UNIVERSIDAD DI GRANADA
FACULTAD DE FARMACIA

DEFARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

TESIS DOCTORAL

Aislamientn de Salmcnella spp. en alimentos y muestras ambientales:

Zstudio y desarrollo de medios semisélidos

ILDEFONSO PERALES PALACIOS

1990




Calificacion

INes e R
S examanes

Observacionaes

Ordinarios e
aordinarios

Granada, conit de 19"
EL JEFE DEL NEGCCIADO

ACTA DEL GRADO DE DOCTOR

Reunido el Tribunal examin ituid i :

ik e ot 2 ador nstit

v i ¢ or, constituido por ios Jueces gue suscriben la presente acta, el as-
e leyé su Tesis doctoral, que habia escrito libremente y que versaba acerca del siguierte tema:

gy
L LD s Nl

las objeciones formuladas por los sefores
’f 4 2 /" )
calificé dicho trabajo con la note da AT 00N . 1 Srti
f ) X7 r',-:(,v’( d 19 "/"_'
Gronada, //—de £5°7 e /
£L SECRETARIO DEL TRIBUNAL,
7 3 {
L AR

Terminada la lectura Y contestadas por el alu

del Tribunal, este

El Yocal

Firma del Graduande, /
y /

ik
o




VIINISTERIO DE EDUCACION Y CIENCIA

D ¢ E—

GRANADA i
FACULTAD .,DE FARMACIA

para la expedicion del TITULO DE DOCTOR a favor de
hijo de D
que nacio el dig
provincia de
.‘I"""
cexpedido el Titulo por la Universidad de
de 19
le la Licencictura en la Universidad de ANAD/ , efectud el

enciatura, con la calificacion de NOTARLE e

de 19

[ITULO DE LICENCIADQ con fecha 26  de T e

los estudios del

Qbservaciones




Aislamiento de Salmonell
a spp. en alimento
Estudio y desarrollo de medios senisblidoss g e

Memoria presentada por el
Licenciado en Farmacia
Ildefonso Perales Palacios,

para aspirar al grado de

Doctor.

,/77"7/ e

= ;

. Fdd. Ildefonso Perales Palacios

El Director del Trabajo

s el -
-7

Fdo,/i;;::;o Ramos Cormenzana

Catedratico de Microbiologia
de la Facultad de Farmacia de

la Universidad de Granada.




Parte de los trabajos experimentales de esta memoria se han
realizado gracias a dos becas del Departamento de Sanidad y Consumo del

Gobierno Vasco

Las investigaciones aqui incluidas se han realiaado en el Laboratorio
de Salud Publica de la Direccion de Salud de Vizcaya (Dr. Luis Gonzadlez
de Galdeano y Dr. Ifiaki Eguileor Gurtubai).

Algunos de los resultados aqui inciuidos se han publicado en los

art:culos:

»Evaluation of semisolid Rappaport medium for detection of

salmonellae in meat products“. J. Food Frot. 52: 316-319, 1089.

ation of Salmonella spp. from coastal

55: 3032-3033, 1989.

"Semisolid meedia for isol

waters". Appl. Environm. Microbiol.




A Alicia, mi esposa y a mis hijos Pablo y Jorge.




AGRADECINIENTOS

Al Profesor D. Alberto Ramos Cormenzana, Catedratico de Nicrobiolgia

de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Granada, por s&u

confianza, apoyo constante e inestimables consejos, vy por haber

despertado en mi el interés por la Microbiologia.

Al Dr. Luis Gonzélez de Galdeano, por estimularme constantemente en

el trabajo y por la amistad que siempre ha dirigido a los que hemos
trabajado con él.

A Ana Audicana, por su gran compafilerismo y amistad en el trabajo
diario.

-
Al Profesor Dr. D. A. A. Mossel, (Universidad de Utrech, Paises
Bajos) por transmitirme parte de su gran experiencia en microbiologia de

los alimentos y por prestarme su apoyo en todo momento.

A Eloisa Erkiaga por Su ayuda Yy colaboracién en lo& trabajos de

laboratorio.

A Alicia Loenzo, Enma Merino e Inmaculada Garcia por su ayuda técnica

y amistad.

A Niguel Angel Usera, del Centro Nacional de Microbiologia, Virologia

jadahonda por la confirmacion ¥ serotipado

e Inmunologia Sanitarias de Na

de las cepas de Salmonella aisladas en este estudio.

A todos muchas gracias.




INTRODUCCION
Importaucia de las gastroenteritis
La bacteria
Aislamiento

Aislamiento a partir de muestras blolégicas
Alimentos y muestras ambientales
Preenriquecimiento
Enriquecimiento
Kedios selectivo-diferenciales
Rétodos rapidos basados en el cultivo
Redios semisélidos
OBJETIVOS
MATERIAL Y NETODOS
Evaluacién del Rappaport-semisélidc en prod'~tos carnicoe
Evaluacién de medios semisdolidos con aguas de play:
Comparacién entre el ES y el Rappaport-Vassiliadis
semisolido modificado
Nodificacion del medio Rappaport semisélido
Comparacién de las nuevas modificaciones con otros
medios semisélidos
Utilizacién de medio semisélidos como un método
rapido de culitivo
ANEXO 1: NEDIOS DE CULTIVO
RESULTADOS
Evaluacién del Rnppapnrt'ﬁeliﬁélidﬂ en produ

Evaluacién de medios semisélidos con aguas de playa
t-Vassiliadis

ctos carnicoe

Comparacién entre el BS y el Rappapor

semisolido maodificado

Nodificacién del medic Rappaport semisslido

cacliones con otros

Comparacién de ]as nuevas modifi

medios senisolidos

Utilizacion de medio semisolidos como ub método

rapido de cultivo

O O U A N -

w T
SBs R &

N
-




ISCUS10N

Evaluacién del Rappanort-semisslido en productos carnicoe

Evaluacién de medios semisélidos con aguas de playa

Comparacién entre el RS y el Rappaport-Vassiliadis
semisolido modificado

Nodificaecién del medio Rappaport semisélido
Comparacién de las nuevas modificaciones con otros
medios semis6lidos

Utilizacion de medio semis6lidos comn un método
rapido de cultivo

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA




ITTRODUCCIOSN-=




INPORTANCIA DK LAS GASTROENTERITIS

mil mill
ones 1los episodios diarréicos que se prcducen en el d
mndo y se

en nifi
06 menores de cinco afios (212, 252). En paises occidentales ¢
omo

+
et e e L T G
1,3 miles de millones de }:lélaresnen S St e st i
respectivamente (224-226). En Europa son
la segunda causa de morbilidad (251) y se calcula entre millon y medio y 15
millones los casos anuales de enfermedades tranemitidas por alimentos
(209). En Espafia, s6lo en el caso de la salmoneloeis, se estima que se
producen unos 190,000 casos anuales con un coste econdémico de 18 mil
millones de pesetas (148). For otra parte y ademids de la gastroenteritis
aguda, muchos de los microorganismos transmitidos por alimentos pueden
producir complicaciones y secuelas que dan lugar a enfernedades crénicas
16, 17, 158). Vsa caracteristica de estas enfermedades es que, a
diferencia de la mayoria de las enfermedades declaratorias, las
transmitidas por alimentos no presentan una disminucién (17, 156, 224).
Las intoxicacionee alimentarias son aquellas enfermedades que 6@
n como resultado del consumo de alimentos que contienen cantidades

adquiere

suficientes de sustancias venenosas (34). lLas intoxicaciones pueden deberse

a: (i) la ingestién de gustancias toxicas que &€ hayan en los tejidos de
animales; (44) sustancias venenosas afiadidas

ciertas plantas O
los alimentos; © (111) a productos

ipntencionadamente O accidentalmente a
formadas y excretadas por cie
En 4ste ultimo caso S€ incluyen,

{um botulinum (200,
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ciones transmitidas por a

156, 157). Sin embargo son
r atencién, debidoc a

Staphylococcus aureus (31J,

aso de las infec
o probablemente las

de agentes es aun mayor (68,

s del género Salmonella 1as Qque reciben mayo

E
q L

_2.-




en los pail
paises en vias de desarrolle (225). En estos Gltimos las salmonel
tificas y paratificas siguen -

representando una causa importante de

morbili

dad y mortalidad (33), mientras que en loe paises desarrrllados son
1

as salmonelas productoras de gastroenteritis las que presentan una mayar
importancia. En los paises occidentales los alimentos de origen animal son

los principales vehiculos de salmonelas (35, 36, 156) y la produccién

Un ejemplo podria ser el gran
incremento que en los ultimos afios ha tenido el numero de polloe criados

masiva de alimentos crea un mayor riesgo.

por explotacién y los altos ritmos de produccién de los mataderos de aves,
lo que sin duda ba influido en que actualmente los canales de pollo
presenten Salmonella con mis frecuencia que hace algunas décadas (224).
los ultimos afios los alimentos derivados del huevo han aumentado
relacién con la transmisién de salmonelosis y el incremento de
{incidencia de S. enteritidis. Este fendmeno es cada vez mAs frecuente
paises como Espafia (171, 172, 175), algunos estados USA (214), Reino Unido
(72) y Francia (104) y podria estar relacionado con la transmisién
i{ptraovarica de salmonela antes de la puesta (72, .172. 204, 214).

En la cadena epidemiologia de calmonela los snimales sca el principal
reservoric, procediendo la mayoria de ellas de sus tractos intestinales O
de sus heces (34). El hombre es frecuentemente victima §y tiene una
impor tancia menor como reservorio y origen de 1a infeccién (34), excepto en
el caso de los serotipos adaptados como S. typhi, &S paratyphi A, S.
paratyphi C 'y S. sendai (36). El ambiente también juega ul importante papel

la presencia de Salmonella (156), ya que tanto el

en la per tuacién de
7 feccién O mientras €01

hombre como los animales las excretan durante la in

evacuacién de las excretas puede contaminar las

s (36). La
portadores 6ano 1ce lodos

estaciones de tratamiento de 128 aguas residuales (131 ¥

, Cursos
formados durante dicho proceso (108>, 1los suelos (53, 166’

92, 116, 201, 2027 etc, pruvacando una

nas
fluviales O aguae i como es el caso

AdemAs 108 animales salvajes,

contaminacion dal aphionte. os (80) ¥ trapsmitir

arse con dichos vertid

mésticos (53, 190, 253).
apbiente O de los

de las gaviotas, pueden contamin

Los plensos que
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Esta sit -
uacion hace necesario el disponer de técnicas adecuadas para el

aislamiento de salmomel
a de muestras que
pueden proced ;
diversos. ¥ er de origenes muy

LA BACTERTA

La diferente terminologia uiiiizada en la denominacién del género
Salmonella por los distintos autores ha dado lugar a confusién, sobre todo

por la practica comin de utilizar los nonbres de los serotipos como si

representaran nombres de especies (135). Ewing (76) y Le Minor y Popoff

(135) consideran a Salmonella enterica como uUnica especie, lo que ha sido
aceptado por el Subcomité de Enterobacteriaceae del Comité Internacional de
Fomenclatura Bacteriana y ha sido propuesto para su homologacién por la
Comisién Judicial del Comité (135). La especie S. enterica incluye siete
subespecies, entre las cuales la subespecie I (subsp. enterica) es la més
frecuente en humanos (137), y mas de 2.200 serotipos descritos hasta
finales de 1977 (138). Le Ninor y Popoff (135) praponen la denominacién de
los serotipos con mayuscula y sin utilizar letra italica, pero debido a que
en el momento de la redaccién de éste manuscrito la Comisién Judicial nc se
habia pronunciado sobre la nueva denominacién, nosotros utilizaremos la

denominacién clésica con los serotipos escritos en {talica siguiendo lo

descrito en el manual Bergey (136).
El comportamiento de los distintos serotipos puede ser diferente y la
d varia mucho de un gerotipo a otro, existiendo unos que estén

patogenicida
S. gallinarum—pul lorum,

adaptados a huespedes especificos, como S, typhi,

S. abortus-ovis etc., mientras que otros soOD ubicuos y se pueden aislar

como patégenos en una amplia variedad de especies animales (136).

AISLAKIENTO

ﬁtipos {ncl.idos dentro del género Salmonella

ser
La gran cantidad de s BT

niforme frente a los di

to no U
rovoca ub comportamien
: os que Se utilizan para su

aislamiento.

cultivo y a los agentas selectiv
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Otro factor m
Uy importaute er el aislamiento de Salmonella 1
muestra a analizar N e
v Ya que ésta influ
; ye en las condiciores
encuentren las celulas de Salmonella Yy condicion el
' a

acompafiante. a la vez la flora

enfe
rmedades producidas por Salmonella es necesario el disponer de técnicas

8
ensibles y rapidas para el aislamiento de los diferentes serotipos a

partir de una amplia variedad de muestras.

Aislamiento a partir de muestras biolégicas

En el caso de muestras biolégicas, como las beces en la fase aguda de

la enfermedad, las células de salmonela se encuentran activas y en gran
nupero, llegando incluso & ser el organismo pred minante (50, 76), siendo
posible por ello, la siembra directa en agar selectivo (81, 110). Cuando se
trate de enfermos convalecientes o portadores, el numero de célulaes puede
ser inferior, requiriendose en dicho caso un enriquecimiento en caldo
selectivo (76). -

Esta relativa facilidad para el aislamierto de salmonela permite que
las muestras biolégicas &e siembren rutinariamente en uzna placa de baja
selectividad, como puede &er el agar MacConkey O Eosina Azul de Metilemo
(EXB) y en otra de pediana selectividad como los agares Desoxicolato-
Citrato, Hektoen, Xi1osa-Lisina—Desuxicolatn. Salnonella-Shigella etc,
medio de enriquecimiento, giendo el mis utilizado ¥
enito F de Leifscn (76, 90, 150, 191, 2038). Se

recomienda que cuando se intente aislar S. typhi se incluya ademie el agar

junto con un

recomendado el caldo Sel

sulfito de bismuto (76) . ’
ntenta a partir de liquidos biolégicos que en

Cuando el aislanmiento se i
suele ser suficiente la siembra emn un

condiciones pormales s0D estériles, e o
medio mO gelectivo como agar Sangre, junto con ub medic poOC

g el agar MacConkey; si es necesario, &€

frente a enterobacterias como e SR >
utilizaré tambien un enriqueciniento en un medio ligqu




-ALINENTOS Y NUESTRAS ANBIENTALES

q a " n’;

En las déhéi%ne ; .
s e
que sg

i
de haber transmitido una salmonelosi GEierign un'elimaste sow scepehane
& con multiplicacién de la ba
cteria en

‘;1 mismo, e ha de intentar el ¢.slamiento directo, tal como se indicé

uestras biolégicas. Ademés, el recuentoc mediante siembra directa cdep:“

iiluciones del alimento en medios selectivos en placa permite obtener dat“
itiles sobre la dosis infecciosa y de la responsabilidad de cada linen::

:n e' caso de contaminaciones cruzadas (15).

Cuandc we trata de analizar rutinariamente alimentos destinados a

consumo humano o animal, o muestras ambientales como aguas de diferentes

(rigenes, las dificultades aumentan por las siguientes causas: (1) las
células de Salmonella no son en general predominantes y pueden estar
jresentes en numeros tan bajos como unas pocas células en 25 o 100 gramos
(7, 110); (ii) frecuentemente esta&n acompafiadas de una flora muy variada,
paro que puede incluir a bacterias de comportamiecto similar al de
Salmonella; (iii) pueden encontrarse lesionadas debido a la influencia de
l:. muestra "per se” o0 a la elaboracién que ésta ba recibido (M y 4w) la
d:stribucién de Salmonella en la muestra puede no &er uniforme (236).
Debido a estos factores no existe un método ideal para la recuperacién
ds todas las salmouelas de cada uno de los diferentes tipos de muestras
(110). El procedimento mayoritariamente utilizado consiste en una serie de

secuenciales que generalmente comprenden el preenriquecipiento.
znciales,

pasos
snriquecimiento y gienbra en placas de pedios eelectivos § dife.

procediendose a continuacién & la identificacién. Para realizar todos

estos pasos E0D necesarios 4-5 dias hasta oObtenmer una identificacién

presuntiva de Salmonella ¢7, 50, 51, 54, 110).

Preenriqueciniento

(i) reparar las células de salmonela

ue pued.an ser
de

Este paso tiene como funcién:

ebilitadas ¥ (41) aumentar 8u pupero de forma g

proceda al

d
lesicuadas O euboultivo de los caldos

trapsferidas cuando &€ término

gelectivoe 81, 177,
-6_

232). Por ello el
enriquecimienta




La utilizacién del
preenriquecimiento aunmenta 1
a sensibil
método de aislamiento de salmonela 50, 51, 700 i s

En gen
general los alimentos se siembran mediante homcgenizacién de una

parte representativa del alimento en O volumenes del caldo 4
o de

reenri :
P riquecimiento. Sin embargo en las ocasiones en que interesa un estudio

de la contaminacién superficial, como es el caso de los pollos, céscara de

huevos y ancas de rana, se prefiere un "enjuagado” de la superficie, que

posteriormente servird como raldo de preenriquecimiento (44, 81).

En algunos alimentoe de bajo contenido humedad se recomienda

realizar un rehidratacién lenta: o espolvoreando el alimento sobre la

superficie del caldo de preenriquecimiento y dejandolo empapar durante unoe
60 minutos a temperatura anbiente (5, 9, 181, 182) o reconstituyendolo en
proporcién 1:2 y despues de 30 minutos a temperatura ambiente, llevandolo a
1:9 (237). Este procedimiento se ha mostrado util para leches en polvo ¥y
derivados de la caseina, con la excepcién del ceseinato sédico, (9, 181,
182, 237> 1y para la harina de soja (255), pero mo presenta ventajas o0 es

de menor sensibilidad con otros productos de bajo contenido en humedad (58,

255).
En el caso de muestras de agua, es conveniente realizar una

concentracién previa de la muestra. la técnica mAs utilizada es la

filtracién a través de membrana (6, 47, 91, 201), {ntroduciendose §sta en

el caldo de preenriqueciniento y procediendose pnateriormnte como en el

caso de 1los alimentos

La elecccién del medio de preenriquecimie
e nutrientes parece no 6er

¢50). Por ello €n la mayoria

niento utilizados han dado

ato no es critica para la

sensibilidad del método 1) y el nivel d
1 aislamiento de salmonela

¢ caldos de 'preenriqueci

16n del

resultados similares (29, 43, 230, 23%). Sin embargo 12 utilizac e
sido cuestionada debido a que la lactosa no €8 pece

plensos los

determinante para €

de los estudios 10

t~sado ha
caldo lacti? e A

salmonela (233
o 1 agua de peptona tamponada

para la recuperacid
¥-9 o con €

el
resultados 60D peores Qqué con

(118).
1 -




acidific 5

icacién por estreptococos, se ha recomendado la adicisé 1

. én :
preenriquecimiento de 0.02 g/1 de verde brillante g

g/1 de verde de malaquita (232).

(9, 50, 161, 163) o0 0.1

De esta forma se podri
< podrian paliar los
ns adversos de la acidificacién por bacterias grampositivas, aunque

1
algunos. investigadores no han encontrado ventajas en la utilizacién d
dicho colorantes (257). 4

Algunos autores han propuesto la adicién de sustancias tensiocactivas al
caldo de preenriquecimiento en el caso de alimentos que contengan grasas
(50). Sin embargo la mayoria de los estudios no han mostrado ventajas e

inclusoc podrian ser contraproducentes por la toxicidad de estas sustancias
frente a salmonela (57, 118).

La incubacién del caldo de preemriquecimiento se realiza normalmente a
35-379C durante 18-24 horas (81, 180).

El mantenimiento del caldo de preenriquecimiento en refrigeracién
hasta 72 horas, con el fin de poder iniciar la analitica cuaiquier dia de
la semana, no presenta disminucién importante en la sensibilidad de 1la
tacnica (54, 56, 143).

Enriquecimiento

La finalidad de este paso es: (1) permitir que las células de
salmonela sumenten en pumero para poder ser detectadas posteriormnte en

placa e (11D iphibir la flora acompafiante (7, 81, 180,
Debido a la {nfluencia de 108 diferentes factores apuntados

anteriormente, &e -ha recomendado 1a utilizacién de al menos dos caldos de

enriquecimiento para de esta forma poder detectar el mayor pamero posible

de muestras positivas y de serotipos diferentes €39, 52).

del caldo de praenriqueciniento al caldo

a transferir
B e lidad excepto cuando

e influencia en 1a sensibi

' nto, no tienm
de enriquecimiento, miento durante 6 horas

e utiliza la incubacién del caldo de .pre-enriqueci
< no se obtiene ninguna ven
ge encarecen los costes

a, {noculada artificialmnte

taja en transferir
(50). En lose demas caso b
1 =nl, mnientras que

mestras de carné picad
-8~

volumenes superiores @

analiticos (50, 55). ED




y congelada
8 8e han obtenido nejores resultados mediante la t
pequefias cantidades (un asa o uma sCabaty o

dilucién 10-2
preenriquecimiento (120, 121) 7

caldo de

El cald
aldo selenito (134) es uno de los medics de enriqueciniento mis

utili
zados. Su mecanismo de acciénm selectiva no estd claro pero podria

deberse a la accién del selenio sobre los compuestos sulfhidricos de
algunos componentes celulares, o a la formacién de seleno-aminoAcidos (81)
La reduccién del selenito a selenio aumenta el pH, bajando su toxicidnd'
por lo que se afiaden al medio azicares fermentables para mantener el pH de;.
medio (81). Se han sefialado varias modificaciones del caldo selenito (180),

pero la mAs utilizada y que ha dado mejores resultados (153) es la del

caldo selenito cistina (162), ya que ésta aumenta la recuperacién de

salmonela en presencia de gran cantidad de materia orgénica.

El caldo selenito presenta el inconveniente de 1no inhibir
suficientemente a los organiemos competidores (118), por lo que no es muy
6til en muestras que contengan mucha flora acompafiante. Bs téxico para S.
choleraesuis y S. abortusovis (76, 134), sin embargo es un medio apropiado
para el aislamiento de S. typhi (76, 97) -

El caldo tetrationato fue utilizado como agente selectivo para
salmonela por Miller en 1023 (160) y mAs tarde fue modificadc por
Kauffmann afiadiendo verde brillante y sales biliares (125, 126). Su accién
se debe al anién tetrationato (S.0e™) que @8 el principal agente selectivo
(50) y su mecanismo de accién parece basarse en la presencia en salmonela
de tetrationato-reductasa, enzima que esté ausente en muchas otras
bacterias (81). Existen varias formulacioues del caldo tetrationato,

la utilizada en Eurcpa 2 le modificacién de Kauffmann,
que

correspondierdose . :
ptracién de sales biliares y a un exceso de Sz02"

os werotipos (22, 50) y para
111), sin embargo esta

con una mayor conce
podria ser en ocasicnes mAs téxico para algun
1a de carnee crudas (50,

3 lamiento de galmone .
X nte a Prcteus (198) y mo bay

formulacién aupentz la selectividad fre

diferencias coL nuestras congeladas (230) .

1 orden de 439C puede suprimir

turas elevadas de
ey salmonela (36),

baci
N es pero no de

oorganismos competidor
W taja en la {acubacién a esta

el crecimiento de
os hau demostrado una npeta ven

198, 208).

algunos estudi
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El caldo tetrati
e Onato es mAs sensible que el caldo selenito cistina
a co
o a humedad, pero obteniendose resultados simil ;
08 de baja humedad (30, 52, 59, 60, 86, 235) i
L] (] ' )

T : salvo en un estudi
P 06 en el que se sefialé ventaja del Niller-Kauffmann (178) :

El eéxit
0 del aislamiento de salmonela tras enriquecimiento en Niller-

elevado nimero de organismos lactosa positivos (24).

pamt:p:::“;“ ;e:;j.::;i:sh::;?e ::e ;recim:lento de S. choleraesuis, S.
' & las formulaciones que contienen

verde brillante no son utiles para aislar S. typhi (73, 76).

El caldo Rappaport fue descrito en 1956 como medio de enriquecimiento
para salmonela (185). Su empleo fue menor que el de los caldos selenito y
tetrationato basta la modificacién de Vassiliadis en 1976 (243), que fue
denominada en un principio R10 (243) y posteriormente RV (Rappaport-
Vassiliadis) (167). Su eficiencia se ha relacionado con la capacidad de
salmonela para multiplicarse a presién osmética elevada, valores de pH
relativamente bajos, a 43°C y en presencia de poces nutrientes y a que los
efectos téxicoe del verde de malaquita frente a salponela se suprimen
gracias a la presencia de cloruro magnésico an.

El caldo RV se bha mostrado superior al caldo Rappaport original y &

otras modificaciones (83, 239, 243). Se ha sefialado que la sustitucién de

triptona por peptona de soja en el caldo RV, puede aumentar ligeranente la

productividad del medio (83, 84, 183). la adicién de novobiocina puede ser

util cuando ee emplean mue
4).

acompaﬁante 3, 4, 79, 15
Un requisito importante a tener en cuenta es que el caldo RV se ha de
preenriquecinientn en proporcién 1:100 <83, 84,

{pocular O. 1 ml en tubos de 10 ml de caldo
100 ml de

stras que contengan gran cantidad de flora

inocular coD el caldo de
183, 238), siendo suficiente con
RV (238, 242). Cantidades superiores,
y si un payor gasto de

trado en ja mayor
Jenito y Sue modifica
etraticnnto y

como 1 ml en matrazes cOD
material (238).

ia de los estudios como mAS
ciones (152,

RV no suponen ventaja

El caldo RV se bha mOS

gelectivo ¥ especifico queé el caldo se

{ones del caldo t
238). Comparado coOn las d

{ferentes formulac
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utilizando al imentos, plensos,

. muestras biolégicas de animales y aguas, el
- .
presenta en la mayoria de los casos una mayor eficacia, sobre todo

cuand
O 6e compara con preparaciones comerciales del caldo tetrationato
’

siendo ademiAs mAs facil de normalizar, de preparar y mAs barato (25, 27

28, .22, 123, 144, 163, 238, 240, 248). Rl mejor comportamiento del RV

frente al tetrationato se debe a que los competidores sobreviven mejor enm
el caldo Miller-Kauffmann, mientras que decrecen en el RV y a que en el RV
las células de Salmonella presentan un tiempo de generacién mAe corto (32,
169, 197). AdemAs el RV inhibe mis eficazmente a laé bacterias lactosa y
sacarosa positivas, haciendo més facil la szleccién de las colonias de

salmonela en los medios en placa (122).

Aunque inicialmente se recomendé que la incubacién del RV fuese a 432C
(154, 238, 243), algunos estudios posteriores han considerado mas efectiva
y menos inhibidora para algunos serotipos la de 42°C (175, 197), siendo
ademis menos critica cuando puedan suceder oscilaciones de temperatura en
estufas no muy bién reguladas. La temperatura de esterilizacién del RV
(115°C) debe respetarse escrupulosamente, ya que ¢i se esterilizase a
120°C, el nimero de aislamientos de szlmonela disminuiria drésticamente
(163).

La estabilidad del caldo RV en refrigeracién es grande y no e han
observado pérdidas de efectividad después de mantenerlo 6-7 meses en
refrigeracién (241). Las preparaciones comerciales suelen presentar

resultados comparables al medio preperado en el laboratorio, siempre que la

{ncubacién se prolongue hasta 48 horas (84, 183), aunque cilertos

fabricantes pueden ofrecer medios de calidad inferior (183).

§o es util para aislar S. typhi y S Jublin, debido a que estas son

185). Sin embargo y segin otroe

sensibles al verde de malaquita (79, 81,
t-Vassiliadis se incuba

auores, S. dublin no €6 {nhibida cuando el Rappapor

a 42 en lugar de 432C (175).

caldos de preenriqueciniento. los caldos

los
Al igual que en el caso de
8 per en frigorifico durante 72 horas ein

de enriquecimiento se pueden mante

pérdidas inportantes de sensibilidad (54, 143).




Nedios aalectivo—diferencinlea

C
on el empleo de estos medios en Placa se precende que: (1) las

diferentes cepas de salmonela puedan crecer formando colonias;

(11) que se
inhiba el crecimiento de las restantes bacterias acompafiantes y (i1ii) q
ue

las colonias de salmonela puedan ser distinguidas del resto a través de la

visualizacién de caracteristicas diferenciales (79, 180).

Al igual que con los medios de enriquecimiento, se recomienda utilizar
varios medios en placa para aumentar las posibilidades de aislamiento de
salmonela (110, 180).

Los medios que se utilizan tienen una selectividad variada. Entre los
mias empleadocs hay algunos poco selectivos, tales como el agar NacConkey
(140), otros moderadamente selectivos como el agar Xilosa-Lisina-
Desoxicolato (222) (XLD), Hektoen (127), Salmonella-Shigella (SS) (67) y
Desoxicolato-Citrato (DC) (109, 133), eiendo los mAs selectivos el agar
Verde Brillante (129) y agar Sulfito de Bismuto (256).

Se han propuesto modificacionee de algungs de estos mnedios para
{ncrementar su selectividad. Entre ellas estan la adicién al agar Verde
Brillante de sulfamidas como sulfadiazina (87, 168), sulfapiridina (164) y
sulfacetamida méAs mandelato sodico (147, 247, 249) con el objato de inhibir
a Proteus y Pseudomonas aeruglinosa. También se ha propuesto la utilizacién
del desoxicolato sédico afiadido a dicho agar (122, 123, 168, 245) y del

antibiético novobiocina adicionado en cantidades variables a los agares

XLD, Hektoen Yy Verde Brillante (44, 151, 155, 195) con el fin de aumentar

la selectividad de dichos medios.

Algunos serotipos como S. typhi y S. dublin son sensibles al verde

brillante que contienen algunos medios (82), por lo que &e reconienda

utilizar aquellos medios que no 1o contienen o que lo contienen en bajas

cantidades que no €OB {phibidoras, como es el caso del agar Sulfito de

Bismuto
Los medios citados anteriormente,
; caracteristicas diferenciales en

o son apropiados cuando se
En dichos casos 6@

a excepcién del Sulfito de Bismuto,

la fermentacién de
basan sus

carbohidratos, Ppor lo que D

aquellos tipos de salmonela qu

intentan buscar

e son lactosa positivo.
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ha recomendado utilizar el

agar Sulfito de Bismuto u
otros que basan
caracteristicas diferenciales en la produccién de SHa por eal 1 -
, monela,

nuevas formulaciones (66)

i En general se recomienda que la incubacién de los medios en placa sea a
5-372C durante 18-24 horas (180). ‘
El agar Sulfito de Bismuto, a pesar de las ventajas de permitir 1a
fe 5. vy 1 & Nt e e
en un estudio con
alimentos artificialmente contaminados en el que participaron varios
laboratorios (8) es delicado de preparar, su selectividad y caracteristicas
diferenciales pueden variar con el almacenamiento (43, 49, 73, 76, 141,
180) y puede haber grandes diferencias entre lotes de distintos fabricantes
(1, 9). Generalmente es necesario incubar el agar Sulfito de Biemuto
durante 48 horas (73). Su accién diferencial se basa en la reduccién del
sulfito a sulfuro en presencia de azicares fermentables, produciendo un
ennegrecimiento de las colonias en presencia de hierro 81).

La mayor o menor efectividad de los diferentes medios en placa han &ido
objeto de varios estudios sin resultados concluyentes (4, 8, 52, 79, 82,
89, 114, 197). EetA recomendada la utilizacién de al menos un medio de
alta selectividad y otro de baja (110).

Generalmente los medios selectivo-diferenciales disponibles son poco
inhidores para otras enterobacterias (158) y las salmonelas pueden no ser
detectadas detido al crecimiento de otros competidores (231). For ello la
upica manera efectiva de suprimir su crecimiento radica en la utilizacisn

previa de pedios de enriquecimiento liquidos (158).

Nétodos rapidos basados en el cultivo

Los pasos secuenciales, citados anteriormente para el aislamiento de
& en la mayoria de las normas que 6e
del analisis s&e prolongue

resultado negativo y

salmonela, €0 necesarios ¥ recomendado

Esto hace que la realizacién

requiriendo al menos tres para ub
(54). Por ello algunos

han descrito.

durante varios dias,

ra un resultado preeuntanente positivo

.-13_
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La eliminacion del

preenriquecimientc se ha sugerido por algunos
autores para asi acortar la duracién del anAlisis (62) que recomiendan 1
a

51
siembra directa en el caldo de enriquecimiento cuando se trata de muestras

muy contaminadas (62, 147). Sin embargo, en la mayoria de los estudios la

utilizacién del preenriqucimiento produce un mayor rendimiento de 1la

técnica (39, 70, 71, 79, 223, 244) y su eliminacién produce en general un
numero iraceptable de falsos negativos, lo que lo hace inviable como medida
para disminuir la duracién del analisis (50).

Tanbién se ha sugerido la reduccién del tiempo de incubacién del caldo
de preenriquecimiento, perc mientras algunos autores bhan obtenido
resultados similares incubando 5-8 horas en lugar de 18 (42, 119, 188,),
otros han encontrado efectos adversos en 1os resultados (177, 179, 234),
desaconsejando su utilizacién.

Otra posibilidad que se ba planteado es la reduccién del tiempo de
{incubacién del caldo de enmriquecimiento basta llevarlo a sélo 6-8 horas
(62, 187). En algunos estudios realizados con alimentos de bajo contenido
en humedad se ba encontrado una equivalencia con la incubacién durante 18
boras (62, 187). En el caso de muestiras de carne y pollo se han obtenido
buenos resultados cuando 5 ml del caldo de preenriquecimiento se filtraban
a través de membrana y ésta se depositaba en el caldo de enriquecimiento
que se incubaba sé6lo durante 6 horas 227).

Otro intento ha sido el combinar el preenriquecimiento Yy el

enriquecimiento en ud eélo paso (7). Este método esté basado en la

preenriquecimiento durante 4 horas la adicion del
ntinuando

{ncubacién del caldo de
o directamente o en forma de cApsulas y coO

Los resultados obtenidos no sOn

variedad de alimentos.

caldo de emriquecimient
la incubacién basta 24 horas (218, 219).

concluyentes y estan 1imitados a sélo una pequefia

Nedios semnisblidos

pedios semisélidos para el aislamiento de Salnmopella &€

ap de
e emPI"U Estén basados en la mayor

2 principios de siglo (95).
-14-
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movilidad de Salmonella frente a las bacterias competidoras

eén presencia o
no

de agentes selectivos (95)., Desde mediados de la década de los sesent

a

ee incrementé el empleo de medios

semisélida no selectivo para el

enriquecimiento de salmonelas por movilidad. Otros autores modificaron

medios diferenciales nc selectivos (21, 23, 93) para visualizar 1la

fermentaciéon de azucares o produccién de SHz=. Algunos medios semisélidos se
han descrito como modificaciones de medioe liquidos selectivos descritos
previamente para el enriquecimiento de Salmonella, es el caso de las

modificaciones del selenito F (215), selenito-cistina (85), férmulas

similares a la del caldo Rappaport (45, 46, 215). Otros son modificaciones
de medios decritos para el aislamiento de Salmonella como el agar SS (94,
211, 220) o Hektoen (220). Por 0ltimo otros autores proponen sus propics
medios, como el dulcitol-verde brillante-novobiocina (220).

En la mayoria de los estudioe los medios semisélidos permitian el
aislanmiento de mayor numero de muestras positivas a Salmozella que los
métodos tradicionales, pero al utilizar la mayoria de ellos material de
vidrio 1, 21, 45, 46, 85, 93, 94, 96, 98, 170, 515. 217) presentaban los
{nconvenientes de precisar amplios espacios para 8u incubacién, necesitar
de upa manipulacién delicada o de material de vidrio especial.

En 1984 gran parte de estos {pconvenientes fueron subsanados mediante
la utilizacién por parte de Goossens et al. (90) de un medio semisélido
yertido en placas petri de 50 mm para el aislamiento de Salmonella de beces

humanas. El medio se basaba en la utilizacién del caldo Rappaport diluido
edicién de agar a una concentracién

do Rappaport semisélido (RS).

al 60%, bhecho semisélido mediante la
final del 0.32% , {ncubado a 37°C ¥ denomina
ra el aislamiento de Salmonella de beces

Otro medio semisélido en placa pa
(99) y denominado selenito

de roedores ha sido el descrito por Hine et al.

senisélido fecal (SSF)

-65) en una serie de trabajos utilizaron un pedio

g de 90 mm, basado en el caldo Rappaport-
42¢C Yy denorinado

De Smedt et al. (63
semisolido vertido en placa
novobiocina, jncubado a

Semisélido (RVNS). BEste medio fue
caldo de

Vaseiliadis adicionado de

Modificado

ort-Vassiliadis
ol ger sembrado directamente del

utilizado con alimentos y podia
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preenriquecimiento, lo que proporcionaba resultados un dia antes que los

métodos habituales e incrementaba el nimero de positivos obtenidos con
caldc Muller-Kauffmann.

Debido a que los métodos senisolidos presentan las ventajas de umna

mayor sensibilidad y una posible mayor rapidez en el aislamiento de

Salmonella que loe llamados métotodos tradicionales, decidimos iniciar este
estudio para valorar su utilidad.




OBJETIVOS




El aislamiento de Salmonella de alimentos y muestras ambientales
presenta actualmente dos grandes problemas:

1) necesita 3 dias en el
caso de muestras nagativas y al menos 4 en el caso de las

mestras
positivas, y 2) lue medios de cultivo finales en el diagnéstico de

Salmonella (medios en placa) no son en general lo suficientemente

selectivos. Debido a ello se pretendieron alcanzar los siguientes

objetivos:

- Evaluar la aplicacién y wutil. x4 de los diferentes medios
semisélidos descritos en la literatura para su utilizacion en placa en

el aislamiento de Salmonella de muestras de alimentos y muestras

ambientales.

- Estudiar los componentes de los medios semisélidos mAs eficaces,
con el fin de determinar su influencia en la productividad y

celectividad, e intentar mejorar los medios existentes.

- Utilizar los medios semisélidos como componentes fundanentales de

un método rapido para el aislamiento de Salmonella de alimentos basado

en el cultivo.




NATERIAL XETODOS




>,

Bvaluvacién del Rappaport-semisslido en productos cArnicos

Muestras

L
as muestras de carne fueron adquiridas en establecimientos

detallistas de Bilbao entre los meses de Hoviembre de 1985 y Febrero de

1686. Se obtuvieron un total de 104 muestras, de las cuales 52

‘orrespondian a carne de vacuno o cerdo que fue picada en el momento de
a compra. Las otras 52 muestras eran salchichas de pollo. Las muestras

te transportaron al laboratorio donde se inicié el anAlisis dentro de

las 3 horas siguientes a su recogida.

dedios de cultivo

La formulacion de todos los medios de cultivo utilizados tanto en
éste apartado como en los siguientes se presentan en el anexo 1.

Como caldo de pre-enriquecimiento se utilizé el agua de peptona
t:mponada (APT, Buffered peptone water, Oxoid (¥509). Los caldos de
erriquecimiento fueron el caldo selenito F (SF. selenité broth, Difco
0:75), caldo tetrationato de Niller-Kauffmann (MK, Niller-Kauffmann
tetrathionate broth, Oxcid CM343) y caldo Rappaport-Vaseiliadis
p-eparado en el laboratorio siguiendo la descripciénm de sus autores
(238, 243). Los medios en placa fueron el agar verde brillante (VB,
trilliant green agar, Difco 0285), agar sulfito de bismuto (SB, bismuth

¢ulfite agar, Difcc 0073) ¥ Rappaport semisolido (RS) preparado ¥

wertido en placas de 50 mm de diAmetro, segin la descripcién de Goossens

ot al. (90).

Procedimiento

Se pesaron 25 g de la muestra

durante aproximdamente 1 minuto e

y se homogeneizaron con 225 ml de APT
p un Stomacher 400 (Colworth, Seward
bs a 35°C durante 24 horas. Tras la
10 ml de caldo RV, 1m1a10n1de
F. Los caldos RV Y NK se incubaron 2

durante 24 horas. Después de la

Medical). El homogeneizado &e incu

incubacion se transfirié 0,1 ml a

caldo MK y 1 ml 2 10 ml de caldo S

43=C y el SF a 35°C, todos ellos

- 20-




incutacion cada caldo se sembrs en agar VB y

agar SB
durante 24 horas, 8 que e incubaron

procediendose también a una incubacién durante otras

24 o
horas m&s en el caso del SB. De cada caldo se seambrs tantién un asa

que se deposité cerca del extremo exterior de la superficie de sendas
placas de RS, segun se describisé (90). Una piaca de RS se incubé a 35°C
y la otra a 43<C.

Las colonias tipicas presentes en las placas de VB y SB y los

crganismos que migraban en el RS se identificarom bioquimica vy

serolégicamente. En el caso del RS se procedié también a un
reaislamiento en agar NacConkey CS (Difco 1818) con el fin de comprobar
la pureza del cultivo. Para la identificacién bioquimica se utilizaron
los medios de kligler (kligler irom agar, Difco 0086), caldo con lisina
para descarboxilasa (lysine decarboxylase broth, Difco 0215 y 1-lysinme
HCl Difco 0705) y (ONPG, Oxoid, DDOO134). La identificacién serolégica
se realizé con antisueros de las casas Institut Pasteur Production y
Difco, procediendose posteriormente a su confirmacién en el laboratorio
de Salmonella del Centro Nacicnal de Nicrobiologia, Virologia e

Inmunologia Sanitarias de Majadahonda (Madrid).

Evaluacién de medios semisélidos con aguas de playa

Muestras

Durante los meses de junio, julio, agosto y octubre
mar en 34 estaciones de

de 1986 fueron

recogidas un total de 256 muestras de agua de
yas de la costa vizcaina. Las muestras se

a una profundidad aproximada de
un litro de

muestréo situadas en 21 pla

recogieron en las estaciones de muestreo

medio metro, utilizando botellas de polietileno de

niciaron en el laboratorio antes de las

capacidad. Los analisis se 1

cuatro horas posteriores 2 su recogida.

Medios de cultivo
La formulacion de los medio

g de cultivo sé presenta en el anexo 1.

om

..21_




enriquecimiento empleados fueron el

SF y el RV. Como medi
. ' o8 de
~aislamiento en placa ee utilizaron el VB y SB. Loe medios senmiséli

idos
que se cowpararon fueron el RS y el RVS, vertidos en placas de 50 nm de

d y .
lametro. Fl RVS se preparé de forma similar al RS pero utilizando el

caldo RV en iugar del caldo Rappaport.

Procedimiento

Quinientos ml de las muestras se filtraron a través de filtros de
membrana de 0,45 un de tamafio de poro (HAVG 047; Millipore Corp.) Los
filtros se enrrollaron y se sumergiercn en tubos que contenian 10 ml de
agua de APT, se agitaron mecéAnicamente y se incubaron a 35°C duracte 20
horas. Transcurrido el tiempo de incubaciém, se transfirié 0,1 ml de APT
a un tubo con 10 ml de RV, 1 ml a otro tubo con 10 ml de SF y el
contenido de un asa se depbsité sobre la superficie y cerca del borde de
una placa de 50 mm de di&metro de RS, realizandose la misma operacién
con una placa de RVS. Los caldos de enriquecimiento y medios semisélidos
ee incubaron 24 horas a 35°C excepto el RV que lo fue a 43=C.
Transcurrido el tiempo de incubacién, de los Dedios semisélidos se
procedié a la {dentificacién y comprobacién de la pureza segin &e
describié en el apartado anterior, Yy cada caldo de enriquecimiento se
cenbré en VB, SB, RS y RVS que se incubaron a 35°C durante 24 horas,
proplogandose la incubacién hasta 48 horas en el caso del SB. la

{dentificacién se realizé segun se describié anteriormente.

Jomparacién entre el RS y el Rnppaport*?aasiliadis semisélido modificado

Muestras
puestras. Cien de ellas eran productos

je 154
Se emplearon ul total de
on en comercios minoristas de Bilbao

cérnicos crudos que Se adquirier

de febrero ¥y abril de 1628, e incluian 70 galchichas

durante los meses
g (40 de pollo ¥y 30 de cerdo’
Las muestras &e
s de transcurrir

y 30 hamburguesas (15 de polle ¥ 15

= ratorio en

transportaron al labeo

de vacuno y/0 cerdo). M

4onde 6¢€ inicié el analisis ante
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&sdquisicién,
q cion. Treinta y cuatro eran Piensos para gallinas recogidos en la

rovi 5
P ncia de Vizcaya durante mayo y Junio de 1989. Los 20 restantes eran

alimentos de bajo contenido en humedad (10 muestras de chocolate
]

leche en polvo, 5 de

4 de coco rallado y 1 de cacao en polvo) en los que

previamente se demostré que no contenian Salmonella, {inoculandose

posteriormente con capsulas de referencia (25, 26) suministradas por el
Dr. P. H. 1in't Veld, (National

Institute of Public Health and
Environmental Protection, Bilthkoven, Paises Bajos) y que contenian una

media de 5 unidades formadoras de colonias (ufc) de S. typhimurium

Mediocs de cultivo

La composicién de los medios de cultivo utilizados se presenta en el
anexo 1.

Como caldo de pre-enriquecimiento se utilizé el APT. Los caldos de
enriquecimiento utilizados fueron el selenito-cistina (SC, selenite
cystine broth base, Oxoid CNO699 yr sodium biselenite, Oxoid LPO121) y el
M. Como medios en placa se utilizaron el VB y SB. Los nmedios
semis6lidos fueron el RS y el RVSK, este ultimo preparado segia la
des&ripcién de De Smedt et al. (65).

Procedimienteo
Se homogeneizaron en Stomacher 25 g de la muestra en 225 ml de APT,

{ncubsndose durante 24 horas a 35C, Transcurrido el tiempo 6e
enriquecié mediante la inoculacién de 1 ml en caldo SC y 1 ml en caldo

MK, ademAs se inocularon placas de 9 cm de RS y RVSK con 3 gotas de

pipeta pasteur depositadas separadamente en la superficie de las placas

(cantidad total, 0.1 nl aproximacdamentel. Los caldos SC y MK se

35 y 43°C respectivanmente
2oC el RVSK, todos ellos durante 24 horas.

incubaron 2a y las placas con pedios
ncubar

cemisolidos a 35°C el RS ya#é

uando finalizo la {pcubacién, las placas

Cua
describié anteriormeate y 108

estudiaron como 6€ - <
ento se reaislaron cobre VB y SB y se {pocularon sobre y

que preaentaron.nigracién se
caldos de

enriquecimi

la forma habitual. La identificacién de las

dose de
il e o en los apartados anteriores.

colonias y bacterias que migraban fue co
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NEodificacién del medio Rappaport semisélido

Bacterias

Se utilizaron los siguientes eerotipos de Salmonella: S

enteritidis, (2 cepas), S. typhimurium, (3 cepas), S. agona, (1 cepa)
S. blockley, (1), S, virchow, (1), S. infantis, (1), :
(1>, S. bheidelberg, (1), S&.

S. paratyphi B,
ohio (1) y S. london (1). Todas ellas,
excepto una S. typhimurium que procedia de la ATCC (ATCC 14028.. Bactrol
Disk set A, Difco 1628), fueron aisladas en nuestro laboratorio a partir
de aguas o0 alimentos, confirmandose los serotipos en el Laboratorio de
Referencia de Salmonella, Majadahonda (Madrid).

Las cepas de bacterias no pertenecientes al género Salmonella
fueron: Citrobacter sp. (2 cepas), BEnterobacter cloacae (4 cepas) y
Pseudomonas aeruginosa (1 cepa). Estas bacterias se aislaron de
alimentos o agua, seleccionandose por ser capaces de migrar en el kS.

Procedimiento

Las cultivos de las bacterias a probar se sembraron en caldo
triptona soja (TSB, tryptone soya broth, Oxoid, CNO129) y se incubarom
durante 18 horas a 35°C. Despuée de transcurrida la incubacién, se

realizaron diluciones decimales con el fin de obtener una concentracién

aproxinada de 104 ufc/ml, comprobado pediante la siembra de 0,1 ml de

las diluciones en la superficie de agar sangre Yy posterior recuento

Oxoid, CNM0O331 con 7% de sangre de carpero). las

los medios semis5slidos &e vertieron en

on con 3 gotas de pipeta pasteur dispuestas
conjuntamente una

(Columbia agar base,
.diferentes mdificacioﬁes de
placas de i5 cm y 8e inocular
Las tres gotas proporcionaban
aproximada de 10° ufc. Las placas con los medios
abitualmente durante 18 boras a 35°C.
utilizé el RS ¥ eobre é1 se realizarond las
lorar la influencia de sus
la productividad y

separadamente.
concentracién
senisélidos se incubaron h

Como medio base &€
g con el fin de va

y otros afiadidos, en

modificaciones sucesiva

diferentes componentes,
o. La sistematica utilizada f
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los componentes o de las condiciones de incubacién

’ la seleccién d

f y én de la

ormula mas selectiva y la férmula mAs productiva que serian las
que

sufririan las siguientes modificaciones.

Componentes basicos del medio

Se utilizaron cantidades variables de diferentes tipos de peptonas.
Estas fueron las siguientes: triptona (tryptone, Difco 0123); triptosa
(tryptose, Oxoid L47); proteosa peptona (protecse peptone, Difco 0120) e
hidrolizado &cido de caseina <(caseir hydrolisate acid, Oxoid L41).
También se determiné la influencia de la adicién de extracto de levadura

(yeast extract powder, Oxoid L21) y de extracto de carne ("Lab Lenco"
powder, Oxoid L29).

Componentes protectores o inhibidores

Se estudié la influencia de diferentes concentraciones de cloruro de
magnesio hexahidratado (Merck, 5833), verde de malaquita (Merk,1398),
novobiocina (Sigma, K-1628), biselenito sédico (Oxoid, L-121) ¥y
nitrofurantoina (Sigma, K-7878) -

pH y temperatura

Una vez comprobada la accién de los componentes anteriores, se
determiné la influencia de la reduccién del pH a 4,5 ¥ 4 mediante la
utilizacién de los é&cidos clorhidico y citrico. Tanbién se valoré la

utilidad de la incubacién a 42°C, realizando ésta mediante la

introduccién de las placas en bolsas de pléstico selladas ¥

sunergiendolas en bafio maria con circulaciom del agua.

Comparacion de las nuevas formulaciones con otros medios semisolidos

Cultivos puros

ificas, 34
Se estudiaron un total de 35 cepas de Salmonella DO tific

una cepa de-referencia (S. typhimurium

nuestro laboratorio ¥ :
o Dichas cepas pertenecian 2 15

Difco).

aislada

ATCC 14028, Bactrol Disk,
_.25—




serotipos: S.
P agona (1 cepa), S. arizona (1), &, blockley (1), §

b
randemburg (3), S. derby (1), S. enteritidis 2),

infantis 4), S. heidelberg (1), &§.

S. london (1), S. mikawasima 4), S. ohio 1)

S. panama
(3), S. paratyphi B (4), &S, typhimurium (3), &,

o4l . virchow (5). 8=
aron también 10 cepas de bacterias no Salmonella Y que previamente

se
habian mostrado comc capaces de migrar en medios semisélidos

7 de ellas pertenecian al generb Enterobacter, 2 al
Citrobacter y 1 era Pseudomonas aeruginosa.

selectivos:

Alimentos:

Se analizaron un total de 61 muestras de alimentos. Cuarenta fueron
muestras de leche (10 de leche cruda, 10 de leche pasterizada y 20 de
leche en polvo) en las cuales se habia comprobado la ausencia ide
salmorela, inoculandose posteriormente con cépsulas de referencia (25,
26) que fueron suministradas por el Dr. P. H. ia 't Veld, (Paises Bajos)
y que contenian una media de 5 ufc por capsula de S. typhimurium. Diez
muestras eran salchichas de pollo adquiridas en febrero de 1989 en
establecimientos de Bilbao y 11 piensos para ga¥linas recogidos en la

provincia de Vizcaya en marzo de 1989.

Nedios de cultivo:
Los cultivos puros se enriquecieron en caldo TSB y los recuentos se
hicieron en superficie de plécas de agar sangre (Columbia blood agar

base, Oxoid CM331 + sangre desfibrinada de carmero al 5%). En el caso

de los alimentos, el caldo de pre-enriquecimiento utilizado fue el APT,

como caldos de enriquecimiento el sC y KK
Los 6 medios

1
empleandose Para e

medio s¢lido se emplearon el VB y SB.
nito semisélido fecal (SSF) (99), RS,

aislamiento en

semisélidos comparados fueron: sele

RVS, RVSM y las dos modificaciones del RS: denominados provisionalmente

g dos ultimos pedios de cultivo, como

la del resto, se€ presenta en el anexo 1. Dichos pedios se preparaban de
n el caso del RSN41, se sustituyeron

combinacidn de 2.67
o 01200 ¥y

RSN41 y RSM44. La férmula de esto

forma similar al RS excepto que €
los 3.25 g de triptona de la formula original por la
(Difco 01237, 2.67 g de proteosa peptona (Difc

iptona -
S 1d L 21), ademads la concentracidn de

xtracto de ljevadura (Oxo

1.06 g de e
..26_.




cloruro de
magnesio y verde de malaquita se incrementaron hasta 21.26 y

0.006 g/1 respectivamente y el pH final del

medio fue ajustad
i ado a 4.5
iante la adicién de la cantidad necesaria de Acido citrico 1 X. El

RSN44
se diferenciaba del RSM41 en que la concentracién de verde de

malaquit
quita se redujo a 0.021 g/1 y la obtencién de un PH final de 4.5 ee
conseguié mediante la utilizacién de &cido clorhidrico 1N

Procedimiento:

Cultivos puros:

Las cepas se sembraron durante 18 horas & 35°C en TSB, procediendose
a continuacién a realizar diluciones decimales e iaoculando los medios
senisélidos con tres gotas (aprox. 0.1 ml) depositadas separadamﬁto en
la superficie de los medios semisélidos. Las diluciones fueron las
apropiadas para alcanzar una concentracién entre 30 y 100 ufc por gota,

comprobado mediante la siembra de éstas en superficie de agar sangre.

Nuestras: -

Veinticinco g o ml de los alimentos se mezclaron con 225 =l de APT y
se homogeneizarcn en Stomacher. En el caso de las muestras
artificialmente icoculadas la hogeneizacién se realizé junto con las
caprulas de referencia. Lus homogeneizados &e incubaron a 35°C durante
24 horas. En el método estandar, ‘los caldos de enriquecimiento SC y K

se sembraron con 1 ml del APT y se incubaron a 35°C el SC y a 43 el KK

durante 24 horas. Transcurrida la incubacién se resembraron amboe en VB

y SB incubandose a 35°C durante 24 y 48 horas respectivanente. Los

medios semisblidos se {pocularon a partir del preenr:lqucimiento en APT

y poeteriornente de los enriquecimientos en sC y MK, incubandose todos

excepto en el caso del SSF que lo fue
de Salmopella se realizé sobre
s bacterias

ellos a 35°C durante 24 horas,
La jdentificacién

durante 48 horas (99).
ecian en VB y SB Y sobre aquella

las colonias tipicagé que cr

que migraban en los medioe seniss11dos.




Utilizacién de los medios senisdélidos comon

un método rapido de cultivo

Eleccién del tipo de filt
ro de membrana y su disposicié
n
semisclido: % B

Las formulaciones y forma de preparacién de los medios de cultivo se
presentan en el anexo 1.

Para valorar los tipos de filtro y su colocacién en el medic de
cultivo, se procedié a los siguientes pasos: (i) en primer lugar se
trabajo con cultivos puros empleando una cepa de S. enteritidis, una de
S. typrimurium y una de E. cloacae. Dichas cepas se sembraron durante 18
~ horas a 35°C en TSB, procediendose a continuacién a realizar diluciones
decimales e inoculandose el APT (250 ml) con 0.1 ml de las diluciones
10-®* y 10-°. Esto tenia como finalidad el obtener alguna muestra que
contuviese entre 1 y 10 ufc/nl.- La comprobacién del nﬁhero de ufc
afiadidas se realizo nediﬁnte recuentos en superficie de placas de agar
sangre. (ii) En un experimento posterior se inoculdrom 250 nl de APT con
una muestra de referencia que contenia S. typhimurium (Dr. in't Veld,
Bilthoven, Paises Bajos) segin se describié en apartados anteriores.
({11) Finalmente se realizé la miema metodologia que en el apartado 1)
pero afiadiendo las diluciones de la bacteria a un homngeneizado en
Stomacher de 25 g de pienso, que previamente se habia mostrado como
exento de Salmonella, en 225 ml de APT y repitiendo la experiencia en
tres ocasiones. En este ultimo apartado se utilizé la cepa de B. cloacae
denominada Ch13, que era la que més habia migrado en experimentos

anteriores.
Diez ml de cada upa de las muestras preparadas de 1
5oC, a través de filtros, de

a forma descrita

& 6 horas de ipcubacién a 3
Nillipore (HAVG 047; Nillipore Corp.) ¥ Sa&s

Inc.). Ambos filtros se dispusieron
e 1a superficie del agar

ge filtraron, tra
0.45 um de tamafio de poro,

(Ref. 406870, Schlercher & Schuell,

de tres formas diferentes: una invertidos sobr

posicién normal sobre el
a del mismo medio fundido a
la de

pedio semisélido,
semis6lido, otra en
teriormente una capa delgad

afiadiendose poOS
mo una tercera forma fue

e solidificar, ¥y PT ulti

47°C y dejandos
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Eleccion de los medios semisélidos a emplear

Mediante la técnica de dilucién hasta extincién (12) se compararon
la productividad y selectividad de los medios RS, RSK41, RSN44 y RSN44n
Este Gltimo era similar al RSN44 pero a pH 5.2, es decir sin reducirlo.a.
4.5 con &cido clorhidrico, y adicionado de novobiocina (10 mg/1). Las
cepas utilizadas fueron una cepa de cada uno de los siguientes serotipos
de Salmonella: S. enteritidis, S. typhimurium y S. virchow y dos cepas
de Enterobacter cloacae denominadas 77 y Chl3, todas ellas aisladas de

alimentos y seleccionadas, en el caso de Entercbacter, por haber migrado
en el medio RS.

Valoracién del método para la recuperacién de células lesionadas por
calor o por congelacién

Con el fin de obtenmer células lesionadas y detérminar la posibilidad
de recuperacién por el procedimiento estudiado, se sometieron sendos
cultivos de S. enteritidis y S. typhimurium incubados en TSB durante 18
horas a 35°C, a: (1) calentamiento a 52°C durante 10 minutos en bafio
maria, la temperatura se controlaba mediante la introduccién de un
termémetro en un tubo con agua destilada y sumergido en paralelo al
cultivo en el bafio maria, tracurrido el calentamiento, el tubo que

contenia el cultivo se enfriaba rapidamente con agua del grifo y (1)

congelacién a -18°C durante 21 dias. lLa letalidad del proceso se

comprobé mediante recuentos en placa antes ¥ después de someterlos al

calentamiento y 17 congelacién. En anmbos casos, el porcentage de células

lesionadas se expresd coOmo la relacién entre la media de tres recuentos

del numero de ufc en agar MacConkey con respecto a las obtenidas en
El calentamiento presentaba una letalidad del 78% ¥ entre

apente el 40% estaban lesionadas. En
el 30%

agar sangre.

las células supervivientes aproximad
{fras fueron del 64% y d

ivoe a los tratamientos
o de un

el caso de 1la congelacién las ¢

Después de sopeter los cult

respectivanente.
4 de éstos a un homogeneizad

se afiadieron diluciones
..29..
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i
plenso, previamente esterilizado, en 225 m) de N-broth

con el objeto de (Difco, 0940)

las muestras que sélo

Tras 6 y 8 horas de inc

' ubacién a 35°C

6 a

plicé el procedimiento especificado en el apartado siguiente Lo'
. =3

experimentos se realizaron por duplicado.

conseguir diluciones de
contuviesen células lesionadas.

Aplic_:ac:idn de los métodos semisélidos al anélisis de alimentos para
consumo humano o animal :

Se utilizaron 129 muestras: 14 muestras de piensos para animales

adquiridos en comercios detallistas; 52 muestras de piensos para aves de
los cuales 49 se habian mostrado anteriormente como positivos y 3 como
negativos y que habian sido mantenidos en congelacién a -80°C hasta su
utilizacién; 22 muestras de leche en polvo; 2 de cacao en polvo; 2 de
coco rallado y 37 de carnes.

Venticinco gramos de la muestra se diluyeron en 225 ml de N-broth y
se homogeneizaron en Stomacher, incubandose a continuacién a 35°C. A las
6 y 8 horas, 10 nl de la muestra se filtraron a través de sendos filtros
Millipore. Algunas muestiras pudieron filtrarse facilmente tras una
decantacién natural de las suspensiones, como era el caso de los piensos
y el coco rallado, sin embargo en otras, como leche y cacao en polvo,
fue necesaria la adicién de tween 80 (Difco, 3118) al 1% de
concentracién final ¥y tripsina (Trypsine 1:250, Difco 0152) también al
1%, siguiendo las recomendaciones de Sharpe Y Peterkin (206). Los
filtros se depositaron {pvertidos sobre los mculos semisvlidos RS, RSNé4

y RSM44n y se {ncubaron durante 15-17 horas a 35eC. Transcurrida la

& en las que ©e observaba migraciém, &e tomaba

{ncubacién en las placa

del extremo de ésta con con un asa, senbrandose en botén en la

superficie de una placa de agar TSBY, se afiadia en parte del botén uma

gota de fago de Salmonella 0:1 de Fellix y Callow (Institut Pasteur

Production 53652), sSe incuba
la lectura de la reaccion litica; ' .
la prueba del NUCAP (BioliZle, 191500) y aglutinacion con particulas de

| te a salmonela
lAtex sensibilizadas coOD ant tes fren

icuerpos polivalen
migracién en el cu
FT203). Del extremo de la
i realiz n agar MacConkey CS para
también &€

ba a 42°C durante 6 horas, procediendose 2

del resto del creciniento se realizaba

1tivo senisélido,

aba un reaislamiento e
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confirmar la presencia o no de salmonela.

De esta forma se calculs el
valor predictivo positivo Yy valor predictivo negativo (142)

de las
pruebas rapidas de identif’-acién presuntiva (fago, NUCAP y latex).

El metodo abreviado de cultivo, efectuando una pre-incubacién de 8

horas y empleando como prueba de identificacién presuntiva el latex,

se
denominé filtracién por membrana-sen

iido (F-S8) y e comparé con la

utilizacién habitual de medios semisélidos Yy con una técnica

convencional. En ambos casos se partia del resto del homogeneizado en M-
broth y se prolongaba la incubacién hasta 24 horas, a continuacién se
enriguecia en caldo RV y caldo SC incubados como se cité anteriormente.
En el caso del método semisélido, placas de RS se inocularon con 3 gotas
de pipeta Pasteur del M-broth y de los caldos de enriquecimiento RV y
SC. En el caso del método convencional, los caldos RV y &C se
reaislaron, el primero sobre VB y agar XLD (Oxoid CN469) y el segundo
sobre SB y ILD. La identificacién bioquimica y serolégica se realizé

como se indicé en apartados anteriores.




ATEXO 1 :

XEDIOS DE CULTIVO




AGUA DE PEPTONA TANPONADA (APT)
(BUFFERED PEPTONE VATER, OXOID, CN500)

Formula (g/1):
Peptona
Cloruro sédico
Fosfato disédico
Fosfato monopotésico

pH final: 7,2 (aprox.)

Preparacion:

Se afiaden 20 g a 1 litro de agua destilada. Se mezcla bien y se

esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

AGAR SANGRE

(COLUNBIA BLOND AGAR BASE, OXOID, CK331)

Formula (g/1):
23,0

5,0

Peptona especial
Almidén
Cloruro de sodio

Agar F2 1
pH final: 7,3 (aprox.)
Preparacién:
ebullicién 39 g en 1 litro de agua destilada. Se
e a 121=C durante 15 minutos. Se enfria a 50°C y

téril desfibrinade. Se vierte en

Se disuelve por
esteriliza en autoclav
ce afiade 5% de sangre de carnero ee

placas 2 razon de unos 25 ml.




X-BROTH
(DIFCD 0040)

Formila (g/1)

Extract® de levadura

Triptona

D-Nanosa

Citrato sodico

Cloruro sédi~o

Fosfato dipotésico

Cloruro de manganeso

Sulfato de magnesio

Sulfato ferroso

Tween 80

pH final: 7,0 (aprox.)

Freparacién:

Se suspenden 36,2 g en agua destilada y se calienta hasta ebullicién

o+

1-2 minutos. Se esteriliza en autoclave durante 15 ainutos a 121°C.

AGAR NACCONKEY CS
(DIFCO 1818)

Férmula (g/1):

Peptona

Pep‘ona proteosa

Lactosa

Cloruro sédico

Sales biliares

Agar

Rcjo neutro

Violeta cristal

pH final: 7,1 (aprox.)

Preparacién:

Se disuelve

cuave, 50 g en 1 1itro de
21°C durante 15 minutos.

por ebullicién, con agitacion

Se esteriliza em sutoclave a 1

tilada.
agua des Fi

n cantidades aproximadas d

_34.—
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CALDO TETRATIONATO DE NULLER-EAUFFNANE (MK)

(OX0ID CHN343)
Formula (g/1):

Triptona

Peptona de soja
Cloruro de sodio
Carbonato de calcio
Tiosulfato de sodio
Bilis ae buey

Preparacion:

Se disuelve por ebullicién 82 g en 1 litro de agua destilada. Se
enfria a menos de 45°C. Inmediatamente antes de su utilizacién se aflade
19 ml de una solucién de yodo y 9,5 ml de una solucién de verde
brillante al 0,1%. Se mezcla bien y se vierte en tubos o matraces

estériles.

Solucién de yodo:
Yodo 20 g
Yodurc potasico 25 g
Agua destilada hasta 100 ml
Se disuelve el yoduro potésico en 5 ml de agua destilada, se afiade

el yodo y se calienta suavemente hasta disolverla completamente.

eta con agua destilada hasta un volumen de 100 nl

Se comgl

Solucién de verde brillante:
0,1g

100 ml
stilada, agitando hasta

Verde brillante

Agua destilada

Se afiade el verde brillante al agua de
disolverlo. Se calienta la solucisn a 1007 syrante 30 minutos ¥y SR
agita de vez el cuando mientras &é enfria para asegurar que el colorante
se disuelve completamente. Se almacena en un frasco de vidrio oscuro O

al abrigo de la luz.




RAPPAPORT SENISOLIDO

13, 90
Formula (g/1):

Triptona

Cloruro sédico

Fosfato monopotasico

Cloruro magnésico hexahidratado

Oxalato verde de malaquita

Agar

Agua destilada

pH final: 5,2 (aprox.)
Preparacién:

Solucién A: A 1000 ml de agua destilada se afiaden: 6 g de triptomna
(Difco, 0123); 8 g de cloruro sédico (Merck, 6404); 1,6 g de fosfato
monopotésico (Merck, 4873). La solucién se realiza el dia de preparacién
del medio RS. Se calienta a unos 80°C hasta que los ingredientes se
disuelvan completamente.

Solucién B: Contiene 400 g de cloruro magnésico hexahidratado
(Merck, 5833) en 1000 ml de agua destilada o 31,8% p/v. Como esta sal es
muy higroscépica, s6e recomienda disolver el contenido entero de un
frasco recien abierto, en agua destila” La solucién B se puede
almacenar sin esterilizar en frascos Oscuros a temperatura ambiente
durante al menos 2 afios.

Solucion C: Contiene 2 g de oxalato verde de malaquita
(Merck 1398) en 100 ul de agua destilada. la
e 8 meses a temperatura

analiticamente puro

solucién C se puede mantener durante al meno

ambiente en frascos OBCUros.

Solucién D: Contieme 3,2 § de agar (Difco,
que esté completamente disuelta.

0140) en 400 ml de agua

destilada que &€ hierve hasta

Esterilizar a 121=C durante 15 minutos.
1000 ml de solucion A, 100

El caldo Rappaport se prepara afiadiendo a
eriliza a 115°C durante 15

n By 6 ml de golucién C. Se est

s de enfriar a 50°C, 600 ml de ca
a la misma temperatura y &€

ml de solucié
1do Rappaport se pezclan

minutos. Despué
asépticamente com 400 ml de la golucién D

vierten en placas petri.
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RAPPAPORT SENISOLIDO
, NODIFIC e
Firmols (er)): ADO 41 (RSHA1)

Triptona
2|67

2,67
1,06

4,27
Fosfato monopotasico 0,85
)

rroteosa peptona
Extracto de levadura

Cloruro soédico

Oxalato verde de malaquita 0,006

Cloruro de magnesic hexahidratado 21,25

Agar 3,14

Agua Jestilada 1000,0
pH final: 4,5

Preparacion:

Solucién A: A 1000 m! de agua destilada se afiaden 5 g de triptona

(Difco, 0123), 5 g de proteosa peptona (Difco, 0120), 2 g de extracto de
levadura (Oxoid, L21), 8 g de cloruro sédico (Nerck, 6404) y 1,6 g de
fosfato monopotésico.

Solucién B: Contiene 400 g de cloruro de ﬁ;gnesio hexahidratado
(M-rck, 5833) en 1000 ml de agua destilada o 31,8% p/v. Como esta sal es
muy higroscépica, se recomienda disolver el contenido entero de um
frasco recien abierto en agua destilada. La solucién B puede almacenarse
sin esterilizarse a temperatura ambiente en frascos de color oscuro
duante al menos 2 afios. .

Solucién C: Contiene 2 g de oxalato verde de malaquita (Merck, 1398

en 100 ml de agua destilada. La solucién C se puede mantener al menos

durante 8 meses a temperatura ambiente en un frasco de color oscuro.
Soiucién D: Contieme 6,4 g de agar (Difco, 0140) en 800 ml de agua

destilada, hirviendose hasta que se disuelva completamente. Esterilizar

a 121=C durante 15 minutos.
El medio final ee prepara con 1000
B, 9,2 nl de solucién C. Se ester

g°C, ee afiaden
H a 4,5 con acido citrico 1N y se

ml de la solucién A, 125,2 nl de

i14za a 115°C durante 15

solucién
737 ml de la golucién D a

minutos. Después de enfriar a

la misma temperatura, se ajusta el P

vierte en placas petri.




RAPPAPORT SENISOLIDO MODIFICADO 41n (RSK41n)

Formula (g/1):

Triptona 2,67
Proteosa peptona 2,67
Extracto de levadura 1,06
Cloruro sédico 4,27
Fosfato monopotésico 0,85
Oxalato verde de malaquita 0, 096
Cloruro de magnesio hexahidratado 21,26
Novobiocina 0,01
Agar : T
Agua destilada 1000,0

pH fipal: 5,2 (aprox.)

Preparacién:

Igual- al medio RSM41l pero afiadiendo 1,9 ml de una solucién de

novobiocina (Sigma, §-1628) (100 mg en 10

ajustar el pH a 4,5 con acido citrico.

ml de agua destilada) y ein




RAPPAPORT SENISOLIDO
MODIFI
Formula (g/1) CADO 44 (RSN44)

Triptona.
2,67

2,67
1,06

4,27
Fosfato monopotasico 0,85

Proteosa peptona
Extracto de levadura

Cloruro sedico

Oxalato verde de malaquita : 0,021

Cloruro de magnesio hexahidratado 21,26

Agar 3,14

Agua destilada 1000, 0

pH final: 4,5
Preparacioén:

Solucién A: A 1000 ml de agua destilada se afiaden 5 g de triptona
(Difco, 0123), 5 g de proteosa peptona (Difco, 0120), 2 g de extracto de
levadura (Oxoid, L21), 8 g de cloruro soédico (Merck, 6404) y 1,6 g de
fosfato monopotasico.

Solucién B: Contieme 400 g de cloruro de Bagnesio hexahidratado
(Merck, 5833) en 1000 ml de agua destilada o 31,8% p/v. Como esta sal es
muy higroscopica, se recomienda disolver el contenido entero de un
frasco recién abierto en agua dest.lada. La solucién B puede almacenarse

sin esterilizarse a temperatura ambiente en frascos de color oscuro

durante al menos 2 afios.
Contiene 0,4 g de oxalato verde de malaquita (Merck,

1a solucién C se puede mantenmer

Solucién C:

1398) en 100 ml de agua destilada.
iente en frascos OSCUros.

{fco, 0140) en 800 ml de agua

durante al menos 8 meses A temperatura amb
Solucién D: Contiene 6,4 g de agar (D

destilada, hirviendose hasta que 6€ disuelva completamente. Se

ecteriliza a 121=C durante 15 minutos.
nl de solucioén i, 185,2 ml de

El medic final se prepara con 1000 .
esteriliza a 115°C durante 15

golucién B y 10 ml de solucién C. Se

minutos. Después de enfriar a 50°C, se a
Se ajusta el PpH hasta 4,5

fade 737 ml de la solucién de

~on &cido
misma temperatura. n

agar a la
y se vierte en placas petri.

clorhidrico 1§
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RAPPAPORT VASSILIADIS (RV)
(11,243)

Formula (g/1):

Triptona
5,4

7.2
Fosfato monopotasico 1,44
'

Cloruro soédico

Clorqrn magnésico hexahidratado 28,5
'
Oxalato verde de malaquita 0,036
Agua destilada 1000, 0
’

pH final: 5,2 (aprox.)

Preparacion:

Solucién A: A 1000 ml de agua destilada se afiaden 6 g de triptonma
(Difco, 0123), 8 g de cloruro sédico (Merck, 6404), 1,6 g de fosfato
monopotésico (Merck, 4873). Esta solucién se “hace el dia de 1la
preparacién del caldo RV. Se calienta hasta unos 80°C hasta que los
ingredientes se disuelven completamente.

Solucién B: Contienme 400 g de cloruro de magnesio hexahidratado
(Merck, 5833) en 1000 ml de agua destilada o 31,8% p/v. Como esta sal es
muy higroscépica, 6e recomienda disolver el contenido enterc de un

recien abierto en agua destilada. La solucién B puede almacenarse

nte en frascos de color oscuro

frasco
ein esterilizarse & temperatura ambie
durante al menos dos afios.

C: Contiene 0,4 § de Dxalato‘verde de mala
| La solucién C puede mantenerse

Solucién quita (Merck,

1398) en 100 ml de agua destilada.

peses en frascos Oscuros a temperatur
nl de la solucién A, 100

lumen final 1110 ml). Se
5°C durante 15 minutos.

durante al menos 8 a ambiente.

El medio final se prepara afiadiendo a 1000

mi de la solucién B Y 10 ml de la solucién C (vo

e 10 ml y 8B€ esteriliza a il

distribuye en tubos d




RLPPAPDRT VASSILIADIS SENISOLIDO (RVS)

Formula (g/1):
Triptona
Cloruro
Fosfato hidrogeno potasico
Cloruro magnésico hexahidratado
Oxalato verde de malaquita
Agar

Agua destilada

pH final 5,5 (aprox.)

Preparacioén:

rt-Vassilidis (RV) segun se especifica en
Después de enfriar a 50°C, 600 ml del

te con 400 ml de una solucién esteril, a

Se prepara el caldo Rappapo
la monografia correspondiente.
caldo RV se mezclan asépticamen

la misma temperatura, de agar al 0,8% y se vierte en placas petri.




RAPPAPORT VASSILIADIS SENISOLIDO
(14, 65)

NODIFICADO

Formula (g/1):

Triptosa

Hidrolizado Acido de caseina

Cloruro sodico

Fosfato monopotésico

Cloruro magnésico hexahidratado

Oxalato verde de malaquita

Fovobiocina

Agar

Agua destilada

pH final: 5,2 (aprox.)
Preparacion: '

Solucién A: A 600 ml de agua destilada se afiaden: 5 g de triptosa
(Oxoid, L47), 5 g de hidrolizado &cido de caseina (Oxoid, L41), 8 g de
cloruro sédico (Merck, 6404) y 1,6 g de fosfato monopotésico (Merck,
4873). Esta solucién se hace en el dia de prepi'racién del RVSK. Se
calienta hasta unos 80°C hasta que los ingredientes se disuelvan
completamente.

Solucién B: Contiene 400 g de cloruro magnésico hexahidratado

(Merck, 5833) en 1000 ml de agua destilada o 31,8% p/v. Comoc esta €al es
muy higroscépica, se recomienda disolver el contenido integro de un
frasco recien abierto en agua destilada. La solucién B se puede

almacenar sin esterilizar en frascos oscuros a temperatura ambiente

durante al menos 2 afios.

Solucién C: Contiere 0,4 g ¢gde
1398) en 100 ml de agua destilada. La

oxalato verde de malaquita

apaliticamente puro (Merck,

eolucién C se puede mantener durante al menos 8 meses a temperatura

ambiente en un frasco 0sCuro
L13) en 400 ml de agua

g de agar (Oxoid,
e esteriliza

ue se disuelva completamente y &

Solucién D: Contiene 3
destilada. Se hierve hasta q
a 1210C durante 15 minutos.

Solucién E: Disolver 200
Esterilizar por filtracién.
—42_

mg de povobiocina (Sigma, §-1628) en 10 nl

de agua destilada.




El medio se prepara afiadiendo a 600

ml de la solucién A, 8
solucic i
on B y 10 ml de la solucién C. Entonces se esteriliza a 115°C

d P

la mi
sma temperatura y 1,1 ml de la solucién B se afiaden asépticamente

Después de mezclar, el medio se vierte en placas petri

CALDO SELENITO F

(DIFCO, 0275)
Formula (g/1):

Triptona

Lactosa

Fosfato disedico
Selenito sédico

pH: 7,0 (aprox.)

Preparacion:
Se disuelven 23 g en 1 litro de agua destilada y se calienta hasta
ebullicién., Evitar el calentamiento excesivo. Una vez disulto se

distribuye en tubos estériles.

CALDO SELENITO CISTINA (SC)
(OXDID, CHD699)

Férmula (g/1)
Triptona
Lactosa
Fosfato disédico
Selenito sédico
L-cistina
pH final 7,0 (aprox.)

Preparacién:
g de selenito sodico (Oxoid, L121) en 1 litro de agua

nces se afiaden 19 g del cal

lver 4
- do selenitn-cistina base. Se

destilada y ento
dispensa el tubos estériles.
_43_.




SELENITO SENISOLIDO FECAL (SSF)

(99)
Formula (8’11 )

Triptona .
L]

Lactosa 2

Fosfato disédico

Selenito sédico 4,0
)

3,7
Agua destilada ] 1000, 0
'

Agar

pH final 6,2 (aprox.)
Preparacion:
Se disuelven 23 g de caldo selenito deshidratado (Difco, 0275) y 3,7
g de agar purificado (Oxoid, L28) en agua destilada calentando
suavemente y con agitacién cunstanfe. Se ajusta el pH a 6,2 con &cido
clorhidrico 4N. Se vierte en placas petri cuando alcanza una temperatura
de unos 50°C.

AGAR SULFITO DE BISKUTO (SB)
(DIFCO, 0073)
Formula (g/1)
Extracto de carmne
Peptona
Glucosa
Fosfato disédico
Sulfato ferroso
Sulfito de bismuto
Verde brillante
Agar
pH final: 7,7 (aprox.)

Preparacién:
. lada y se calienta hasta

n 52 g en 1 litro de agua desti
. minutos. Se enfria a unos

Se suspende
dejando que hierva mas de 1-2

avemente para dispersar el p

bullicien, DO
; recipitado y se vierte en

50-C, se agita su
placas petri.




CALDO TRIPTONA SOJA (TSB)
(0X01D, CHND129)

Formula (g/1)

Digerido pancreAtico de caseina

Digerido papaico de haba de soja
Cloruro de sodio

Fosfato dibasico de potasio

Glucosa

pH final: 7,3 (aprox.)

Preparacion:

Se disuelven 30 g en 1 litro de agua destilada. Se mezcla bien y se

ditribuye en tubos. 'Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

Férmula (g/1):
Digerido pancreético de caseina

Digerido papaico de haba de soja 3,0
5,0

2,5
2,9

Cloruro de sodio

Fosfato dibasico de potasio

Glucosa

3,0
15,0

Extracto de levadura

Agar
pH final: 7,3 (aprox.)

Preparacién:

A 1000 ml de agua destilada
fco, 0127) ¥y 15 g de

se enfria hasta unose 50°C

se afiaden 30 g de TSB (Oxoid, CN129), 3

agar Fel (Oxoid, Lil).

g de extracto de levadura (D1

6 ge vierte en
Se calienta hasta disolucién, y

placas petri




AGAR VERDE BRILLANTE (VB)

(DIFCO, 0285)
Formula (g/1):

Proteosa peptona N°3 10,0

3,0
10,0
10,0

5,0
Verde brollante 0,0125

Extracto de levadura
Lactosa

Sacarosa

Cloruro sédico

Rojo fenol 0,08
Agar 20,0
pH fipal: 6,9 (aprox.)
Preparacion: Se disuelven por ebullicién 58 g en 1 litro de agua
destilada. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se

enfria a 50°C y se dispensa en placas petri.

AGAR ILD
(0XOID, CN469)
Férmula (g/1):
Extracto de levadura 3,0
Clorhidrafo de i-lisinn 5,0

Xilosa , 3,75
7.5

7,5
1,0
5,0
5,8
0,8
0,08
12,5
1000,0

Lactosa

Sacarosa

Desoxicolato sédico
Cloruro de sodio
Tiosulfato de sodio
Citrato férrico aménico
Rojo fenc.

hgar

Agua destilada

pH final: 7,4 (aprox.)

1 1litro de agua destilada. Llevar

Preparacion: Se suspenden 53 gramoe en

a ebulliciénm,

fiere a un bafio a 50°C y se V
_46.-

y evitando el sobrecalentamiento.

con agitacién frecuente

Se t jerte ea placaf petri.
e trane |




RESULTADOS




Bvaluacig
aluacion del Rappaport-semisélido con productos cArnicos

De l» ) - €

e las 1t£ muestras estudiadas para la presencia de Salmonella 4]

fueron sitiv : ] i ‘ ‘
e positivhis (Tabla 1). Estas nuestras correspondian a 31 de las 52

salchichas E
chichas de pollo (99,6%) y a 10 de las 52 muestras de carne picadu de

vacuno o cerda ( 2%)
19,2%). En algunas ocasiones se encontraron varios

serot 3
e e g = A G R
otipos. Los mis frecuentemente
encontrados fueron Salmonella enteritidis (22 cepas), S. virchow (9), 8.
randenburg (5), S. blockley (3), S. bredeney, S. infantis y . oranienburg
con dos cepas cada uno. Los restantes serotipes sélo estaban representados
por una cepa cada uno.

La tabla 2 muestra los resultados del aislamiento de Salmonella con
sada uno de los diferentes medios utilizados. En lo referente a los nedios
e enriquecimiento, ninguno de ellos pudo detectar todas las muestras
positivas. El caldo MK fue el que dié¢ un mayor nUmero de muestras
jositivas (29), el RV detecto un numern ligerament® inferior (27), mientras
gue el SF sclo detecto 19. Respecto al numero de cepas‘ y serotipos
encontrados, el RV aislo 31 cepas pertenecientes a 13 serotipos, el MK 31
epas de 10 serotipos y el SF se mostré claramente inferior, detectando
46lo 18 cepas y 6 serotipos.

En 1o referente a los medios en placa, el RS ipcubado a 35°C fue el mis
e de enriquecimiento utilizados (Tabla 2},

productivo con todos los medio

eiendo las diferencias phs acusadas cuando, 6e sembraba después de

enriquejer en los caldos SF y MK.
uperacion total de Salmonella por los

aca tras el enriquecimiento en RV, SF y MK. El RS
muestras (90.2%) ¥ de cepas. El
S incubado a

En la tabla 3 se presenta la rec

diferentes medios en pl

{ncubado a 35°C detecto el mayor numero de
as muestras positivas y el R

VB puso de manifiesto el 63,4% de 1
lo en el 46,3%. La diferencia en el

43-C el 58,5%, siendo el SB positivo 80

positivas entre el RS 2 35°C y los demas pedios en placa

‘ de muestras
= el test de MacNemar (239).

era ectadisticamente significativa (p<0,01) per

En la tabla 4 se prese

nta la especificidad de cada uno de los medios

~48-




mientras que la del SF fue claramente inferior.

Entre los medios en placa
el mas especifico fue <l

RS cuando ese incubé a 43=C,

teniendo una
especiticidad del 100% ya que todas !

ias colonias que migraban resultaron
ser OSalmonella. El siguiente medio mas especifico fue el mismo incubado a

35°C (72,6%), siendo su especificidad superior al VB y SB, tantoc en los
resultados totalee como con todos los caldos utilizados.

Debido a la mejor relacién sensibilidad-especificidad de la incubacién

del RS a 35 que a 43°C, se comparé la eficacia de este medio para la

deteccion de muestras con Salmonella con la del VB y SB. De esta forma, la
no utilizacion del RS hubiera conducido a 11 falsos negativos, mientras que

el prescindir de BGA o BSA solo hubiera producido 1 fa'so negativo en cada
caso.

TABLA 1. Aislamiento de Salmonella de productos caraicos.

N de
Producto cérnico Muestras Nuesiras NS de
Analizadas Positivas serotipos cepas

10 (i9,28)
Carne picada (bovino ¥ cerdo)

31 (59,68)
salchichas de pollo

4 (39,4%)
Total




aislamiento de Salmonella de 41

contaminados.

en el

productos cérnicos naturalmente

Resultado
Enriqueciniento® y medio en placa®

RV(27)¢ NK(29)

§8 RS/38 VB 5B R6/35 RS/M3 88 RS/35  RS/43

Positivo
6 2

Negativo 20 3 0 0B [

Positive ¥ 512 46,3 58,5 48 122 2,4 3,8 00 268 146 653

Total

=RV: caldo Rappaport—Vassilindis. SF: caldo selenito-F, MK: caldo

tetrationato de Miller-Kauffmann
gB: agar sulfito de bismuto, RS/35: Rappaport

oVB: agar verde brillante,
solido incubado a 43=C.

5oC, RS/43: Rappaport semi
total de Salmonella 2

semisolido {ncubadc a 3
igladas por el medio de

¢En paréntesis numero

enriquecimiento.




TABLA 3.

Productividad de cada uno de los diferentes medios en placa,

sembrados después del enriquecimiento en tres caldos diferentes (RVe, SF*

and NX*), en el aislamiento de Salmonella de 41 muestras de productos

cArnicos naturalmente contaminados.

Resultado

Nedio en placa®

RS/35 RS/43

Positivo

Positivo %

Serotipos

Cepas

.o Ver tabla




TABELA 4. Es
; pecificidad de los med
ios de enriquecimi
ento y medios en
placa

utilizados para el aislamiento de Salmonella

Nedio de enriquecimiento®

Nedio en placa®

.5 Yer tabla l.

¢ No migré ninguna bacteria en RS/43 después de emriquecimiento en Selenito

B

entaje de colonias tipicas O bacterias

La especificidad &e expresé en Pporc

que migraban y que &€ confirmaron como Salmonella.




Evaluacién de medios semisélidos con aguas de playa

3 .
De las 256 muestras de aguas costeras analizadas

83 fueron positi
para la presencia de Salmonella &PPp. : -

con al menos uno de los medius

t
utilizados. Se aislaron ~un total de 8€ cepas pertenecientes a 18

serotipos. El serotipo aislado con mis frecuencia fue S. enteritidis (42

cepas), seguido por S. derby (7 cepas), S. mikawasima (6) y S. paratyphi B

(5); otros serotipos aislados en mas de una ocasion fueron S. panama, S.
infantis, S. typhimurium, S. virchow y S. brandenburg.

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos con los diferentes
medios de cultivo sembrados a partir del caldo de pre-emriquecimiento. En
ella se observa que, en el caso de las aguas costeras, la siembra de los
medios semisolidos tras el enriquecimiento en caldos, no presentaba grandes
ventajas respecto a otros medios en placa, especialmente tras el
enriquecimiento en RV. Sin embargo, cuando los medics semisolidos se
sembraban directamente del caldo de pre-enriquecimiento presentaban la
ventaja de detectar el mayor numero de muestras que eran negativas por
otros medics de «cultivo. La siembra directa del caldo de pre-
enriquecimento en los medios semisélidos proporcioné un total de 45
muestras positivas (54.2% del total) en un diz menos que el nétodo
convencional. Cuando se sembraban tras el enriquecimiento, el RVS fue mése
productivo que el RS, pero presentaba una menor especificidad (tabla 5).

En la tabla 6 se compara la pruductividad_y galectividad del método
o medios semisolidos, considerados

convencional con las obtenidas con 1

conjunta O separadamente. En el caso del método convencional, e6e

obtuvieron 53 muestras positivas (63.9%) de las 83 detectadas con

cualquiera de los medios empleados, la combinacién de los medios

(87.5%), siendo la diferencia estadisticamente

test de MacNemar (239). E1 RVS presenté
{cidad (tabla 6).

semisolidos proporciond 73

significativa (p<0.001) segin el

una mayor productividad que el RS, pero una menor especif :
n de los medios cemisolidos a la deteccion

la incorporacid
muestras positivas

En su conjunto,

j ; : de
de Salmonella en aguas coeteras incrementé el numero

de 53 a 83, es decir un aumento en la deteccion del 56.6%.

..53_




en la dete ¢
etecciéon de 683 muestras positivas para Salmonella de las 256

muestras de aguas costeras analizadas.

Medios*® utilizados tras Muestras Especificidad %°

el pre-enriquecimiento positivas.

SF/SB 8 (1) 11.1
SF/VB 5 (1) 8.3
RV/SB 34 (@) 60.7
RV/VE 42 3 58.3
RS 32 (M 23.5
RVS - 31 @) 14.8
SF/RS 9 @ 15.3
SF/RVS 21 (O 10.2

RV/RS 40 (1) 60.6

RV/RVS 45 (3) 40.2

RVS: Rappaport~Vassiliadis semisélido; SF: caldo
SB: agar sulfito de bismuto; VB:

=RS: Rappaport semisolido;
selenito; RV: caldo Rappaport—Vassiliadis;

agar verde brillante.

®lLa especificidad fue expresada COmO porcentaje de colonias tipicas ©

bacterias que migraban que S€ confirmaron cOmo Salmonella

{ndican el numero de Salmonella ©PP:

cLos numeros en paréntesis

exclusivamente aisladas por el método especificado.




Tabla 6,

(o]}

semieolid :
0s en la deteccién de 83 muestras positivas para Salmonell
de las 256 aguas costeras analizadas, o

Met
e Odc. Muestras positivas Especificidad %*

Convencional® 53 (10)¢ 34.2
RS y RVs® 73 (30) . 22.2
RS : 57 D 31,0

66 (11) 18,4

=La especificidad se expresé como porcentaje de las colonias tipicas-o las
bacterias que migraban y que fueronm confirmadas como Salmonella spp.
®Convencional: pre—enriquecindento, enriquecimiento con caldo selenito (SF)

y caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) y aislamiento sobre agar sulfito de

bismuto y agar verde brillante.
RS y RVS: {noculacién en los medios Rappaport semisélido y Rappaport-

Vaseiliadis semisolido directamente después del pre-enriquecimdentc y

después del enriquecimiento en RV y SF.

paréntesis indican el nomero de Salmonella Spp. aisladas

¢ Los numeros en
exclusivamente por el método especificado.




Comparacig
mpa on entre el RS y el Rappaport-Vassiliadis semisslido modificado

D
e las 154 muestras analizadas, fueron positivas 62 para el aislamientc

de Salmonella: 14 de las 20 artificialmente inoculadas, 7 de los 34 piensos
y 41 de los 100 productos carnicos (tabla 7). Entre los productos carnicos
los derivados del pollo fueron los qQue con mAs frecuencia presentaba;
Salmonella (67,5% de las sa'chichas y 46,6% de las hamburguesas), seguidos
de las salchichas de cerdo (16,6%) y las hamburguesas de carne de vacuno

y/0 cerdo (13,3% . Debido a que en algunas muestras habia mAs de un

~serotipo, se encontraron un total de 50 cepas de Salmonella que incluian 9
serotipos, perteneciendo 31 a S. enteritidis, 6 a S. agona, 5 a S. virchow,
Z2a 8. blockey, 2 a 5. mbandaka y 1 a cada uno de los siguientes serotipos:
S. paratyphi B, S. london, S. infantis y §. tilburg.

 En la tabla 8 se presenta la productividad de los diferentes medios de
cultivo utilizados. lLa siembra directa de los medios semisélidos a partir
del agua de peptona proporcioné 60 muestras positivas de las 62 detectadas,
mientras que la siembra de los medios en placa tres el emriquecimiento en
SC y MK sélo proporcioné 45 y 46 muestras positivas respectivamente.
Respecto al rendimierto de los medios en placa, el RS fue el mas productivo
tanto cuando se sembraba después del enriquecimiento en SC (37 positivos) o
en MK (42) como cuando se hacia directamente del APT (60). E1 RVSK fue
claramente inferior, aunque 8u comportamiento fue algo mejor cuando se

sembro directanenté del agua de peptona que cuando lo fue tras

enriquecimiento en SC y MK.

Cuando se comparo la productividad global de los medios en placa (tabla

9) el RS detectéo el 100% de las muest
%. El SB fue positivo en el 40,3% de las

muestras. La diferencia entre

ras positivas, mientras que el RVSK

solo puso de manifiesto el 32,3

ocasiones y el VB s6lo lo fue en 19 de las 62

el RS y los demés medios fue estadisticamente significativa (p<0,001) segun

el test de MacNemar (239).

idad de los medios empleados se
del APT como la siembra
ltados similares con una

presenta en la tabla 10.

i
an después de los

Tanto la sliembra directa

' su
enriquecimientos en MK y SC proporcinaron re

dad del SC. En lo referente a
_.56_.

los medios en placa,
ligera mayor especifici




el mas especifico fue el el RVSK con un 84,7%. EI siguiente medio mas
especifico fue el RS con 60,4%, mientras que los medios VB y SB mostrarom

una especificidad muy inferior.

Debido a que la productividad del RVSK fue muy inferior a la del RS, se

estudio la posible influencia de 1la temperatura de incubacién (42°C). Para

ellc se utilizarom 30 cepas que migraron en RS y no en RVSN, sembrandose

cada cepa (3 gotas de pipeta pasteur de un cultivo de 18 horas en TSB)en um

par de placas de RVSM, incubandose una a 35<C y otra a 42°C. Esto se

realizo incubando en estufa y se repitié incubando en bafio maria. Las 30
cepas crecieron en RS y en RVSN incubados a 35°C pero sélo 4 de ellas lo

hicieron cuando la incubacisén del RVSN fue a 42<C.

Tabla 7. Aislamiento de Salmonella de alimentos y piensos

Alimento o pienso Huestras Muestras NG de NE de

Analizadas  positivas (%)  serolipos  cepes

Deshidratados, contaminados 14 (70,0

artificialeente

Piensos 7(20,68)

7 (61,9)
Salthichas d2 pollo 27 (6

7 (46,6)
Hamburguesas de pollo

§ (16,6)
Salchichas de cerdo

2 (13,3
Hamburguesas de vacuno y/o terdo i

62 (40,2)
Total




Tabla 3. Prod
; uctividad de los d
iferentes medios
utilizados en el

aislamiento de Salmonella

Resultado
Nedios de cultivo®

§C(45)¢ WK(46)

RS* RvSM®

Positivo

Negativo 59

Positivo § 9%,7 24,2 6,7

Total ' 62 62 62 62 6 8

=APT: agua de peptona tamponada; SC: caldo selenito cistina; MK: caldo

tetrationato de Niiller-Kauffmann; RS: Rappaport gsemisolido;  RVSM:
lido modificado; VB: agar verde brillante; SB:

Rappapurt—Vassiliadis semisod

agar sulfito de bismuto.
de Salmonella aisladas por la gsiembra directa

vEn paréntesie nomero total

del APT a los nedios semisélidos.
<En paréntesis pimero total de Salmonella aislada con el medio de

enriquecimientn
senbrados directamente del APT.

*Medios aemisélidos que fueron
-58_




Tabla 9. Productividad de los medios en placa sembrados directamente del

APT* y tras enriquecimiento en SC y XX

Resultado

Nedio en placa=

Positivo

Positivo %

Serotipos

Cepas

= Yer Tabla 8.




Tabl ‘
abla 10. Especificidad de los medioe de cultivo utilizados en el

alslamiento de Salmonella

Medio de enriquecimiento®

Nedio en placa®

50,8%

2,1% 4608 77,18

2,58 37,08 68,58

U2 41,88 60,4

*yer Tubla 8,
SE] APT se sexhrd directamente sobre RS y RVSK,

La especifificidad s expresé Como CORO porcentaje de colonias Lipicas o bacterias que sigraban |

que se confirmaron como Salmonella




lodi_ficacién del medio Rappaport semisslido

En primer lugar

&e comparo el efecto de diferentes Peptonae cuando

ilizaban como componentes basicos en el medio Rappaport

S€ ut
semisolido.

L P o v i 1d
ad

gtk Gy -
a distancia de migracion de las
cepas no Salmonella, pern tambien, y de una manera mas acusada, en las
cepas de Salmonella. La sustitucién de la triptona por 1la triptosa
aumento la d.stancia de migraciéon de las no Salmonella y disminuyé las
de Salmonella. Cuando en lugar de triptona se utilizé proteosa peptona,
los re uitados con JSalmonella fueron similares, pero con no Salmonella
migré una cepa menos. Ffn el caso del empleo de  combinaciones de
peptonas, la mis apropiada fue la de triptona con proteosa peptcua, ya
que las cepas de Salmonella wizraron -u maxima disiancia y en el caso de
las cepas 1o Salmonella sélo lo hicieron 3 y alcanzando la minima
distancia.

Para la siguiente prueba se seleccionaron la ﬁéptona o combinacién
de peptonas que mejores resultados habian presentado respecto a
productividad y esp2cificidad. 4 estas 8@ les adicionaron extracto de
carne o extracto de levadura, presentandose los resultados en la tabla
12, La adicién de extracto de levadura produjo una mayor distancia de
mig.acién de las Salmonella spp. que el extracto de ‘arne, provocando al

mismo tiempo la migracion de up mayor numerc de no Salmonella y/o unas

mayores distancias de migraciénm.

Para el siguiente paso se seleccioné la combinacién de peptonas mas
(tabla 11), es decir triptona ¥y nrotecsa peptona, y la mas
la combinacién de las nismas peptonas,

dura. Dichas combinaciones

selectiva

productiva (tabla 12), que fue

adicionadas de 1,06 g de extracto de leva

n como base para estudiar la influencia del cloruro de magnesio.

sirviero
3. Se observa que &
produjo una BAyor

de Salmonella

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1

una mayor concentracién de cloruro de magnesio &e

distancia recorrida, tanto en la migracién de las cepas

Salmonella.

Ccn el medio que contenia extracto de

como las de no




levad
ura, el incremento en la migracisén de las cepae de Salmonell
a,

TWAYOr que en el caso de no Salmonella =

En la valcracien de la influ

encia del verde de malaquita, ee ,artis

(17,25 g de cloruro de magnesio) y la

de&: combinacion mAs selectiva

na
a8 productiva (21,26 g de cloruro de magnesio y 1,06 de extracto de

levadura) segun la tabla 13. En la tabla 14 se exponen los resultados

(ue se obtuvieron con la utilizacién de las diferentes concentra-iones

te verde de malaquita. A mayor concentracién de dicho cclorante, 1la
eelectividad fue mayor. Cuando la concentracién fue de 0,006 g/., uma
cepa de Salmonella resulté inhibida, pero la presencia de extracto de
l wadura, juato con una mayor concentracién de cloruro de magnesio
d:eminuy¢ el efecto inhibidor del verde de malaquita frente a cepas de
Scizonella y no Salmonella. Para el siguiente paso se escogieron la
fcrmula mas productiva y la mis selectiva que no inhibia la migraciénm de
ninguna Salmonella, éstas se correspondian con las concentraciones més
baja y mas alta de verde de malaquita, acompafiados en ambos casos de
ex:racto de levadura (tabla 14).

La adicién de novobiocina (tabla 15) en cantidades variables puso de
ma) ifiesto que la concentracién de 10 mg era la unica que no inhibia
niiguna Salmonella, mientras que edélo 3 cepas no Salmonella podian
mi jrar en dichas condiciones.

En la tabla 16 aparecen los resultados obtenidos tras la disminucién
del pH a 4,5 y 4 mediante la adicisn de acido clorhidrico o &cido
citrico, y el efecto de la temperatura de incubacién de 42°C en dos de

d .chas formulaciones. Se observa que la disminucién del pH auments la

s:lectividad, éste aumento también dependia de la concentracién de verde

de malaquita. La férmula mhs selectiva que no inhibia a ninguna cepa de

(lmopella fue la que contenia 0,096 de verdr de malaquita y tenia un pH

(e 4,5 obtenido mediante la adicién de &cido citrico. La mas productiva
]

e verde de malaquita y el pH de 4,5 se

yra la que contenia 0,021 g d
Al primer medic ee le denominé Rappaport

sbtenia con &cido clorhidrico. ;
(RSM41) y =2l segundo Rappaport semisolido

semisolido modificado 41 ; ;
atura se incremento a 42=C con

modificado 44 (RSN44). Cuando la temper

varias cepas de Salmonella resultaron

dos de estas formulaciones,

inhibidas.
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En la tabla 17 se presenta el efecto de la adicién de selenito a los
medios RSM41 y RSN44.

Con todas la concentracl.ones probadas tanto las

cepas de Salmonella como las no Salmonella resultaron completamente
inhididas.

En la tabla 18 se presentan los resultados obtenidos tras la adicién
antimicrobiano nitrofurantoina al RS y RSN44.
esperado,

del En contra de 1lo

tanto con las cepas de Salmonella cowo las de no Salmonella
hubo una mayor productividad, alcanzandose en general mayores distancias

en la migracion de las bacterias a través del medio semisélido.

Tabla 11. Influencia de diferentes peptonas en la migraciénm y en las

distancias = canzadas por las cepas de Salmonella y no Salmonella.

Componentes®

Salmonella (n=13) = no Salmonpella (n=7)

D:

3,25g Tn 13 45 ZZ
5,40g Tn 13 23 =
3,25g Ts : 13 26 %
3,25g Pp 13 42 %
2,67g Ts + 2,67g He 13 44 i
2,67g Tn + 2,678 Pp 13 54 .
2,67g Ts + 2,67g Pp 13 50

; . hidrolizado de

: ! g teosa peptona; BHc:
. 7s: triptosa; Pr: Pro

s Tn: triptona. I8

caseina. senisélido.

n el medio
pas que migraban e i s W el medio

e N: numero de ce
aban
e« D: distancia pedia en mm Qqueé nigr

plido.
semisoli -63-




Tabla 12. Influe
i ncia de la adicién 4
e extracto de carne
Yy extracto de

levadura.

Componentes®

Salmonella (n=13) nc Salmopella (n=7)

2
5
4
4
3
6
1
4

extracto de carne 2,678; EL: extracto de
Te: Triptosa 2,67g; He:

» Tn: Triptona 2,67g; BC:
levadura 1,06g; Pp: proteosa peptona 2,67g;

hidrolizado de caseina 2,67g.
cepas que migraban en el medio semisélido.

o X: numero de
cepas en el medio

¢ D: distancia media en @D que mnigraban las

senisélido.




Tabla 13,

Influe
ncia de las diferentes concentraciones de cloruro d
P

magnesio*

Componentes®

Salmonella (n=13) no Salmoneila (n=7)

17,25g CN
18,24g CX
21,26g CX
EL + 17,25g CX
EL + 18,24g CX
EL + 21,26g CN

* MNedio base: Rappaport semisélido que contenia 2,67g de triptona Yy

2,67 g de proteosa peptona en lugar de 3,25 de triptona.
= EL: 1,06 g de extracto de levadura; CM: cloruro de magnesin

hexahidratado;

® %: nomero de cepas que migraban en el medio semisélido

« D: distancia media en mm Qque migraban las cepas el el medio

semisolido.




Tabla 14.

Influencia de 1la concentracién de verde de

malaquita*

Componentes®

Salmonella (n=13) no Salmonella (n=7)

17,25g CX + 0,021g VX
17,25g CX + 0,065g VX
17,25g CX + 0,006g VK
EL + 21,26g CN + 0,021g VK
EL + 21,26g CX + 0,065g VX
EL + 21,26g CM + 0,096g VN

* Medio base: Rappaport semisélido que contenia 2,67g de triptona y
2,67 g de proteosa peptona en lugar de 3,25g de triptona.

» CM: cloruro de magnesio hexahidratado; VN: oxalato verde de malaquita;
EL: 1,06g de extracto de levadura.

©» X: Numero de cepas que migraban en el medio semisélido.

¢ D: Distancia media en mm que migraban las cepas en el medio

semisélido.




Tabl
a 15. Influencia de la adicisn de novobiocina*

Componentes®

Salmopella (n=13) no Salmonella (n=7)

0,02ig VK + 0,010 g N
0,021g VXK + 0,015 g X
0,021g VX + 0,020 g ¥
0,021g VN,+ 0,040 g ¥
0,096g VK + 0,010 g §
0,096g VK + 0,020 g X
0,096g VM + 0,040 g ¥

* Nedioc base: Rappaport semisélido que contenia 2,67g de triptona, 2,67

1,06 g de extracto de levadura y 21,26 g de

g de proteosa peptona,
25g de triptoma y 17,25

cloruro de magnesio hexahidratado en lugar de 3,

de cloruro de magnesio hexahidratado.
§: novobiocina.

8
VM: oxalato verde de malaquita;
migraban en el medio semisélido

» N: Numero de cepas que
raban las cepas en el medio

« D: Distancia media en mm que mig

semisélido.




Componentes™

S -
almopnella (n=13) no Salmoneila (n=7)

D:

(C1) 13 47
«C1) 13 41
€L 13 32
(C1) 13 24
(Cl> 13 26
(C1) 13 16
(Cl) 10 14
(Ci) 1 10
(Cl), 42°C 4

(Ci), 42°C ¢

*» Nedio base: Rappaport cemisélido incubado a 35°C y que contenia 2,67g

de triptona, 2,67 g de proteosa peptona, 1,06 g de extracto de levadura
y 21,26 g de cloruro de magnesio bexahidra

uro de magnesio hexahidratado.
(C1): el pH indicado see obtuvo

(Ci): el pH se obtuvo nediante

tado en lugar de 3,258 de

triptona y 17,25 g de clor
- YN: oxalato verde de malaquita;

pediante la adicién de scido clorhidrico;

la adicién de Acido citrico.

pas que migraban en el medio semisélido

e X: Numero de ce
las cepas é€n el medio

« D: Distancia pedia en mm Qqueé migraban

senisélido.
_68—




Tabla 17. Influencia de la adicién de selenito

Componentes®
Cepas
Salmonella (n=13) no Salmonella (n=7)

x De X D
RSX44 13 47 5 10
RSN44 + 0,48 S 0 - L .
KSM44 + 1g S e = - o 5
RSN44 + 4g S 0 = . 5 '
RSX41 13 16 : i
RSM41 + 0,4g S 0 5 ? s
RSN41 + 1g S 0 . - :
REN41 + 4g S 0 - ¥ !

= RSM44: Rappaport semisélido modificado 44; RSMAL: Rappaport seaisolido

modificado 41. S: selenito.
e cepas que migraban en el medio serisélido

e N: Nomero d
cepas en el medio

e D: Distancia media en LI que migraban las

senmisolido.
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18.
8. Efecto de la adicién de nitrofurantoina

Compor«ntes®

Salmonella (n=8) no Salmonella(n=8)

T

RS

RS + 0,03 mg/1 Hi

RS + 0,10 mg/1 B4

RS + 0,20 mg/1 Hi
RSN44

RSN44 + 0,03 nmg/l Ki
RSK44 + 0,10 nmg/1 Ni
RSN44 + 0,20 mg/1 Hi

8 8
i 7
8 8
5 8
& 6
8 7
8 8
8 8

a RS: Rappaport semisélido. RSK44: Rappaport semisélido modificado 44;

Fi: nitrofurantoina.
que migraban en el medio semisélido

> )N: Numero de cepas
pas en el medio

¢ D: Distancia media en mi que migraban las ce

semisélido.




Co 6 v
mparaciéon de las nuevas formilaciones con otros medios semisslidos
= B8d

Cultivos puros:

L -
0s resultados obtenidos cuando se sembraran cepas de Salmonella
no S .
almonella en los diferentes medios semisélidos se presentan en la
t
abla 19. De su estudio se desprende que el RVS, RS y la modificacién de

éste ultimo, el RSM44 eran los unicos que permitian la migracién de

todas las salmonellas ensayadas. En los restantes medios no migrarom

algunas de las cepas de Salmonella. En el caso del RSN41 no lo hizo unma
cepa de Salmonella paratyphi B y la de S. arizona; en el RVSN: una cepa
de S. typhimurium, una de S. virchow, una de S. paratyphi B y la de S.
arizona; y en el caso del SSt* dos de S. paratyphi B, una de S. virchow
y una de S. chio. En lo que res;-~ta a las distancias de migraciénm, el
RSN44 fue el que preseanté una mayor distancia media de migracién: 59
mm, es decir mas del doble del RS (25 mm). El siguiente medio em que las
cepas de Salmonella presentaban una nmigracién mayor fue el RVS con una
media de 44 mm. Los restantes medios permitieron menores distancias de
migracién que el RS. =

En lo referente a las cepas de bacterias no pertenecientes al género
Salmonella, los medios semisélidos pas inhibidores fueron el REN41 y SSF
seguidos del RVSN. El RSM44 inhibia dos cepas mAs que el RS, pero las
distancias de migracién de las 1O {nhibidas eran mayores. El RVS

permitis el crecimiento y grandes distancias de migracién com todas las

cepas no-Salmonella.

limentos:

En la tabla 20 se presentan 106 resultados obtenidos en el

aislamiento de Salmonella con loe diferentes alimentos estudiados, y &€

método convencional y 1los diferentes

hace una comparacion entre el
lo fueron

tificialmente contaminadas,

conterian S. typhimurium. En el caso
aislaron

medios semisolidos. Lac muestras ar

con las capsulas de referencia qué

ipadas las salmonelas que &é

an a otros 5 gerotipos. Los pedios semisolidos que presentaron

os alimentos ensayados fueron el BS Yy
g al método

de las muestras paturalmente contan

perteneci

un mejor comportamiento con todos 1

medios semisélidos dieron resultados similare

..71.-

RSM44. Los




convencional en el caso de los alimentos de baja humedad (leche en
Polvo, piensos) o de alta humedad que contenian poca flora contaminante
(leche pasterizada), pero fueror claramente superiores cuando ge
estudiaban alimentos de baja huwedad crudos (leche cruda y salchichas de

0
polla) que suelen contenmer una alta concentracién de flora contaminante

(tabla 20).

En la tabla 21 se muestra la productividad y especificidad de los

diferentes medios semisélidos utilizados. Los mis productivos fueron el

RSN44 y RS que detectaron el 96,8 y el 93,5% de las muestras positivas,
En lo referente a la especificidad, en ambos medios estaba alrededor del
60,0% y eran sdlo superados ligeramente por el RVSK (61,2%). La mejor
combinacién entre productividad y especificidad correspondié a los
medios RRN44 y RS.

Los resultados referentes a la rapidez de deteccién de las muestras
positivas se expresan en la tabla 22. También en este caso el RSN44 y RS
fueron los medios semisélidos que méAs muestras positivas detectaron enm 3
dias, siendo este numero también superior al puesto de manifiesto por el
método convencional en 4 dias. i

Debido a que el RSN44 y RS fueron los medios més rapidos,
productivos y se encontraban entre los mAs especificos, se comparé su
utilizacién conjunta, con el método convencional, presentandose los
resultados ep la tabla 23. En ella se desglosan los resultados segin los
diferentes tipos de alimentos estudiados. Con todas las muestras, la

combinacién de los dos medios semisélidos proporcinaba igual o mayor

nonero de muestras positivas que el método convencional, tanto cuando se

senbraban a partir del caldo de emriguecimiento como cuando se hacia a

partir del caldo de pre-enmriquecimiento. Las diferencias mAs acusadas se

e alta humedad (leche y salchichas

RSN44 y RS permitié la deteccién

obtuvieron con los alimentos crudos d
de pollo). La utilizacién conjunta del

del 100% de las 31 muestras que fueron positivas para la presencia de

Salmonella.




Tabla 19:

Comportamiento de cultivos puros de Salmopella y
no-

Sa
lmonella en los diferentes medios semisélidos estudiados

Medios de cultivo*

RSN44 RSN41

Salmonella (n=35) 35 33

no Salmopella (n=10)

= RS: Rappaport semisolido; RSN44: Rappaport semisélido nodificado 44;

RSK41: Rappaport semisélido modificado 41; RVS: Rappapurt—Vassiliadis

semisélido; RVSK: Rnppaport-—‘lassiliasis semisélido modificado y SSF:

Selenito semisélido fecal.

= N: numero de cepagé que migraban en el medio semisélido.

a en mm queé migraban las cepas en el medio

& D; distancia nedi

senisélido.




Tabla 20,
Aislamiento de Salmonella de alimentos natural
y

artificialmente contaminados,

utilizados,

segin los diferentece métodos Yy medios

Tipo de muestra= Método

Convencional Semisdlido*

RS RSM44 RSM41 RVS RVSK SSF

Leche en polvo (n=20)

Leche pasterizada (n=10,

Leche cruda (n=10)

Salchichas de pollo (p=10)

Piensos (n=11)

Total (n=61)

fueron inoculadas artificialmente con muestras

= Las muestras de leche
En o1 caso de los otros

de referencia que contenian S. typhimuriuz

alimentos la contaninacién fue natural.

* Ver tatla 19.




Tabla 21. Productividad vy especificidad de los distintos zedios

semisolidos utilizados en el aislamiento de Salmonella de 61 alimentos

naturalmente contaminadc- o artificiamente inoculados. .

Medio semisélido*

RS RSN44 RSM41 RVS RVSH SSF

Productividad= 93,5% 96,8% 77,4% 83,9% T74,2% 71,0%

Especificidad® 60,2% 59,8% 56,4% 45,5% 61,2% 47,9%

* Ver Tabla 19.
= La productividad se refirié al total de muestras positivas detectadas
por cualquiera de los métodos estudiados

© La especificidad se expresé cComo porcentaje de colonias ‘ipicas O

bacterias que migraban y que fueron confirmados como Salmonella




Tebla 22. Comparacién entre la rapidez del método convencional y de los
medios semisdlidos en el aislamiento de Salmonella de muestras de

al lmentos.

Método

Convencional Senisolido*®

RS RSM44 RSN41 RVS

Ti:mpo de deteccién

3 dias 25 28 22 20
i

4 di 29 30 24 26
ia8

¢ Ver Tabla 19.




Tabla 23. Comparacién de un
Salmonella,

método convencional para el aislamiento de

con un método semisélido (RS + RSN44 senmbrados de los caldos
de pre-enriquecimiento y enriquecimiento)

segin los diferentes
tipos de alimentos.

Tipo de muestra

Convencional Semisélido (RS+RSM44)*

Pre-enr. Enr.
Leche en polvo 10 s
Leche pasterizada
Leche cruda
Salchichas de pollo

Piensos

Total

» Ver Tabla 19.




El 5
eccién del tipo de filtro de membrana Yy su disposicién en el

semisslido: P

los ::f::ent;ihtf:o:ed: T::‘::tnn 198 TeNsiindns Wk e hiuviees W

‘ ros y la disposicién de estos en el medio
semisolido, tras la inocculacién de caldos con cultivos puros de S.
esteritidis, S. typhimurium y de B. cloacae. En lo referente al tipo de
filtro, no se observaron diferencias apreciables entre el Nillipore y el
S&S, ni con las cepas de Salmonella ni con lae de E. cloacae. En el
caso de la disposicién del filtro en la placa, tampoco hubo diferencias
apreciables en lo referente a Salmonella segin se colocase el filtro
invertido sobre la placa (método A) o en posicién normal con una segunda
capa afiadida de medio semisélido (método B). En el caso de B. cloacae el
segundo método permitia su crecimiento sobre los medios RS y RSN44. La
disposicién del filtro en posicién normal de la superficie de un agar no
selectivo (TSBY), con adicién de una capa del medio semisélido (método
C) aumentaba la distancia de migracién de 5. “enteritidis cuando se
utilizaba el medio RSM41, y con todos los medios en el caso de S.
typhinurium, pero este método también aumentaba la migraciém de B
cloacae en el caso del medio RSN44.

Cuando la experiencia se repitié utilizando cépsulas de referencia
(tabla 25) de nuevo lo diferentes tipos de filtro ofrecieron resultados
sinilares y el método C proporcions distancias de migracién superiores.
Como los dos tipos de filtros y los métodos A y B mostraron en general

resultados similares, &e compararon a continuacién sélo los métodos A ¥

C, utilizando filtros Millipore HC y examinando el comportaniento de

cepas de Salmonella y E. cloacaée afiadidas a piensos que DO conterian

previamente Salmonella (tabla 26). E1 método C permitié distancias de

migracién superiores al A en el caso de las dos cepas de Salmonella pero.
E.

estos incrementos fueron aun mayores en el caso de la cepa de

do en todos los casos las distancias de

cloacae, superando O igualan




migracic
g on de Salmonella. Debido a estos resultados se seleccions para

loe siguientes estudios la utilizacién del

métod
Millipore HC 0 Ay los filtros

Eleccion de los medios semisélidos a emplear:

Debido a que el medio RSM41 se mostré en el apartado anterior como

inhibidor de algunas cepas de Salmonella (Tabla 19) ¥y poco productivo en

su utilizacién con alimentos (Tabla 21) se replanteé su utilizaciém

para ello se comparé, utilizando el agar TSBY como medioc de referencia,
con los medios semisélidos RS, RSM44 y el medio RSN44n. El ultimo medio
era una modificacién del RSM44 al que no se habia disminuido su pH pero
que se le habia gﬁadido novobiocina a la concentracién final de 10 mg/l.
Los medios se evaluaron mediante la técnica de dilucién hasta extincién
(tabla 27). El RSM44n proporcioné una selectividad similar al RSM41 sin
mostrar una inhibicién tan acusada de S. typhimurium Por ello a partir
de entonces se utilizé el medio RSN44n junto al RS y RSM44 en 1la
evaluacién del método filtraciém por membrana-semisélido (F-88).
Valoracién del método para la recuperacién de células lesionadas por
calor o congelacién.

En 1a Tabla 28 se muestran los resultados de la recuperacién de
entre 1 y 2 células lesionadas por el calor ¥y afiadidas a pienso
previamente esterilizado. Se desprende que el método permitia el
pto de Salmonella a partir de dicho tipo de céluias. En el cuso
pedio RSM44 permitia su recuperacién, siendo

aislamie

de S. typhimurium 8élo el

necesaria una pre-incubacién del caldo de 8 boras, mientras que la de 6

horas nc era suficiente.

ndo las células habian sido lesionad
dos los medios y tras 6uéb

as mediante congelacion
Cua

(tabla 29) la recuperacién fue buena con to

horas de pre-incubacién.

Aplicacién de los métodos senisélidos al andlisis de alipentoe para

consumo humano O animal.
Para definir el tiempo pecesario de pre-
Salmonella €e comparé
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durante 6 u 8 horas utilizando un total de 88 miestras

s cuyos resultados
parecen en la tabla 30. Se observa que con todos loe medios semisélidos

la prolongacién de la incubacién hasta 8 horas aumentaba el numero de

positivos, este aumento era mis acusado con el medio RS. En total el

numero de muestras positivas pasaba de 42 a 50 cuando €e prolongaba el
tiempo de incubacion del caldo de pre-enriquecimiento, siendo necesario

por ello realizarla durante 8 horas.

Ex la tabla 31 se muestra la utilidad de las distintas técnicas
rapidas, presentando los valores predictivos positive y negativo en
relacién a la confirmacién de Salmonella por cultivo. La prueba de
fluorescencia deuominada NUCAP era la que presentaba mis falsos
positivos, por lo que el valor predictivo positivo fue eélo de 0,86. La
prueba del bacteriéfago presenté menos falsos positivos pero la que mAs
falsos negativos, con un valor predictivo negativo de s6lo 0,70. La
aglutinacién con latex fue la mAs eficaz, con un valor 'predictivu
positivo del 0,98 y negativo de 1.

La comparacién entre el rendimiento del método de filtracién por
penbrana-semisélido (F-SS, con pre-incubacién"durante 8 horas y
confirmacién con latex) con el del método senmisélido y el del método
convencional aparece en la tabla 32. Entre los diferentes medios
empleados con el método F-SS, ¢l RS fue el que mis positivos
proporcioné, seguido del RSM44 y el RSNéd4n con 66 y 61 positivos

respectivamente. La utilizacién conjunta del RS y el RSM44 aunmentd el

nomero de positivos a 71. Por ello, si consideramos el método F-SS,

ligeranente mayor
empleando los medios RS y RSM44, su productividad fue lig

que el método gsemisélido y el convencional, presentando 71 positivos

70 respectivanente, ofreciendo la ventaja de poder
rse el anélisis.

frente a 69 Yy
obtener resultados al dia siguiente de inicia




Tabla 24. Iufluencia del tipo de filtr
1:;?10 semisolido tras la inoculacién de frascoe conteniendo 250 ml de
clmccm 2 ufc ttie S. enteritidis, 2 ufc de S. typhimurium y 3 ufc de E

cae respec .
iy pe vamente e incubacién durante 6 horas a 35°C y filtracién

O y disposicién de éste en el

Tipo de filtro Disposicién en la placa*

RSN41 RSM44 RS RSM41 RSM44 RS RSN41 RSN44

S. enteritidis
Nillipore

S&S

S. typhimurium
iillipore

Sas

E. cloacae
Millipore

S&sS

el medio semisélido; B: en posicién

d
e sl lae::g?l-i;‘;i; afiadiendo posteriormente una segunda

pormal sobre el medio sicibn normal sobre el agar TSBY y adicionando a

apa de éste; C: en Ppos : : _
Zoﬁtinuacién una capa de medio AR t semisblido modificado 41;

= RS: Rappaport semis611do; RSM41: Rappapor

511do modificado 44. s1ido (vertido
g Rappnl:lﬂrtmserl:i:fén de 1a bacteria en . ugiio ?am::ltivo resulté
it Disltancudeegojn) expresada en mm; I el medlo
en p acas

totalmente i{nvadido. .




Tabla 25. Influencia del tipo de filtro y dispoeicién de éste en el

medio semisélido tras la inoculacién de APT con una céhpsula de

referencia conteniendo S. typhimurium, incubacién durante 6 horas a 35°C
y filtracién de 10 ml.

Tipo de filtro Disposicién en la placat

RSN41 RSN44 RS RSN41 RSM44 RS RSM41 RSNé4

0
Millipore 12 15 20 1

7 21
Sas 15 1

« = & Ver Tabla 24.




Tabla 26. Influencia de la disposicién del filtro en el medio semisblido

tras la inoculacién de homogeneizados de plenso (n=3), 1incubacién
durante 6 horas a 35°C y filtracién de 10 ml.

Bacteria Disposicién en la placa*

S. enteritidis (3 ufc)

S. typhimurium (1 ufc)

E. cloacae Ch13 (2 ufc)

= = Ver Tabla 24.

© Media de las distanc
I: la placa fue {nvadida por la bacteria

{as recorridas en mm de los tres experimentos
correspondiente en

realizados;

las tres ocasiones.




Tabla 27. Titul
utild 06 obtenidos con diferentes medios semisélid
20 la técnica de dilucién hasta extincién ey
on.

Bacterias
Nedios de cultivo*

RS RSN44 RSM44n

. enteritidis

typhimuriuvm

virchow

. cloacae 77

cloacae Chl3

RS: Rappaport

» TSBY: Agar tripticasa soja extracto de levadura;
ppaport senisélido modificado 44; RSN44n: Rappaport

semisélido; RSM44: Ra
senisolido modificado 44 con 10 mg/l de noboviocina. RSN41: Rappaport

senisélido modificado 41.
presé com el logio de la mAxima d
(TSBY) o migraciém (medioe

= El titulo se ex 1lucién que tras ser

gembrado en el medio produjo crecimiento

seniaélidos).




Tabla 28. Recuperacién de células lesionadas de S. enteritidis y S.
typhbimurium mediante calentamiento a 52°C durante 10 ninutos y afiadidas

a plenso esterilizado.

Horas de preincubacién Medios de cultivo*

RS RSN44 RSN44n

- 10
S. enteritidis 13

g. typhimuriuvm

» Ver Tabla 27
& Ver Tabla 24




Tabla 29. Recuperacién de células lesionadas de S. enteritidis y S

typhinurium mediante congelacién a -18°C durante 21 dias y afiadidas a

plensc esterilizado.

Horas de preincubacién Nedios de cultivo*

RS RSNA4 RSN44n
S. enteritidis I= I I

*= Yer Tabla 27
© Yer Tabla 24




Tabla 30. Comparacién entre el pre-enriquecimiento durante 6 y 8 horas

n el aislamiento de Salmonella con el

método semisélido rapido

(66 piensos Y 22 carnes) naturalmente
contaminadas y 8 muestras de leche en polvo artificialmente contaminadas
con capsulas de referencia.

utilizando 88 muestras

Tiempo de incubacién del Kedios de cultivo®

pre-enriquecimiento

RS RSM44  RSN44n

40 36

45 40

= Ver Tabla 27.

Tabla 31. Valor predictivo positivo y valor predictivo negativo de las

| do
pruebas rapidas NUCAP, bacteriofago O0:1 y aglutinacién con latex cuand
se aplicaban al aislaniento de Salmonella tras utilizar el método répido

semisélido al estudio de 129 muestrae de alimentos.

Valor predictivo positivo

Valor predictivo negativo




Tabla 32. Comparacisn entre los métodos:

: filtracién por i
semisolido (F-SS), semisélido cos: P menbrana

y convencional (C) para el
aislaniento de Salmonella de 129 muestras de alimentos

Muestras &

RSM44 RSM44n RS+RSN44
Piensos (n=66) 34 33 30
Leche en polvo*® (n=22) 22 P2 o0
Cacao** (n=2)
Coco** (n-2)
Productos carnicoe (n=37) 9

Total (n=129)

filtracién por membrana-
Rappaport semisélido
icado 44 con 10 ng/1 de

= (: convencional; 8S: semisdlido; F-SS:

gsemisélido; RS: Rappaportsemisélido; RSM44:

modificado 44. RSKMé4dn: Rappaport semisélido modif

novobiocina.

=* Nuestras artificialnnnte {noculadas
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Evaluacién del Rappaport semisslido con productos carnicos

El
que se consiga o0 no el aislamiento de Salmonella de un alimento
L]

diferentes medios de
vencialmente (53, 81, 187).

de ende de 1los cultivo que se wutilizan
En nuestro estudio se utilizé un medio de
Pre2mriquecimiento  (APT), y varias combinaciones de medios de
en: lquecimiento y medios en placa. La productividad global del caldo MK
fue .igeramente superior al RV y claramente superior al SF (tabla 2),

Por el contrario en la mayoria de los estudios publicados el RV se ha
mosirado superior a las preparaciones comerciales de MK y caldos
selenitos (25, 27, 122, 163, 238). Buestros resultados serian
comparables a los de dichos autores sl sélo consideraramos la siembra de
los caldos de enriquecimiento en VE y SB, pero fue la incorporacién del
RS 1{ncubado a 3%5°C 1lo que aumenté 1la productividad del SF y
especialmente del MK, gque llegé a ser similar a la del RV. Esto sugiere
que ¢1 MK permite el crecimiento de Salmonella al menos tan bien como el
RV, .o que contradice las observaciones de otros autores (197) y el
positle efecto téxico del MK sobre Salmonella (1®, 19, 50, 149, 187,
aunque apoyando la opinién de Beumer et al. (32). El menor rendimiento
del € en otros estudios se explicaria no en el hecho de que fuese
toxico para Salmonella, sino en que éste no imhibiria adecuadamente a
los microorganismos competidores, que enmascararian la presencia de
Salponella (24, 122, 240) en medios como el VB y SB. Al ser el RS un
medios méAs selectivo, los competidores no {nterferirian con la migracién
pudiendose obtener de esta forma cultivos practicamente

de salmonella,

puros. El menor incremento en el numerc de nuestras positivas que

n del RS tras enriquecimiento en RV, se debe

prolujo la utilizacio
ctivc gue el SF y XK, inhibiendo

prcoablemente a que el
los organismos competidores que 8e
aca y facilitando asi su seleccison (144,

asemejan a
preferentemente a

Sa monella en 1o medios en pl

16), 238, 248).

Entre ios medios en placa,
s

35°C (tablas < ¥ 3,
al VB y SB (tabla 4). Esta

el mas productivo fue en todos los casos

bad presentando ademis una
e] RS 4incubado 2

ers pecificidad del 72,6%,
d fue inferior al 95,1% obten
_90..

superior
ijdo en la descripcién original
e specificida




del medio realizada por Goossens et al. (90)
’

utiliz
bhumanas. Esta diferencia Shdolc con heces

puede deberse,

ademds de a la distinta

muestiras empleadas, a que nosotros consideramos para
identificacién todas las bacterias que migraban
'

naturaleza de las

independientemente de

la di 6
stancia de dicha migraciém, ya que observamos que en ocasiones

habia cepas de Salmonella qu
et al. (90) conéideraban 10101“::::::11::: sdde ToRm
contrario la sensibilidad obtenida por nosotr:s :er g,
: ve del 90,2% frente al
80,3% del estudiv original. En nuestra evaluacién tanmbién estudiamos la
sugerencia de realizar la incubacién a mAs de 40°C con el fin de
intentar aumentar la especificidad del medio (90). De esta forma,
cuando el RS se incubo a 43°C, la especificidad aumenté al 100% (tabla
4), pero con una inaceptable pérdida de productividad (tabla 3. En
nuestro estudio, y coincidiendo con las observaciones de Goossens et al.
(90), la mayoria de los microorganismos que eran capaces de migrar en el
RS pertenecian a los géneroe Enterobacter y Citrobacter.

La mejor combinacién productividad-especificidad se obtuvo con el RS
{ncubado a 35°C. Si este medio no se hubiera ®tilizado, se habrian
producido 11 falsos negativos, dicho de otro modo su incorporacién a la
deteccién de Salmonella incrementé el numero de muestras positivas en un
36,6% El aumento 2n el nimero de cepas detectadas fue especialmente
importante en el caso de S. enteritidis, poniendo de manifiesto el RS 22
cepas, nmientras que los otros medios sélo detectaron 9 cepas. Svastové
et al. (217) también observaron un incremento de este serotipo cuando
utilizaron medioe semisolidos.

Algunos autores (123, 145, 240) bhan criticado la utilizacién de
o al retraso en la obtencién de resultados

licaban como un ‘método de enriquecimiento
caldo (211). En nuestro

medios semisdl idos debid

cuando éstos medios &e ap
secundario tras un enriquecimiento previo en
niento se sembraba directamente en el medio

1 caldo de emrigueci
o tomando la

entificacién podia realizaree
gracién del cultivo, lo que permitia la

el nismo numero de dias que los otros

ntar el empleo

{slamiento de

semis6lido en placa ¥ la id
porcién mas avanzada de la mi

racterizacién de Salmonella en

ca
onvenientes que puede prese

pedios en placa. Entre los inc

a
del RS se pueden ipcluir el no 6er adecuado para el

....91_




serotipos d
P e Salmonella sensibles al verde de malaquita o
una movilidad inferior a otras Salmonella B ol
’

A 45, 46, como S. typhi y S. paratyphi

79, 90, 93) o0 de 6erotipos inméviles.
RS no permitié el aislamiento de una Salmonella

En nuestro estudio el

del grupo D en la
e o cual
pudo poner de manifiesto posteriormente la presencia de flagelos

La f
recuencia de estas cepas imméviles fue un factor a tener en cuenta
en los siguientes estudios de medios semisélidos.

Los resultados de este apartado permiten concluir que el Rappaport
semisolido, descrito originalmente para aislamiento de Salmonella de
heces humanas, es Gtil para el aislamiento de dichas bacterias de
productos carnicos, presentando una mayor productividad y especificidad

que otros medios en placa de uso frecuente en microbiologia de los
alimentos.

Evaluacién de medios semisélidos con aguas de playa

En este apartado se evalué la utilidad del empleo del RS y del
Rappaport-Vassiliadis semisélido (RVS) cou aguas de playa. Dichos medios
se inocularon ademss de con los caldos de enriquecimiento, directamente
del caldo de preenriquez‘;\ imiento segun lo sugerido por De Smedt et al.
(64), aunque la {noculacién se realizé mediante asa de cultivo.

De los 9 serotipos que detectamos més frecuentemente con nuestra
metodologia, 7 se encontraban entre los 10 méAs comunes aislados en

Espafia en 1986 (10). S. enteridis fue el serotipo més frecuentemente

encontrado, con gran diferencia frente a los otros, tanto en nuestro

estudio de aguas de mar como en casos humanos aislados o en forma de

171). Esto da idea de que 108 serotipos aislados

reflejan la situacién que prevalece en el
ros autores

brotes epidémicos (10,

con nuestra metodologia

habitat terrestre mas fielmente que 1lo encontrado por ot

(113, 124).
Tras el enriquecimiento en SF o RY,
ctividad similar © ligeranente 8u

ales (tabla 5). Comparando estos resultados con
do anterior, la

loe medios semisolidos

perior a 108
presentaban una produ

medios en placa habitu
el aparta

dos con productos caArnicos en

A : {tivos tan claro

combinacién SF/RS no presentaba un incremento de PoOS
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como las ¢
ombinaciones SF/VB y SF/SB. Esto podria explicarse basandose

d
L] ]

196,
2000 y que a pesar de la reparaciéon que se produce durante el

preenriquecimiento, las células

serian mAs sensibles a la combi
SF/RS. Por el i

contrario presentarian una menor sensibilidad a la
combinacién SF/RVS, que es probablemente menos téxica al contener el RVS

aproximadamente la tercera parte de verde de malaquita que el RS

Norifiigo et al. (154) también encontraron al caldo selenito téxice para

el aislamiento de Salmonella de aguas naturales. Tras el enriquecimiento
en RV, los resultados de los medios semisélidos no presentaban grandes
diferencias con los medios sélidos, al igual que ocurrié con los

productos cérnicos.

La novedad de este apartado fue la de evaluar la utilidad de la
siembra directa de los medios semisélidos con la siembra directa del
caldo de preenriquecimiento (APT). Esta metodologia fue la que
proporcioné un mayor aumento en el numero de m&stras positivas: 7 en
21 casc del RS y 4 en el caso del RVS (tabla 5). Este hecho apoya la
mayor selectividad de los medios semisélidos, ya que cuando se realiza
una siembra directa del APT en VB y SB era practicamente imposible
aislar Salmonella debido a las interferncias producidas por
sobrecrecimiento de 1la flora acompafiante. La dificultad para
aislamiento de Salmonella por siembra directa del caldo
preenriqueciniento en medios sélidos en placa bha sido puesta

panifiesto por otroe autores (39, 40, 98).

Los resultados de la tabla 5 sugieren también que la utilidad del

RS, que es més selectivo que el RVS al contener mayor concentracién de

verde de malaquita, es mayor cuando se siembra a partir de un caldo no
selectivo (APT). Por el contrario presenta un mayor rendiniento el RVS

cuando se e6iembra a partir de caldos de enriquecimiento que han

y SF).

pr
Cuando se compara la utiliza

6lo el
del método convencional (tabla 6), se observa que, &ea empleando &

(o] 80 (]
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método convencional, Cuando ge utilizaban

ambos
detectaban 73 muestras conjuntamente se

positivas frente a las 53 del método

elendo la diferencia estadisticamente significativa. Sin

dud Y
a este mayor numero de muestras positivas justifica su empleo aunque
la especificidad disminuya del 34,2% del

convencional,

: método convencional al 22,2%
el método semisélido. La observacién de la tabla 6 tanbién apoya el que

:5::1:fo:nd:e::;:::’:i:::ec::: ':1: i RS, al presentar una acusada
' yor productividad. En las 10
ocasiones en las que no se detectaron muestra positivas por el método
semisélido y si por el convencional el motivo no fue la presencia de
serotipos inmoviles, sino que como ha sido bién establecido, ningun
método disponible detecta todas las muestras que contienen Salmonella
(39, 47, 69).

La siembra directa del caldo de preemriquecimiento proporcioné 11
cepas no detectadas ni tras enriquecimiento em SF ni RV (tabla 5), lo
que sugiere que para algunas cepas dichos enriquecimientos pueden ser
téxicos. Otra ventaja adicional de la siembra directa del caldo de
preenriquecimiento es que permite obtener resultad;s un dia antes que el
método convencional, de esta forma 45 muestras (54,2% del total)
pudieron ser detectadas en mencs tiempo.

Como conclusién de este apartado se puede asumir que los medios
semisélidos RS y RVS son Gtiles en €’ aislamiento de Salmonella de aguas
costeras, presentando una mayor productividad que los métodos
idemis su siembra  directa  del caldo de

convencionales.

preenriqueciniento pernite aislar cepas  no detectadas tras

enriquecimiento y reducir en ocasiones el tiempo necesario para SU

deteccién.

Comparacién entre el RS y el Rappaport*‘lassiliadis semisélido modificado

puso de nuevo de manifiesto

Con los productos cérnicos estudiados se

cia de Salmonella era mucho mas frecuente en los productos

sen
bk e carne de cerdo y/o vacuno

pollo que el los derivados d

del
. btenidos en otros paises (58,

(tabla 7>, 1o q
242). Probableme

ue confirma los resultados O

estras positivas en derivados

nte este mayor numero de mu
-94_




del pollo influye también en que el serotipo que
enteritidis (31 de las 50 cepas)

mis a aves,
107).

mAs aislamoe fuera S.

= una bacteria que cada vez se asocia
an

O en nuestro pais como en otros occidentales (72, 105

(]

(tablaRe:?ec:fan: llaa p:::UCt.iVidad de los medios de cultivo utilizados
ncién que ésta era mayor cuando el caldo de

preenriquecimiento se sembraba directamente en los medios semisélidos
Eaap i Pl el
partadc anterior en el que utilizabamos aguas

de playa, la productividad de la siembra directa del APT en los mediocs
semisolidos era mejor. Para explicar estas diferencias hay que temer en
cuenta que las muestras analizadas eran de diferente naturaleza, y por
tanto la flora acompafiante es distinta; ademéAs en las aguas de mar las
células de Salmonella pueden estar en un estado fisiolégico distinto y
presentar lesiones, como se expuso en el apartado anterior. Pero
probablemente tuvo una gran influencia la metodologia utilizada que
presenté las siguientes diferemcias: (i) la inoculacién de los medios
semisélidos fue con tres gotas de pipeta pat-eur (0,1 =l aprox.)
depositadas en la superficie de una placa petri de 90 mm de diametro en
lugar de inocular el contenido de un asa (0,0005 ml aprox.) en la
superfice de una placa de 50 mm, esto permite efectuar la siembra con un
inéculo mayor y por tanto mayores posibilidades de que se siembre el
medio con células de Salmonella y (ii) los pedios de enriquecimiento
fueron el SC y MK con el fin de aproximarse a la metodologia que
utilizaron De Smedt et al. (64, 65 y poder realizar uma comparacién
La utilizacién del MK presenta el inconveniente de una gran
ates fabricantes y diferentes lotes ¥
163, 236). En este

adecuada.
variabilidad entre loe difere

ademas es dificil de estandarizar (24, 25, 28,
mos a los obtenidos con el SC y no mejores,

estudio dio resultados proxi
jo rendimiento del MK. Sin embargo esta

lo que podria gugerir un ba =
posibilidad pudo ser descartada, ya que 8e obtuvieron resultados

nimero limitado de muestras se cCO
produciendo apbos uB

ro el MK
sinilares cuando en un mpa

utilizado (Oxoid) con caldo tetrationato (Difco),




creci
Cimiento similar en los medios en placa, tanto en lo que respect
cta a

las cepas de Salmonella.
La mayor productividad de 1a eiembra directa del APT en

las bacterias contaminantes, como a

el RS podria
explicarse basandose en qQue las cepas de Salmonella deben de su rar
menos “"desafios" 4

que ciando se realiza ademAs un eariquecimiento. Es
decir, el hecho de sembrarse en el medic de enriquecimiento liquido

implica una dilucién del caldo de preenriquecimientc y de nuevo las
células han de crecer, esta vez en un medio selectivo y en competencia
con la flora acompafiante, hasta alcanzar un valor em u.f.c. adecuazdo
para eer detectado en los medios en placa. Al disminuir el numero de
"desafios” a que ha de someterse la bacteria que buscamos, las
posibilidades de su aislamiento aumentan, sobre todo si disponemos de un
medio selectivo adecuado para su deteccién entre una flora contaminante
en abundancia, como es el caso del RS. En el caso del RVSK también se
obtuvieron mejores resultados con la siembra directa del
preenriquecimiento que con la siembra tras emriquecimiento (tabla 8).

En lo referente a la productividad global de los medics VB y SB
tras su enriquecimiento en SC y MK, la del VE fue inferior a la
obtenida en el apartado primero de nuestro estudio, observandose un
mayor crecimiento en las placas de bacterias pertenecientes al gémero
Proteus, una bacteriz que posée una tetratinato reductasa y por ello
puede sobrevivir en el MK (53) e interferir posteriormente en la
visualizacién de Salmonella en los medios em placa. Esta mayor i
de Proteus podria deberse a que las muestra se recogieron en una época
no tan fria como la del apartado primero lo que influiria en la flora de

los alimentos, siendo mAs abundante en enterobacterias termotrofas.

Respecto a la productividad glotal de los medios en placa (tabla 9)
de las muestras positivas mientras que los otros
detectando como mAXimO el 40,3%.
apartado primero y sin duda

pvocaria un peor

el RS detecto el 100%
medios fuerom claramente inferiores,

Estas diferencias &0n mis acusadas que en el

influyé en ellas el que no &e utilizase el RV, lo que Ppr

rendimiento de 108 medios VB y SB.




El
RVSN tuvo una productividad muy inferior al RS (tabla 9) y
mostr J s
: © cOomc un método tan util como se presenta en el trabajo de De
medt et :
al. (64). Sin embargo si comparamoe los resultados, obteaidos

con las muestras naturalmente contaminadas,

- cuando se sembraba el RVSK
rectamente del APT con los medios sélidos sembrados a partir del MK

estos son similares (tablas 8 9)
trabajo de dickos autores (64).y Cre:n::i:uc:d:: ::n e s
el trabajo original se
hubiera utilizado un medio de enriquecimiento més productivo, como el
RV, en lugar del MK, el RVSK no se habria mostrado eficaz. Bn nuestro
estudio no se utilizé el RV pero si el RS y en el apartado primero
observamos que la combinacién MK-RS era igual o superior a cualquier
combinacién RV-medic en placa.

En lo que respecta a la especificidad, el RVSK fue el mejor, sobre
todo después del enriquecimiento en NK. Esta situacién de alta
especificidad y baja productividad del RVSN era similar a la obtenida en
el caso del apartado primero cuando el RS se incubaba a alta temperatura
(43°C). Este hecho y el que De Smedt et al. (64, 65) recomiendan la
incubacién a 42<C, nos hizo estudiar la influencia de dicha temperatura
y observamos que sélo 4 de las 30 cepas probadas crecian a 42°C en el
medio RVSM, mientras que todas lo bacian si la temperatura de incubacién
era de 35°C. Esto permite afirmar que la temperatura de 42°C es
inapropiada para este medio de cultivo, ya que la posibilidad de que
hubiera oscilaciones de la temperatura de la estufa y que se superase la

temperatura critica de 42°C fue descartada al realizarse la prueba

tanbién mediante la {pcubacién de las placas envueltas en boleas de

maria. Otros factores que podrian

plastico en el interior de un bafio
sicion del RS y RVSK se estudiaran

haber influido como la diferente compo

en apartados posteriores.
mportantes de este apartado destaca el

aumento de la productividad del RS cuando se siembra directamente del
y la poca utilidad del RVSK, debidp al
demasiado

Entre las conclusiones mis i

caldo de preenriqueci niento

menos a que la temperatura de {ncubacién recomendada es

elevada.




Nodificacién del medio Rappaport semisélido

Segin la descripcién original,

la eficacia del cald

- | 0 Rappaport se

a en la accion selectiva del verde de malaquita y cloruro de magnesi
(]

en u
importancia de su utilizacién (184, 185>.pPora;1 est:cando M
han sugerido que el empleo de otras peptonas i:n rari? i e oo
Ademas la seleccion de Salmonella en 1:; nedipuea sef Wi
os senisbélidos es en gran
parte independiente de la accién inhibidora del medio de cultivo (93,
95, 96, 217), y se basa en la mayor velocidad de migracién de esta
bacteria. Por ello estd indicado estudiar la influencia, que en las
caracteristicas productivas y selectivas, tienen las diferentes
cantidades y calidades de las peptonas y otros nutrientes. Apoyando
esto, De Smedt et al. sefialaron que el tipo de peptidos presentes en el
medio son cruciales para la migracién (64).

El incremento en la concentracién de triptona o la sustitucién de
ésta por triptosa disminuyé las distancias de nﬁracién de Salmonella
(tabla 11) al contrario de lo obtenido por De Smedt et al. (64) cuando
utilizaban el RVSN como base. El empleo de combinaciones de peptonas
proporcioné mejores resultados de productividad y selectividad que
cuando se utilizaban los componentes individuales, como ha sido puesto
de manifiesto por otros autores (63). La mejor combinacién fue la de
2,67 g de triptona y la misma cantidad de proteosa peptona. Esta altima

a utilizado previamente en pedios semisélidos selectivos y presenta
{ncrementa la selectividad

se h
la ventaja de que al contener cistina unida,
(220). Las ventajas que segin se ha

de los medios para Salmonella
triptosa e hidrolizado de

cefialado (63) presenta la combinacién de

na no fueron puestas de manifiesto en nuestro estudio.

La adicién a diferentes peptonas
fin de enriquecer el pedio (tabla

distancias

casel
o combinaciones de éstas, de

cto de carne O de levadura con el
la migracién de mayoree

a la migracién en el caso
n sido

extra
12) revelé que este gltimo favorecia

1 caso de Salmonella, pero también favoreci

en e
tracto de carme y/O levadura ba

de las cepas no Salmonella. El e€X
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utilizados como componentes de

medios semisélidos
para el aisl
de Salmonella por otros autores (45, 93, 96, 217) e

Para el
el siguiente paso en 1la evaluacién se seleccionaron 1la

combinacién mas selectiva (triptona més proteosa peptona) y 1 mA
a ]

productiva (la misma mAs extracto de levadura) de las tablas 11 yl y

::n ::i::i:m;nb‘;? ::s cij;l;j::ro:ridiferentes concentraciones de cloruro
: ginal del caldo Rappaport (184, 185)
Sty okl i -
gramnegativos contaminantes, a la vez que éste

ultimo componente tenia efectos antitéxicos que contrarrestaban el
efecto del colorante frente a Salmonella. Esta accién antitéxica bha sido
puesta de manifiesto en otro estudio (46) que al mismo tiempo resalta la
mayor utilidad de los cationes divalentes sobre los monovalentes en la
inhibicién de bacterias entéricas otras que Salmopella spp. Yy
Citrobacter spp. (46). La accién inhibidora directa del clorurc de
magnesio sobre bacterias tales como E. coli y P. aeruginosa no se debe a
un aumento en la presién osmética del medio, ya que concentraciones
equivalentes de cloruro sédico no son inhibidoras  (206). Alcaide et al.
(3) utilizando muestras naturalmente contaminadas han resaltado la
importancia que también tiene el anién, ya que la sustitucién del
cloruro de magnesio por el sulfato de pagnesio reduce la selectividad.
En nuestro estudio el aumento de la concentracién de cloruro de magnesio
incrementé en todos los caso las distancias de migracién de todas las
bacterias probadas (tabla 13), siendo méximas con la concentracién de

21,26 g/l1. En otros estucins que utilizaban medios liquidos O

semisolidos se ha puesto de manifiesto que cantidades superiores pueden

ser inhibidores para Salmonella (175) o retardar su nigracién (45). De

Smedt et al. (64) observaron que cuando se ipcubaba a 42°C y se

incrementaba la concentracién de cloruro de magnesio de 17,8 a 23,3 g/l

distancia de migraciénm de Salmonella y una

ge obtenia una mayor
{versus. La inhibicién de las cepas de

{phibicién de B. cloacae y c. 4

Enterobacter Yy Citrobacter no &e produjo en puestro estudio, pero hay

e tenmer en cuenta que tanto las temperaturas de incubacién como la

erentes,
0,037 g/l en el medio de

qu
comp
de verde de malaquita,

sobre todo la concentracion

f medios eran dif
osicién de loe i

que era de
..gg..




2l. y de 0,065 en el RS. BEl

medio que contenia extr
a &
21,26 g de cloruro de . :

magnesio fue el mas productivo
contenia 17,27 g sein extracto de levadura el

Yy el que sélo

mhs selectivo
; y estos
ueron selecionados para evaluar la influencia del verde de malaquita

brilli:ecc:ocr:il:::l t:ii:::tialia:: P S

o mostrado utiles para el aislamiento
de Salmonella mediante su incorporacién a medios de cultivo liquidos
(53, 81,. 185, 154, 232), so6lidos (53, 73, 81) y senisolidos (45, 46,
215, 220). Su utilizacién con los medios semisélidos ha sido amplia,
siendo el verde de malaquita y el verde brillante los més eficaces y mAs
empleados. Sin embargo son inhibidores de S. typhi, lo que junto con la
menor movilidad de esta bacteria los bhacen inapropiados para su
aislamiento (45, 90, 93, 94, 215). Aunque no mostrado en la tabla 14, en
nuestras pruebas la inclusién de S. typhi entre la cepas utilizadas para
valorar las modificaciones en los medios semisélidos fue descartada al
no crecer ni migrar en dichos medios. Respecto a las otras cepas, se
observa que conforme aumentaba la concentracién de verde de malaquita en
el medio aumentaba la selectividad, pero también dieminuia la distancia
migrada por las cepas de Salmonella (tabla 14). Este efecto téxico del
verde de malaquita era amortiguado en los medios que contenian extracto
de levadura y concentraciones mayores de cloruro de magnesio. Estos
resultados estan de acuerdo con lo establecido por otros autores sobre
los efectos antitéxicoe del cloruro de magnesio frente al verde de
(3, 184) y el verde brillante (46). La combinacién nAs
cto de levadura, la méxima cantidad

malaquita

productiva fue la que contenia extra
ma de verde de malaquita, mientras que

a vez no inhibia a ninguna cepa de
ima concentracién de

de cloruro de magnesio y la mini

la mAs selectiva pero que a 1

Salmonella era la miema féormula pero con la max

Anbas fueron seleccionadas para probar a

verde de malaquita.

continuacién el efecto de la novobiocina. |
na se ha utilizado en los pedios selectivos

u efecto iphibidor sobre otras enterobacterias

194). La cantidad que se reconmienda afiadir a
e éste (193) e

El antibiético novobioci
para Salmonella debido a &

(101, 115, 151, 154, 159,
apente segun la composicion d

i 11
cada medio varia anp ug e

nte que elabora el medio ba
-1m_

{ncluso segun el fabrica




establ
ecido valores entre 5 y 60 mg/1 para los diferentes med‘os

selectivos liquidos o sélidos 3, 4, 20, 66, 155, 189 193, 195), §
’ (] [] [} . N

typhi tiene una mayor sensibilidad que otras salmonelas
&gon utiles para .

(66, 155,

por lo que mo
&u aislamiento los medios que contienen este antibiético

195, 205). Cuando la novobiocina se ha adicionado a los medios

semisolidos, lo bha sido a concentraciones de 20 ng/l 46, 63-65, 220)
L] L]

consiguiendo inhibir a algunas cepas de Citrodacter pPero no a las de

Epterobacter (46, 220). Kuestros resultados utilizando 10 ng/l son

similares, ya que comparando la tabla 15 y 14, la incorporaciém del

antibiotico a la férmula més productiva hizo que mo migrasen tres cepas
adicionales, de las cuales sélo una pertenecia al género Enterobacter.
Cuando la concentracién fue superior a 10 ng/l algunas cepas de
Salmonella no pudieron migrar, por lo que se consideré a ésta como la
unica concentracién util . El hecho de que otros autores (46, 63, 220)
hayan encontrado la concentracién de 20 mg/l no inhibidora podria
explicarse, como se expuso anteriorment:, considerando la diferente
composicién de los medios utilizados.

Los caldos Rappaport (184, 185) y Rappaport<fassiliadis 11, 233
tienen un pH bajo, de 5,0-5,2 que contribuye a la selectividad del
medio. Ademss en estudios sobre el comportamiento de Salmonella en
medios con diferentes pHe se ha comprobado que dicha bacteria puede
sobrevivir e incluso reproducirse a pHs bajos dependiendo también de la
naturaleza del Acido utilizado (77, 128, 173.). De esta forma el hecho
de que Salmonella pueda crecer a pi de 4 0 4,5 nos hizo estudiar la

posibilidad del empleo de la acidez como un factor selectivo adiciomal.

En la tabla 16 se observa que todas las cepas de Salmonella estudiadas

podian crecer a pHe de 4, independientemente de que se emplease &cido
citrico o clorhidrico para alcanzar dicho pH. Sélo cuando estos bajos
pHs se combinaban con la concentracién mis alta de verde de malaquita se
producia {nhibicién de algunas cepas de Salmonella. Lo mismo ocurria a

o la
H 4,5 cuando éste se combinaba con la incubacién a 42°C. Respecto a
& que contenia 0,006 g/l de verde de malaquita y

nedio
gselectividad, el el mis selectivo &in

btenido con acido citrico era

tenia un pH de 4,50 El pedio mas productivo

pa de Salmonella (RSN41).
=101~

{nhibir a ninguna ce




f
ue el denominado RSK44 y contenia 0,021 g de verde de malaquita y el pH
de 4,5 se obtenia con Acido clorhidrico. ”

También se estudio la posibilidad de incrementar la selectividad del

las formulaciones citadas con la adicién de selenito sédico. En la tabla

17 se observa que dicha combinacién era extremadanente

toxica tanto para
las cepas de Salnmonella como para

las restantes, incluso a 1la
concentracién de 0,4 g/l. Esto confirma las observaciones que aparecen
en la literatura sobre la toxicidad de la combinacién del selenito con
otro colorante del trimetilmetano, el verde brillante (20) y nuestros
resultados obtenidos con aguas de playa en las que la combinacién del
enriquecimiento en caldo selenito con la siembra en RS daba resultados
claramente inferiores a cuando el RS se sembraba a partir de otros
caldos. Esta toxicidad también la hemos observado cuando hemos utilizado
el RS para el aislamiento de Salmonella de heces humanas (resultados no
mostrados), en ese caso era necesario diluir el caldo selenito, una vez
incubado, en solucién salina en proporcién 1/10 antes de depositar las
gotas en la superficie del medio RS, ya que en caso contrario umn gran
nimero de cepas de Salmonella no podian ser detectadas.

La utilizacién del antimicrobianmo nitrofurantoina con el fin de
{ncrepentar la selectividad de los medios para el aislamiento de
Salmonella fue propuesta por Bullock y Frodsham (37) que obtuvieron
{nhibicién de E. cloacae sin inhibir a Salmonella. Sin embargo ¥y
paradéjicamente, cuando lo adicionamos al RS y al RSN44 no produlo
{nhibicién de mninguna de las cepas, sino por el contrario un incremento
en las distancias recorridas. Cuando se afiadia al RSN44 el incremento
yor en el caso de las cepas de 1o Salmonella que en las de

fue aun ma

Salmonella.

61idos
Comparacién de las puevas formulaciones con otros medios semisd

1 aislaniento de Salmonella y como €é eXpueo

de
En el caso o en la literatura (39,

anteriormente y &€ encuentra ampliamente descrit

C dio que
, 180), mno bay un solo me
- 110? er de al menos dos medios,
de todas cepas. For @

permita el crecimiento

1lo es conveniente dispon
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uno muy productivo, aunque pierda algo de es

pecificidad
selectivo, aunque los serotipos v ¥ otro muy

nds sensibles sean inhibidos,

La
& nuevas formulaciones nbtenidas en el apartado anterior s
e

com
pararon con los restantes medios semisélidos que para su uso en placa

ee encuentran descritos en la literatura. La primera comparacisn se

. asi poder determinar 1la posible
toxicidad de los medios frente a los distintos serotipos de Salmonella y

a la vez determinar la selectividad frente a

realizo con cultivos puros para

otras bacterias
migrar en medios
Los unicos que permitieron el crecimiento de
todos los serotipos de Salmonella fueron el RS, RSM44 y RVS, siendo al

seleccionadas previamente por su capacidad de
selectivos semisélidos.

mismo tiempo los menos selectivos (tabla 19). Por el contrario los otros
tres medios presentaron una selectividad mucho mayor, permitiendo que
sélo migraran 2 o 3 cepas no-Salmonella, pero a costa de inhibir a 4
cepas de Salmonella en el caso del SSF y RVSN y a dos en el caso del
RSK41. Como se cité anteriormente, los medios semisélidos selectivos no
son apropiados para el aislamiento de S. typh! y S. paratyphi 4, pero
ademds hay otros serotipos que ('n mAs sensébles a los agentes
selectivos, como es el caso de S. paratypki By S. arizona (46, 117), lo
que se ha confirmado en este estudio, ya que algunas de las cepas
probadas que pertenacian a estos serotipos no migraron en los medios
SSF, RVSM y RSK41l. Pero ademis los dos primeros medios inhibieron a
otros serotipos tradicionalmente considerados como mAs resistentes, 10
que apunta a umna toxicidad excesiva de los medios RVSK y SSF.

Cuando se trabajé con alimentos natural o artificialmente

+odos los medios semisélidos fueron superiores al método
ctadas (tabla 20), bhecho

contaminados,
convencional en el numero total de muestras dete
que los enriquecimientos se realizaron

por otra parte previsible ya
el mejor comportamiento

sobre SC y MK y no se utilizé el RV. Sin embargo

de los medios semisélidos no se producia en el caso de los alimentos de

baja bumedad (leche en polvo ¥ piensos) O alimentos de alta bhumedad muy

leche
poco contaminados con flora acompafiante, como era el caso de la le
da. Esto se puede explicar porqu

Salmonella 1O presenta
ados similares (5, 26, 54,

e en este tipo de alimentos el

grandes dificultades v 106
56,

pasteriza
aislamiento de
e medios de cultivo dan result
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32). Para evaluar adecuadamente el

e oo rendimiento de loe medios es
5 zar alimentos con una flora contaminante elevada (5, 26
¢ 9T) b ’ '
¢ y lue con este tipo de alimentos con los que mayores diferencias
hibo entre el método convencional y el semisolido.

Entre los diferentes medios semisélidos

e lac mayores diferencia
mmbién se dieron con los alimentos de alta humedad muy contaminados
'

& endo los mas productivos el RSM44 y el RS seguidos del RVS (tablas 20
y 21). Los menos productivos fueron el RSM41, RVSK y SSF, lo que
ccincide con los resultados obtenidos con los cultivos puros. Por el
ccatrario, y salvo en el caso del RVSM, esa menor productividad no se
correspondié con una mayor especificidad (tabla 21).

Respecto a la rapidez de deteccion de los medios semisélidos (tabla
22!, el RSN44 y el RS confirmaban su rendimiento, siendo posible
de .ectar la mayoria de las muestras en tres dias. El RSN41l erz més
sersible que el RVS cuando se consideraban las mucstras positivas en
dicho periode de tiempo. El RVSM y el SSF fueron de nuevo los menos
eficaces, en especial este Gltimo que frecuentemente necesitaba dos dias
para la migracion, confirmando lo apuntado en la-descripcién original
(991.

En conjunto el RVSN se comportoc peor que los medios RS y RSN44 a
peear de que en esta ocasioén la incubacién se efectus a 35=C. El1 RVSK
cortiene menos concentracion de verde de malaquita que el RS y la
coicentracién de cloruro de magnesio es s6lo ligeramente superior a la
del RSM44 (ver amexo de medios de cultivo), per lo que probablemente no

cean estas las causas de sU toxicidad frente a cultivos puros y su bajo

rendimiento con alimentos. Creemos que la explicacién sea posiblemente

e . que contenga 20 mg/1 de novobiocina,
e afiadia a un medio base similar, se mostraba

una concentracién que cuando en

e. apartado anterior &

{nhibidora de algunas cepas de Salmonella.

ps productivo y especifico de 106 estudiados.

El SSF fue el medio men

lo que ocurre con el caldo selenito que

os eficaz que los caldos Rappaport ¥
restantes medios

liste hecho se corresponde con

;tiliza como base, Qqueé es Nen

port-Vassiliadis de los Qque
246, 258). Hine et al.

proceden 108

B (99) propusieron al

genisolidos (143, 154, 191,
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SSF p

ara
el aislamiento de Salmonella de heces de roedores
]

€5Ccasos mm.
En nuestro estudio, aunque superior al método convencional
'

fue cl
aramente inferior a los demas medios semisélidos, inhibiendo a

serot
rotipos como S. paratyphi B, S. ohio Yy S. virchow, serotipos que a0

f ~
ueron incluidos por Hyne et al. (99) cuando estudiaron su medio

También Stuart y Pivnick (215) trabajando con wedios semisélidos

verticos en tubos en U encontraron que los medios basados en el caldo
selenito eran inferiores a los que utilizaban el caldo Rappaport como
base.

La modificacién del RS denominada RSN44 y disefiada en el apartado
anterior con el fin de obtener un medio mAs productivo, proporcionéd
resultados ligeramente superiores al RS tanto en el nimero total de
muestras detectadas como en la rapidez de deteccién. La utilizaciém
conjunta de ambos medices permitié detectar el 100% de las muestras
positivas, la mayoria de las cuales fueron positivas en tree dias (tabla
23). i

Utilizacion de los medios semisélidos como un método rapido de cultivo.

Como se expuso en apartados anteriores, los medios semisélidos
suponen un avance en lo referente a la rapidez en el aislamiento de

Salmonella, ya que permiten sustituir simulvéneamente al medio de
placa. Esta ventaja nos
el método de filtracién

enriquecimiento Yy al medio de aislamiento en

hizo pensar en la posibilidad de combinarlc con

a través de membrana, que permite el poder realizar una concentracién de

la sensibilidad del método y reduciendo el

la muestra, aumentando asi
Las posibilidades de la utilizacién

tiempo necesario para el analisis.
ltros de membrana en microbiologi

jentemente por Sharpe ¥ Peterkin (206).
ad> en el aislamiento de

de los fi a de alimenios han sido
e

revisadas rec

La filtracién por penbrana se ha utiliz

limentos con el fin de acortar el tiempo de incubacién

Salmonella de a '
227). la técnica consistia en la

= miento
1 caldo de pre enriqueci |
= ipcubacién durante 86lo 6

m]l de dicho caldo tras 8u
-105-
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horas, e intre

i

d
: ‘duciendo el filtro en un caldo liquido de enriguecimiento
tros auvtores (220) los han utilizadc para .

enriquecimiento, depositandolos
semisolido. En nuestro caso

caldo de

filtrar el caldo de

a continuacién sobre un medio

la filtracién se realizaba a partir del
pre-enriquecimiento tras 6-8 horas

conseguir filtrar 10 ml de este caldo,
del alimento,
(206) .

de incubacién. Para

que era a la vez una suspensién
ee siguleron las recomendacicnes de Sharpe y Peterkin

El método que proponemos esta basado en que teéricamente las células

de Salmonella podrian, durante las 6-8 horas de incubacién em un caldo
no selectivo, reparar sus leciones y reproducirse hasta aumentar en, al
menos, 25-125 veces su numero inicial. De esta forma se pasaria de haber
1 célula en 250 a 1 en 2-10 ml, pudiendo asi ser detectadas mediante la
filtracion de dichas cantidades. Los filtros de membrana se depositarian
en medics semisélidos, se incubaria hasta el dia siguiente y si habia
migracién del cultivo, se confirmaria la presencia de  Salmonella
mediante el empleo de alguna de las técnicas répidas de deteccién que
existen disponibles. -

El caldo de pre-emriquecimiento utilizado fue el M-broth, cuya
formula permite un buen crecimiento de Salmonella y desarrollo de eus
flagelos, y que fue  propuesto para la técnica de enriquecimiento
serolégico (75, 213), siendo ademAs utilizado posteriormente en
diversas técnicas para el aislamiento y deteccién de Salmonella (61, 74,
149, 216, 221, 229).

Los dos tipos de filtros que se valoraron con cultivos puros ¥y

capsulas de referencia (tablas 24 y 29, Millipore HC de 0,7 pm de

no ofrecieron diferencias importantes. Esto

e apuntan a cue ambos

dispetro y S&S de 0,45,
coincide con lo descrito por otros autores qu
n una difusién adecuada de los componentes de 108 medios de
sin que la diferencia de tamafio de

en la filltrabilidad de la suspensién del alimento (207> ¥
mente a la retencién de

rmite
& poro tenga efectos

cultivo,

importantes

sin que el poro de 0,7 pm afecte negativa

enterobacterias 2100, '
mayoria de los caso no habia
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a l_,hi(..h. d p y
p j

polvo y piensos.

En 1
0 referente a la disposicién del filtro en el medio semisélido

]

grandes diferencias (tablas 24 y 25)

4 | sin embargo cuando éste se
Sponia sobre el agar no selectivo TSBY y luego se afiadia la capa del

medio semisolido selectivo, aumentaba la productividad (tablas 24 y 25)
pero simultéaneamente disminuia excesivamente la selectividad (tabla 26),
superando la cepa de E. cloacase Chl3 a las distancias de migracién de
las cepas de Salmonella. Por ello se seleccioné el método la disposiciém
invertida del filtro sobre el medio semisélido, que coincidié con 1o

realizado por Swaminathan et al. (220).

Para la eleccién de los medios a utilizar en el método definitivo se
tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en el apartado anterior,
perc como el medio RSM41 inhibia a algunas cepas de Salmonella, se
estudié la posibilidad de sustituirlo por el RSM44~adicionado de 10 ng/l
para aumentar su selectividad y denominado RSM44n. El RSM4l fue el més
celectivo frente a las cepas de E. cloacae escogidas por su gran
resistencia (tabla 27), pero inhibia excesivamente a S. typhimurium,
mientras que el RSM44n era menos selectivo pero también menos téxico,

por lo que se escogié para los sucesivos estudios.
E. método aqui referido podia detectar entre 1 y 3 ufc de Salmonella

cuando éstas se afiadian al caldo de pre-enriquecimiento y se realizaba

upna incubacién de 6 horas (tabla 26). Pero otra de las funcicnes del

pre—enriquecicimentn es la reparacién de las lesiones que puedan

presentar las células, como paso previo al {picio del crecimiento. Esta
mente en 6 bhoras cuando se trataba de
Salmopella deshidratadas
Lo mismo

abla

funcion se realizaba adecuada
escaso de células de
capsulas de referencia (tabla 25).

& lesionadas por congelacién (t

detectar un numerc

incluidas en las capsulas

ocurria cuando se trataba de célula

29), sin embargo cuando las lesione

g se producian PpOT calor, eran

, ndo
necesarias 8 horas para poder detectar S. typhimurium (tabla 28). Cua
6n de Salmopella con muestrae

os resultados de la detecci
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muestras positivas frente a las 42 detectadas mediante

de sclo 6 horas. la pre-incubacién

Por ello consideramos imprescincible
8 horas ya que incubaciones inferiores
productividad del

la utilizacién de

afectan adversamente 1a
método. El tiempo minimo requerido

= para que el pre-
*Oriquecimiento realice sus funciones sin disminuir la productividad ha

sido ampliamente discutido en la literatura, algunos autores consideran

insuficigntes 6 horas (50, 55, 179, 233, 234,), mientras que otros han
obtenido buenos resultados con incubaciones de 5-8 horas (D. A. A,
Mossel, comunicacion personal, 42, 112, 119, 132, 188, 216). Er nuestro
caso tanto los estudios experimentales como los buenos resultados
obtenidos con muestras naturalmente contaminadas o artificialmente
inoculadas (tabla 32) apoyan la utilidad del pre-enriquecimiento
reducido a 8 bhoras. Probablemente este buen rendimiento bhaya sido
favorecido por la utilizacién del caldo M, que estimula el crecimiento y
desarrollo de los flagelos, y la posterior concentracién por filtraciém
que aumenta la sensibilidad del método. La utilizacién de éste pre-
enriquecimiento acortado reducia en un dia la durafion del procedimiento
analitico. '

El ahorro de otro dia adicional ese podria conseguir mediante la
aplicacién de una de las técnicas rapidas de deteccién. Experiencias
previas (resultados 1o {incluidos) pusieron de manifiesto que la
aglutinaciin en porta del cultive que migraba en el medio semisélido,

lo propuesto por De Smedt et al. (63-65), no proporcionaba
ic semisélido de un

segun

resultados valorables y que la disposicion en el med

disco conteniendo antisuero polivalente frente a Salmonella segin 1o

sugerido por Swamipathan et al. 1220) daba resultados de dificil

interpretacion, debido a la poca especificidad de los sueros

110 se valoro la utilidad de otras técnicas rapidas de

nerciales. Por e
. s en agar TSBY

& a cultivos crecidos durante 6 hora
escogieron para 8U
como MUCAP y la

deteccién aplicada

incubado a 42°C, Entre ellas se
la técnica fluoroenzinﬂticn conocida

Esta ultima estd compuesta por

correspondientes a las fases 1

estudio el

; 1
bacteriofago O:1, e

aglutinacién con latex. o L

' lares
rente a antigenos flage
f tivos que previamente han migrado en

disefiada para aglutinacion de cul
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medios semis
misolidos (102, 103}, eiendo 1a que mejores resultad
08

endo altos valores predictivos positivos y negativos

Otros autores tambieé
D han puesto de manifi
correlacion entre el g

proporcioné, ofreci

(tabla 31).

diagnéstico utilizando anticuerpos unidos a

t
particulas de latex y los métodos clasicos de confirmacién de Salmonella

(41,
1, 139, 146). La técnica fluoroenzimatica (MUCAP) se realizé sobre

cultivos crecidos en forma de botén, ya que la aplicacién directa

sobre
el medio semisélido daba resultados de dificil interpretacién. En

o e
L » lo que coincide con lo
encontradn en otros trabajos (2, 108, 165), aunque los valores obtenidos
varian segun el medio de cultivo de partida (2, 106). La aplicacién del
bacteriofago O-1 de Felix y Callow para la identificacién de Salmonella
fue propuesta por Cherry et al. (48) y aunque algunos autores han
encontrado sensibles a la mayoria de las cepas de Salmonella (78, 2%50),
otros han observado un alto porcentaje de cepas negativas (229) y que
algunas cepas de ciertos serotipos de Salmonella, ccmo S. agonma y S.
enteritidis no soportan la replicacién del bact.eriéfagu (102). Esto
coincide con el bajo valor predictivo negativo encontrado por nosotros
(tabla 31).
La eficacia del método que proponemos en comparacién com el método
convencional se puede observar en la tabla 32. El método F-SS, ademis de
obtener resultados al dia siguiente del inicio del anaAlisis, era nAs

sensible que el método convencicnal, que en esta ocasién incluia

enriquecimiento en RV con resiembras en VB y XLD como una de las

combinaciones mas efectivas.

Este método puede ser util para el dignostico de Salmonella del medio

ambiente y alimentos y aunque no es apropiado para el aislamiento de S

typhi y S paratyphi A, estas son serotipos de presencia muy infrecuente
b’ :

en este tipo de muestras. Tampoco es util en la deteccién de cepas

son frecuentes, 1O suponiendu néAs

gen clinico estudiadas en Gran
o sobre un millar de cepas

das durante un periodo de 5

{nméviles de Salmonella, pero estas no
del 0,1% del total de las cepas de ori
Bretafia (103> y €D puestro laboratori
procedentes de diversos origenes ¥ estudia
mos encontrado en 2 ocasiones.
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La utilizacién de los medios semisolidos inoculados directamente del

caldo de pre-enriquecimiento, aumentan el rendimiento del cultivo, y
pueden acortar la duracion de éste.

El metodo de cultivo réapido propuesto en este estudio permite
reducir el tiempo de detecciéon de Salmorella que es generalmente de
4-5 dias, a 1 dia y ofreciendo al mismo tiempo una productividad
igual o mayor al método convenciocnal.

El medio Rappaport semisélido presenta una mayor productividad y
especificidad para el aislamiento de Salmonella, de alimentos y
aguas de mar, que otros medios en placa de uso frecuente.

De los medics semisélidos descritos en la literatura para su

utilizacién en placa, el Rappaport semisélido es el mas eficaz.

La modificacién del Rappaport semisélido realizada en este estudio y
denominada RSM44 presenta ligeras ventajas, sobre el Rappaport

cemisélido, en lo referente a su productividad.

mis6lidos pone de manifiesto la presencia

Salmonella habituales en los

El emplec de los medios se
de la mayoria de los serotipos de
alimentos y medio ambiente, siendo especialmente gtiles para el

aislamiento de S. enteritidis.
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