (transposones); porta-
dores también de determinantes génicos de resistencias se ha obte-
nido la base para poder explicar la acumulacién de resistencias
en una misma cepa o de su rdpida diseminacidn.

Fn los altimos afios s@ han realjzado numerosos trabajos
de interés epidemiolégico, acerca de la presencia de plasmidos
R en las salmonelas gue normalmente se aislan en aguas residuales,
de consumo pablico y en alimentos humanos y de animales (Mc CONNELL

y col. 1979). En algunos estudios realizados en cozrrientes de

rios de ciertas zonas de EE.UU. y Canadd se han lquaHo a detectar

coliformes fecales resistentes a tres o mas antibiéticos en una
proporcién de més del 10% de la poblacién. Mas del 50% de estas
resistencias resultaron ser transferibles por conjugacién y algunas
cepas llegaron a poseer resistencias al menos a 12 antibiéticos
(BELL, y cols.1981). Con respecto a las salmonelas, dentro de la
misma linea de trabajo, el 18% de las aisladas de aguas de rios
resultaron ser resistentes a uno o mis antibiéticos, siendo igual-
mente la mayoria de estas resistencias autotransferibles (BELL
y cols.1980).

pado ¢l interés de las resistencias a los agentes antimi-
crobianos en el género Salmonella se han realizado algunos estudios
mis detallados sobre ciertos aspectos genéticos relacionados con
g1 transmisién gque pueden presentar una gran importancia de tipo
epidemiolégico. Asi, por ejemplo, basdndose en determinadas carac-
teristicas genéticas de los pldsmidos como su capacidad de auto-
transferencia, determinantes de resistencias o incompatibilidad
plasmidica, se ha podido seguir la evolucién de los plasmidos
R en saimonelas y de este modo las de los propios microorganismos

hospedadores a través de la cadena de alimentos hasta llegar al




hombre. La evidencia de los resultados nos indica la existencia
de una cierta relacién entre los pldsmidos R de salmonelas aisladas
en dicha cadena desde los alimentos propios de animales de consumo
humanc, los aislados en estos animales generalmente de granja
y los que normalmente se localizan en el hombre (BENZASON y cols.
1981).

La identificacién de los pldsmidos de estas cer.s 4apoyan
fuertemente la hipétesis de que ciertos plasmidos <. resistencia

tienen posiblemente un origen ancestral comin. A tode lo largo

de la cadena, podriamos decir que existe "pool" de plasmidos R

en cada nivel, que seria sin lugar a dudas el responsable de la
alta incidencia de los microorganismos resistentes aislados. Dentro
de osta comunidad de plasmidos, lcs transposones asli como otros
cuentos genéticos originarfan 1la alta variabilidad obtenida en
cuanto a los fenotipos de resistencia. (MAC CONNEL y col. 1979;
LINTON y cols.1981).

como vemos, la importancia de los plasmidos R en los estu-
dios epidemiolégicos, no solo de salmonelas, ha experimentado
un gran avance en los 4l-imos aflos. Hasta ahora, la mayoria de
los estudios han estado dirigidos gnicamente a la determinacién
y descripcién de la sensibilidad de los microorganismos resistentes,
de los factores responsables de dicha resistencia, (RYDER u cols.
1980; ADAMS y col. 1968; SANTINI Yy cols. 1978; CHERUBIN, 1981;
LAMANNA y cols. 1977) o bien Ze la utilizacién de los plasmidos
y de sus caracteristicas, como marcadores epidemiolégicos en deter-
minados brotes epidémicos (PEREZ LOPEZ Y cols. 1983 y 1984).

Solamente estudios mds amplios Y complejos que no se cen-
tren Onicamente en lo inmediato podraa permitir en breve espacio
de tiempo conocer la clave de 'a apidemiologia de las resistencias
y poder detener o al meros paliar el grave perjuicio que actualmen-

te ocasionan.




4) Epidemiologia

Actualmente la salmonelosis humana es una de las enferme-
dades infecciosas mas importantes, especialmente en las regiones
mas desarr~lladas. El namero de brotes epidémicos y dr casos indi-
viduales crece constantemente en gran nimero de paises, a pesar
de las medidas preventivas adoptadas desde que se conocié la enorme
insidencia de este microorganismo y sus vias de infeccién (TURNBULL,
1981). Los datos aportados por el "Center for Disease lontrol"

(CDC) referantes a Norteamérica indican que las salmonelas afectan

a mas de dos millones de norteamericanos, lo que provoca una hospi-

talizacién de medio millén de cas : con miles de defunciones Yy
supone un coste anual de 1,5 billones de délares, solo en gastos
médicos (TURNBULL, 1981). En paises subdesarrollados donde predomi-
nan las carencias graves de alimentos, inanicién y enfermedades
de otras etiologias como célera, tifus, malaria y demds infecciones
parasitarias, la importancia de la toxiinfecciédn por Salmonella,
si realmente se dispusiera de tiempo y recursos para su cuantifica-
cién, se gpsdria considerar desde un ambito distinto del aplicado
en Europa y América del Norte (TURNBULL, 1981). En Espafa, el
microorganismo responsable del mayor nimero de cascs de intoxicacio-
nes alimentarias, pertenece al génerc Salmonella (GUDIOL 1981).
Este hecho podemos observarlo en el estudio realizado por ALES
REINLEIN (1983) sobre 14.200 muestras de heces desde el aflo 1960
hazta 1982 en las que investiga varios microorganismos como Salmo-

nella, Shigella, Campylobacter, Yersinia, Edwarsiella y Plexiomona

encon:rando que el nimero de enteropatdgenos aislados en las 14.200
mues:ras llegd a ser de 1.003 es decir, un 7,1 % de casos positivos
de los cuales 691, el 68,5%, se correspondian con especies del

género Salmonella.




No obstante, los casos de infeccién por Salmonella y su
frecuencia estan sometidos a grandes variaciones que dependian
entre otros factores del lugar geogr&fico, época del afo, la edad
y el sexo. Con relacién al lugar geogrdfico podemos decir gque
en Gran Bretafda el namero de casos notificados cada afio de fiebre
tifoidea es de 250, de los gque el 90% de los afectados la contraen
en el extranjero, generalmente en el continente indico. De igual
forma, en Francia, el ntmero de casos recibidos ea el Centro Nacio-

nal oscila entre 350 y 600 cuyo origen 2s, en la mayoria de los

casos, el consumo de mariscos o bien contaminaciones producidas

tambien en el extranjero. En el caso de las fiebres paratifoideas
A, practicamente todos los casos se observan en personas extranje-
ras, particularmente del Norte de Africa, trasladadas a Fraacia
durante el periodo de incubacién (LE MINOR, 1983).

El periodo estacional es otro de los factores que parece
incidir en el aumento o disminucién de las infecciones por Salmone-
l1la. En Estados Unidos durante los afios 1966-1974 segin los progra-
mas de vigilancia de Salmonella, los meses de verano j principio
de otoflo, son las é&pocas en gue el nimero de personas afectadas
era mayor coincidiendo dichos resultados en todos los aflos anterior-
mente citados (JAY, 1978). Estos resultados coinciden con los
observados por Le Minor en Francia durante los afios 1977-1979
en los que las cifras mayores de incidencia de salmonelas aparecen
en los meses de septiembre y octubre (LE MINOR, 1983). Estos resul-
tados coinciden con los del Departamento de Microbiologia de la
Fundacién Jimenez Diaz de Madrid, realizados en los aflos 1980-
1982 si bien los picos no son tan evidentes como en los casos
anteriores (ALES REINLEIN, 1983) o con los obtenidos en estudios
epidemiolégicos realizados con aguas residuales (PARVERY Yy cols.

1972; FARVERY y cols 1974; SANCHEZ BUENAVENTURA Yy col. 1977).




El sexo es otro de los factores que inciden en esta varia-
bilidad. En los 20 primeros afios la infeccibdn predomina en varones,
mientras que a partir de esta edad la infeccién predomina en las
mujeres. Aunque no se conoce la razdén de esta diferencia, uno de
los factores podria ser el mayor riesgo profesional al que se encuen-
tran sometidas las mujeres maduras que manejan mis que el hombre
los diversos productos alimenticios (KRUGMAN y col. 1974). Todas
las edades son sensibles para padecer infeccién por Salmonella si
bien, los nifios con edades c~mprendidas entre 1 y 5 afios son los

mis afectados, seguidos en importancia en cuanto al ndmero los

menores de un afio (ALES REINLEIN, 1983; FOOTE y HOOK, 1979 ; KRUG-

MAN y col., 1974).

Los serotipos conocidos de salmonelas sobrepasa los 2000
aunque solo un pequeflo porcentaje de los mismos son los causantes
de la inmensa mayoria de enfermedades humanas y animales procedentes
de muestras clinicas, alimentos y aguas, recogidos para controles
sistemdticos (TURNBULL, 1981).

Si agrupamos los distintos serogrupos segin la clasifica-
cién de Le Minor en grupos taxonémicos, como se observa en la Tabla
x1v , la gran mayoria de cepas aisladas en el hombre o animales
de sangre caliente pertenecen al grupo I Yy tan solo algunas de
las cepas al grupo IV. El resto de las cepas proceden de animales
de sangre fria o del medio amblente, siendo su caracter patodgeno
bastante dudoso (LE MINOR, 1983).

§i bien los érdenes de preponderancia cambian constatemen-
te entre los distintos serotipos de un aflo a otro y seglin sea el
centro informante, en general, dentrc del conjunto mundial, los
serotipos pueden dividirse en tres grupos: aguellos de aislamiento

frecuente como son S. typhimurium, S. enteritidis, S. infaatis,

etc. que comprenden del 3-5% de todos los serotipos conocidos; un




TABLA XIV .- REPARTO DE LOS SEROTIPOS DE SALMONELLA EN Los

DISTINTOS FENONES, SEGUN LA CLASIFICACION DE
LE MINOR.

(= 8.6.1.)

(= 8.G.II.) .

(= 8.G.IIIT mono) . .
(= 8.G.IIT difésicos)
(= 8.G.IV)

(= grupo bongor) .




segundo grupo correspondiente a ios que aparecea en las cifras
anuales de la mayoria de los centros y representan un 5% aproximada-
mente y, por Gltimo, un 90% gque solo se localiza de forma intermiten-
te en una u otra partc del mundo (TURNBULL, 1981). En Espafla segin
1os boletines epidemioldgicos correspondientes a los afios 1980-
1983 el nfmero de serotipos aislados en 1981 fue de 54 , de los

cuales S. typhimurium y S. enteritidis eran los responsables del

mayor nimero de casos seguidos de 8. heidelberg, S. blockey, S.

infantis, S. agona, S. newport, S. ohio y S. bovismorbificans como

mas importantes. En el aflo 1982-83 el serotipo predominante en

las intoxicaciones alimentarias en Espafla fue S. enteritidis segui-

da de S. typhimurium.

En el estudio realizado por ALES REINLEIN (1983) desde
el afio 1960 a 1982 la evolucién de las dos especies responsables

del mayor nimero de intoxicaciones alimentarias fueron S. typhimurium

y S. enteritidis. Sin embargo, a partir de 1980 en gue ambas se

mantuvieron en una proporcién similar, 8. typhimurium disminuyd

en los aflos 1981 y 1982 predominando S. enteritidis. Los datos

aportados por el CDC en cuanto a los serotipos de Salmonella mas
frecuentes aislados en el hombre desde 19711975 situan a S. typhimu-
rium en primer lugar seguida en todos los afios de S. newport Yy

S. enteritidis. En el caso de los serotipos aislados de fuentses

no humanas en los afios 1969-1973 S. typhimurium esta situada en

primer lugar si bien, el resto sufren grandes variaciones seg(n
el periodo (BANWART, 1982). En el estudio sobre serotipos mids fre-
cuentes en aguas residuales y de origen humano realizado por SANCHEZ-
BUENAVENTURA y col. (1977) en valencia los serotipos predominantes ei

ambos tipos de muestras resultaron ser S. paratyphi B, S. enteriti-

dis y S. paratyphi C.

Un estudiv epidemiolégico realizado en el Hospital General




Provinclal "Bufalini" en Casena (Italia) durante todo el afio 1975
confirma que el nomero de salmonelas aisladas fue en los mes:2s
de Septiembre y Octubre en las gque los serotipos predominantes

fueron Salmonella entaritidis y 8. typhimurium (CIPOLLONI y col.

1977). En Verona (Ttalia), los resultados obtenidos por MIGLIARESE
y cols. (1975) durante les afio 1966 a 1974 confirman el aislamiento
en el dltimo afio de serotipos de salmonela muy poco frecuentes

en su medio: S. takoradi y_S. saint-paul. En un estudio similar

realizado por ROSSETTI (1976) en Pescia (Italia) entre los aflos

1973-1975 encuentra gue el nGmero de salmonelas aisladas el afio

1975 en tres veces superior al de 1973 y el mayor nomerc de casos

se produjo en los meses de Septiembre y Octubre. Los serotipos

m&s frecuentes fueron S. panamd sequidoc de S. typhimurium. CASADEI

y cols. (1977) aislan de coprocultivo humano un serotipo infrecuente
en Prato (Italia) identificado por vez primera por Le Minor en
1965.

CAMPOS MARTIN y cols. (1983) en un estudio epideminlégico
de los casos declarados de Fiebre tifoldea en la provincia de Grana-
da durante el aflo 1981 y primeros meses de 1982, pretenden relacio-
nar la influencia de clertos factores sociales Yy ambientales en
la transmisién del agente causal.

La preponderancia elevada de S. typhimurium en muchas

partes del mundo g la frecuencia de aislamieato en el hombre, anima-
les, alimentos y medio ambiente, es un fenémeno comprobado. Este
microorganismo no suele aislarss en los piensos para animales,
lo que sugilere que estos no suelen participar en el ciclo de infec-
cién cuando se trata de este serotipo (TURNBULL, 1981).

Actualmente encontramos umna proliferacién de serotipos
desconocidos hasta hace algunos aflos en Eurupa Occidental y que

est4n ocasionando casos de intexiceciones alimentarias. Por ejemplo
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S. panami nunca se habia aislado en Gran Bretafa antes de la Segunda
Guerra Mundial, mientras que después de ésta se localiz® en huevos
en polvo Importados de América que servian de pienso para cerdos
siendo a partir de eontonces el serotipo responsable de frecuentes
brotes de toxiinfecciones alimentarias. S. agona fue introducida
al parecer en Eurcpa desde Chi'e en preparados a base de pescado
(LE MINOR, 1983; TURNBULL, 1981). Otro caso interesante puede obser-
varse en el hecho de que a vecus encontramos clertas fluctuaciones
en el predominio de determinados seritipos . que est& influenciado
por las medidas adoptadas con el propdsito de dlsminuir la salmone-

losis. 8. java, S. lichfield y S. urbana, son los tres principales

serotipos asociados con las tortugas. Después de la promulgacién
de un decreto que se prohibia la importacién de estos animales
en Canad4, los tres serotipos desaparecieron (TURNBULL, 19481).

El género Salmonella estd muy extendido no solo en diferen-
tes paises del mundo sino que su distribucién es amplisima. Puede
encontrarse en el suelo, aire, agua, aguas residuales, animales,
alimentos, hces de animales de sangre caliente Yy en productos
vegetales principalmente (BANWART, 1982). Segin los datos publicados
por la CPC en el afio 1973, los piensos son el principal vehiculo
de transporte de salmonelas; el 32,6 % deellas se aislan de los
piensos. El segundo lugar lo ocupa el ganado vacuno, cerdos Yy sus
productos, con un porcentaje del 14,9 % seguido dn las aves de
corral y sus derivados con un 8,2 %. Por altimo, hacen referencia
a un grupo gque comprende salmonelas procedentes de fuentes diversas
a las que se les atribuye un porcentaje solo del 4,3 % ( BANWART,
1962). Los datos correspondientes a los afios 1980, 1981 en Inglate-
rra y Gales, Escocia y Francia respecto a los alimentos responsables

dei mayor namero de intoxicaciones alimentarias situa a las aves

como las responsables del mayor nimero de casos seguidos de carnes




sobre todo de cerdo y de leche (BES, 1982b).

Los principales alimentos vehiculizadores de salmonelas
son por tanto los alimentos de origen animal. Debido a la gran
importancia de los pieasos en la transmisién de salmonelas, ciertos
paises como Dinamarca, al realizar un tratamiento térmico de los

piensos han encontrado que S. typhimurium puede reducirse de modo

manifiesto en el ganado de cerda y en la volateria (TURNBULL, 1981).
La implicacién de la carne Y productos cdrnicos en 11 transmisién
de Salmonella parece haber aumzntado en los altimos 15 aflos (BANWART,
1982). La contaminacién por este tipo de alimento puede producirse
por consumo directo o bien a través de la contaminacién de utensi-
1ios o mesas en las fabricas de elaboraciénm, mercados al pcr mayor
y al por menor asi como en las cocinas, con lo cual dichas carnes
contaminan a alimentos gue por si no jortaban estos microorganismos
(JAY, 1978; Mc KINLEY Yy cols. 1980; PATTERSON, 1969; DEL BAGLIVI
y cols. 1981; ANDREWS Yy cols.1979; BANKS y col. 1983; BLANKENSHIP,
1978; AL-HINDAWI v col.1979; VANDERPOST Y coLn. 1977). Las carnes de
aves son de los alimentos m&s contaminados por salmonelas aungue
ello depende de varias condiciones. Se sabe que mas del 30% de
las aves prepacadas pueden contener bacterias del género Salmonella

aunque probablemente estas no estén contaminadas antes de su prepa-

racién y solo al ser manipuladas en malas condiciones en los matade-

ros industriales por el equipo o las manos de los operadores, puede
producirse una disminucién en la canal de las aves gue originalmente
no estaba afectada (JAY, 1978; THOMAS y col. 1981; DEL BAGLIVI
y cols.1981; AL-HINDAWI y col. 1979; HOADLEY y col . 1974). Antigua-
mente los brotes de salmonelosis estaban relacionados con los huevos
y los derivados. Sin embargo, desde que estos alimentos antes de
su utilizacién se sometzn a procesos de pasteurizacidén presentan

menos problemas sobre todo si nos referimos a huevos congelados,




o deshidratados ya que 1los preparados a base de mahonesas, etc.
siguen ocasionando gran cantidad de brotes segn los datos aportados
por los diferentes Boletines Epidemicléqicos semanales de Espafia.
pe igual forma, la leche Yy sus productos derivados, debido a los
procesos de esterilizacién han disminuido considerablemente, aungue
siguen produciendo probiemas en bastantes ocasiones (BANWART, 1982).

Los mariscos y pescados han sido los responsables de niume-
rosos brotes a lo largo de todos los aflos, sobre todo en aquellos

lugares como Japén donde dichos productos son la base de su alimen-

tacién y al hecho de que muchos de ellos se consumen preferentemente

en estado crudo (JAY, 1978; HOOD y col. 1983; SHRIVASTAVA, 1978).

Los alimentos vegetales pueden ser potencialmente respon-
sables de la produccién de intoxicaciones alimentarias. Este hecho
estarsd en funcién de los sistemas de riego y cultivo de tales alimen-
tns asi como de los sistemas de pro. 3sado, preparacién de ensaladas,
verduras congeladas y en general platos preparados a base de este
tipo de alimentos gue en alguncs casos pueden realizarse con magui-
narias o con el concurso de manipuladores gue puedan portar estos
microorganismos. Existen, ademds, gran cantidad de ensaladas vegeta-
les congeladas y frescas en los cuales se ha detectadc la presencia
de salmonelas (CHRISTIANSEN y col. 1971; UBELCA RUIZ, 1979; ERCOLANI,
1976; TAMMINGA y cols.1978; VELAUDAPILLAI y col5.1969; SPLITTSTOESSER
y col. 1970; GCELDREYCK Y col. 1971; CONEJO Y cols.1978; HOLTZAPFFEL
y col. 1968).

Es interesante seflalar que todos los alimentos pueden
en algtn momento ser portadores de salmonelas aungue como se dijo
anteriormente, los alimentcs animales son los mayores responsables
de este tipo de intoxicaciones alimentarias.

RAYMAN y colg, (1981), por ejemplo , encontraron que las

pastas fabricadas en Canad4d y las elaboradas en los hogares poselan




en algin caso salmonelas al igual que en cereales, vitaminas Yy
enzimas (THOMASON y cols. 1977; ANCREWS Y cols. 1979) y en zumos
de manzana y sidra (GOVERD y cols.1979).

Los medicamentos pueden ser en algunos casos responsabtles
de brotes de intoxicaciones alimentarias. Segn el informe publicado
por el Departaweato de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
un nimero sorprendente de medicamentos de origen animal estédn conta-
minados por diferentes serotipos de salmonelas. Estos medicamentos
son entre otros, polvo y comprimidos de tircides, hormona pancredti-
ca, polvo de higado, etc. (KRUGMAN y col. 1974).

Las aguas residuales procedentes de desechos humanos y
animales asi como las de rios y lagos vehiculizan gran cantidad
de salmonelas y pueden ser las responsables de la contaminacién
de los cultivos, del medio ambiente si no estdn protegidos y de
la contaminacién en los lugares de procesado de los alimentos si
se utilizan para el lavado o elaboracién de determinados productos.
(PARVERY y cols. 1972; SANCHEZ-BUENAVENTURA y col. 1977; CHERRY
y cols.1972; PARVERY y cols.1974; SMITH y cols. 1978; HARVEY y cols.
1969; TELTSCH y cols, 1980; LANGELAND, 1982; WILEY uy col. 1969;

NARDI y col. 1977; GOYAl y colsl977; DONDERO y cols. 1977; JONES

y cols.1980).

Las aguas de mar son tambien en algunas ocasiones portado-
ras de salmonelas. La contaminacién directa por esta via no es
usual, si bien, esta contaminacién de las aguas del mar puede tener
una gran Incidencia en el pescado Yy mariscos como transmisores
de microorganismos del género Salmonella. La contaminacién tipica
de los moluscos por las salmonelas se debe principalmente a la
situacién donde se encuentran los criaderos (DELIA y cols. 1979;

REALI y cols. 1975).




AYANWALE uy cols, (1980) han realizado un estudio de la
contaminacién de salmonelas en plensos ensilados cuyos cultivos
habian sido regados con aguas residuales y la incidencia de la
contaminacién de esos alimentos. ANDREWS y cols. (1975) determinan
salmonelas en caracoles lmpertados de Marruecos. El nimero de aisla-
mientos fue del 31,1 %. Sin embargo, JIWA y cols. (1981) después
de amplio estudisc basado en el aislamiento de bacterias enterotoxi-
génicos en aguas y alimentos en una comunidad de Etiopia no encuen-
tran salmonelas ni shigelas.

La persistencia de S. havana y coliformes fecales la con-

firma CHANDLER y cols. (1981) en pocilgas (Australia) significando

gue los coliformes fecales decrecen durante los primeros meses
de otofio hasta la primavera. GRAU y cols. (1969) estudian la inges-
tidn d» alimentos contaminados con E. coli y salmonelas y su conte-
nido en heces de oveja. Asimismo, en el ambiente de la zona costera
del peste de Australia, PARKER y col. (1982) y TEMPLE y cols. (1980)
en heces enterradas en el estado de Montana hacen un estudio de
la supervivencia de salmonelas y coliformes fecales.

Un estudio sobre la supervivencia de S. tennessee en el

suelo y otros indicadores de contaminacién fue realizado por BERGNER
(1956) en Israel y observa que el namero de Salmonelas disminuye
antes que los demds indicadores. DRION Yy col. (1977) investiga
la presencia de salmonelas y otros microorganismos en 6.830 alimen-
tos de origen vegetal y animal y RODRIGUEZ REBOLLO (1964) lo hace
en verduras y aguas de riego. THOMAS y col. (1971) relacionan la
presencia de salmonelas y E. coli en almejas.

Los animales domésticos que cohabitan con familias pueden
ser también una fuente de transmisiébn de salmonelas (TURNBULL,

1981).




Los manipuladores de alimentos son portadores de salmone-
las, bien porque hayan padecido 12 enfermedad o porque al estar
en contacto con alimentos coutaminados se hayan hecho portadores
asintomaticos. Ellos son una de las fuentes primordiales que han
de ser tenidas en cuenta para evitar la proliferacién de este tipo
de infecciones ( KRUGMAN y col. 1974).

Por iltimo, aungque los alimentos y el agua son las princi-
pales fuentes de infeccién de salmonelas, no podemos olvidar la

infeccién persona a persona, la cual ha originado gran cantidad

de brotes en instituciones de internado, asilos, hospitales, etc.

(TURNBULL, 1981).

h) Control de la infeccién

Actualmente no se conoce ningin método gue elimine comple-
tamente la posibilidad de infeccién por Salmonella en el hombre.
Existen métodos con los cuales se puede mejorar las cond.iciones
higiénicas y de esta forma consequir que la incidencia sea menor
e incluso eliminar algunas de las causas de esta enfermedad. EI1
control de los pcrtadores tanto humano como animal asi como de
los convalecientes y enfermos y el control sanitario e higiénico
de los alimentos, son medidas eficaces para evitar la infeccién.
En el caso de la fiebre entérica las medidas principales de que
se dispone son el saneamiento y la inmunizacién (MANDAL, 1981).
La incidencia de la fiebre entérica se ha reducido mediante la
inmunizacién masiva que disminuye el riesgo de la enfermedad de
modo considerable. Los programas de mejora sanitaria estén dando
en la actuzlidad resultados similares, el efecto es mas duradero

y a la larga se convertiran en el sistema mis efectivo de lucha




(MANDAL, 1981). La disminucién de la filebre tifoidea tras la protec-
cién y cloracién de las aguas y de los suministros es un claro
ejemplo (BANWART, 1982).

El control de las salmonelas en los alimentos se Dbasa
principalmente en la utilizacién de materias primas no contaminadas
para la elaboracién de los productos y del tratamiento, almacenamien-
to y distribucién ern condiciones que impidan el desarrollo de los
microorganismos del género Salmonella.

Las medidas de profilaxis general se basan en los siquien-

tes puntos: a) evitar la contaminacidén; D) evitar el crecimiento

y ¢) destruir los microorganismos (PIEDROLA y col. 1983).

Para evitar la contaminacién es necesario extremar las
precauciones sanitarias en mataderos y vigilar la produccidu Yy
almacenamiento de los principales alimentos portadores de Salmonella
como son las carnes, aves y huevos, asl como la vigilancia gsanitaria
de las personas dedicadas a la elaboracién y al comercio de los
alimentos. De igual forma, la limpieza cotidiana de las instalacio-
nes de procesado reduce la diseminacién de salmonelas (TURNBULL,
1981). Otro punto seria evitar el crecimiento de estos microorganis-
mos conservando los alimentos a temperatura enire 4-5 2C asi como
la adicisn de &cidos a los piensos, principales portadores de salmo-
nelas, con el fin de impedir el crecimiento (BANWART 1982). De
medo general, las salmonelas a temperaturas inferiores a 12 9C no
se desarrollan aunyue determinados serotipos pueden crecer como

Salmonella heidelberg que lo hizo después de 19 dias de incuba-
ciébn a 5,3 2C (MATCHES y col. 1968). No cbstante, la destruccién

de los microorganismos es la mejor forma de asegurar que no hay
peligro para la salud. Esta destruccién es preferible que se realice
en la fase final del envasado, con el fin de evitar la recontamina-

cién del producto. El1 tratamiento térmico es el mejor método que




se conoce siempre yue este se realice en condiciones adecuadas.
Por ejemplo, en Dinamarca se ha utilizado este tratamiento para
la reduccién de salmonelas en piensos (TURNBULL, 1981).

La resistencia al calor de las salmonelas aisladas de
leche en polvo se ha puesto de manifiesto por READ y cols. (1968)
y confirma la supervivencia de determinados serotipos a las tempera-
turas de pasteurizacién de la leche. De otra parte, el efecto de
la actividad del agua en la :2sistencia o sensibilidad al calor
de las salmonelas frente a la resistencia al =~alor gsimplemente,

se ha estudiado por BAIRD-PARKER y cols. (1970) y se observa que

esta resistencia al calor no estd relacionada con una act.ividad

de agus baja. Resistencias comparativas del efecto del calor y

de la radiacién gamma en Saluonella typhimurium se han estudiado

por CORRY y col$.(1969) llegando a la conclusién que la recuperacidn
de las salmonelas dafiadas es similar en todos los medios utilizados
por ellos con excelentes resultados. Otros métodos consisten en
la utilizacién del 6xido de propileno para carnes y harinas, la
fumigacién de los piensos, cloracién Az las aguas, radiacién de
jos alimentos, etc. Incluso, 1a coccién de los alimentos es un
métodc eficaz para la destruccién de tales microorganismos.

Ios efectos del pH y los niveles de materia orgdnica en
la muestra de salmonelas en pollos escaldados se han puesto de

manifiesto confirmando que Salmonella typhimurium en agua caliente

a pH 5,9-6,0, la muerte era independisnte de los niveles de materia
organica (HUMPHREY, 1981). La interaccién del pH, NaCl y temperatura
sobre el crecimiento y supervivencia de salmonelas ha sido estudiada
por ALFORD y col. (1962).

fLa inactivacién de salmonelas por radiaciones icnizan:es

se ha estudiado por BRANDON y colS. (1977) en Salmonella enteritid.s

en lodos de aguas residuales y confirman su inactivacién en el




mismo rango de radiacién que otras especies de salmonelas. GARY
y col. (1981) estudian la supervivencia y crecimiento de bacterias
asi como los efectos de la humedad en lodos de aguas residuales.

Un amplio estudio sobre supervivencia de salmonelas
en diferentes alimentos se debe a MOSSEL (1963) en relacién con
la humedad, acidez, temperatura, radiaciones lonizantes, sustancias
bactericidas, almacenamiento y otros factores antimicrobianos.

El efecto de la pasteurizacién sobre el contenido total

de huevos salados se ha estudado por NG Yy col. (1979) en muestras

conteniendo salmonelas y arizonas Yy recomienda la temperatura

de 63,3 2C y 3,5 minutos.
En huesos de carne procedentes de Argentina y Libano
se ha investigado por HARVEY y cols. (1978) los serotipos aislados

en ambas muestras asi como los fagos de Salmonella typhimurium.

La supervivencia de salmonelas en aguas residuales

2si como virus, Ascaris lumbricoides y Candida albicans ha sido

estudiade por WILEY y col. (1969) y confirma la destruccién de
estas patogenos Indicadores cuando una temperatura de 60-7G 2C
sea mantenida durante tres dias. En los mismos medio:, YAZIZ y
col. (1979) hacen un estudio de la supervivencia de salmonelas
en los distintos tratamientos a que son sometidas las aguas residua-
les. Asimismo 5 dublin fue investigada en fermentaciones aerobias
y en desechos de cerdo a una temperatura de 55 9C en autoclave.
En ambos casos se confirma un decrecimiento de los niveles de

contaminacién (GINNIVAN y cols. 1980).




T.6. NORMATIVA Y LIMITES MICROBIDLOGICOS EN ALIMENTOS

En el afc 1959 los Estados miembros de la Organizacidn
de las Naciones Unidas para la Agricultura (rao) y de la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS), estimaron conveniente el estableci-
miento de una serie de acuerdos internacionales con el fin de resol-
ver las dificultades que surgien entre la aplicacién de las distin-
tas leyes alimentarias nacionales a la vez que se dictaban normas

comunes a los diferentes Estados para proteger la salud de los

consumidores. De esta forma se cred un organismo liamado "Codex

Alimentarius Europeaus" y aflos mds tarde aparecié el "Codex Alimen-
tarius", de obligado cumplimiento, al menos, para los Estados Euro-
peos componentes de la Comisi#n (VALENZUELA GARCIA, 1981).

En virtud de las recomendaciones de la OMS, de 1la FAO
y de la Comisién de Industrias Agricolas y Alimentarias (CIIA),
el Gobierno Espafiol, por orden de 29 de marzo de 1960, credé una
subcomisién de expertos, dentro de la Comisién Interministerial
Tecnicosanitaria, con el fin de redactar un proyecto de Cédigo
Alimentario Espafiol. Por decreto de 8 de agosto de 1974 entra en
vigor este cédigo estableciendo en el Decreto que continuarian
teniendo vigencia las normas o reglamentaciones especiales alimenta-
rias vigentes en ese momeito mientras no fueran expresamente modifi-
cadas por otras dictadas en ejecucién del Cédigo, realidad que
subsiste en el dia de hoy.

VALERIOLA, en su obra scbre Tratado de Policia de 1805
cita una referencia respecto al control de las frutas y legumbres
e indica que "deben visitarse todos los dias y en todos los tiempos
las frutas y legumbres que llegan Yy se exponuen en venta en los

mercados y plazas pablicas. Si se encuentran cocrompidos o gastados,




tomarles y castigar a los vendedores™. "No permitir que se estercole
ninguna tierra con estiércoles de cerdo para plantar o sembrar
cosas dependientes al jardin o huerto, 4y en caso d2 contravencién
hacerlos arar ¢ labrar, cortar lo que se encuentre Yy castigar al
contraventor; y lo mismo debe entenderse en las tierras destinadas
para legumbres.
Sequn las Ordenanzas de Granada de 1552, folio 234, Num.
3, se impone que "ningin hortelano ni persona alguna no sea osado
de lavar fruta ni otra hortaliza en el rio de Darro el sucio, sino
en agua limpia, so pena de perder la fruta y mas de 50 maravedis".
E: Ccédigo Alimentario Espafiol, dedica su capitulo XXI
a regular las hortalizas, verduras Yy legumbres, como productos
horticolas estableciendo en el Articulo 3.21.12 las condiciones
generales para las hortalizas de consumo fresco, para las desecadas
o deshidratadas y para las congeladas o derivados de conservas.
Estas condiciones generales son:
a) Estardn recien recolectadas o en perfectas condiciones de cunser-
vacién, desprovistas de humedad exterior anormal y sin olor
ni sabor extrafics.

Estaran exentas de lesiones o traumatismos de origen fisico

o mecanico que afecten a su presentacién o apariencia.

Deberadn estar exentos de artrépodos, gusanos, moluscos, Y de
partes o excrementos de cualquiera de ellos.

Estar exentos de enfermedades criptogdmicas.

Estar libres de partes marchitas y de materias extrafas adheridas
a su superficie.

Estar exentas de agentes microbianos patégenos.

No tener impurezas de pesticidas, en proporcién superior a los
1imites de tolerancia gque el Cédigo establece.

Respecto a limites microbiolégicos de control de verduras




y hortalizas ia Legislacién Alimentaria Espafola no establece nada.
No obstante indica que se siga la normativa sequida por el Centro
Nacional de Nutricién y Alimentacidn.

En general, un standard microbiolégico, se puede definir
como la parte de una ley o reglamento administrativo que determina
el namero maximo aceptable de microorganismos o de tipos especiricos
de microorganismos de acuerdo con los métodos prescritos, en cual-
quier alimento producido, empaquetado o importado en la zona de
jurisdiccién de la agencia ejecutiva (BANWART, 1982).

El gran problema con gque nos encontramos en Espafla es

gque solamente 6 6 7 alimentos poseen una situacién legal suficiente-

mente clara. No existe una base legal para que el microbidélogo
pueda emitir un informe con arreglo a unos parametros mensurables
quedando todo sujeto al buen saber del analista, por lo gque puede
dar lugar a una falta de valor en sus informes. Los criterios segui-
dos en los distintos lihoratorios espafioles se basan en recomenda-
ciones emitidas por el Laboratorio del Centro de Alimentacién y
Nutricién (ORTIN, 1982). Estas recomendaciones poseen limitaciones.
Por ejemplo, en el caso de las verduras y hortalizas frescas, al
no existir ninguna reconendacién gque establezca 1imites microbiold-
gicos permitidos para su consumo, seria necesario el establecimientr
de una normativa que alcanzase a los diferentes grupos de alimentos.

gl laboratorio Adel Centro de Alimentacién y Nutricién
(Majadabonda, Madrid), sin embargo, emite recomendaciones para las
con-2rvas Yy semiconservas de verduras |y hortalizas tal como se
recoge en la Tabla xv . En general, en conservas con esterilidad
comercial sz exige la ausancia de microorganismos que puedan crecer
y multiplicarse originando la alteracién del producto envasado,

asi comr de gérmenes patdgenos o sus toxinas.
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TABLA XV

VEGETALES

A. Conservas vegetales

.- CRITERIOS MICROBIOLOGICOS DE CONSERVAS Y SEMICONSERVAS

- Ausencia de microorganismos que crezcan y se multipliquen previas

la.: pruebas de preincubacién, durante 30 dias a 30°C y los 10

dias a 449cC.

- Flora esporulada: maximo 10 esporas/g de Bacillaceae termoesiables

no patégenos, no toxigénicos e incapaces de alterar la conserva.

- Ausencia de toxina botulinica en todo el contenido del envase.

B. Semiconservas vegetales

Recuento total de
aerobias revivifi-
cables

Enterobacteriaceae

Escherichia coll

Salmonella-Shigalla

St. aureus enterotox.

Clostridium sulf-red

Semiconscrvas pas-
teurizadas (Trat.
y sal)

térmico

Tratamiento con
sal y/o aceite

Tratamiento con
sal y/o ahumado

Max. 1 x 104/9
Ausenclia/g
Ausencla/g
Ausencia/25qg

Ausencia/qg

Ausencia/g

Max. 1 x los/g
Max. 1 x 10/g
Ausencia/g
Ausencia/25q
Ausencia/qg

Ausencia/g

Max. 1 x 105/9
Max., 1 x 10/g
Ausencia/g
Ausencia/25qg
Ausencia/g

Ausencia/g




Los limites microbiolégicos establecidos por diferentes
autores y organismos internacionales respecto a verduras y hortali-
zas son los siguientes. ELLIOTT (1961) en una revisién de normas
microblolégicas para alimentos congelados indica gque las verduras
pueden poseer un minimo de 50.000 y un maximo de 500.000 microorga-
nismos aerobios totales por gramo, no deben poseer coliformes
en 0,1 g de alimento y ausencia absoluta de estafilococos, salmone-
las, shigelas y enterococos. La ICMSF (1982) para este mismo tipo
de alimentos congelados establece los siguientes 1imites: un minimo
de 104 y un miximo de 106 microorganismos aerobios, unos limites

: coliformes pbr gramo.

de coliformes comprendidos entre 10 y 10
La NAS (1974) dindica que para hortalizas frescas, el

contenido microbiano por gramo debe estar comprendido entre 50.000

y 500.000. Para las verduras en salsa la ICMSF (1981) establece

para microorganismos aerobios valores de 105 --106 , coliformes

102 -104 , E. coli menor de 3--102 y ausencia de Salinonella. En

cuanto a las verduras desecadas esta misma Comisién establece
los valores de E. coli menor de 3 y miximo de 102 por gramo Yy
ausencia tambien de Salmonella.

pPara hortalizas congeladas, FRAZIER (1972) dice que al
entrar estos alimentos en los congeladores no deben contener mas
de 50.000 bact./g en el caso de los guisantes; 60.000 en el maiz,
y no mas dJe LGG.C00 en las judias verdes. Indica a su vez gqie
la mayoria de los investigadores estan de acuerdo que las hortali-
zas congeladas no deben poseer mds de 100.000 bacterias/y.

Por otro lado existen las opiniones de determinados auto-
153 como PEDERSON (1947) quien considera gque los recuentos en
vegetales congelados deben oscilar entre 104 --105 bact./qg y gque

&
recuentos superlores a 10 indican un mal manajo de la materia
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prima HOBBS (1953) estima que los recuentos superiores a 106

pueden dar lugar a intoxicaciones alimentarias.

I.7.NORMATIVA LEGAL DE AGUAS RESIDUALES

La contaminacién de las aguas es un concepto que posee
gna notoria ambiglelad asi como una clerta falta de preclsién.
En 1961, la Organizacién Mundial de la salud define gue "unas
aguas estdn contaminadas cuando su composicién o su estado estdn
alterados de tal modo gque ya no reidnan las condiciones de una
u otro, o el conjunto de utilizaciones a las gue se hubiere desti-~

nado en su estado natural". En este concepto se incluyen las modi-

ficaciones de las propledades gquimicas, biolégicas y fisicas del
aqua que hacen de unas aguas aptas o no para su consumo pablico
{ ROCA Y VALENZUELA, 1981). Por todo ello, el concepto de contamina-
cidén no puede basarse en categorizaciones absolutas. Se trata
mas bien de una idea relativa que parte de modificaciones no admi-
sibles de las caracteristicas del agua (ROCA Y VALENZUELA, 1981).
- En nuestro derechc positivo el término d= la contaminacién
de las aguas aparece por primera vez en el Reglamento de Activida-
des Molestas, Insalubres, Nocivas y Peligrosas aprobado por Decreto
de 20 de Noviembre de 1961 y posteriormente, la O.M. de 23 de
Diciembre de 1971 establecid cuales eran los elementos contaminan-
tes.

Las aguas residuales estan constituidas por vertidos

urbanos, industriales y agricolas. Los vertidos urbanos son los

procedentes de los reslduos domésticos los cuales esté&n en constan-




te aumento debido al crecimiento de la poblacién y a la elevacidn
del nivel de vida (OMS, 1967). El control de estas aguas es de
una gran importancia ya que en ellas se vehiculizan cantidades
de microorganismos patégenos responsables de la produccién de
epidemias. Dentro de estas aguas urbanas merecen especial atencién
las procedentes de hospitales y centros sanitarios que generalmente
estidn enclavados en nlicleos urbanos y que vierten sus residuos
a la red cloacal. A estos hospitales es preciso exigirles el esta-

blecimiento de uncs serviclos de depuracién rigurosos antes de

verter en los alcantarillados, cosa que generalmente no sucede.

£l control de estas aguas 3 ilmportante ya gque esos centros sanita-
rios que producen gran cantidad de microorganismos patdgenos desa-
guan en aguas que regularmente sirven de riego a los cultivos
situados aguas abajo de las poblaciones favoreciendo con ello
la contaminacién de dichos campos y la posibilidad de que el ser
humano contraiga infecciones por el congumo de estos tipos de
alimentos altamente contaminados ( ROCA Y VALENZUELA, 1981).

En este sentido el Reglamento de Sanidad Municipal aproba-
do por el Real Decreto de 9 de Febrero de 1925, y las Instrucciones
técnico-sanitarias para pequefios municipios (Orden de 2 de enero
de 1923), establecen gue, como norma general, por ser peligroso
para la salud piblica se prohiba: 1) Emplear las materias excremen-
ticias brutas para el abono de terrencs gque no sean de alto cultivo,
a no ser gue se encuentren a mas de dosclentos metros de algln
poblado y de gque sean cubiertas dichas materias de una capa de
tierra. 2) Utilizar los liguidos efluentes de los pozos sépticos,
etc. para el riego de terrenos en los que se cultiven a ras de
tierra lequabres o productos destinados al consumo crudo, como

tomates, lechugas, repollos, etc. 3) Cultivar dichas hortalizas,




legqumbres, etc., en los campos de irrigacién ayricola o, en general,
en los gque se recibun aguas residuales para su depuracién, a menos
de establecer dichos riegos en las debidas condiciones que impidan
la propagacién de los gérmenes productores d> infecciones intesti-
nales.

Por todo lo cual, el Decreto de 25 de Junio de 1954 esta-
blece las normas para la concesién de nuevas autorizaciones Yy
ampliaciones en relacién con las aguas residuales de las industrias
y minas las cuales ser&n "efectiva y eflcazmente depuradas antes

de ser vertidas directa o indirectamente en los cauces piblicos"

(Art. 1) y la orden de 4 de septiembre de 1959 "probibe el vertido

directo o indirecte" de aguas residuales cuya composicisn quimica
o bacteriolégica puedan producir daflo para la salud piblica. Los
&rganos competentes de la administracién del Estado son las Comisa-
rias de Aguas para conocer los asuntos raferentes a esta materia,
en especial al vertido de estas aguas (orden de 23 de Marzo de
1.960). Normas complementarias para el vertido de aguas residuales
referidos a extremos como corriente de agua en la gue ha de reali-
sarse el vertido, volamenes medio y mdximc Y velocidad de 1as
mismas, etc., se establecen en la Orden de 9 de Octubre de 1962.

El Decreto de 19 de Diciembre de 1970 se refiere a los
requisitos minimos de establecimientos hoteleros gue han de cumplir
para el tratamiento y evacuacién de aguas residuales y la Orden
de 29 de Aabril de 197/ ratifica, amplia y da nueva redaccién a
la de 23 de Abril de 1969, por la que fueron aprobadas las "Normas
provisionales para el proyecto de 1instalaciones depuradoras Y
de vertido de aguas residuales al mar en las costas espafiolas”.
Estas Normas regular ademds el vertido al mar. desde tierra, de

las aguas residuales a través de emisarios submarinos.




la Orden de 14 de Abril de 1980 contiene

Finalmente,
las medidas para corregir la contaminacién por el vertido de aguas

residuales en aplicacién del Reglamento de Policia de Aguas Yy

sus Caucses.
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II. MATERIAL

II.1. Muestras de aguas de riego

En aguas procedentes de ia Acequia Gorda y del rio Genil
en su confluencia con el rio Darro se investigaron los siguientes
pardmetros:

Recuento total de bacterias aerobias

Recuento de ccliformes totales

Recuento de Escherichia coli

Recuento de Estreptococos fecales

-Recuento de Clostridios sulfito reductores.

De forma simultdnea se ha realizado 1la investigacién
de microorganismos del género Salmonella.

L2 recogida de muestras se efectud durante un periodo
de dos aflos, desde Marzo de 1981 a Feorero de 1983. Las tomas
se practicaron en dos puntos del cauce de las aguas a su paso
por la Vega de Granada; el primer punto intermedio y el segundo
a la entrada de las aguas en las fincas seleccionadas para el
estudio, vcon una periodicidad de dos muestras recogidas cada
mes. El total de muestras fue de 96 en la Acequia Gorda y de
85 en el rio Genil.

A continuacién se exponen los puntos elegidos para la
toma de muestras que puede también observarse en la figura 2.
Punto A: Compuerta en el Rio Genil para la entrada en el Pago.
punto B: Entrada ea la finca "Huerta de Salmerota”.

Punto C: Acequia Gorda a 1. altura de la Cruz de los Carniceros

punto D: Entrada a las fincas en el Callejon de ia Garnatilla

k]
1
'
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II.2. Muestras de verduras y hortalizas

La recogida de muestras de verdu:as se realizd de acuerdo
con la siguiente distribucién: a) muestras procedentes de fincas
‘de la Vega de Granada, b) mercado central, c¢) supermercados Y
d) establecimientos pequefios.

En cada una de las muestras se estudiaron:

- Recuento total de bacterias aerobias

-Recuento de coliformes totales

-Recuento de Escherichia coli

-Investigacién de salmonelas.
La recogida de muestras se hizo como en las aguas, durante
dos afios consecutivos que abarcaron las mismas fechas. El1 nimero

total de muestras =2nalizadas fue de 849,

II.2.!. Muestras procedentes de fincas de la Veaa de Granada

tas fincas elegidas para este estudin fueron tres, dos
de ellas regadas por aguas de la Acequia Gorda y la tercera por
aquas del rio Genil en su confluenci~» con el rio Darro.

El total de muestras analizadas ‘ueron 107. Las especies
de verduras y hortalizas, asi como el nimero de ellas viene indi-

cado en la Tabla XVI.

II.2.2. Muestras procedentes del Mercado Central

El nomero de muestras recogidas en el Mercado Central

fué de 117 correspondientes a 27 especies que aparecen indicadas
en la Taebla XV1I.




TABLA XVI.- NUMERC DE ESPECTES DE VERDURAS, HORTALIZAS Y OTROS PRODUCTOS

EORTICOLAS RECOGTDAS EN FINCAS DE LA VEGA DE GRANADA PARA SU

ANALISIS MICROBIOLOGICO.

NOMBRE
GENERALIZADO

NOMBRE
CIENTIFICO

Muestras
N©

Bulbos
Ajo
Cebolla
Cebolleta

Puerro

Coles
f——— %

Repollo
Frutos
Pimiento

Hojas y tallos tiernos

Acelga
Escarola
Espinaca

Lechuga

Allium sativum, L.

Allium cepa, L.

Allium fistulosum, L.

Alliam porrum, L.

Brassica rubra oleracea, L.
var. capitata, D.C.

Capsicum annuum, L.
var. grosum, Bailey

Beta vulgaris, L. var. cycla, L.

Cichorium endivia, L.

Spinacia oleracea, L.

Lactuca sativa, L.
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TABLA XVII.- NUMERO DE ESPECIES DE VERDURAS, HORTALIZAS Y OTROS PRODUCTOS
HORTICOLAS RECOGIDOS EN EL MERCADO CENTRAL PARA SU ANALISIS
: TABLA = ‘rontinuacidn
= o : : MICROBIOLOGICO. ,
NOMBRE NOMBRE Muestras anal.
7 Q
NOMBRE NOMBRE Muestras anal. GRMERLLIZAO bl "
GENERALIZADO CIENTIFICO Ne
Bulbos
Legumbres verdes Ajo Allium sativum, L. 1 A
Habas vicia faba, L. var. mayor, L. . 7 Cebolla Allium cepa, L. ; 7
Peponides Cebolleta Allium fistulosum, L. 2
Calabacin Cucurbita pepo, L. var. medullusa, Alef. 1 Puerro Allium porrum, L. 4
Pepino Cucumis sativus, L. 5 Coles
Raices Coliflor Brassica oleracea, L., var. botrytis 3
F cauliflora, Duch.
R&bano hanus sativus, L. var. alba
= B e 2 - Repollo Brassica rubla oleracea,L., var. capitata 6
, . alba, D.C.
Remclacha de mesa Raphanus sativus, L. var. cruenta,L. 2 Fe B08, Oh
2 —_— Frutos
Tallos joévenes
— Berenjena Solanum melongena, L. 7
Apio Apium graveolens, L. 2 ke : ;
Pimiento Capsicum annuum, L. ,var. grosum, Bailey, 8
Tubérculos i
i Hojas y tallos tiernos
_ Patata Solanum tuberosum 5 3 ;
e = Acnlga Beta vulgaris, L.,var. cycla, L. 8
TOTAL ESPECIES 107 Escarola Cichorium endivia, L. 4
Espinaca Spinacia oleracea, L. 4
Lechuga Lactuca sativa, L. 7
Legqumbres verdes
Nota: L. clasificacién y denominacién corresponde al C.A.E. i
f ; Habas Vicia faba, L.,var. mayor., L. 2

Judia Phaseolus vulgaris, Savi 7




TABLA XVII .- (continuacidén)

NOMBRE
GENERALIZADO

NOMBRE Muestras anal.

CIENTIFICO Ne

Pegonides

Calabacin
Calabaza

Pepino

Raices
f—L———————

Nabo

Rabano

Remolacha de mesa
Zanahoria

Tallos jévenes

Apio
Esparrago
Tubérculos
Patata
Boniato
Frutai

Tomate

Hongos comestibles

Champifién

TOTAL MUESTRAS

Cucurbita pepo, L., var. medullusa ,Alef.

Cucurbita pepo, L.

Cucumis sativus, L.

Brassica napus, L., var. sculenta

Raphanus sativus, L., var. alba

Raphanus sativus, L., var. cruenta. L.

Dacus carota, L., var. sativa, D.C.

Apium graveolens, L.

Asparagus officinalis, L.

Solanum tuberosum , L.

Ipomea batata, L.

Solanum lycopersiciii, Mill

Psaliédta campestris Fr.

Nota: La clasificacién y denominacién corresponde al C.A.E.




II.2.3. Muestras procedent.s de Supermercados

Se han recogido para su estudio un total de 277 muestras
de verduras y hortalizas procedentes de supermercados de Granada

capital. La localizacién de los supermercados donde se efectud la

recogida se indica en la figura 3 y las diferencas especies anali-

zadas en la Tabla XVIII.

II.2.4. Miestras procedentes de Establecimientos pequeiios

348 muestras de verduras y hortalizas se recogieron de
establecimientos comerciales cuya localizacién se indica en la
fioura 3. En la Tabla XIX se representa el namero y tipo de mues-

tras recogidas en dichos establecimientos.

II.2.5. Muestras de verduras tratadas con alifo

Para el estudio de la incidencia del aliflado en la contaminacién
se obtuvieron un total de 97 muestras, de ellas 49 de tomate
y 48 de lechuga procedentes de un mismo establecimiento. Los
an&lisis realizados con estas muestras fueron:

-Recuento total de bacterias aerobias

-Recuento de coliformes totales

-Recuento de Escherichia coli
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TABLA XVIII.-NUMERO DE KSPECIES DE VERDURAS, HORTALIZAS Y OTROS PRODUCTOS
HORTICOLAS RECOGIDAS EN SUPERMERCADOS PARA SU ANALISIS MICRO-
BIOLOGICO.

NOMBRE NOMBRE Muestras anal.
GENERALIZADO CIENTIFICO N2

Bulbos

Ajo Allium sativum, L.

Cebolla Allium cepa, L.

Cebolleta Allium fistulosum, L.

Puerro Allium porrum, L.

Coles
—_—

Coles de Bruselas Brassica oleracea, L.,var. gemmifera, Zenker

Coliflor Brassica oleracea, L.,var. botrytis
F. cauliflora, Duch.

Repollo Brassica rubla oleracea, L.,var. capitata,
D€,

Frutas

Tomate Solanum lycopersicum, Mill

Frutos

Berenjena Solanum melongena, L.

pimiento capsicum annuum, L. var.,grosum, Bailey.

Hojas y tallos tiernos A

Acelga Beta vulgaris, L., var. cycla .L.

Cardo Cynara cardunculus, L.

Endibia Cichorium jintybus, L.

Escarola Cichorium endivia, L.

Espinaca Spinacia oleracea. L.

Lechuga Lactuca sativa, L.




TABLA XVIII.-

NOMBRE
GENERALIZADO

{Cont.inuacidn)

NOMBRE Muestras anal.

CIENTIFICO NQ

Inflorescencia

Alcachofa

gggymbles verdes

Haba
Judia
Peponides
Calabacin

Calabaza

Pepino

Raices
F————

Rabano
Zanahoria

Tallos jévenes

Apio
Espdrrago

Tuberculos

Boniato

Patata

Hongos comestibles

cynaria scolymus, L.

vicia faba, L., var. mayox L.

Phaseolus vulgaris, Savi

Cucurbita pepo, L., var. medullusa, Alef.

Cucurbita pepo, L.

Cucumis sativus, L.

Raphanus sativus, L., var. alba

Dacus carota, L., var. sativa, D.C.

Apium graveolens, L.

Asparagus officinalis, L.

Ipomea batata, L.

Solanum tuberosum , L.

Champifién

Condimentos aromaticos

Psaliota campestris Fr.

Perejil

TOTAL ESPECIES

Petroselinum sativum , L.

Nota: La clasificacién y denominacién corresponde al




NUMERO DE ESPECIES DE VERDURAS, HORTALIZAS Y OTROS PRODUCTOS

HORTICOLAS RECOGIDAS EN ESTABLECIMIENTOS PEQUENOS PARA SU

ANALISIS BROMATOLOGICO

NOMBRE
GENERALIZADO

NOMBRE Muestras
CIENTIFICO N2

Bulbos

Ajo

Cebolla

Cebolleta

Puerro

Coles

E———
Coles de Bruselas

Coliflor

Repollo

Frutas

Tomate

Frutos
Berenjena

Pimiento

Allium sativum, L.

Allium cepa, L.

Alium fistulosum, L.

Aliium porrum, L.

Brassica oleracea, L. var. gemmifera . Zenker

Brassica oleracea, L., .r. botrytis
F. cauliflora , Duch

Brassica rubla oleracea, L. .,ar. capitata
D.C.

Solanum lycopersicum, Mill

Solanum melongena, L.

Capsicum annuum, L. var.,grosum.Bailey




TABLA XIX.- (continuazién)

NOMBRE NOMBRE Muestras anal.
GENERALIZADO CIENTIFICO Ne

Hojas y tallos tiernos

Acelga Beta wvulgaris, L.,var. cycla, L.

Cardo Cynara cardunculus, L.

Escarola Cichorium endivia, L.

Espinaca Spinacia oleracea, L.

Lechuga Lactuca sativa, L.

Inflorescencia

Alcachofa Cynaria scolymus, L.

Legumbres verdes

Haba vicia faba, L.,var. mayor

Judia Phaseolus vulgaris, Savi

Pegonides

Calabacin Cucurdita pepo, L. var.,medullusa, Alef.

Calabaza Cucurbita pepo, L.

Pepino Cucumis sativus, L.




TABLA XIX .- (continuacién)

NOMBRE NOMBRE Muestras anal.
GENERALIZADO CIENTIFICO N@

Raices

Rébano Raphanus sativus, L.,var. alba

Zanahoria Dacus carota, L. var.,sativa , D.C.

Remolacha Raphanus sativus, L.,var. cruenta, L.

Tallos jévenes

Apio Apium graveolens, L.

Esparrago Asparagus officinalis, L.

Tubérculos

Boniato Ipomea Batata, L.

Patata 8olanum tuberosum, L.

Hongos comestibles

Champifidn Psaliota campestris Fr.

Condimentos aromaticos

Perejil Petroselinum sativum, L.

TOTAL ESPECIES

Nota: La clasificacién y denominacién corresponde al C.A.E.




IT.3. Supervivencia de salmonelas en lechugas cultivadas

Para comprobar la supervivencia de salmonelas en lechugas
en el entorno natural, se procedié a la contaminacién con dicho
microorganismo de forma artificial en una serie de muestras sem-

bradas con este fin.

IT.4. Salmonelas de referencia

Simult&neamente a nuestro estudio se han identiticado
las distintas Salmonelas aisladas en pacientes de la provincia
de Granada durante los aflos 1979 a 1983 con el propébsito de compro-
bar la posible concordancia entre datos del medio ambiente y

el de los enfermos.

IT.5. Medios de cultivo e identificacién

-Agua de peptona: 1 g de Polypectone Peptone (BBL), 8,5 g de
cloruro sé6dico (Panreac), 1000 ml de agua destilada.

~Solucién de PBS: fosfato disédico (Merck) 5,48 g; fosfato monosé-
dico monohidratado (Merck) 1,575 g; cloruro sédico (Panreac)
42,5 g y agua destilada 1000 ml., Diluir 1/4 con agua destilada.
-Agar recuento. Plate count agar (Difco)

~-Caldo Mc Conkey. Mc Conkey Broth (BBL)

-Agar EMB. Levine eosin methylen blue agar (BBL)

-Caldo azida con azul de bromotimol. Azide dextrose broth (BBL)

con azul de bromotimol (Merck) 34 mg/l.




caldo de Listky. Ethyl violet azide broth (BBL)
Agar Wilson-Blair. TSN agar (BBL)

Agar Mueller Hinton (Pronadisa)

Caldo LBT: Bacto Tryptone (Oxoid) 10 g; Extracto de levadura

(Difco) 5 g; Cloruro sédico (Probus) 5 g; rimina (Sigma) 0,08

g; Agua destilada 1000 ml.
Caldo tetrationato-Kauffmann
Composicidn:
Polypectone pectone (BBL)
Sales biliares
Carbonato cdlcico
Tiosulfato sédico
Solucién de iodine:
(Iodo (Panreac) 6 g; IK (Panreac) 5 9 Y
agua destilada 20 ml)
Solucién verde brillante:
(Verae brillante (Merck) 0,1 g; agua 100 ml)
Novcbiocina (Sigma) (40 mcg/ml)
Ccaldo Rappaport modificado R25
Solucién A
Bactotriptona (Difco)
Cloruro sédico (Panreac)
Bifosfate potdsico (Merck)
Solucién B
Cloruro magnésico hexahidratado (Sigma)
Solucién C
Oxalato de verde malaquita (Merck)

Agua destilada

190 m1/1

95 ml1/1
10 m1/1




El medio esta ccmpuesto por 1000 ml de la solucién A,
100 ml de la solucién B y 10 ml de la solucién C. La mezrla se
conservé er frio hasta su utilizacién. Antes del uso se afladio
novobiocina a una cconcentracién de 40 mg/l.
- Agar Salmonella-Shigella. SS agar (BBL)

Medio de Craigie. Motility GI Medium (Difco)

para la identificacién bioguimica de Salmonella Yy Escherichia
coli se utilizaron:

- Medio de Kliger hierro (Pronadisa)

- caldo Indol: Bactotriptona (Difco) 30 g/1 y Cloruro sédico

(Panreac) 10 g/l1.
Ccaldo Lisina: Decarboxilasa base Moeller (Difco) 10 g/l g L-
lisine (Sigma) 10 g/1.
caldo malonato. Malvnate Broth (Difcc)
Discos de ONPG (BBL)
Urea Broth (Difco)
Agar fenilalanina. Phenilalanine agar (Difco)
Agar citrato. Simmons Citrate Agar (Pfizer)
Sueros para la identificacién del género Salmonella
Erueba del tartrato: Peptona (BBL) 10 g; Azul de bromotimol
(Merck) al 0,2 % 12 ml; tartrato sbédico potasico (Panreac)
10 g y agua destilada 1000 ml

II.6. Antibibticos

Se utilizaron los discos de antibiéticos suministrados
comercialmente por los laboratorios Difco y BBL para la obtencidn
de la sensibilidad de las salmonelas a los antibiéticos y quimio-

terdpicos de uso mas frecuente en el antibiograma. En la Tabla




XX se indican los discos utilizados en el antibiograma asi como
el codigo de identificacibén y la carga correspondiente del mismo
en mcyg.

gn la preparacién de los medics Tetrationatc-Kaufimann

y Rappaport, la novobiocina afadida para la inhibicién de los

microorganismos del género Proteus se obtuvo tambien de forma

comercial de los laboratorios Sigma.




TABLA XX .- DISCOS DE ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN LOS ANTIBIOGRAMAS

ANTIBIOTICO Y CARGA DEL DISCO
QUIMIOTERAPICO CODIGO en mcqg.

Amikacina AN10O 10
Aminosidina GB30 30
Ampicilina AM10 10

Carbenicilina CB50 50

Cefalotina CF30 30

Cefamandol MA30 30
Cefoxitina FOX30 30
Cloranfenicol Cc30 30
Colimicina ”L10 10
DKB DKR30 30
Fosfomicina FO50 50
Gentamicina GM10 19
Kanamicina K30

Neomicina N10O

Nalidixico NAlO

Paromomicina Par

Rifempicina RAS50

Sisomicina Sis

Tetraciclina

Triple sulfa

Tobramicina




III. METODOS

III.1. Recogida de muestras

IIr.1.1. Aguas de riego

La recogida de muestras se llevé a cabo mediante el uso
de recipientes de vidrio de un litro de capacidad con tapones
de cierre hermético y previamente esterilizados. El1 volumen de

agua recogida fué de 1 litro y la toma se realizé a 10-20 cm

de profundidad y a contracorriente. El traslado de las muestras

al laboratorio se hizo con la méxima rapidez y la siembra se
practicé, en todos 'os casos, antes de que transcurrieran dos
horas. Dada la proximidad de la zona de muestreo al laboratorio
no se creydé necesario el traslado de las muestras a temperatura

de refrigeracidn.

IIr.1.2. Verduras y Hortalizas

Las muestras se recogieron en los diferentes establecimien-
tos seglin sus caracteristicas normales de venta. Se introdujeron
individualmente en bolsas de plastico previamente esterilizadas
y se trasladaron al laboratorio con la maxima bHrevedad. Hasta
la siembra, las muestras se guardaron a temperatura de refrigera-
cién sin que este ticmpo fuese nunca superior a tres horas. La
recogida de muestras del campo fue similar a la descrita anterior-

mente.




III.2. Preparacién de las muestras

III.2.1. Aguas de riego

Debido a la gran contaminacién de este tipo de muestras,
antes de proceder al an4dlisis se realizaron diversas diluciones
para lograr resultados mds precisos. Diluyente: scluciér de cloru-
ro sédico al 8,5 % y segin el analisis, las diluciones abarcaron
desde 107 a 1077,

IIT.2.2. Verduras y Hortalizas

Se procedié de la forma siguiente antes de realizar la
siembra de las diferentes muestras:

a) Pesada de las muestras.- En condiciones de mixima asepsia,
se pesaron 100 gramos de cada una de las verduras.

b) Lavado de las muestras.- El vegetal pesado se troceaba en
pequefias porciones y se introducifa en recipientes de plastico
de 500 ml de capacidad previamente esterilizados. A continua-
cién se afadfan 250 ml de agua de peptona (II.1.5.) y se mante-
nia en agitacién durante una hora.

Revitalizacién.- La solucién de lavado de las muestras se
mantuvo a temperatura ambiente durante 2 hcras con el fin
de revitalizar los microorganismos existentes. En el caso
de los vegetales 4cidos coms el tomate se neutralizd con
disolucién de fosfato sédico al 5% hasta conseguir un pH com-
prendido entre 6-7,

Dilucién de las muestras.- Una vez revitalizadas se afiadié

agua de peptona estéril hasta alcanzar las diluciones 10"1 28

4




para el recuento de bacterias aerobias.

III.2.3. Verduras y hortalizas tratadas con alifio

Para la realizacién de esta experiencia se seleccionaron
dos tipos de muestras, tomate y lechuga por considerar a estos
como los vegetales de mayor consumo al estado fresco en ensaladas.

El alifiado y la preparacién de la muestra para su andlisis

se hizo del modo sigquiente:

a) Pesada de las muestras.- Se partié de aquellas que tuvieran

un peso minimo por unidad de 175 gramos. Para el an4lisis
se emplearon 150 g de lechuga y 125 g de tomate.

De los 150 g de lechuga se separan 25 g de las hojas externas,
25 g de las internas y después de lavar con agua del grifo
los 100 ¢ restantes se separaron 25 g y el resto se alifé
con 2 ml de aceite de oliva, 2 ml de vinagre y la cantidad
de sal habitual.

Del tomate se separd un trozo de 25 g y el resto fué
lavado con agua del grifo. Después de separar otros 25 g,
el restov se alifi®6 como ya se ha indicado.

Las muestras fueron alifiadas en placas de petri estériles
de 14 cm de diametro.
tavado de muestras.- Una vez troceadas se introdujeron en
recipientes de plastico de 500 ml de capacidad pr-viamente
esterilizados y se afladieron 225 ml de agua de peptona. En
el caso de las muestras alifiadas, el lavado se realizd después
de diferentes tiempos de contacto con el alifio (15', 30'

4h). El1 lavado de todas las muestras se realizé en agitaciédn




durante una hora. Antes del lavado las muestras se neutraliza-
ron con fosfato sbédico hasta alcanzar un pH = 7.
c) Revitalizacién.- Se realizé en la forma indicada en II.2.2.c.
d) Dilucién.- Se practicaron diluciones del agua de lavado desde
The
Las figuras 4 y 5 representan esquemdticamente las expe-

riencias realizadas.

III.2.4. cultivo y contaminacién de lechugas

a) Cultivo.- Una serie de semillas de lechuga germinadas, se
sembraron de forma aislada en tiestos de barro de 35 cm de
dismetro y se dejaron para su crecimiento en la forma habitual
de cultivo de la vega de Granada. El riego periédico se realizd
con agua potable y el tiempo de crecimiento duré un mes aproxi-
madamente, hasta alcanzar el tamaflo normal de recoleccién.
Contaminacién.- Una vez crecidas las lechugas se procedid
a la contaminacién mediante un cultivo de salmonelas en fase
exponencial de crecimiento correspondiente a la cepa de Salmone-
lla Kapemba AR-74A cuyas caracteristicas y marcadores se indi-
can en la Tabla XXI.

El agua para el riego fue tratada con disolucién de tiosulfato
sédico al 10% para reducir al cloro libre y después de una

hora de reposo se contaminé con salmonelas hasta una concentra-

cién de 2 x 106 bacterias/ml. En cada uno de los riegos se

emplearon 500 ml de agua contaminada.
Las lechugas se contaminaron dos veces con un intervalo de
3 dias. La recogida de las muestras se realizbé al sexto Yy

treceavo dia de su contaminacién.




Figura 4 .- ESQUEMA DEL TRATAMIENT) DE LAS MUESTRAS DE LECHUGAS

TRATADAS CON ALIRO.

HOJAS EXTERNAS HOJAS INTERNAS HOJAS INYERNAS
(25 g) (25 g) 100 g

Y

LAVADO AGUA GRIFO

\/ Y

LECHUGA ALINO DE
LAVADA LECHUGA
(25 g) (75 g)

v v -
LECHUGA LECHUGA LECHUGA
ALIRADA ALINADA ALINADA

15! 30' 4 h.
(25 g) (25 g) (25 g)

NEUTRALIZACION

Y

LAVADO (225 ml Agua de peptona)
l 1 hora agitacién

REVITALIZACION 2 horas

'

SIEMBRA




Figura 5 .-

ESQUEMA DFE TRATAMIENTG DE LAS MUESTRAS DE TOMATE

TRATADAS CON ALIRO.

TOMATE
(100g)

LAVADO AGUA GRIFO

i

v

ALINO DE
TOMATE

(75 g)

\ ] v v
TOMATE TOMATE TOMATE
ALINADO ALINADO ALIRADO

15' 30' 4 h.

NEUTRALIZACION

y

s

.LAVADO (225 ml Agua de peptona)
l 1 hora agitacién

REVITALIZACION {2 horas)

'

SIEMBRA




TABLA XXI.- CEPA DE REFERENCIA UTILIZADA EN LA CONTAMINACION ARTIFICIAL
DE LAS LECHUGAS CULTIVADAS.

ORIGEN LUGAR DE MARCADORES FENOTIPICOS *
AISLAMIENTO

S. Kapemba Agua de Riego Acequia Gorda AM, C, CB, CF, GB, FO

XK, N, P, 8, Te, ClTe.

Se indican las resistencias a los antibiéticos presentes

en la cepa.

AM= Ampicilina; C= Cloranfenicol; CB= Carbenicilina

CF= Cefalosporina; ClTe= Clortetraciclina; FO= Fosfomicina;
GB= Aminosidina; K= Kanamicina; N= Neomicina; P= Penicilina;

S= Estreptomicina; Te= Tetraciclina.




¢) Tratamiento.- Con el total de las muestras contaminadas se

hicieron cuatro lotes de cuatro lechugas cada uno, tres de
ellas contaminadas y una cuarta como control.

- Lote 1: Al sexto dia de su primera contaminacién se recogie-
ron cuatro lechugas, tres contaminadas y una sin contaminar.
Ese mismo dia se analizaron microbiolégicamente la lechuga
control y una de las contaminadas. Las otras dos se introduje-
ron en camara frigorifica analizdndose una a los cinco dias
y la dltima al décimo dia.

- Lote 2: Se procedié de igual forma gque con el lote 1 pero

la recogida de muestras se hizo, a los trece dias de la primera

contaminacién.

-Lote 3: La recogida se realizé al sexto dia de la primera
contaminacién. Después de mantener a temperatura ambiente,
cada muestra fué analizada con un intervalo de dos dias.

- Lote 4: De igual forma que con el lote 1 y 3, la recogida
se practicé al sexto dia. De las cuatro lechugas, la de control
y otra contaminada se analizaron el primer dia. Las dos restan-
tes permanecieron a temperatura de congelacidn diez y veinte
dias respectivamente hasta el analisis.

Un esquema de cuanto antecede se representa en la figura 6.
Preparacidn de las muestrds para su anilisis.- Se realizd
de acuerdo con lo descrito en III.2.2. con la salvedad de
que en este caso se analizé la lechuga completa cuyos pesos
unitarios estaban comprendidos entre 60 Yy 120 gramos Yy para

el lavado se emplearcn 600 ml de agu. de peptonai.
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TII.3. Siembra de muestras

A continuacidn se describe el método de siembra de las
muestras indicando en cada uno de los apartado las posibles dife-

rencias seglin se trate de aguas de riego o de vvorduras y hortalizas.

III.3.1. Recuento total de bacterias aerobias (agua, verduras

y hortalizas).

Esta técnica se realizé de forma similar péra ambos tipos
de muestras. De cada una de las muestras diluidas segtn se indicé
anteriormente (III.2.1. y III.2.2.d.) se sembraron 1 y 0,1 ml
en placas de petri de 9 cm de diametro, se afladieron 15 ml de
agar recuento (II.1.5.) mantenido a 45 °C y con agitacién suzve
y circular para asegurar la distribucién homogénea. Una vez solidi
ficado, se incubaron las placas a 37 2C durante 48 horas hasta
la lectura. El recuento se realizé con un contador de colonias

en aquellas placas que tuvieran un maximo de 300 colonias.

ITI.3.2. Recuento de coliformes totales (agua, verduras y hor-

talizas).

Al igual que en el caso anterior se aplicé la misma técni-
ca para los dos tipos de muestras estudiadas. El1 método empleado
fué el de "tubos maltiples" (RUIZ MERINO, 1974). Se utilizaron
una serie de nueve tubos. Tres de ellos contenfan 10 ml de caldo
lactosado concentrado } los seis restantes 10 ml del mismo medio

diluido. En cada uno de los tubos se introdujo una campana de




fermentacién o campana de Durhans para observar la produccidn
de gases. A los tres tubos con el medio concentrado se les afladie-
ron 10 ml de la muestra (agua o caldo de lavado) y de los seis
restantes, a tres se les afladieron 1 ml de muestra y a los otros
tres 0,1 ml. En las muestras de agua se realizaron diluciones
como se indica en III.2.1. y en las muestras de verduras solo
se hicieron diluciones en aquellas que fueron alifladas. Los tubos
fueron incubados a 37 9C y la lectura se realizé a las 48 horas.
Se consideraron positivos aquellos que fermentaban la lactosa
con produccién de &cidos y gases. El recuento de coliformes tota-
les se realizé segtn el 1indice del nimero mas brobable (NMP)
propuesto por Swaroop y normalizado recientemente (B.O.E. de
12 de agosto de 1983), Tabla XXII. La figura 7 representa un

esquema de lo expuesto.

IIT.3.3. Recuento de Escherichia coli (aguas, verduras y horta-

lizas).

El recuento de Escherichia coli se realizdé a partir de

aquellos tubos gue dieron positivos la prueba de coliformes tota-
les (RUIZ MERINO, 1974). Cada uno de los tubos positivos previa

agitacién se sembraron en placas de agar Teague Levine y se incu-
ban a 37 9C durante 24 horas. La aparicién de colonias planas
coloreadas en violeta oscuro con un brillo verde metdlico caracte-
ristico, indica la posible presencia de E. coli cuya confirmacién
se realizé mediante pruebas bioquimicas. Los resultados se expre-
saron como en el caso anterior (Tabla XXII). El esquema de la

técnica se expone en la figura 7.
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TABLA XXII.- NMP Y LIMITES DE CONFIANZA DEL 95% entre los cuales puede

variar las diversas combinaciones de resultados.

N2 de tubos que dan reaccién Limites de confianza con

positiva entre 95%

3 tubos 3 tubos 3 tubos Limite Limite

10 ml l ml 0,1 ml inferior superior

0 0

0 0,9
0 1,8
0 2,8

2,8
3,7
1,9
2,8
3,7
4,9

0
1
2
3
0
1 = g
2
3
0
1
2

2,9

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
o
1
1
1
1
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TABLA XXII .- (Continuacién) 82
N de tubos que dan reaccior Limites de ccufianza con
i Indice
positiva entre 95%
N.M.P. ; .
3 tubos 3 tubos 3 tubos Limite Limite

10 ml 1 ml 0,1 ml inferior suveri
3 7,4 94,8

8,29 114,5
1,0 36, -
2,7 37.~
6,2 79, -
8,1 102,7
2,8 44, -
6,2 79, -
8,4 106,7
134,3

47,-

110,6

138,2

165,9

114,6

142, 2

o NN
NN =

NN LCTE N ST ¥
L)
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FIGURA 7 .- ESQUEMA DE LA TECNICA DE RECUENTO DE ESTREPTOCOCOS

FECALES EN AGUAS.

Siembra de aguas de riego

1l ml

C. azida
(diluido)

/

CMILTIE

C. azlida
{diluido)

Incubacién 37 2C

Lectura 48 h.
(Viraje del indicador)

i

Resiembra de los tubos
positivos en caldo Listky
e incubicién a 37 °C

l

Lectura 24 h.
(enturbiamiento)

l

Expresién de Resultados

Tablas de NMP




IIT.3.4. Recuento de Estreptococos fecales (aguas de riego)

La técnica utilizada fue la propuesta por RUIZ MERINO

(1974) de tubos mialtiples y comprende dos fases: una primera

de presuncién y otra segunda de confirmacidn.

a)

Prueba presuntiva: Se parte de 9 tubos de caldo azida con
10 ml cada uno, 3 contienen medio concentrado y 6 diluido.
Los tubos con caldo concentrado se sembraron con 10 ml de
agua y los 6 restantes, 3 con 1 ml y 3 con 0,1 ml. En la

siembra se emplearon tantas series de tubos como diluciones

de agua se habfan realizado. Después de incubar a 37 oC la

lectura se realizé a las 48 horas. Todos aguellos tubos gue
después de la incubacién produjeron virajes del indicador
al fermentar la glucosa con produccién de &4cidos se concsidera-
ron sospechosos de poder contener estreptococo fecal. Poste-
riormente se procedié a la prueba confirmativa.

Prueba confirmativa: Esta prueba se funda en la utilizaciénm
del etil-violeta como selectivo para los estreptococos. El
medio utilizado fue el de Litsky repartido en tubos con 10
ml de medio. Los tubos sospechosos en la prueba presuntiva,
una vez agitados convenientemente, se sembraron con asa de
cultivo en el medio etil-violeta y se incubaron a 37 2C duran-
te 24 & 48 horas. La aparicién de enturbiamiento microbiano
confirmé la presencia del estreptococo fecal. Los resultados
se expresaron como ya se dijo (Tabla XXil). El esquema de

trabajo se representa en la figura 8.




Figura 8 .- ESQUEMA DE LA TECNICA DE RECUENTO DE COLIFORMES
EN ACUAS, VERDURAS Y HORTALIZAS.

Siembra de aguas de riego y agua de lavado

de la verdura y hortaliza

C. lactosado C. lactosado C. lactosado

(diluido) (diluido) (diluido)

|

Incubacién 37 2C

Lectura 48 h.

(viraje indicador, produc. de gas)

COLIFORMES TCTALES COLIFORMES FECALES

Expresién de resultados Aislamiento de los tubos
positivos en Agar Levine

Tabl e NI i
ablas de NMP e incubacién a 37 9C.

Identificacién de E. coli

l

E. coli
Expresién de resultados
Tabla NMP




III.3.5. Recuento de Clostridios sulfitu-reductores (aguas)

La presencia de Clostridios sulfito-reductores en un
agua indica una contaminacién antigua al poseer las esporas una
resistencia considerable a los medios naturales. k&l medio utiliza-
do es el Wilson-Blair, el cual se distribuye en tubos con 20
ml en cada uno. La técnica seguida fue la de RUIZ MERINO (1974).
25 ml de agua tanto sin diluir o diluida al 1/10, 1/100 y 1/1000
se repartieron en tubvs y después de calentar en bafio maria a

809c durante 5 minutos, se enfriaron rapidamente, de modo que

las formas vegetativas gquedaron destruidas. De cada una de las

mues-ras se sembraron 4 tubos (5 ml de muestra por tubo) en agar
wilson-Blair mantenido a 55 9C. La muastra se afladié de forma
que se evitara en lo posible la mezcla con aire y los tubos,
una vez enfriados, se incubarcn a 37 9C durante 24 y 48 horas
hasta la lectura. La presencia de Clostridios sulfito-reductores
se observé por la aparicién de una aureola negra alrededor de

la colonia.

III.3.6. Aislamiento de Salmonelas (agua, verduras y supervivencia

de Salmonellas)

Una ver realizada la siembra de muestras para el estudio
de indicadores microbiolégicos, se procedié al aislamiento de
salmonelas.

En primer lugar se enriquecieron las muestras en caldo
tetrationato-Kauffmann (II.5.) al gque se afladié novobiocina con
el fin de eliminar la mayor cantidad posible de Proteus. El volu-

men de agua sembrado fué de 750 ml en 250 ml de medio. Inicialmen-




te se utilizaron dos tipos de medios, medio tetrationato-Kauffmann,
ya indicado, y el caldo Rappaport modificado adicionado de novobio-
cina, cuya preparacién se expreso en II.5. Las ventajas que posee
el medio de Rappaport,y por ello se intenté utilizar, es el gran
poder inhibidor; sin embargo, la experiencia nuestra demostrod
que no siempre era mejor que el medio Kauffmann por lo que se
decidié dejar de usarlo aungue como ya veremos posteriormente
se emple6é como medio de enriquecimiento en la experiencia de

supervivencia de salmonelas.

Las muestras una vez sembradas se incubaron a 37 2Cc y

se realizaron aislamientos durante tres dias consecutivos. El
medio de aislamiento utilizado fue el agar SS, Y el ntmero de
colonias estudiadas por placa nunca fue inferior a 5.

con las muestras de verduras se procedié de igual forma
con la diferencia de que la cantidad de agua de lavado era de

150 ml y la del medio de 75 ml. (Figura 9)

III.4. Identificacién de microorganismos

{II.4.1. Identificacién de Escherichia coli

1a identificacién de las colonias sospechosas de E. coli
aparecidas en el medio de Teague Levine se realizé atendiendo
a sus caracteristicas bioquimicas (MAC FADDIN 1980; COWAN Yy col.
1974). Las pruebas de identificacidn seleccionadas fueron las
propuestas por RUIZ MERING (1974): siembra de las colonias sospe-
chosas del ajar Teague Levine en medio Kligler, formacibén de
indol, utilizacién del citrato y produccién de ureasa. Los medios
utilizados para la realizacién de estas pruebas vienen indicados

en II.5.




AGUAS DE RIEGO VERDURAS

Recogida de muestra Recogida de muestra

(750 ml)

Lavado y revitalizacién
(150 ml)

Enriquecimiento 37 2C

(Tetrationato Kauffmann)

Agua: 250 ml medio

verdura: 75 ml medio

Aislamiento Agar SS (3 dias consecutivos)

{

Identif. biogquimica y Antibiograma

{

Identificacién serolégica

AISLAMIENTO DE SALMONELAS EN AGUAS Y YERDURAS




IIT.4.2. Identificacién bioquimica de Salmonella

Las colonias crecidas en los medios selectivos utilizados
no fermentadoras de la lactosa se identificaron tanto bioguimica-
mente (MAC FADDIN 1980; COWAN y col. 1974) como serolégicamente
(KAUFFMANN 1975). Las pruebas bioguimicas utilizadas fueron: siem-
bra en Kligler, produccién de indol, prueba de la lisina, malonato,

urea, produccién de beta-galactosidasa y desaminacién de la fenil-

alanina y la prueba del d-tartrato para la diferenciacién de S.

paratyphi B y S. java. Los medios utilizados se indican en II.5.

III.4.3. Identificacién seroldgica de Salmonella

La identificacién definitiva de los serotipos de Salmonella
procedentes de aguas de riego, verduras, hortalizas y patdgenos
humanos se realizé en el Laboratorio de Salmonelas del Centro
de Microbiologia, Virologia e Inmunologia Sanitarias de Majadahonda.

La serotipia se hizo mediante una microtécnica prcpuesta
por SHIPP y col. (1980) con algunas modificaciones.

La técnica sequida consta de las siguientes partes:

a) Siembra de las cepas de Salmonella (en total 80) en dos tubos
Ae caldo BHI. Uno para la aglutinacién de los antigenos somati-
cos y otro para los flagelares.

Se incuban a 37 9C durante 24 horas.

Los tubos en los que se va a investigar los antigenos flagelares
se les afiade 1 ml de solucién PBS con formol al 1% y se agitan.
En los tubos en gue se va a estudiar los antigenos somaticos
se introducen en bafio hasta ebullicién durante 30 minutos Yy

a continuacién se les afiade 1 ml de solucién PBS y se agita.




Posteriormente se realiza el llenado de 1 placa con 3 ml de

suero flagelar por columna. Esta placa contiene 12 columnas.

En las 11 primeras columnas depositamos los siguientes sueros:

Columna 1: pool de sueros HA que incluyen los sueros Db, i,

a; d, e S

210" %29

Columna 2: pool de sueros HC compuesto por los sueros lv, 1w,
r, k, v, w, Y.

Columna 3: pool denominado 1-7 que incluye el 1,2 - 1,5 - 1,6
1,7.

Columna 4: sueros eh, enx, enzls.
Columna 5: m, s, t, p.

Columna 6: 1lv, lw.

Columna 7: suero b

Columna 8: suero 1

Columna 9: suero r

Columna 10: suero k

Columna 11: suero 2

Por altimo en la columna 12 denominada columna control afiadimos
3 ml de solucién PBS.

Para el llenado de la placa con sueros somiticos se procede
de igual forma que en el caso anterior. Las distintas columnas
incluyen los siguientes sueros:

Columna 1: posee el pool OA que incluye los sueros somaticos
1; 4, 5; 12

Columna 2: pool OB, posee los sueros 6,7 y 6,8

Columna 3: sueros 1, 4, 5, 12

Columna 4: sueros 6,7

Columna 5: sueros 6,8

Columna 6: 1, 9, 12.

Columna 7: suero 4




Columna 8: suero 5
Columna 9: suero 7
Columna 10: suero 8
Columna 11: suero 9

Columna 12: control.

De la misma forma en gque se ha realizado el reparto de
los sueros, las diferentes cepas de Salmonella se repartirén en

placas y por columnas.

Llenado de las placas de microtiter. Este procéso se realizd

tanto para los antigenos como para los sueros con un repartidor

multicanal automatico (96-channel Automatic Pipetter de Dynatech
Laboratories Ltd.).

Una vez llenadas las placas se agitan muy suavemente con el

fin de mezclar bien los sueros con los antigenos.

Las placas se incuban en bafio maria a 50 2C. Los flagelares

durante 1 hora y 30 minutos y los somdticos 2 horas.

Se realiza la lectura de los flagelares y los somdticos se

guardan en frigorifico durante 24 horas hasta su lectura.

En aguellos casos en que fue necesario el rambio de fase
se procedié de la siguiente forma:
1) Se funden los tubos que contienen el medio de Caigie y se
mantienen a 50 °C.
2) A continuacién se les aflade solucién PBS con tioglicolato

y el suero correspondiente y se dejan solidificar.




3) Se siembra la cepa en el interior de un pequefio tubo hueco
que lleva incorporado el medio y se incuban a 37 9C.

4) cada dia se observan los tubos y cuando el microorganismo haya
crecido hasta la superficie exterior se siembra en caldo BHI Y
se procede de igual forma a la técnica descrita para la aglutina-

cién de los antigenos flagelares.

IIT.5. Estudio de la sensibilidad de las Salmonelas aisladas

a antibiéticos y quimiter&picos.

La determinacién de la sensibilidad a los antibiéticos

y quimiterdpicos de las cepas de Salmonella aislada, se realizd

segin el método de difusién disco placa descrito por CUETO Yy cols.
(1979). La valoracién de los halos de inhibicién se hizo segin
las indicaciones de la casa comercial de cada uno de los antibiéti-

cos.




III.6. METODO ESTADISTICO

El método estadistico seguido para correlacionar
y comprobar el grado de significacién de los diferentes indicadores
microbiolégiccs utilizados en el estudio de las aguas de riego,

verduras y hortalizas y verduras alifladas fué el siguiente:

ITr.e6.1. An4lisis de la varianza de dos vias (método mixto)

Este analisis se realizé en los parametros estudiados

en las muestras de verduras y hortalizas procedentes de huertas
de la vega de Granada, mercado central, supermercados jy estable-
cimientcs peguefios, las cuales se dividieron en cuatro grupos
(A, B, C y D) por su localizacién en la tierra de cultivo y por
su morfologia,y segin la época del afio en que fueron recogidas
se dividieron en cuatro periodos que corresponden a las cuatro
estaciones del afio. En este analisis a los grupos estudiados
se les da la designacién de filas y a las estaciones de muestreo
la de columnas.

De igual modo gue en el caso anterior, con sl fin
de comprobar los efectos del lavado y aliflado sobre la lechuga
y el tomate, se realizé una experiencia como se indica en el
apa;rtado ITr.2.3. en el gque las filas corresponden a las muestras
estudiadas y las columnas a los diferentes tratamientos a que
se sometieron.

Sean r los grupos de verduras (filas) y t las estacio-
nes (columnas), xij (i=1,----,1; j=1,----,t) ser& el resultado ob-
tenido en la estacién ntmero j del grupo ntimero i, en el caso

de las verduras recogidas de los lugares anteriormente indicados.




Con respecto a la experiencia de alifiado r se corres-
ponde con las muestras bien de tomate o lechuga (filas) y t con
los tratamiontos realizados (columnas) y x.ij (i=1,----,r; j=1,----,t)}
el resultado obtenido en el tratamiento nGmero j de la muestra
nimero i. Bajo la hipétesis de los modelos citados (variables
normales y homogeneidad de varianzas) el analisis global de los

datos suele presentarse de la siguiente forma:

Tabla de an&lisis de la varianza

2 2
Entre filas S0P .= %xi h e sts.c.F./r-l
=R
t-1 S €. = E.xz_/ 82=S.C.F./t—1
3 308 ¢
-R

2 S8.C.E.

(r-1)(t-1) | S.C.E.=S.C.T.~ | Sp= T97TT)

s.C.F.-S5.C.C.

2
= - =(I.x, ./r.t
pt o« 1 FBJELT. Exij R |R (1.Jx1_]/ )

en dénd X
e xi y j

y de la columna N° j respectivamente. Las dos Fexp obtenidas,

son la suma de observaciones de la fila N2 i

comparadas de modo usual con la correspondiente Fo de Snedecor,
indican si hay diferencias entre las medias de filas y las de

columnas respectivamente, esta Gltima valida sole si no hay inter-

acciones.




III.6.2. Comparaciones miltiples entre medias de filar tras un

anilisis de la varianza de dos vias (modelo mixto)

Realizadc el analisis seflalado en el apartado anterior
puede plantearse la busqueda de gqué medias de filas son iguales

y cuales son distintas. Notemos por f: 3 la media de cada fila

(xi = inj/t).

A. Cuando se trate de realizar todas las comparacicnes pqesibles
entre dos parejas de medias ;i ,52 , -r , el procedimiento
adecuado es el Newman-<euls consistente, en:

a) ordenar las r medias de menor a mayor.

b) Comparar la m&s grande las K=r medias con ia mas pequeila.
Tomar los dos grupos de K=r-1 medias consecutivas y comparar
las dos medias extremas de cada uno de ellos. Dentro de
cada uno de los dos grupos anteriores hay otros dos grupos
de K=r-2 medias; comparar sus extremros, etc. ...

c) Cuando dos medias no son significativas, todo su grupo
es declarado igual, no interviniendo en los pasos posterio-
res y s! en caso contrario.

d) Para efectuar las comparaciones seflaladas en b), se cumpara

=(r-1)/t- ; . Si -
con una t, (f=(r-1){t 1) ; K) de Tukey. Si texp>t“ las me

dias son distintas.




II1r.6.3. Anslisis de la varianza de tres vias.

Para los indicadcres microbiolégicos estudiados en
las muestras de aguas de riego en las que se pretende comprobar
las posibles diferencias entre los .ios cauces (Rio Genil y Acequia
Corda), entre los diferentes puntos de toma de muestra (A, B,
C y D) y entre los meses gque durd el estudio se realiza un andlisis
de la varianza de tres vias de efectos fijos (SNEDECOR Y COCHRAN,

1972).

IIT.6.4. Comparacién de dos medias de muestras independientes.

con el fin de cemprobar las diferencias entre los
valores medios de los indicadores de contaminacién de las aguas
de riego y de verduras de las muestras en que se aislaron salmone-
las de las que el aislamiento fué negativo se realiza un test

de Student como se indica a continuacién:

d d sCr I i= y===—=,n :
Dadas dos muestras xli y sz (i=1 1

j=l,————,n2) de dos variables normales de medias/ul 9/02 descono-

cidas, para constrastar si son iguales o no, se calcula en primer

lugar las medias (x—l y x, " g~ ) de ambas mues-

) y varianzas (52 2

2 1

i 2 ;
tras y la cantidad Fexp= Sl /Sg , con 512>SZ , cantidad que es

10% (nl—z ;n2-2) de la distribucién de Snedecor.

, calcular:

comparada con una F

= Fexp<p 10%




y compararla con una tg (nl + n2 -2) de la distribucién de Student.

i lar:
si Fexp>F1095' calcular

gl

y compararla cci una ty (f) de la distribucién de Student,

donde:

En cualquiera de los casos, si texp> te Se acepta
que las dos medias son distintas para un error & . Aqui, al igual

que en lo que sigue el error P es el minimo error & al cual se

puede rechazar la hipdtesis nula (en nuestro caso, HsZ /t{,‘ ;/u“

es decir que las dos medias son iguales).




b
IIT.B.5. Test X para comparacién de muestras cualitativas.

Este test se aplica en las especies de verduras en
que se aislaron salmonelas y en las muestras de verduras segin

sus procedencias.

Se basa en la comparacién de las frecuencias observa-
das y esperadas, obtenidas estas Gltimas mediante la expresién

F.C,
-— .—l—l -
T

i , dénde Fi es el total de fila, C el total

b

de columna y T el total general.
La cantidad experimental:

X : oo Oy = Bgy)
exp

E

2 O2
o awa
1] Fi
frente a la cantidad tebdrica correspondiente con (r-1)(s-1) grados
de libertad, dénde r es el ntmero de filas (muestras) y d el nimero

de columnas (clases).

Para el caso particular 2 x 2 (2 muestras y 2 clases),

la expresién a considerar es:

2
exp

- (|o-E|-0,5)




IIT.6.6. Regresién y correlacién.

Esta correlacién se realiza entre los distintos indi-

cadores de aguas y de verduras alifiadas.

La correlacién y recta de regresién lineales se calcu-

lan mediante las expresiones:

i (Exi)():yi)
191 n
(Exi)z

n

Zx% -
1

LX,y

P N | n

i

2
2.2 (Ly,)
V(:xz- (Lx) )(Zyj— —_—

n n

y el contraste de significacién para este ttitimo coeficiente (de

correlacién) se realiza mediante:

frente a una t de Student con (n-2) grados de libertad.




RESULTADOS




IV. RESULTADOS

IV, L. AGUAS DE RIEGO

Iv.1.1. Lecuento total de bacterias aerobias

Tn la Tabla XXIII se recogen los valores obtenidos en
el recuento de bacterias aerobias por ml, durante el periodo compren-
dido entre Marzo 1981 & Febrero 1983 especificando el lugar de
recogida de muestra segun su emplazamiento. El lugar concreto de
recogida de agua para cada uno de los cauces, Rio Genil (Darro)

y AcequiaGorda, se indica con letras maytisculas que van de la A

a la D y las tomas realizadas cada mes se expresan con los nimeros

1 y 2, los cuales indican, el 1 la primera recogida del mes y 2
la segunda. Cuando en la tabla no se indican valores en su lugar
correspondiente es debido a factores ajenos motivados por la falta
de caudal en dicho periodo.

Con objeto de hacer mas facil la visualizacién de las
variaciones ocurridas durante la época estudiada en la figura 10
se representan los valores medios de bacterias aerobias/ml de las

cuatro tomas de aguas realizadas cada mes en cada uno de los cauces.

Los resultados obtenidos en los andlisis realizados fueron
sometidos a un estudio estadistico con el fin de comparar los diver-
sos factores que pueden afectar a los valores de recuento encontra-
dos. En primer lugar se realizé un analisis de varianza para obser-
var las diferencias entre el numero de bacterias aerobias en el
Rio Genil (Darro) y la Acequia Gorda. Un segundo andlisis se realizé
con el fin de correlacionar los valores o>btenidos en los diferentes
puntos de los dos cauces en gue se realizd la recogida de muestras

y por ualtimo, se intenta conocer la correlazién existente durante




los meses que durd el estudio. Tras este tratamiento sélo se produje-
ron diferencias significativas estadisticamente en cuanto a la
comparacién de resultados en los diferentes meses de recogida de
muestras, concretamente los meses de Junio y Julio de 1981 respecto
a Marzo, Abril, Mayo, Agosto, Octubre, Noviembre Yy Diciembre de
1981 y Abril, Mayo, Junio, Julio, Agosto de 1982 y Febrero de 1983
(p < 0,05). Por ocro lado, los diferentes puntos de toma de muestra
tuvieron una cierta tendencia a la significacién (p < 0,1) mientras
que no se observaron ningunas diferencias en cuanto al numero de

bacterias aerobias en los dos ciuces estudiados.

IV.1.2. Recuento de coliformes totales

Log resultados obtenidos en el NMP de coliformes totales

por 100 ml de agua a lo largo de nuestro estudio especificando

el lugar y época de recogida queda expresado en la Tabla XXIV.
El esguema de ordenacién de los datos es el mismo que se sigue
en el apartado anterior.

De forma similar al caso anterier la Figura 11 recoge
los valores medios para cada mes y para cada rio de bacterias coli-

formes.

En cuanto al estudio estadistico en el cual se hace igual-
mente referencia a las posibles correlaciones existentes entre
los dos rios, las localizaciones de la toma de muestra y el periodo
de recogida, tan solo se observan diferencias significativas entre
el mes de Julio de 1981 y el resto de los meses estudiados, con
un valor de p<(,001, mientras que entre los rios y las localizacio-

nes no aparece ninguna diferencia.




Iv.1.3. Recuento de Escherichia coli

El ntmero de bacterias correspondientes a la especie E.
coli por cada 100 ml de agua de cada una de las muestras recogidas
segin su procedencia, localizacién y mes se indica en la Tabla
XXV. Estos datos quedan representados graficamente hallando como
en los casos anteriores los valores medios de cada mes en la Figura
12. Las caracteristicas de esta Tabla y Figura asi como el estudio
estadistico realizado son similares a los indicados en los dos

parametros ant:riores. Es de destacar no obstante, en este caso

que en el andlisis de varianza realizado para.las diferentes compara-

ciones no aparecen en ninguno de los casos diferencias significat.!-

vas.

iv.1.4. Recuento de astreptococos fecales.

El1 NMP de estreptococos obtenido en las diferentes muestras
estudiadas se recoge en la Tabla XXVI, y de forma semejante a los
anteriores casos la Figura 13 trata de sintetizar los resultados
obtenidos en el Rio Genil (Darro) y Acequia Gorda en los meses

que comprenden nuestro estudio.

Los resultados estadisticos coinciden con los obtenidos
para E. coli es decir no parece existir diferencias entre los rios,

localizaciones y meses del estudio.




IV.1.5. Recuento de clostridios sulfito-reductores.

El numero de clostrid.os sulfito-reductores por 100 ml

de agua procedentes del Rio Genil (Darro) Yy Acequia Gorda utilizados

para riego se recogen en la Tabla XXVII y de forma m&s reducida

en la Figura 14.

£l estudio estadistico como ocurrié en el caso de E. coli
y estreptococos fecales no presentd ningunas 3iferencias significati-

vas.
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IV.1.6. Comparaciones entre los

indicadores microbiolégicos de

aguas de riego.

Los valores maximos, minimos y medios de los indicadores
microbiolégicos estudiados en las aguas de riego se expresan en
la Tabla XXVIIT Con el propbésito de conocer los valores absolutos
Yy porcentuales de las muestras de aguas de riego analizadas se
ha construido la Tabla XXIX en la cual se expresan los rangos de
concentraciones de microorganismos.

En la Tabla XXX se exponen los valores medios de los indica-
dores microbiolégicos en aguas de riego segin la estacibébn en que
fueron recogidas las muestras. Asimismo en la Figura 15 se exponen
graficamente los valores medios antes indicados.

Cada uno de los pardmetros analizados en nuestro estudio
se han representado de forma grifica frente a aquellos con los
que pudieran guardar una mayor correlacién. Con este objeto en
la Figura 16A se representa graficamente por un lado el recuento
de bacterias aerpbias por ml detectadas a lo largo de nuestro estu-
dio con respecto al nGmero mds probable de coliformes en 100 ml
durante el mismo periodo, obtenidos en el lugar denominado A pertene-
ciente al Rio Genil (Darro). En las siguientes figuras denominadas
16B, C y D se establecen estas mismas correlaciones segin se trate
respectivamente del Rio Genil localizacién B, Yy de la Acequia Gorda
localizacién C y D.

En las Figuras 174, B, C y D se establecen para las mismas
localizaciones sefialadas anteriormente, la correlacién entre NMP
de coliformes totales y NMP de E. coli detectados.

De igual forma, en las Figuras 184, 3B, C Yy D se indican
las correlaciones entre el NMP de E. coli y el de estreptococos

fecales, asi como de clostridios Yy NMP de E. coli en las figuras




194, B, € y D 6 el de estreptococos y clostridios en las Figuras
204, B, C y D.

Los resultados obtenidos en estas correlaciones sdlo fuercon

significativos para NMP de coliformes y de E. coli en el punto

A del Rio Genil (Darro) con un valor de r=0,8 y p <0,001 y en el
punto B r=0,4 y un valor de p < 0,0l. Por otro lado, tambien fue
significativa la correlacién entre E. coli y estreptococos fecales

en el punto B del Rio Genil r=0,55 y p<0,0l.
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ACEQUIA GORDA D

FIGURA 18 D .- RELACION NMP E. coli/NMP ESTREPTOCOCOS FECALES EN LA
ACEQUIA GORDA (punto de toma D).




‘(v ewol op ojund} TINTD OId

T8 N3 SHYOLONATY-OLIATAS SOIAINISOID/T10D T JWN NOIDVIFN -'V 61 WViAOId

(o¥yva)
TINTD OI¥




=3
<]
&
E
&
3
o
S
&
5
0
g
5
:
Q
=
s
~
8

RIO GENIL B
L {punto de toma B).

RELACION NMP E.

FIGURA 19 B.-

'y wn

=] =
jwool X0 o

Wi 13| X 594039NPaJ 0}1§|NS SOIPIL3S0]D




*(2 ewo3l ap ojund) vael0n vINOAIV

V1 NI SFUGLO0GIY-OITIINS SOIAIHISOTI/TTOD ~F dWN NOIOVIZY -° D 671

J VYayo05 ¥Inodaov




ciontr . dos sultto reductores

NMP de E_ cols

ACEQUIA GORDA D

ACEQUIA GORDA (punto de toma D).

3
&
:
3
:Q)
b
8
b
K]
&
)
§
&
3
8
O
N
)
"O'I
<}
N
a,
=
S
®]
g
I
QR
)
~
:
l::

IW 001 XNed 3 3P 4AN
JWO0LX S2J030NPaI=0}i3|NS SOIPIIISAD




RIO GENIL A

fecale s

T3

NMF de estreptecoce

uiti to-red ur tae

(W0 L X S3J030NpPai-0}i4ns SOIp1J}sorc

W OOl ¥ s3D03y $000203d3U3se ap JiN

9
S
0
S
g
3
~
o
D
(7]
:
&
¢
N
9
=
2
[N
E
&
%]
],
z
S
3
5]
-
|
L
(=]
~N
2
Ry

EN EL RIO GENIL (punto de toma A).




clores

culfriow edu

NMFP de estreptococos fecale -
clostiid s

e i Al |
ecnedeeaeEY

b

RIO GENIL B

(DARRO)
EN EL RIO GENIL (punto de toma B).

g
:
S
Q
:
8
;
=
%]
8
5
g
S
g
5
3
%
Ry
B
B
1]
a,
5
=
O
:
&
!
-]
Qo
~N
:
;

IW Q0L > S3eonpai-0314|ns  S0IpISa]; -
W00l XS9)D23y $02000)d34458 AP PN




fecaie s
sulfito-zeductores

clostridios

NMF de ectreptoceccs

ACEQUIA GORDA C
EN LA ACEQUIA GORDA (punto de toma C).

0
)
:
Q
=]
:
:
:
=
]
0]
;
:
&
3
g
g
s
g
Ry
:
:
;
1]
a,
-
S
3
5]
(-4
I
0
o
N
0
5

W QL X S030N pal-0}JiNs  SOIPIRSDD
{0 X 58093y $02070}daujsa ap 4N




